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1 Einleitung

1.1 Einfithrung

Der Mechanismus der Himostase (Blutstillung) ist ein lebenswichtiger Prozess. Durch ihn ist der
Organismus in der Lage, Schiden bei Gewebsverletzungen abzudichten und infolgedessen den
Austritt von Blut aus den GefiaBen zu reduzieren beziehungsweise zu verhindern. Im Zentrum
dieses komplexen Geschehens steht die Blutgerinnung. Sie kommt aber erst durch ein Zusam-
menspiel von vaskuldren, zelluldren und plasmatischen Komponenten zustande (Barthels et al.,
2008). Um einer tiberschieBenden Gerinnung entgegenzuwirken und die Durchléssigkeit der Ge-
faBe weiterhin zu gewihrleisten, laufen gleichzeitig auch gerinnungshemmende Prozesse ab. Die-
ses fein ausbalancierte System ist dafiir verantwortlich, dass das Blut in seinem fliissigen Zustand
bleibt und koagulatorische Prozesse nur dort stattfinden, wo sie benotigt werden (Nesheim, 2003).
Wie wichtig die intakte Funktion dieser sensibel justierten Wechselwirkungen zwischen der Ge-
faBwand, den Thrombozyten, der plasmatischen Komponente und dem fibrinolytischen System
sind, zeigt sich bei Erkrankungen und Defekten der Himostase, die mit erhohter Blutungsneigung
oder aber mit verstarkter Gerinnung einhergehen.

Die Reaktionen der Blutgerinnung sind sorgfaltig von antikoagulatorischen Mechanismen
kontrolliert, die unter physiologischen Bedingungen zusammen mit den prokoagulatorischen Fak-
toren ein ausgewogenes System darstellen. Eine wichtige und entscheidende Rolle als Regulator
spielt hierbei das Protein C-System. Schliisselenzym dieses Systems ist das aktivierte Protein C
(APC), eine Serinprotease, die an der Endothelzelloberfliche von seinem Zymogen Protein C
(PC) generiert wird (Dahlbdck und Villoutreix, 2005; Esmon, 2003). PC gehort zur Familie der y-
Carboxyglutamat-Proteine und wird Vitamin K-abhéngig von Hepatozyten synthetisiert. Es zir-
kuliert im Blut mit einer Konzentration von =~ 3pg/ml (Griffin et al., 2007). Die Aktivierung des
PC ist ein zweistufiger Prozess und beginnt mit der Bindung von PC an den endothelialen Protein
C-Rezeptor (EPCR), gefolgt von der proteolytischen Aktivierung durch Thrombin-
Thrombomodulin-Komplexe (Liaw et al., 2001). APC ist in der Lage, zusammen mit seinem Ko-
faktor Protein S die prokoagulatorisch wirkenden Gerinnungsfaktoren FVa sowie FVIIla zu inak-
tivieren. Aufgrund dessen stellt es eine wichtige Komponente in der Kontrolle der Himostase dar
(Dahlbdick et al., 2005, Esmon, 2004; Liaw, 2004). Neben seinen antikoagulatorischen Eigen-

schaften weist APC zusitzlich zytoprotektive, anti-inflammatorische als auch anti-apoptotische
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Effekte auf (Esmon, 2004, Griffin et al., 2007). Anhand einer klinischen Studie konnte gezeigt
werden, dass die Gabe von rekombinantem APC die Mortalitét bei Patienten mit schwerer Sepsis
signifikant zu senken vermag. Verantwortlich fiir diese Tatsache sind vermutlich die bereits er-
wihnten Eigenschaften des APC (Bernard et al., 2001, Griffin et al., 2002; Levi et al., 2004).
Seit sechs Jahren steht APC auch als Medikament zur Verfiigung. Xigris® (Drotrecogin alpha)
wird rekombinant hergestellt und zur Behandlung der schweren Sepsis eingesetzt (Grinnel et al.,
2001; Schellongowski, 2006). Die dabei jedoch auftretenden Nebenwirkungen — beispielsweise
unerwiinschte Blutungen in etwa 2 % der Félle — schrinken die klinische Verwendung ein (Levi,
2008). Die enorme physiologische Bedeutung des PC offenbart sich bei genetischen oder erwor-
benen Defekten des Protein C-Systems (Segers et al., 2007). Diese konnen in einer erhdhten Ge-
fahr fiir vendse sowie arterielle Thrombosen resultieren.

Trotz seiner klinischen Relevanz existiert bisher kein standardisiertes Testverfahren, wel-
ches APC in Plasmaproben schnell und zuverlédssig quantifizieren kann. Die exakte Bestimmung
der Konzentration des APC im Blut ist hierbei jedoch von entscheidender Bedeutung, um bei-
spielsweise Patienten mit schwerer Sepsis addquat therapieren zu kdnnen. Des weiteren wire die
Entwicklung eines Testsystems zur Bestimmung der APC-Plasmakonzentration von groflem Nut-
zen, um Dauer und Dosis der Therapie mit rekombinanten humanen APC iiberwachen zu kdnnen.
Problematisch bei der Bestimmung von APC ist der 1.000 bis 10.000-fache UberschuB von PC,
welches nur geringe strukturelle Unterschiede zu APC aufweist und damit eine Unterscheidung
zwischen den beiden Proteinen erschwert (Miiller et al., 2009). Weitere mdgliche Storfaktoren
bei der Messung der Serinprotease APC sind Enzymsubstrate sowie Enzyminhibitoren, die phy-
siologisch im Plasma vorliegen und die Sensitivitéit des Testverfahrens mindern konnen. Zwar ist
es bereits einigen Arbeitsgruppen gelungen, die APC-Konzentration im Plasma zu bestimmen.
Allerdings erwiesen sich diese Testverfahren als nicht sensitiv genug und bendtigen — je nach
Testsystem — Inkubationszeiten von 19 Stunden bis hin zu 3 Wochen, was fiir die Anwendung im
Rahmen der klinischen Routinediagnostik eine zu lange Zeit ist. Liaw et al. gelang es mittels ei-
nes nur schwach mit Protein C kreuzreagierenden, monoklonalen Antikorpers die Konzentration
des APC zu bestimmen. Da die Sensitivitdt zu gering war, fand dieses Testverfahren bisher je-
doch keinen Eingang in die klinische Diagnostik. Ein weiteres Messverfahren, das auf einem en-
zym-capture-assay (ECA) basiert, konnte zwar relativ akkurate Messergebnisse liefern, bendtigte
aber aufgrund der sehr geringen Plasmakonzentrationen von APC zu lange Inkubationszeiten

(Gruber and Griffin, 1992).
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Da die APC-Aktivitdt im Blut beziechungsweise Plasma durch dort befindliche Proteaseinhibito-
ren schrittweise gemindert wird, wurde ein reversibler Inhibitor des APC bendtigt, um die irre-
versible Inhibierung von APC zu verhindern. Zu den Proteaseinhibitoren z&hlen der Protein C-
Inhibitor (PCI), a,-Antitrypsin (a;AT), ap-Anitplasmin (0,AP) sowie a,-Makroglobulin (o;M)
(Huntington, 2003). Beide Arbeitsgruppen verwendeten Benzamidin, einen reversiblen Inhibitor
von APC, um die irreversible Inhibierung durch Plasmaproteine zu verhindern. Zur Wiederher-
stellung der enzymatischen Aktivitdt von APC wurde Benzamidin durch mehrere Waschzyklen
entfernt. Nachteil im Hinblick der therapeutischen Effizienz von Benzamidin sind die nicht voll-
standige Selektivitit und die unbekannte Toxizitdt dieser Substanz.

In einem Kooperationsprojekt zwischen dem Institut fiir Experimentelle Himatologie und
Transfusionsmedizin und dem Kekulé-Institut fiir Organische Chemie und Biochemie der Uni-
versitdt Bonn wurde ein einzelstringiges DNA-Aptamer selekiert (siche Punkt 1.2.3.1), welches
mit hoher Spezifitit und Affinitit an APC bindet. Aufgrund ihrer einzigartigen dreidimensionalen
Struktur sind Aptamere zu einer selektiven Interaktion mit einer Vielzahl von Molekiilen fahig —
seien dies Proteine, Peptide oder aber kleinste Molekiile. Wéhrend Antikorper mit ihren hyperva-
riablen Regionen lediglich an definierte Epitope des jeweiligen Zielmolekiils binden kénnen, sind
Aptamere in der Lage, zwischen groferen, strukturierten Regionen zu diskriminieren (Mayer et
al., 2007). Thre Bindungseigenschaften, ihre schnelle und einfache Herstellung sowie die Féhig-
keit, ihre Zielmolekiile selektiv zu inhibieren, pradestinieren Aptamere als vielversprechende und
wertvolle Kandidaten sowohl fiir die therapeutische Anwendung als auch fiir die Verwendung in
klinischen Testverfahren (Dollins et al., 2008; Famulok et al., 2007). Ein weiterer Vorteil der
Aptamere ist, dass sie aufgrund ihrer Zusammensetzung aus Nukleinsduren wirksam neutralisiert
werden konnen. Das Antidot besteht aus der Antisense-Struktur des eigentlichen Aptamers und
kann durch komplementire Basenbindung die Funktion und Struktur des Aptamers nachhaltig
beeinflussen. Vor allem bei so sensibel ausgeglichenen Prozessen wie der Blutgerinnung ist es
von enormem Vorteil, wenn bei einem Therapeutikum die Moglichkeit besteht, ein Antidot zu
verabreichen und somit die Gefahr eines Ungleichgewichtes zu vermeiden beziehungsweise zu
behandeln. Automatisierte Herstellungsmethoden erlauben es, RNA- und DNA-Sequenzen zu
entwickeln, die mit nanomolarer Affinitdt und hoher Spezifitit an eine Vielzahl von extra- aber
auch intrazelluldre Molekiile binden. Aptamere weisen nicht nur herausragende Bindungseigen-
schaften auf, sondern kénne auch Funktionen ihrer Zielmolekiile modulieren beziehungsweise

inhibieren. Fiir die Durchfiihrung eines Testverfahrens zur Bestimmung der APC-Konzentration
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wird ein Ligand bendtigt, der signifikant zwischen APC und seinem Zymogen diskriminieren
kann, da die Plasmakonzentration von PC etwa 1000 mal hoher ist als die von APC. Mit der
Entwicklung des DNA-Aptamers HS02, der mit einer Affinitit von Kp = 0,5 nM spezifisch an
APC bindet, steht ein vielversprechender Kandidat zur Entwicklung eines solchen Testverfahrens
zur Verfiigung. Durch Blockade der Exosite des APC wirken die Aptamere aber auch als selekti-
ve und potente Inhibitoren der antikoagulatorischen Funktion des APC. Gleichzeitig verstérkt die
Bindung des Aptamers an APC die Inaktivierungsrate der Protease durch den Protein C-Inhibitor.
Die anti-apoptotischen Eigenschaften des APC werden von den Aptameren jedoch nicht beein-
flusst, was darauf hindeutet, dass die zytoprotektiven Féhigkeiten des APC erhalten bleiben (Miil-
ler et al., 2009).

Neben der Zielsetzung des Aufbaus eines sensitiven und selektiven Testsystems zur Quan-
tifizierung der APC-Plasmakonzentration dient dieses Projekt auch der mdglichen Entwicklung
eines Medikaments, das die APC-Aktivitit in-vivo inhibieren und deshalb im Rahmen einer APC
induzierten Blutung angewendet werden kann. Im Rahmen dieser Arbeit soll mit den APC-
Aptameren ein Testverahren zum Nachweis von APC aufgebaut und validiert werden. Die Basis
der Arbeit bildet die Hypothese, dass selektierte APC-Aptamere zum Aufbau eines Nachweisver-
fahrens geeignet sind und die Sensitivitidt und Spezifitdt eines derartigen Testverfahrens einem
herkdmmlichen ELISA-Verfahren oder anderen Methoden zum Nachweis von APC {iberlegen

sind.
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1.2 Grundlagen

1.2.1 Die Physiologie der Blutgerinnung

1.2.1.1 Einleitung

Nach Verletzungen von Gefédflen und des sie umgebenden Gewebes kommt es zu komplexen Re-
paraturvorgédngen. Der Organismus schiitzt sich mit dem Mechanismus der Blutstillung (Hdmo-
stase) vor Blutverlust (Opal, 2003). Die Gerinnung kommt durch das Zusammenwirken von vas-
kulédren, zelluldren sowie plasmatischen Komponenten zustande (Barthels et al, 2008). Im
Gleichgewicht mit der Blutstillung steht das fibrinolytische System, das dafiir verantwortlich ist,
dass es nach der Bildung eines Gerinnsels auch wieder zu dessen Auflésung und damit einherge-
hend zu einer Rekanalisierung von Gefdllen kommt. Unter physiologischen Bedingungen stehen
Blutgerinnung und Fibrinolyse miteinander im Gleichgewicht. Ist dieses Gleichgewicht gestort,
kann es zu einer gesteigerter Thromboseneigung oder aber zu einer erhohten Blutungsneigung
kommen (Rau et al., 2007).

Der Gerinnungsvorgang 1d6t sich in die primére und die sekunddre Himostase unterglie-
dern, wobei diese Unterteilung vor allem didaktischen Charakter hat. Unter physiologischen Be-
dingungen laufen beide koagulatorischen Vorginge parallel zueinander ab. Eine strikte Trennung
zwischen diesen Reaktionen kann nicht vorgenommen werden, da es zu komplexen Wechselwir-
kungen kommt. Nur durch das Zusammenwirken von zelluldren, plasmatischen und vaskulédren
Komponenten kann letztendlich das gemeinsame Ziel der effektiven Blutstillung erreicht werden

(Gerlach et al., 1993).

1.2.1.2 Die primiire Himostase

Die vaskuldren und zelluldren Vorgénge der Blutstillung bezeichnet man auch als primére Hamo-
stase. Wenn es zu einer Gefallverletzung kommt, wird sie innerhalb von Sekunden aktiviert und
verhindert so zwar in Kiirze, aber nur voriibergehend einen erhohten Blutverlust (Verstraeten et
al., 1993). Die Reizung von glatten Muskelzellen zieht eine reflektorische Kontraktion der Blut-
gefidBe nach sich. Diese Kontraktion wird unterstiitzt durch die Freisetzung von vasokonstriktori-
schen Substanzen wie Thromboxan A, Katecholamine und Serotonin (Zucker et al., 1985). Die

hierbei verursachte Verlangsamung des Blutstroms begiinstigt die weitere Gerinnung. Die Haupt-
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trager der primdren Hamostase sind die Thrombozyten. Der erste Schritt, die Plittchenadhésion,
wird infolge des Kontakts mit subendothelialer Matrix ausgeldst, die durch den Endotheldefekt
freigelegt wird. Die Wechselwirkungen werden durch adhisive Glykoproteine vermittelt (Peters
et al., 1999). Die Anheftung der Thrombozyten an Kollagen kommt durch einen spezifischen
Kollagenrezeptor, das Glykoprotein GP Ia/lla, zustande und wird mit Hilfe des von-Willebrand-
Faktors (VWF) gefestigt (Thomas, 2002). Der von Endothelzellen und Megakaryozyten sezernier-
te von-Willebrand-Faktor spielt hierbei eine entscheidende Rolle und dient als Intermediérmole-
kiil zwischen der subendothelialen Matrix und den Thrombozyten (Varga-Szabo et al., 2008). Er
bindet sowohl an die GP Ib/IX-Rezeptoren der Thrombozyten als auch an subendotheliales Kol-
lagen (Ruggeri, 1990). Infolge der Adhdsion gehen die Thrombozyten in einen aktivierten Zu-
stand {liber und sezernieren verschiedene Mediatoren. Die wichtigsten sind ADP, Fibrinogen,
vWF, Thromboxan A,, Pléttchen-aktivierender-Faktor (PAF), Serotonin und Katecholamine
(Bergmeier et al., 2008). Die Aktivierung der Thrombozyten fiithrt zu deren Gestaltinderung; es
kommt zur Ausbildung von Pseudopodien (shape change) und damit zu erhohter Adhésivitét
(Andrews et al., 1998). Des Weiteren kommt es durch die Aktivierung der Thrombozyten zu ei-
ner Konformationsédnderung des GP IIb/Illa, was zur Folge hat, dass dieses nun auch 16sliche
Liganden binden kann. So steigt beispielsweise die Affinitit zu Fibrinogen um mehrere Zehner-
potenzen (Steinhubel et al., 2005). Aufgrund der Bindung von Fibrinogen an das GP IIb/Illa auf
der Thrombozytenoberfliche kommt es zur Bildung groer Thrombozytenaggregate. Eine irre-
versible Aggregation wird erreicht durch Membranverschmelzung, unterstiitzt von Thromboxan
A, (Baruch, 2006). Vasokonstriktion und Pfropfbildung aus aggregierten Pléttchen fiihren
schlieBlich etwa ein bis drei Minuten nach der Verletzung zur vorldufigen Blutstillung (Pdtzsch et

al., 2006).

1.2.1.3 Die sekundiire Himostase

Nahezu gleichzeitig mit der primdren Hdmostase setzt auch die sekunddre Hamostase ein. Hier-
unter versteht man die plasmatischen Vorginge der Blutgerinnung, die zum endgiiltigen Ver-
schluss einer GefdBverletzung fiihren.

Das plasmatische Gerinnungssystem besteht aus zahlreichen Gerinnungsfaktoren, meist
Serinproteasen, die sich durch enzymatische Spaltung gegenseitig aktivieren oder Kofaktoren bei

diesen Reaktionen darstellen. Fiir die mechanische Festigkeit des Thrombus sorgt letzendlich ein
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Netzwerk aus Fibrin, welches in seiner polymeren Faserform unlslich ist (Weisel, 2007). Neben
den Gerinnungsfaktoren spielen auch Ca*" -Ionen und Phospholipide eine entscheidende Rolle.
Die Phospholipide stammen aus der Thrombozytenmembran, in deren Doppelschicht sie inho-
mogen verteilt sind. Durch Aktivierung der Thrombozyten kommt es zu einer Verdnderung der
Phospholipidzusammensetzung. Saure Phospholipide, insbesondere Phosphatidylserin, gelangen
auf die duBBere Membranschicht. Man spricht hierbei von einem Flip-Flop-Mechanismus (Sims et
al., 1989). Aufgrund der veranderten Zusammensetzung der inneren und &uBeren Plasmamem-
bran entstehen nun auf der Oberfliche der Thrombozyten Bindungsstellen fiir Gerinnungsprotei-
ne (George und Shattil, 1991). Diese Phospholipide dienen im Komplex als Matrix, an die die
Gerinnungsfaktoren mit Hilfe von Ca**-Ionen binden kénnen (Ruf et al., 1991; Thomas, 2002).

Ein Grofteil der Faktoren hat Enzymcharachter. Sie liegen normalerweise im Plasma in inaktiver
Form vor, werden jedoch nach Auslosung der Gerinnung stufenweise aktiviert. Kaskadenartig
laufen nun die einzelnen Reaktionen ab, was bedeutet, dass die Aktivierung jeweils mittels des
aktiven Faktors der vorangegangen Aktivierungsreaktion durch sogenannte limitierte Proteolyse
erfolgt (Stassen et al., 2004). Der inaktive Faktor wird proteolytisch gespalten, sodass sich aus
einer Polypeptidkette zwei Ketten bilden, die mit Disulfidbriicken verbunden sind. Aufgrund die-
ser Reaktion kommt es zu einer Freisetzung des aktiven Zentrums des Enzyms und damit zur
Auslosung der katalytischen Aktivitdt (Chen et al., 2006). Die Aktivierungsschritte der Gerin-
nungsfaktoren laufen iiber zwei verschiedene Kaskaden ab, die man als exogenen und endogenen
Weg des Gerinnungssystems bezeichnet (Norris et al., 2003). Diese beiden Kaskaden, zwischen
denen Querverbindungen bestehen, unterscheiden sich in der Reaktionsabfolge bis zur Bildung
des Prothrombin-Aktivators, iiber den sie gemeinsam in die zentrale Reaktion der Prothrombin-

aktivierung miinden (Crawley et al., 2008).

a) Der exogene Weg:

Im Organismus ist der tissue factor (TF, Gewebsthromboplastin) entscheidend fiir die Auslosung
der Thrombinbildung (Price et al., 2004). Der TF ist der einzige Gerinnungsfaktor, der ein inte-
grales Membranprotein ist und nur in sehr niedriger Konzentration im Blut zirkuliert. Er wird bei
Gewebsverletzungen aus zerstorten Zellen freigesetzt (McVey et al., 1999). TF bildet mit Faktor
VIla, Ca*"-Ionen und Phospholipiden einen membrangebundenen Komplex. Dieser Komplex
(exogene Tenase) kann nun einerseits seine eigene Bildung fordern (positive Riickkopplung) und

andererseits Faktor X sowie Faktor IX aktivieren (Mackman et al., 2007). Faktor IX bildet mit
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Phospholipiden und Ca®"-Ionen sowie Faktor VIIIa einen Komplex, an dem die Aktivierung von

Faktor X zu Faktor Xa erfolgt (Rojkjaer und Rojkjaer, 2007).

b) Der intrinsische Weg:

Der intrinsische Aktivierungsweg beginnt mit der Kontaktaktivierungsphase. Faktor XII wird
durch den Kontakt mit fremden Oberflichen im Komplex mit hochmolekularem Kininogen
(HMWK, high molecular kininogen), Prikallikrein (PK) und Kallikrein (K) aktiviert (Liu und He,
2000). Der aktivierte Faktor XII katalysiert nun zum einen die Umwandlung von Prékallikrein in
Kallikrein und spaltet zum anderen proteolytisch den Faktor XI, was wiederum die Spaltung des
Faktors IX zur Folge hat. Dieser bildet, wie bereits erwidhnt, zusammen mit Phospholipiden,
Ca*"-Ionen und Faktor VIIIa einen Komplex (endogene Tenase), der den Faktor X zu Faktor Xa
aktiviert (Johne et al., 2006). Aufgrund der Tatsache, dass ein Mangel an Prékallikrein, HWMK
oder Faktor XII zu keiner erhohten Blutungsneigung fiihrt, geht man davon aus, dass dieser Reak-
tionsweg ein phylogenetisches Erbe darstellt und fiir die Blutgerinnung bedeutungslos ist

(Schmaier and McCrae, 2007).

c) Der gemeinsame Weg:

Infolge der Aktivierung des Faktors X gehen nun beide Wege in einen gemeinsamen iiber. Faktor
Xa bildet einen Komplex aus Phospholipiden und Ca**-Ionen. Durch Anlagerung von Faktor Va
wird dessen Aktivitdt wesentlich verstirkt. Dieser Komplex wird auch als Prothrombinase-
Komplex oder Prothrombin-Aktivator bezeichnet (Autin et al., 2006). Thromboplastin spaltet
Prothrombin (IT) zu Thrombin (I1a). Thrombin aktiviert wiederum die Faktoren XI, VII und V im
Sinne einer positiven Riickkopplung (Davie et al., 2006). Die Serinprotease Thrombin ist das
zentrale Gerinnungsenzym. Es spaltet von der Aa- und BB-Kette von dem langkettigen Fibrino-
gen die Fibrinopeptide A und B ab (Mosesson, 2005). Diese nun faserigen, dreidimensionalen
Fibrinstrukturen werden von dem ebenfalls durch Thrombin aktivierten Faktor XIII mit Hilfe der
Ausbildung kovalenter Bindungen verfestigt (Kehrel, 2003). Das Zusammenspiel von primérer
und sekunddrer Hdmostase fiihrt somit zu einem stabilen Thrombus aus polymerisiertem Fibrin.
In vivo wird sie durch den tissue factor gestartet und bezieht alle Gerinnungsfaktoren mit Aus-

nahme des Kontaktaktivierungssystems (FXII, HWMK, PK, K) mit ein (Laurens et al., 20006).
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Abb. 1: Darstellung des plasmatischen Gerinnungssystems;
APC = aktiviertes Protein C, TF = Tissue Factor, PL = Phospholipide
Ca’" = Calcium, Gerinnungsfaktoren rémisch nummeriert
Modifiziert aus: Dorner K., Klinische Chemie und Hdmatologie, 2006

1.2.1.4 Die Fibrinolyse

Vermutlich laufen unter physiologischen Bedingungen stindig Gerinnungsvorgénge ab, weshalb
es stetig zu Fibrinablagerungen kommt. Das fibrinolytische System wird benétigt, um diesen Ab-
lagerungen entgegenzuwirken und um Fibringerinnsel zu entfernen, die bei der Wundheilung
entstehen, um so wieder fiir eine freie Durchgéngigkeit des Blutgefdsystems sorgen zu kdnnen
(Arnout et al., 2006). Fiir den Abbau von Fibrin in Fibrinspaltprodukte ist die Endopeptidase
Plasmin verantwortlich. Das Schliisselenzym der Fibrinolyse liegt als inaktive Form (Plasmino-

gen) im Plasma vor und wird von Aktivatoren in den aktiven Zustand versetzt (Anglés-Cano,
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1994). Zu diesen Aktivatoren gehoren insbesondere t-PA (tissue Plasminogen-Aktivator) und die
Urokinase, die wiederum von Faktor XIIa und Kallikrein aktiviert wird.

Spezifisch fiir eine Plasmin-abhidngige Spaltung des Fibrins sind die Fibrinabbauprodukte,
unter anderem die sogenannten D-Dimere. Sie entstehen durch die Spaltung der Fibrin-Gamma-
Kette und spielen in der Labordiagnostik eine wichtige Rolle (Wada und Sakuragawa, 2008). Es
gibt jedoch auch korpereigene Hemmstoffe des fibrinolytischen Systems. Die grofite Bedeutung
kommt dabei dem schnell wirksamen on-Antiplasmin zu. Auch o,-Makroglobulin und o-
Antitrypsin tragen einen entscheidenden Teil dazu bei, das komplexe System im Gleichgewicht
zu halten (Reiner und Bell, 1984). Die inhibitorische Wirkung des a,-Antiplasmins auf Plasmin
beruht auf der kovalenten Bindung an Fibrin mit Hilfe des Faktor XIIla (Potzsch und Madlener,
2006).
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Abb. 2: Aktivierungswege und Mechanismus der Fibrinolyse
Darstellung der einzelnen Gerinnungsfaktoren in romischen Ziffern,
—D— steht fiir Aktivierung
Modifiziert aus: Dorner K., Klinische Chemie und Hdamatologie, 2006
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1.2.1.5 Hemmende Faktoren des Gerinnungsablaufs

Um einer Thrombusbildung im unverletzten Gewebe vorzubeugen, spielen verschiedene Inhibito-
ren eine wichtige Rolle. Von herausragender Bedeutung ist die Antithrombogenitit des GefaBen-
dothels, deren Wirkung auf der luminalen Sekretion von gerinnungshemmenden Substanzen wie
Adenosin, Prostacyclin (PGI,) und EDRF (Endothelium-derived Relaxing Factor, NO) beruht
(Becker et al., 2000). Diese verursachen unter anderem einen Konzentrationanstieg von cAMP
sowie cGMP in den Thrombozyten. Ein Anstieg der cAMP- oder cGMP-Konzentration fiihrt zu
einer verminderten Thrombozytenaktivierung, -aggregation und -sekretion (Walter et al., 1995).
Parallel zum Gerinnungsablauf setzen Mechanismen ein, die eine {iberschiissige Gerinnungsakti-
vierung kontrollieren und den weiteren Ablauf der Gerinnungskaskade hemmen. Zu diesen Me-
chanismen gehoren das Protein C, der ,tissue factor pathway inhibitor* (TFPI) und das Anti-
thrombin, ein in der Leber synthetisiertes Glykoprotein. Verbindet sich die Serinprotease mit den
Gerinnungsfaktoren, sind diese nicht mehr in der Lage, ihre Funktion zu erfiillen. Bevorzugt ent-
stehen Komplexe zwischen Antithrombin, Thrombin und Faktor Xa (Quinsey et al., 2004). Die
Komplexbildung lauft unter physiologischen Bedingungen sehr langsam ab, kann aber durch He-
parin beschleunigt werden (Nutescu et al., 2008). Der TFPI ist ein einzelstringiges Polypeptid
und ein wirksamer Plasmaproteaseinhibitor, der eine wichtige Funktion in der Regulierung der
Gerinnungskaskade einnimmt (Lwaleed und Bass, 2006). Aus der Inhibierung von Faktor Xa und
dem katalytischen Komplex Faktor VIIa/TF ergibt sich eine komplette lokale Inhibierung des
Gerinnungsgeschehens (Golino et al., 2004). Weitere sehr potente Inhibitoren der Blutgerinnung
sind Fibrinspaltprodukte, die beim Abbau von Fibrinogen oder Fibrin durch Plasmin entstehen.
Die Wirkung der sogenannten D-Dimere beruht sowohl auf einer Hemmung der proteolytischen
Aktivitdt von Thrombin als auch auf einer Hemmung der Fibrinpolymerisation (Nesheim et al.,
2001).

Therapeutisch kann die Gerinnung durch verschiedene Stoffe beeinflusst werden. Hervor-
zuheben sind hierbei Hirudin, Heparin und Vitamin K-Antagonisten (Girolami et al., 2008). Hi-
rudin wurde Mitte des letzten Jahrhunderts erstmals aus pharyngealen Driisen des Blutegels (Hi-
rudo medicinalis) gewonnen. Problematisch war jedoch, dass es nur in geringen Mengen zur Ver-
fiigung stand. Mit Entwicklung der molekularen Biotechnologie gelang es, rekombinantes Hiru-
din herzustellen und auch in groBen Mengen zu produzieren. Die antikoagulatorische Wirkung
des Hirudins beruht auf der Komplexbildung mit Thrombin, das darauthin inaktiviert wird. Die

Bindung zwischen Hirudin und Thrombin ist irreversibel und auch noch auflerhalb des physiolo-
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gischen pH-Bereichs stabil (Greinacher und Warkentin, 2008). Durch die Komplexbildung wird
nicht nur die direkte Funktion des Thrombins gehemmt, sondern auch die von Thrombin kataly-
sierten hémostatischen Reaktionen (beispielsweise die Aktivierung der Faktoren V, VIII und
XIIT) und die Thrombin-induzierte Plattchenaktivierung (Mureebe, 2007). Der Vorteil gegeniiber
anderen Antikoagulantien besteht darin, dass Hirudin weder in die Biosynthese der Gerinnungs-
faktoren eingreift noch die Hilfe eines Kofaktors wie zum Beispiel Antithrombin bendtigt
(Markwardt, 2002).

Der klinische Gebrauch von Hirudin ist aufgrund des erhéhten Blutungsrisikos sowie der
nur schwer beherrschbaren Komplikationen beim Auftreten einer Blutung unter der Therapie mit
Hirudin eingeschriankt. Weit verbreitet ist hingegen die Verwendung von Hirudin-Analoga, die
reversibel an Thrombin binden. Als Beispiel sei hier Bivalirudin genannt, das eine Weiterent-
wicklung von Hirudin ist und ebenfalls sowohl an die katalytische Seite als auch an die Fibrino-
genbindungsstelle (Exosite 1) des Thrombins bindet. Vorteile gegeniiber Hirudin sind die Rever-
sibilitdt der Bindung, die kiirzere Plasmahalbwertszeit (25 Minuten vs. 80 Minuten), die nicht-
renale Verstoffwechselung und die geringere Immunogenitét (Warkentin, 2004).

Die gerinnungshemmende Wirkung von Heparin, einer heterogen zusammengesetzten
Substanz aus Mukopolysacchariden mit Unterschieden in Kettenldnge und Molekulargewicht,
beruht auf einer mehr als 1.000-fachen Funktionsverstdrkung des im Blut zirkulierenden Anti-
thrombin III. Es kommt hierbei zu einer Komplexbildung mit Antithrombin, wodurch dessen
Hemmwirkung vor allem auf Thrombin und Faktor Xa katalysiert wird (Harenberg und Fenyvesi,
2004). Die gerinnungshemmende Wirkung von Heparin besteht hauptsichlich in der beschleunig-
ten Komplexbildung zwischen Antithrombin und Thrombin. Neben der Wirkung auf das Gerin-
nungssystem hemmt Heparin auch die Plattchenadhédsion und —aggregation. Dies kommt durch
die hohe elektrische negative Ladung des Heparins und der sich daraus ergebenden Erhéhung der
Ladungsdichte am Gefafendothel zustande (Jaques, 1985). Indikation zur Gabe von Heparin ist
in erster Linie die Prophylaxe von Thrombosen, doch auch zur Therapie von Embolien und als
Antikoagulans bei der Himodialyse wird Heparin verabreicht. Bei der Therapie mit Heparin kann
es zu Komplikationen wie beispielsweise dem Auftreten einer sogenannten Heparin-induzierten
Thrombozytopenie kommen, einem Krankheitsbild, fiir das meist ein deutlicher Thrombozyte-
nabfall und eine erhdhte Tendenz fiir vendse Thrombosen und arterielle Embolien charakteri-
stisch ist (Swanson, 2007). Um diese Komplikation zu vermeiden beziehungsweise die Antikoa-

gulation nach Auftreten einer HIT fortzufiihren, kann auf Argatroban, einen Vertreter der univa-
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lenten, direkten Thrombininhibitoren, zuriickgegriffen werden. Argatroban ist ein L-Arginin-
Derivat, das in der Leber metabolisiert wird und nur an der katalytischen Seite des Thrombins
angreift (Wong und White, 2007). Ein weiteres Beispiel fiir therapeutisch eingesetzte Antikoagu-
lantien sind die Vitamin-K-Antagonisten, die sogenannten Cumarine. Thre Wirkung beruht auf
der verminderten Bildung Vitamin-K-abhingig synthetisierter Gerinnungsfaktoren. Hiervon be-
troffen sind die Faktoren II, VII, IX und X sowie Protein C und S (Oldenburg et al., 2008). In
der Leber wird normalerweise die Aminosdure Glutamat am y-C-Atom carboxyliert. Durch diese
Carboxylierung wird die negative Ladung der Faktoren erhdht und folglich die Komplexbildung
mit positiv geladenen Calciumionen und Phospholipiden optimiert (Bandyopadhyay, 2008). Cu-
marine, die eine Vitamin K-&hnliche Struktur aufweisen, binden kompetitiv an das Enzym Vit-
amin-K-Epoxid-Reduktase und blockieren so die y-Carboxilierung. Deren Hemmung betrifft je-
doch nur Gerinnungsfaktoren, die neu synthetisiert werden. Das Wirkungsmaximum der Cumari-

ne wird erst nach 36-48 Stunden erreicht (Merli und Fink, 2008).

1.2.1.6 Plasmatische Gerinnungsstorungen

Hiamostase und Fibrinolyse stehen normalerweise miteinander im Gleichgewicht, sodass das Blut
im GefdBsystem zirkulieren kann. Kommt es zu einer Storung dieses Gleichgewichts, ist entwe-
der eine erhohte Blutungsneigung (verursacht durch gesteigerte Fibrinolyse oder mangelnde Ge-
rinnung) oder eine erhdhte Gefahr der Thrombusbildung (verursacht durch verminderte Fibrino-
lyse und gesteigerte Gerinnung) die Folge. Da es zahlreiche Ursachen fiir Gerinnungsstérungen

gibt, werden hier exemplarisch die wichtigsten erwéhnt.

Himophilie A:

Bei der Hamophilie A handelt es sich um einen Mangel oder Defekt von Faktor VIII, der entwe-
der in etwa 50% der Félle X-chromosomal vererbt wird oder aber als sporadische Erkrankung
infolge einer Spontanmutation am X-Chromosom auftritt. Aufgrund des Vererbungsmodus sind
hauptséchlich Manner von der Himophilie A betroffen; die Priavalenz betrdgt 1: 10.000 (Potzsch
und Madlener, 2002). Wegen des Mangels an Faktor VIII kommt es zu einer verlangsamten
Umwandlung von Prothrombin zu Thrombin und damit zur verminderten Umwandlung zu Fi-
brinpolymeren (Terada, 2008). Die Instabilitit des Gerinnsels fiihrt zu mehr oder minder starken

Nachblutungen. Typisch sind grofflachige Blutungen, Muskelblutungen und Gelenkblutungen
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mit Arthropathie, besonders an den Kniegelenken. Je nach Ausmaf} der Blutung kommt es zu
schwerwiegenden Komplikationen, die, wenn sie nicht behandelt werden, lebensbedrohlich sein
konnen (Pipe und Valentino, 2007). Die bevorzugte Therapie ist die Prophylaxe von Blutungen
durch die Substitution von Faktor VIII-Konzenraten (Franchini et al., 2007).

Von-Willebrand-Jiirgens-Syndrom (vWS):

Beim vWS handelt es sich mit einer Privalenz von einem Prozent um die hiufigste angeborene
Gerinnungsstorung. Die Krankheit wird meist autosomal-dominant vererbt, in seltenen Fillen
liegt aber auch ein rezessiver Erbgang vor (Schneppenheim et al., 2005). Die Patienten neigen
weniger zu spontanen Blutungen als bei der Himophilie. Zugrunde liegt eine Verminderung oder
ein Strukturdefekt des von-Willebrand-Faktors (vWF), wodurch es zu mangelnder Thrombozyte-
nadhdsion am Subendothel, einer verminderten ADP-induzierten Thrombozytenaggregation und
einer verldngerten Blutungszeit kommt (Frederici und Manucci, 2007). Aufgrund der Funktion
des vWF als Stabilisator des Faktor VIII ist zusétzlich die Fibrinbildung gestort.

Man unterscheidet drei Typen des vWS: Bei Typ 1 ist die Konzentration des vVWF ver-
mindert, bei Typ 2, welcher wiederum in vier Subtypen untergliedert wird, ist die Konzentration
des VWF meist normal, seine Funktion jedoch gestort und bei Typ 3 fehlt der vWF komplett
(Berntorp, 2006, Fressinaud et al., 2002; Peake und Goodeve, 2007). Das Krankheitsbild ist va-
riabel und vom Schweregrad des Defekts abhédngig, wobei die Mehrzahl der Patienten keine oder
nur diskrete Blutungssymptome hat. Bei der schweren Form kann es selbst bei kleinen Gewebs-

defekten zu schwerwiegenden Blutungen kommen (Gill, 2007).

Thrombozytopathien:

Die Ursachen von Funktionsstdrungen der Thrombozyten sind zahlreich, wobei sie klinisch durch
dhnliche Symptome charakterisiert sind. Wihrend es hdufig zu Problemen bei der Blutstillung
nach Operationen oder Verletzungen kommt, treten Spontanblutungen meist nicht auf. Man un-

terscheidet zwischen angeborenen und erworbenen Thrombozytopathien.

* Erworbene Thrombozytopathien:
Therapie mit Thrombozytenaggregationshemmern ( z.B. ASS, Clopidogrel)
Uberzug der Thrombozytenoberfliche mit IgA oder IgG

Funktionsstérung durch Urdmiegifte
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* Angeborene Thrombozytopathien:

Storage-Pool-Erkrankung  (Verminderung von Zahl und Inhalt der a- und 6-
Thrombozytengranula)

Bernard-Soulier-Syndrom (Verminderung oder Fehlen des GP Ib/IX-Komplex der
Thrombozytenmembran
— Fehlende Bindungsstelle fiir von-Willebrand-Faktor)

Thrombasthenie Glanzmann (Verminderung oder Fehlen des GP IIb/IlIa-Komplex der
Thrombozytenmembran
— Fehlende Bindungsstelle fiir Fibrinogen)

Aspirin-like-Defekt (Zyklooxygenasemangel)

Antithrombin-Mangel:

Der hereditdre Antithrombin (AT)-Mangel ist mit einem erhéten Risiko fiir prokoagulatorische
Komplikationen verbunden (Quinsey et al., 2004). Wihrend die homozygote Form des AT-
Mangels scheinbar nicht mit dem Leben vereinbar ist, weisen Personen mit heterozygoter Form
des AT-Mangels lediglich eine um 50-60 % verminderte Aktivitdt im Plasma auf. Man unter-
scheidet zwei verschiedene Typen der Erkrankung. In Féllen, bei denen sowohl die AT-Aktivitét
als auch die AT-Konzentration im Plasma reduziert ist, spricht man vom Typ I (Blajchmann,
1994). Ist hingegen die AT-Plasmakonzentration normal, die Aktivitét des AT jedoch vermindert,
so spricht man vom Typ Il (Pétzsch und Madlener, 2006).

Protein C- und Protein S-Mangel:
Der Mangel an Protein C und Protein S fiihrt zu thrombembolischen Komplikationen. Sowohl
hereditire als auch erworbene Defekte (beispielsweise eine verminderten Syntheseleistung der
Leber oder Vitamin K-Mangel) sind die Ursache fiir eine verminderte Plasmakonzentration. Bei
der hereditiren Form der Erkrankung, die autosomal dominat vererbt wird, unterscheidet man
wiederum zwei Typen. Bei verminderter Plasmakonzentration und verminderter Aktivitét spricht
man vom Typ I, bei reduzierter Aktivitit aufgrund eines abnormalen Protein-Molekiils aber nor-
maler Plasmakonzentration spricht man vom Typ Il (Marlar und Mastovich, 1990).

Ein schwerer Mangel an Protein S und Protein C manifstiert sich meist im Neugeborenen-

alter in Form der Purpura fulminans. Hierbei kommt es aufgrund von Blutgerinnseln in der Mi-
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krozirkulation zu Himatomen im Gewebe, die als kleine runde Rétungen der Haut imponieren

(Marlar und Neumann, 1990).

1.2.2 Protein C

1.2.2.1 Einleitung

Protein C ist eine in der Leber produzierte Serinprotease mit einem Molekulargewicht von 62.000
Dalton, die Vitamin K-abhingig produziert wird. Im Blut liegt sie als Zymogen vor. Die Aktivie-
rung erfolgt durch Thrombin, das an den endothelialen Thrombinrezeptor Thrombomodulin ge-
bunden hat (Dahlbdck und Villoutreix, 2005a).

Protein C kommt eine wichtige Rolle in der Kontrolle der Blutgerinnung zu, da es die Ak-
tivitit der Faktoren VIIla und Va, Kofaktoren in der Aktivierung von Faktor X und Prothrombin,
sowie deren Profaktoren, ndmlich die Faktoren VIII und V, reguliert (Esmon, 2003). Seine her-
ausragende Bedeutung im Gerinnungsprozess wird, wie bereits erwihnt, bei der Erkrankung Pur-
pura fulminans deutlich, der ein homozygoter Mangel an Protein C zugrunde liegt (Griffin et al.,
2007). In den letzten Jahren zeigte sich zudem, dass Protein C nicht nur gerinnungshemmende,
sondern auch antiinflammatorische und antiapoptotische Eigenschaften besitzt (Grinnel und Joy-
ce, 2001; Esmon, 2004, Schmidt-Suprian et al., 2000). Wie bereits unter Punkt 1.1 angefiihrt,
stellt rekombinant erzeugtes und anschlieBend aktiviertes Protein C (Drotrecogin alpha) aufgrund
dieser Kombination von Eigenschaften ein vielversprechendes Therapeutikum dar, welches in

Deutschland seit 2002 eingesetzt wird (Laterre, 2007).

1.2.2.2 Die Aktivierung von Protein C

Protein C besteht aus einer schweren (41.000 Dalton) und einer leichten (21.000 Dalton) Kette,
die liber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind. Das Molekiil besteht aus mehreren
Doménen: zwei epidermal growth factor-like (EDGF) Dominen, einer Serinproteaseregion, ei-
nem kurzen Aktivierungspeptid und einer Gla-reichen Doméne. Die Gla-Doméne entsteht durch
Vitamin K-abhéngige posttranslationale Karboxylierung von Glutamatresten. Sie bindet Calcium
und ist von entscheidender Bedeutung fiir die saubere Faltung des Molekiils. Eine Interaktion, die
fiir die Funktion des Protein C eine entscheidende Rolle spielt, ist die Bindung der Gla-Doméne

an negativ geladene Phospholipide und EPCR (siehe unten) (Dahlbdck und Villoutreix, 2005b).



26

Das Protein C-System beinhaltet eine Vielzahl von Proteinen, die an unterschiedlichen Stellen in
den Reaktionsweg eingreifen. Es gibt Proteine, die fiir die Aktivierung zustindig sind, solche, die
die Aktivitit des APC modulieren und schlieBlich diejenigen, die die Aktivierung verhindern
(Dahlbdck und Villoutreix, 2005b). Zu einer Aktivierung des Protein C kommt es infolge der
Bindung von Thrombin an endothelial gebundenes Thrombomodulin (TM). TM wirkt hierbei als
Kofaktor und verstéirkt die Aktivierungsrate um mehr als das 1000-fache (Espana et al. 2002).
Eine weitere wichtige Rolle spielt der Endotheliale-Protein C-Rezeptor (EPCR), der, wie der
Name schon impliziert, Protein C bindet. Auch er erhoht die Aktivierungsrate noch einmal um
etwa das 20-fache. Diese Verstirkung der Protein C-Aktivierung resultiert daher, dass EPCR, der
an die Gla-Domine bindet, Protein C so ausrichtet, dass es anschlieBend durch den Thrombin-
TM-Komplex aktiviert werden kann (Esmon, 2003). Zusétzlich wird die antikoagulatorische Ak-
tivitdit des PC durch zwei weitere Faktoren verstirkt, dem Vitamin K-abhingigen Protein S und
der intakten Form des Faktor V. Wéhrend Protein S zur Inaktivierung des Faktor Va geniigt, wird
zur Inaktivierung von Faktor VIIIa sowohl Protein S als auch Faktor V benétigt. Etwa 30-40%
des Protein S befinden sich frei im Plasma, der verbleibende Rest ist an C4BP (C4-
Bindungsprotein) gebunden. Nur die freie Form des Protein S fungiert als Kofaktor des APC
(Dahlbdck und Villoutreix, 2005a). Faktor V ist demnach ein Protein mit sowohl pro- als auch
antikoagulatorischen Eigenschaften — abhéngig davon, ob Thrombin oder Protein C den Faktor
proteolysieren (Emmerich et al., 1994).

Anhand von in-vitro Experimenten konnte gezeigt werden, dass Faktor VIIla resistent ge-
gen die Inaktivierung von aktiviertem Protein C ist, wenn nicht alle Kofaktoren an der Reaktion
teilhaben (Dahlbdck und Villoutreix, 2005b). Wéhrend der Aktivierung von Protein C durch den
Thrombin-TM-EPCR-Komplex kommt es zur Abspaltung eines Aktivierungspeptids, worauthin
die Serinprotease in ihre aktive Form, sprich in aktiviertes Protein C (APC) umgewandelt wird
(Esmon, 2004). Sobald Thrombin an Thrombomodulin gebunden hat, verliert es seine prokoagu-
latorischen Eigenschaften, da TM die funktionell wichtige Exosite I des Thrombins besetzt und
damit weitere Interaktionen mit anderen Proteinen verhindert (Rezaie, 2003). Der T-TM-
Komplex aktiviert nicht nur Protein C, sondern auch TAFI (thrombin-activatable fibrinolyis acti-
vator), einen Inhibitor der Fibrinolyse. TAFI zirkuliert im Blut als Proenzym, das nach seiner
Aktivierung als Carboxypeptidase B C-terminale Lysinreste von Firin abspaltet (Dahlbdck und
Villoutreix, 2005b, Dempfle 2007).



Abb. 3: Aktivierung von PC durch Thrombin (T), gebunden an die EGF 5 und 6 Domdnen des
Thrombomudulin (TM). Der Endotheliale-PC-Rezeptor (EPCR) bindet an die Gla-Domdine des
PC, woraufhin es zu dessen Aktivierung kommt (APC).

Aus: Dahlbdck B und Villoutreix BO, The anticouagulant protein c pathway, 2005

1.2.2.3 Die Wirkung von APC

APC ist ein hochspezialisiertes Enzym, das selektiv nur bestimmte Peptidbindungen der Faktoren
V/Va und VIII/VIIIa spaltet. Faktor V und VIII sind sich gleichende Molekiile, deren Gemein-
samkeit die Dominen A1-A2-B-A3-C1-C2 sind. Bei Faktor Va gibt es drei Positionen, an die
APC angreift: Arg 306, Arg 506 und Arg 679. Diese Spaltstellen unterscheiden sich hinsichtlich
ithrer Kinetik, ihrer verbleibenden Aktivitdt nach der Spaltung und dem Bedarf von Kofaktoren
(Dahlbdck und Villoutreix, 2005b).

Die Spaltung an Arg 306 ist charakterisiert durch eine langsame Kinetik, eine starke Sti-
mulation durch Protein S, einen enormen Aktivititsverlust des Faktor Va und das Vorhandensein
negativ geladener Phospholipide. Zu einem kompletten Verlust der Faktor Va-Aktivitit kommt
es, wenn die A2-Doméne bei der Spaltung an Arg 306 dissoziiert. Die Spaltselle an Arg 506
weist hingegen eine wesentlich schneller Kinetik auf, kann inhibiert werden durch das Vorhan-
densein von Faktor Xa gebunden an Faktor Va und resultiert in nur einem partiellen Aktivitdts-
verlust (Dahlbdck und Villoutreix, 2005a). Die Regulation des Faktor VIlIa ist wesentlich kom-
plexer und bendtigt, wie schon erwéhnt, nicht nur Protein S als Kofaktor, sondern auch Faktor V.
Gespalten wird, unter Vorhandensein von Calcium und Phospholipden, an Arg336 und Arg562.
Eine mogliche Erkldrung fiir die wesentlich komplexere Reaktion und das notige Vorhandensein
zweier Kofaktoren konnte sein, dass die Konzentration von Faktor V/Va ungleich hoher ist als

die von Faktor VIlla, der als Substrat des APC ebenso um die Bindung kompetetiert. Faktor V
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muss durch APC an Arg 506 gespalten werden, um seine Rolle als Kofaktor ausiiben zu kdnnen.
Wichtig fiir seine Funktion ist auch, dass die Bindung zwischen B-A3 intakt ist (Thorelli et al.,
1999). Wird Faktor V durch Thrombin aktiviert, so kommt es zu einer Durchtrennung der B-A3-
Bindung und damit zu einem vollstdndigen Funktionsverlust als Kofaktor (Dahlbdick und Villou-

treix, 2005a).

Abb. 4: Inaktivierung von FVIlla und FVa durch APC. APC-Kofaktoren sind Protein S (PS),
sowohl bei FVIlla als auch FVa, sowie FV bei der Inaktivierung von FVIIla; i = inaktiviert
Aus: Dahlbdck B und Villoutreix BO; The anticouagulant protein c pathway, 2005

Auch Protein S ist ein Vitamin K-abhdngig synthetisiertes Protein. Es besteht aus einer N-
terminalen Phospholipid-bindenden Gla-Doméne, einer thrombinsensitiven Region (TSR), vier
EGF-éhnlichen Doménen und zwei Laminin G-Typ-Doménen (LamG). Protein S hat eine hohe
Affinitdt zu negativ geladenen Phospholipiden und bildet einen membrangebundenen Komplex
mit APC. Hierbei spielen die Gla-Domine, die TSR sowie die EGF1 und 2 eine wichtige Rolle.
Um eine funktionelle Verbindung zwischen dem aktiven Zentrum des APC und den Spaltstellen
der Faktoren Va und VIlla herstellen zu konnen, muss das Protein S die Distanz zwischen dem
aktiven Zentrum und der Phospholipidmembran reduzieren. Mal3geblich an diesem Prozess betei-
ligt sind die beiden LamG-Doméinen (Dahlbdck und Villoutreix, 2005a).

PC hat nicht nur antikoagulatorische Eigenschaften, sondern ist auch bei antiinflammato-
rischen und antiapoptotischen Prozessen von Bedeutung (7ol et al., 2008). In-vitro Studien zeig-
ten, dass die antiinflammatorische Wirkung des APC auf einer verminderten Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen in Monozyten, einer Blockierung der Interaktion zwischen Neu-
trophilen und Selektinen sowie auf der Unterdriickung der Expression von Leukzytenadhésions-

molekiilen in Endothelzellen beruht (Liaw, 2003). Bei einigen dieser Effekte ist die gleichzeitige
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Anwesenheit von EPCR und dem membranstindigen, G-Protein gekoppelten PAR-1 (protease
activated receptor 1) notig (Riewald et al., 2002). In einer groBBen Studie mit 1690 Patienten
konnte gezeigt werden, dass die Gabe von rekombinant hergestelltem APC (Drotrecogin alpha)
bei schwerer Sepsis zu einer Minderung des relativen Todesrisikos um 19,4 % und zu einer Min-
derung des absoluten Todesrisikos um 6,1% fiihrte (Bernard et al., 2001; Dahlbdck und Villou-
treix, 2005a).

Im Vergleich zu vielen anderen Proteasen hat APC mit etwa 15-20 min eine relativ lange
Plasmahalbwertszeit. Im Plasma wird es unter physiologischen Bedingungen von mindestens vier
Proteaseinhibitoren inaktiviert. Hierzu gehoren der Protein C-Inhibitor (PCI), a;-Antitrypsin (o-
AT), op-Antiplasmin (0, AP) und a,—Makroglobulin (0u,M) (Gruber und Griffin, 1992; Esmon,
2001). Der Mechanismus der Protease-Inhibition kann vereinfacht als zweistufiger Prozess aufge-
fasst werden: Zunédchst kommt es zu einer Komplexbildung zwischen der Protease und ihrem
Inhibitor, bei der der reaktive center loop (RCL) des Inhibitors als Substrat erkannt wird. An-
schlieend bildet sich ein kovalenter Komplex, bei dem die Protease in ihre inaktive Form iiber-

fiihrt wird (Rau et al., 2007).

1.2.2.4 Die Storung des Systems

Die lebenswichtige Funktion des Protein C und seiner Komponenten offenbart sich bei Defekten
dieses Systems. Storungen konnen vielfdltig sein und sind meist mit einem erhohten Risiko fiir
vendse Thrombosen verbunden (Liaw, 2003). In der Mehrzahl der Fille ist die Stérung auf eine
Resistenz des Faktor V gegeniiber APC zuriickzufiihren, was durch die sogenannte Faktor V Lei-
den-Mutation verursacht wird. Bei dieser Mutation handelt es sich iiberwiegend um eine autoso-
mal-dominant vererbte Punktmutation R506Q des Faktor V (Segers et al., 2007). Circa 30% aller
Thrombosepatienten leiden unter einer meist heterozygoten Form dieser Mutation. Aufgrund der
Mutation im Faktor V-Gen kommt es zu einer verminderten Ansprechbarkeit des Faktor V ge-
geniiber aktiviertem Protein C, was wiederum zu einer gestorten Inaktivierung des Gerinnungs-
faktors fiihrt (Cooper und Rezende, 2007). Es handelt sich hierbei um eine Punktmutation an Po-
sition 1691 des codierenden Genlocus. Folge dieses Basenaustausches ist der Ersatz der Amino-
sdure Arginin durch Glutamin in Position 506 (Shaw, 2006). Die prokoagulatorische Aktivitét
wird hiervon nicht beeintrachtigt. APC spaltet den aktivierten Faktor V an den Arginin-
Bindungsstellen 306, 506 und 679. Durch die Spaltung an Arg-506 werden die beiden anderen
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Bindungsstellen zugédnglich. Da sich die geschwindigkeitsbestimmende Spaltstelle des Faktor Va
jedoch genau an der Stelle des Aminosdureaustauschs befindet, kommt es zu einer bis zu zehnmal
langsameren Inaktivierung (Pétzsch et al., 2006), die eine unzureichende Inaktivierung des Fak-
tor Va sowie eine erhohten Gerinnungsfahigkeit des Blutes nach sich zieht. Dariiber hinaus kann
Faktor V nicht mehr als Kofaktor bei der Inaktivierung von Faktor VIIla fungieren. Die Mutation
ist etwa 30.000 Jahre alt und beruht auf einem Griinder-Effekt. Betroffen sind hauptsachlich
Weille, Asiaten und Afrikaner hingegen fast nie (De Stefano et al., 1998). In Europa zeigt sich
auf das Auftreten der Mutation bezogen ein deutliches Nord-Siid-Gefille mit einer Privalenz von
etwa 10-15% im Norden und 2% im Siiden (Montiel-Manzano et al., 2003). Bei Patienten mit
einer Mutation besteht kein erh6htes Risiko fiir eine arterielle Thrombose, wihrend das fiir veno-
se Thrombosen bei Homozygoten um etwa das 50-fache und bei Heterozygoten um etwa das 5-
fache erhoht ist. Wihrend der Evolution muss diese Mutation den Menschen einen Uberlebens-
vorteil erbracht haben, der die hohe Priavalenz in manchen Bevdlkerungsschichten erklért. Frauen
mit einer Faktor V Leiden-Mutation haben beispielsweise wiahrend der Geburt eine geringere

Blutungsneigung (Dahlbdick und Villoutreix, 2005a).

1.2.3 Aptamere

1.2.3.1 Einleitung

Aptamere sind synthetisch hergestellte, kurze, einzelstringige RNA- oder DNA-Molekiile, die
sich in charakteristischer, dreidimensionaler Struktur falten und damit spezifisch und hoch affin
an bestimmte Strukturen von Proteinen beziehungsweise Zielmolekiile binden (Proske et al.,
2005). Automatisierte Herstellungsmethoden ermdglichen es, schnell RNA- und DNA-Sequenzen
zu entwickeln, die mit nanomolarer Affinitdt und hoher Spezifitit an eine Vielzahl von extra-
aber auch intrazelluldre Molekiile binden. Aptamere weisen nicht nur herausragende Bindungsei-
genschaften auf, sie sind auch in der Lage, Funktionen ihrer Zielmolekiile zu modulieren bezie-
hungsweise zu inhibieren. Gegeniiber herkdommlichen Antikérpen mit ihren hypervariablen Re-
gionen, die lediglich an definierte Epitope des jeweiligen Zielmolekiils binden kdnnen, haben
Aptamere den Vorteil, dass sie zwischen groBeren, strukturierten Regionen diskriminieren kon-
nen (Mayer et al., 2007). Ihr Bindungsverhalten gegeniiber dem Zielmolekiil, ihre Vorteile im
Herstellungsprozess und ihre nicht-toxischen Eigenschaften machen Aptamere zu einem vielver-

sprechenden Kandidaten fur die Entwicklung von klinisch einsetzbaren Medikamenten (Dollins
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et al., 2008, Famulok et al., 2007). Die ersten Aptamere wurden unabhingig voneinander von
den Arbeitsgruppen Ellington und Szostak sowie Tuerk und Gold beschrieben (Ellington et al.,
1990, Tuerk et al., 1990). Innerhalb der letzten 18 Jahre wurden gegen eine Vielzahl von Zielmo-
lekiilen (besonders hervorzuheben sind in diesem Zusammenhang Aminosduren, Proteine, Pepti-
de oder aber kleine organische Molekiile) Aptamere entwickelt (Geiger et al., 1996, Lupold et
al., 2002; Mannironi et al., 1997, Nieuwlandt et al., 1995).

Giinstige Eigenschaften der Aptamere sind ihre hohe Spezifitdt und Affinitdt, durch die
sie beispielsweise in der Lage sind, zwischen sehr dhnlichen Proteinen und sogar zwischen Pepti-
denatiomeren unterscheiden zu koénnen (Michaud et al., 2003). Zusétzlich besitzen sie die Féahig-
keit der gezielten Beeinflussung von Protein-Protein-Interaktionen. Fiir die therapeutische An-
wendung sprechen Charakteristika wie ihre chemische Stablilitét, ihre geringen Immunogenitit
und ihre Fahigkeit, Zielmolekiile selektiv zu inhibieren. Bis zur Erfindung der Aptamergenerie-
rung durch das SELEX-Verfahren (siehe 1.2.3.2) dauerte es mehrere Monate, um ein Aptamer
mit den gewiinschten Eigenschaften entwickeln zu konnen. Aufgrund des automatisch durchfiihr-
baren Selektionsprozesses ist es mittlerweile moglich, Aptamere schnell und kostengiinstig durch

in-vitro Selektion herzustellen.

1.2.3.2 Herstellungsverfahren und Modifizierung

Die Herstellung von Aptameren mit den gewiinschten Eigenschaften erfolgt iiber einen in-vitro-
Selektionsprozess, SELEX (Systematic Enrichment of Ligands by Exponential Amplification).
Bedingt durch die dreidimensionale Form einzelstrangiger Oligonukleotide kommt es zu einer
selektiven Interaktion zwischen den Nukleinsduren und dem Zielmolekiil.

Die Methode ldsst sich grob in drei Reaktionsschritte untergliedern, die zyklisch wieder-
holt werden. Zunachst wird eine Nukleinsdurebibliothek, bestehend aus einer groBen Anzahl un-
terschiedlicher Oligonukleotide, mit dem Zielmolekiil inkubiert. Oftmals setzt sich die Nuklein-
sdurebibliothek aus bis zu 10'® unterschiedlichen Molekiilen zusammen. Die Kenntnis iiber die
Amplifikations- beziehungsweise Transkriptionsregionen am 5’- und 3’-Ende ermoglicht unter
Verwendung entsprechender Primer die gezielte Amplifikation des gewiinschten Oligonukleotids.
Die verschiedenen Molekiile konkurrieren untereinander um das Zielmolekiil, wobei sich diejeni-
gen mit der hochsten Affinitidt durchsetzten (Selektion). Néchster Schritt der SELEX ist die
Entfernung ungebundener Nukleinsduren und die Isolation gebundener Nukleinsdurespezies

durch mehrere Waschschritte (Separation). Nun werden die Nukleinsduren, die am besten mit
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mehrere Waschschritte (Separation). Nun werden die Nukleinsduren, die am besten mit dem
Zielmolekdil interagieren, enzymatisch amplifiziert (Amplifikation). Die Amplifikation erfolgt bei
RNA-Aptameren mittels reverser Transkriptase und anschlieBender Polymerase-Kettenreaktion
(PCR). Dieser Kreislauf der Selektion-Separation-Amplifikation wird zehn- bis fiinfzehnmal
wiederholt, bis schlieBlich Aptamere generiert werden, die sehr spezifische Bindungseigenschaf-

ten aufweisen.

DNA-Bibliothek
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Abb. 5: Schematisch vereinfachte Darstellung eines Selektionszyklusses
Modifiziert nach: Mayer G, Famulok M; Aptamere als Therapeutika und als Werkzeuge
zur Wirkstoffsuche, Pharm. Unserer Zeit 6/2007
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Diese spezifischen Bindungseigenschaften beruhen in erster Linie auf der dreidimensionalen
Passgenauigkeit zwischen Aptamer und Zielstruktur. Es spielen jedoch auch elektrostatische
Wechselwirkungen, Wasserstoftbriicken und van-der-Wals-Kréfte eine Rolle (Stull et al., 1995).
Das nun entstandene Aptamer kann entsprechend seiner gewiinschten Funktion modifiziert wer-
den (Burgstaller et al., 2002). Auf diese Weise werden seine Eigenschaften den Erfordernissen
der jeweiligen Anwendungsgebiete spezifisch angepasst.

Es gibt unterschiedliche Mdglichkeiten der Modifikation. Beispielsweise konnen ver-
schiedene Funktionalititen wie Affinititsmarker, Aminosiuren, Biotin und floureszierende Grup-
pen an die Aptamere gekoppelt oder auch andere chemische Verdnderungen vorgenommen wer-
den (Mayer et al., 2007). Ein weiterer Vorteil von Aptameren gegeniiber Antikorpern ist, dass
Erstere aufgrund ihrer Nukleinsdurenatur chemisch-synthetischen Prozessen leicht zuginglich
sind. Bei der Entwicklung von Therapeutika stellte sich als Problem heraus, dass Aptamere — vor
allem RNA-Aptamere — eine geringe Stabilitidt gegeniiber kdrpereigenen Nukleasen aufweisen
(Mayer et al., 2007). Nukleasen sind Enzyme, die ubiquitdr im Kdrper vorkommen und Phospho-
diesterbindung zwischen zwei Basen hydrolytisch spalten konnen. Man unterscheidet dabei zwi-
schen Exonukleasen, die am 3’- beziehungsweise 5 -Ende spalten, und Endonukleasen, die inner-
halb einer Nukleinsdurekette angreifen. Ihre Substratspezifitit und die Form der Schnittstelle sind
weitere Unterscheidungsmerkmale (Worrall et al., 2007).

Aptamere werden im Organismus durch hydrolytische Spaltung rasch zerstort und elimi-
niert. Aufgrund dieser Tatsache ist es notig, therapeutisch wirksame Aptamere gegen Nukleasen
zu schiitzen. Die Modifikation der 2'-OH-Position erwies sich als der am wirksamste Schutzme-
chanismus. Schon das Anhédngen einer 2’-Fluoro-, 2"-Amino- oder 2’-O-Methyl-Gruppe an eine
Pyrimidinbase steigerte die Stabilitdt gegeniiber Nukleasen signifikant (Burmeister et al., 2005,
Gold et al., 1995). Einen weiteren Stabilititsgewinn erbrachte das Anhéngen einer Kappe am 3’'-
Ende. Die Halbwertszeit in-vivo kann durch diese Modifikationen erheblich verlingert werden,
wobei die Funktion der Aptamere unbeinflusst bleibt (Mayer et al., 2007). Als problematisch
stellte sich heraus, dass Aptamere wegen ihrer geringen GrofBie (5-25 kD) durch renale Clearence
schnell aus dem Korper ausgeschieden wurden. Um dies umgehen und die Bioverfiigbarkeit er-
hohen zu konnen, wurden die Aptamere an Ankerproteine gekoppelt. Als Anker dienten hierbei
Cholesterin oder Polyethylenglykol (Rusconi et al., 2004).
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1.2.3.3 Aptamere in Diagnostik und Therapie

Aptamere verlieren ihre Bindungseigenschaften auch dann nicht, wenn sie an Trdgermatrialien
gebunden, mit funktionellen Gruppen markiert oder aber in Zellen iibertragen werden (Blind et
al., 2002; Farokhzad et al., 2004). Diese Charaktereigenschaften pridisponieren Aptamere als
vielversprechendes Werkzeug in der Biotechnologie. Die Einsatzgebiete sind vielfdltig und
erstrecken sich von der Grundlagenforschung bis zu applikationsbasierten Entwicklungen. Ein
verheilungsvolles Gebiet stellt auch die Diagnostik sowie die Therapie von Erkrankungen dar.
Mit Macugen® (Pegaptamib sodium injection) wurde im Jahr 2004 das erste auf RNA-Aptameren
basierende Medikament zugelassen — zunédchst in den USA von der Food and Drug Administrati-
on (FDA) und wenig spiter auch vom Bundesinstitut fiir Arzneimittel und Medizinprodukte
(BfArM). Pegaptimab bindet hochspezifisch an die Isoform VEGF;¢s des Wachstumsfaktors
Vascular Endothelial Growth Factor und inhibiert dessen Wirkung. Zugelassen wurde das Medi-
kament zur Therapie der altersbedingten Maculadegeneration (AMD). Da es die choroidale Neo-
vaskularisation hemmt, nimmt es eine zentrale Rolle in der Therapie von Augenerkrankungen,
die durch Gefifineubildungen bestimmt sind, ein (Jellinek et al., 1994).

Wie schon unter Punkt 1.2.3.2 erwihnt, ist die Halbwertszeit der Aptamere im Organis-
mus gering. Durch die Modifikation mit einem 40 kD groBen Polyethylenglycolanker am 5'-Ende
des Aptamers und einer 3’-3"-Desoxythymidin-Kappe zum Schutz gegen Exonukleasen wird sie,
wie dies bei Pegaptimab der Fall ist, jedoch verlédngert (Bozza et al., 2006). Hierdurch kann eine
Halbwertszeit im Auge von 10 + 4 Tagen erreicht werden (Mayer et al., 2007). Neben Pegapti-
mab wird eine Vielzahl anderer Medikamente auf Aptamerbasis in klinischen oder préklinischen
Studien getestet. Hervorgehoben seien hier exemplarisch das Aptamer ARC1 779 gegen den
VvWEF, das Aptamer NU172 gegen Thrombin sowie das Aptamer REG1 gegen Faktor IXa. Mogli-
che weitere Anwendungsgebiete sind die Erkennung und Therapie von Krebserkrankungen, die
akute myeloische Leukdmie sowie die Diagnostik und Behandlung viraler Erkrankungen (Buer-
ger et al., 2003, Chu et al., 2006, Ferreira et al., 2006; James, 2007). Vielversprechend ist auch
die Verwendung von Aptameren als potente Antikoagulantien. Besonders bei grolen Operationen
wie beispielsweise Herzoperationen, bei denen der Blutkreislauf iiber eine Herz-Lungen-
Maschine extrakorporal umgeleitet wird, bietet sich die Gabe von Aptamere mit antikoagulatori-
scher Wirkung an. In dem Zusammenhang ist es von groBem Nutzen, dass die Aptamere sowohl
schnell und effektiv wirken als auch aufgrund ihrer Zusammensetzung aus Nukleinsduren wirk-

sam neutralisiert werden konnen. Gerade bei sensibel ausgeglichenen Prozessen wie der Blutge-
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rinnung ist es sehr vorteilhaft, wenn ein Therapeutikum durch die Gabe eines Antidots antagoni-
siert werden kann, um damit die Gefahr eines Ungleichgewichtes vermeiden beziehungsweise
behandeln zu kénnen. Das Antidot besteht aus der Antisense-Struktur des eigentlichen Aptamers
und kann aufgrund der komplementidren Watson-Crick Basenbindung die Funktion und Struktur
des Aptamers nachhaltig beeinflussen. Im Tiermodell konnte bereits gezeigt werden, dass durch
die Gabe eines Antisense-Molekiils die antikoagulatorische Aktivitit eines Aptamers gegen Fak-
tor IXa antagonisiert werden kann (Rusconi et al., 2004). Ein weiteres Beispiel fiir ein antikoagu-
latorisch wirksames Aptamer ist das Thrombin-bindende und -inhibierende Aptamer. Diese Ap-
tamer besitzt am 5’-Ende einen Antisense-Strang. Die Bildung komplementérer Basenpaare wird
von einer photolabilen Schutzgruppe verhindert, die allerdings durch Belichtung entfernt werden
kann. Infolge der quantitativen Entfernung der Schutzgruppe wird die Antidotaktivitit des Anti-
sense-Stranges freigesetzt und eine Basenpaarung der komplementiren Stringe ermoglicht. Die-
ses Aptamer vereint damit sowohl antikoagulatorische Eigenschaften sowie — je nach Belich-
tungsstatus — Antidotaktivitit (Heckel et al., 2006). Bezeichnenderweise binden Aptamere zwar
mit hoher Spezifitit und Sensivitdt an ihre Zielmolekiile. Sie besitzen aber, selbst bei Darrei-
chung in therapeutischen Dosen, aufgrund ihrer geringen GréBe und ihrer Ahnlichkeit mit kor-
pereigenen Substanzen geringe bis keine antigenen Eigenschaften. Klinische Studien konnten
zeigen, dass Aptamere nicht-immunogene und nicht-toxische Molekiile sind (Eyetech Study
Group 2002, 2003).

In der Diagnostik kommt Aptameren in ihrer Funktion als Hilfsmittel groe Bedeutung zu
(Brody et al., 1999). Sie dienen beispielsweise zur Charakterisierung von Biomolekiilen (Target-
Validierung), werden aber auch als Werkzeuge bei der Identifizierung von kleinen organischen
Substanzen im Rahmen der Hochdurchsatzanalyse erfolgreich verwendet (Burgstaller et al.,
2002; Mayer et al., 2007). Sowohl in ELISA-Assays als auch in der Durchflusszytometrie hat
sich der Gebrauch von Aptameren als diagnostisches Hilfsmittel bewédhrleistet (Baldrich et al.,
2004, Blank et al., 2001). Weitere Anwendungsgebiete sind die Reinigung, Separation und Funk-
tionsanalytik von Proteinen sowie die Verwendung von Aptameren in einem Microarray mit einer
im Vergleich zu herrkdmmlichen Microarrays niedrigen Nachweisgrenze, einer grof3en dynami-
schen Nachweisbreite und einer geringen Anzahl an falsch negativen Signalen (Roming et al.,

1999; Petach und Gold, 2002).
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1.2.3.4 Aptamere gegen APC

Erstmals wurde 1998 von Gal und Nishikawa ein Aptamer beschrieben, das spezifisch an APC
bindet und dessen Funktion als Serinprotease inhibiert (Gal et al., 1998). Dieses RNA-Aptamer
besteht aus 167 Basen und weist eine Bindungskonstante von K4 =110 nM auf. Im Rahmen der
Minimierung dieses Aptamers wurde ein weiteres RNA-Aptamer entwickelt, das ebenso spezi-
fisch an APC bindet, aber eine etwas hohere Bindungsaffinitdt aufweist (K4 = 120 mM) und aus
nur 99 Oligonukleotiden besteht. Beide Aptamere verfiigen iiber mehrere stem-loop Strukturen.
Anhand von enzymkinetischen Versuchen, bei denen der Umsatz eines chromogenen, durch APC
hydrolisierten Substrats gemessen wurde, ermittelte man den Einfluss der Aptamere auf die en-
zymatische Aktivitit des APC. Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass beide Aptamere
nicht-kompetative Inhibitoren sind und sich die Bindungsstelle der Aptamere von der Substrat-
bindungsstelle unterscheidet.

Am Institut fiir Experimentelle Hamatologie und Transfusionsmedizin der Univeritit
Bonn wurde im Jahr 2007 in Zusammenarbeit mit dem Kekulé Institut fiir Organische Chemie
und Biochemie mit Hilfe des SELEX-Verfahrens DNA-Aptamere selektioniert, die spezifisch
und hoch affin an APC binden. Als APC-Vorlage diente in diesem Verfahren das rekombinant
hergestellte Medikament Xigris®. In 12 Zyklen konnte eine Vielzahl von APC-bindenden Apta-
meren identifiziert werden, die eine gemeinsame, 14-Basen lange Konsensussequenz aufwiesen.
Von diesen Aptameren wurden vier verschiedene Monoklone mit den Namen HS02, HS03, HS04
und HSO08 auf ihre Bindungsaffinitit beziiglich APC untersucht (Salehi, 2007). Aufgrund der Tat-
sache, dass das Aptamer HS02 im Vergleich zu den anderen Aptameren die geringste Dissoziati-
onskonstante (Kp) und deshalb die hochste Bindungsaffinitit zu APC besitzt, wurde es als Basis
zur Erstellung eines Minimalmotivs verwendet. Ausgehend von der aus 88 Basen bestehenden
Orginalsequenz begann man, das Aptamer sowohl am 5’- als auch 3’-Ende zu verkiirzen. Dabei
stellte sich heraus, dass eine Verkiirzung bis zu einer Lange von 44 Basen mdglich war, bevor
eine Minderung der Wirksamkeit eintrat. Bei einer weiteren Verkiirzung kdme es zu einer

Schwichung der die Konsensussequenz stabilisierenden Stammsequenz (Salehi, 2007).
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1.3 Zielsetzung und Fragestellung

Seit der Einfiihrung von Xigris® (Drotrecogin alpha) im Jahr 2002 besteht die Moglichkeit, Pati-
enten, die an einer schweren Sepsis leiden, mit rekombinantem humanem APC zu therapieren.
Diese Therapieentscheidung ist auf die Tatsache zuriickzufiihren, dass der Protein C-Gehalt im
Plasma bei einer schweren Sepsis signifikant abféllt und dass dieser Abfall mit einer steigenden
Mortalitdt einhergeht (Fisher et al., 2000; Dhainaut et al., 2004). Der Abfall des Protein C-
Gehalts kann ziigig voranschreiten und teilweise auch schon vor der Manifestation von Sympto-
men einer Sepsis eintreten (Fisher et al., 2000). Ferner zeigte sich, dass der Gehalt an Kofaktoren
bei der Aktivierung von Protein C herunterreguliert wurde. Die Expression von TM und EPCR
beispielsweise kann durch Zytokine wie den Tumornekrosefaktor o und Interleukin 13 vermin-
dert werden (Fukudome und Esmon, 1994). Anhand dieser Tatsache und den bereits erlduterten
positiven Eigenschaften des aktivierten Protein C zeigt sich, dass die Bestimmung der endogenen
Plasmakonzentration von APC von groflem Vorteil ist. Zum einen ist sie von vitalem Nutzen fiir
an einer Sepsis erkrankte Patienten, zum anderen ist sie wesentlich, um bei Gerinnungsstorungen
die Ursache ermitteln und eine addquate Therapieentscheidung im Sinne einer optimalen klini-
schen Behandlung der Patienten treffen zu konnen. Des Weiteren wére ein APC-Assay fiir die
Uberwachung von Dauer und Dosis der Therapie mit rekombinantem humanem APC von grofem
Nutzen. Trotz der enormen physiologischen und pathophysiologischen Relevanz des APC gibt es
bislang kein zuverlédssiges Testverfahren zur schnellen und sicheren Quantifizierung der endoge-
ne APC-Konzentration.

Zur besseren Charakterisierung des APC einerseits und zum genaueren Verstindnis der
molekularen Wechselwirkungen des APC mit anderen biologischen Substraten andererseits wur-
den mit Hilfe des SELEX-Verfahrens einzelstringige DNA-Aptamere selektiert, die mit hoher
Affinitdt und Spezifitit an APC binden. Im Rahmen dieser Arbeit sollen Aufbau und Validierung

eines oligonucleotide assay zum Nachweis von aktiviertem Protein C beschrieben werden.
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2 Materialien und Methodik

2.1 Materialien

2.1.1 Verwendete Chemikalien

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl,)

Fluka Chemie GmbH, Buchs (Schweiz)
Natriumchlorid (NaCl)

KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar
Natronlauge (NaOH) 1mmol/l
Salzsdure (HCl) 1mmol/I

Merck GmbH, Darmstadt
Magnesiumchlorid-Dihydrat (MgCly)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Natriumcarbonat (Na>,CO3,)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs3)
Tris-HCI 1 M (pH = 8,0)

2.1.2 Verwendete Reagenzien

American diagnostica Inc., Stamford (USA)
human protein C depleted plasma
rabbit lung thrombomodulin

fibrin polymerization inhibiting peptide (H-Gly-Pro-Arg-Pro-OH.AcOH)
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AppliChem GmbH, Darmstadt

Streptavidin ultrapure

Baxter Deutschland GmbH, Unterschleifiheim
Ceprotin® (1000 U geldst zu 100 U/ml)

Bayer AG, Leverkusen

Trasylol® 0,5 (konzentrierte Aprotininldsung)

Bayer Health Care AG, Leverkusen
Refludan® (Hirudin)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Pefabloc® CS-Protease-Inhibitor

Eli Lilly Export S.A., Genf (Schweiz)
Xigris® (Drotrecogin alpha)

Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg
Aqua dest.

Ampuwa®

in-house Produktion

Poolplasma (gepooltes Citratplasma)

Invitrogen, Karlsruhe

Dynabeads M-280 Streptavidin

Mpycrosynth Laboratory, Balgach (Schweiz)
3’-biotinyliertes HS02-88-Aptamer, ssDNA-oligonucleotide, Page gereinigt
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Sequenz:
5'-GCCTGTTGTGAGCCTCCTAACTGAGCTGTACTCGACTTATCCCGGATGGGGCTCTT
ATGAGGCGCGACCATGCTTATTCTTGTCTCCC-3'-Biotin

Pentapharm, Basel (Schweiz)
Pefaflour PCa (Pefa-5791)
Pefaflour PCa 3342 (Pefa-3342)

Perbio Science, Bonn

NHS-Biotin

Siemens Healthcare Diagnostics (DADE Behring), Eschborn
Testkit zur Bestimmung der TAT-Komplexe
Standardproben zur Bestimmung des Prothrombinfragments F1+F2 (Enzygnost F 1+2)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Tween 20
Albumin from bovine serum, min. 98 % (BSA)

Human o-Thrombin (3,800 NIH units/mg)

Thrombinoscope B.V., Maastricht (Niederlande)
TF-Reagenz (25 pM TF, 20 pM Phospholipide, PPP-Reagenz)

2.1.3 Verwendete Pufferlosungen

Tris-Puffer: 10 mM Tris
50 mM NaCl
I mM CaCl,
I mM MgCl,
0,1 % Tween 20
pH=28,0
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Verdiinnungspuffer: 0,1 % BSA
In Tris-Puffer (1x)

Blockpuffer: 2 % BSA
0,1 % Tween 20
In Tris-Puffer (1x)

Coating-Puffer: 30 mM Na,COs;
200mM NaHCOs
pH=9,0

2.1.4 Verwendete Materialien

Eppendorf GmbH, Hamburg

Reaktionsgefdfle, verschieden Groflen

Nunc GmbH & CO KG Thermo Fischer Scientific, Wiesbaden
Flouronunc 96-well Mikrotiterplatten (weil3)

Sarstedt AG & CO, Niimbrecht
S-Monovetten® , neutral (ohne Fiillung)
S-Monovetten® EDTA

S-Monovetten® Citrat

2.1.5 Verwendete Geriite

BioTek Instruments GmbH, Bad Friedrichshall
Plattenfluorometer FLX 800
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Cenco Instrumenten B.V., Breda (Niederlande)
Vortex-Gerit

Eppendorf GmbH, Hamburg
Tischzentrifuge 5804

Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH, Burgweder
Wasserbad GLF (37°C)

Gilson International B.V., Limburg-Offheim
Kolbenhubpipetten (10ul-1000pul)

Mettler-Toledo GmbH, Giessen
Messwaage, digital Mettler PL1200

Metrohm Deutsche GmbH & Co, Filderstadt
pH-Meter 744

Nunc GmbH & CO KG Thermo Fischer Scientific, Wiesbaden

Plattenfourometer FlouroScan

SLT Labinstruments Deutschland GmbH, Crailsheim
Tecan SLT-washer fiir Mikrotiterplatten
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2.2 Methodik

2.2.1 Methode und Ablauf des APC-Assays

Ziel des Aufbaus des APC-Assays soll die schnelle und zuverldssige Bestimmung der APC-
Konzentration in Plasmaproben sein. Um dies verwirklichen zu kdnnen, wurde der Umsatz eines
fluorogenen Peptidsubstrats durch APC mit Hilfe eines Plattenflourometers gemessen.

Die Bestimmung der amidolytischen Aktivitit von APC erfolgte unter Verwendung eines
syntethischen Peptidsubstrats, das audgrund der enzymatischen Aktivitdit des APC gespalten
wurde. Diese Substrate sind kurzkettige Peptide, die in der Regel aus drei bis fiinf Aminosduren
bestehen und mit einem Indikator versehen sind. Als Indikator diente die flourogene Gruppe 7-
Amino-4-methylcoumarin (AMC). Die Auswahl und Anordnung der Aminoséuren bestimmt die
Spezifitit des Peptidsubstrats gegeniiber dem Zielenzym. Infolge der proteolytischen Spaltung
des Substrats mittels APC kommt es zu einer Freisetzung des Indikators, der anschlieBend pho-
tometrisch bei einer Anregungswellenldnge von A = 360 nm sowie einer Emissionswellenldnge
von A = 460 nm gemessen werden kann. Die Floureszensemission je Zeiteinheit ist beim Vorlie-
gen eines deutlichen Substratiiberschusses proportional zur vorhandenen Menge an wirksamen
Enzymen. Als fluorogenes Peptidsubstrat wurde Pefaflour Pca (Pefa-5791) von Pentapharm
Ltd.verwendet. Es ist sensitiv fiir APC und besteht aus Pyrimidin-Prolin-Arginin-AMC-Acetat.
Die Michaelis-Menten-Konstante betrigt Ky = 0,56 mM und ke, = 62,0 5. Die Bestimmung
der amidolytischen Aktivitit des APC erfolgte unter Zuhilfenahme eines automatischen ELISA-
Prozessors. Die Floureszensemission wurde in einem Zeitraum von 180 Minuten alle fiinf Minu-
ten automatisiert ermittelt. Durchgefiihrt wurde die Aktivitdtsmessung an zwei verschiedenen
Prozessoren: am Plattenflourometer FLX 800 von BioTec Instruments einerseits und am Platten-
flourometer FlouroScan von Nunc'™ andererseits. Die Verwendung dieser beiden unterschiedli-
chen Messgerite erkldrt, weshalb im nachfolgenden Ergebnisteil fiir die Umsatzrate des flouro-
genen Substrats je nach Versuch verschiedene Messwerte ermittelt wurden. Die Versuche 5 und
6, 9 und 10, 13 bis 15 sowie 19 bis 21 wurden mit Hilfe des Plattenflourometer FLX 800 durch-
gefiihrt, die restlichen Experimente unter Verwendung des FlouroScan. Die Messung der APC-
Konzentration fand in sogenannten Mikrotiterplatten statt. Diese Mikrotiterplatten bestehen aus

96 Vertiefungen (wells), in die die jeweiligen Fliissigkeiten pipettiert wurden.
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Um eine Bindung der Aptamere in den wells gewéhrleisten zu konnen, mussten diese zunichst

mit Streptavidin beschichtet werden, was folgendermaf3en ablief:

Mischung von Streptavidin mit Coatingbuffer (10 pg/ml)
Einpipettieren von 100 ul pro well

Inkubation tiber Nacht bei 4°C

Automatisches dreimaliges Waschen der Mikrotiterplatte
Blocken mit Blockpuffer (200 ul pro well)

Inkubation fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur

Automatisches dreimaliges Waschen der Mikrotiterplatte

© N kW N =

Nach dem Waschen besteht die Moglichkeit, die Mikrotiterplatte entweder direkt wei-
ter zu verwenden oder aber sie bei - 40° C einzufrieren, um sie dann zu einem spiteren

Zeitpunkt zu verwenden.

Nach der Beschichtung der wells mit Streptavidin wurden die Aptamere, die beim Herstellungs-
prozess an ihrem 3'-Ende an Biotin gekoppelt wurden, in die wells pipettiert und fiir eine gewisse
Zeit inkubiert. Zuvor erfolgte die Mischung der Aptamere mit Verdiinnungpuffer, aus der sich
unterschiedlich Konzentrationen ergaben. Durch die Kopplung mit Biotin kam es wéhrend der
Inkubation zur Ausbildung von Streptavidin-Biotin-Verbindungen, sodass die Aptamere kovalent
in den wells gebunden wurden.

In bereits vorliegenden Versuchen konnte gezeigt werden, dass das Aptamer HS02-88 die
besten Bindungseigenschaften gegeniiber APC aufweist. Auf dieser Grundlage bauen die sich
nun anschlieBenden Versuche auf (Salehi, 2007). Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die
nicht-gebundenen Aptamere automatisch in drei Waschzyklen ausgewaschen. Wéhrend dieser
Waschzyklen wurden jeweils 400 ul Waschpuffer in die einzelnen wells gefiillt und auch wieder
entfernt. Nachster Schritt des Versuchsablaufs war die Inkubation von APC in den Mikrotiterplat-
ten. Die Flissigkeit (Verdiinnungspuffer, Citratplasma, Hirudinplasma), in der die APC-
Konzentration gemessen werden sollte, wurde dabei mittels einer Pipette zu je 100 ul in die wells
eingefiillt. Wihrend der Inkubationszeit kam es zur Ausbildung von Bindungen zwischen dem
APC und den immobilisierten Aptameren.

Um gewihrleisten zu konnen, dass nach der Blutabnahme keine Inaktivierung des APC

erfolgte, die zu einer Messung von falsch niedrigen Werten fithren wiirde, wurden das Plasma in
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den Proben mit konzentrierter Aprotininldsung (Trasylol® 0,5) versetzt. Aprotinin ist ein Poly-
peptid aus 58 Aminoséduren, das durch Bildung reversibler stochometrischer Enzym-Inhibitor-
Komplexe als Hemmstoff von menschlichem Trypsin, Plasmin sowie Plasma- und Gewebe-
Kallikrein wirkt. Die Rolle des Aprotinins als Hemmstoff des Protein C-Inhibitors ist in diesem
Zusammenhang besonders hervorzuheben. Die Plasmaproben wurden mit Hirudin versetzt, um
die Wirkung von Thrombin zu hemmen und damit jegliche Aktivitit desselben zu unterbinden.
Durch besagte Hemmung der Thrombinaktivitdt mit Hilfe von Hirudin konnte sichergestellt wer-
den, dass keine nachtragliche Aktivierung von Protein C in den Plasmaproben stattfand und folg-
lich auch keine falsch hohen APC-Spiegel gemessen wurden.

Um die Ergebnisse der APC-Messungen im Plasma mit denen im Verdiinnungspuffer
vergleichen zu konnen, wurden dem Verdiinnungspuffer Aprotinin und Hirudin in gleichen Kon-
zentrationen wie im Plasma beigefiigt. Nach einer Inkubationszeit von einer beziechungsweise
zwei Stunden wurde die Fliissigkeit durch drei automatischen Waschzyklen entfernt, sodass nur
noch das an die Aptamere gebundene APC in den wells verblieb. Mit der nun folgenden Zugabe
von Substratlosung kam es aufgrund des vorhandenen APC zu einer enzymatischen Spaltung
derselben. Der Umsatz konnte photometrisch bei einer Wellenldnge von A = 460 nm ermittelt
werden.

Die Substratlosung wurde folgendermallen hergestellt:

Substratlosung: Verdiinnungspuffer
+ final 1 mM CacCl,
+ final 1 mM MgCl,
+ final 200 uM Pefa-5791

Nach der Beigabe von Substratlosung wurde die enzymatische Aktivitdt des APC unter Verwen-
dung des Plattenflourometer automatisch ermittelt. Hierbei wurde das Flourophor zunéchst mit-
tels einer Quarz-Halogenlampe {iber einen entsprechenden Extinktionsfilter bei einer Wellenlin-
ge von A= 306 nm angeregt. Die emittierte Strahlung wurde anschlieBend iiber einen Emissions-
filter an einen Photomultiplier weitergeleitet, der die Intensitdt der eintreffenden Strahlung in
einen entsprechenden Spannungswert umsetzte. Wie bereits erwéhnt, dauerte die Messung drei
Stunden. Da alle fiinf Minuten gemessen wurde, konnten 36 Messwerte ermittelt werden. Um die

enzymatische Aktivitit in den Versuchsansétzen zu quantifizieren, wurde jeweils eine Standard-
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reihe mitgefiihrt, zu deren Erstellung die jeweils zugrundeliegenden Medien mit rekombinant
hergestelltem APC (Drotrecogin alpha) versetzt wurden. Die Erstellung einer Standardgeraden

ermoglichte es, die APC-Konzentrationen in den Versuchsansétzen zu errechnen.

Herstellung von Standardreihen:

Die Erstellung der Standardreihen erfolgte in dem Medium, in dem die APC-Konzentration er-
mittelt werden sollte, sprich im Verdiinnungspuffer, Poolplasma, Hirudinplasma oder Protein C —
Mangelplasma. Es wurden sowohl lineare als auch halblogarithmische Standardreihen verwendet,
deren Herstellung manuell durch Pipettieren der jeweiligen Fliissigkeiten in einzelne Reaktions-

gefife stattfand.

2.2.2 Die Messung der Protein C-Aktivitit

Die Bestimmung der Protein C-Aktivitdt erfolgt mit Hilfe des Gerédts ACL-TOP I (hergestellt von
Instrumentation Laboratory). Die Methode der Aktivitdtserfassung beruht auf der enzymbkineti-
schen Messung mittels eines Peptidsubstrates. Das in der Probe befindliche Protein C wurde
durch einen Protein C-Aktivator, einer aus dem Kopf der Kupferkopfschlange gewonnenen Prote-
infraktion, angeregt. Die Quantifizierung des nun aktivierten Proteins erfolgte iiber die Hydroly-
serate eines synthetischen chromogenen Substrats. Dabei wurde freigesetztes Paranitroanilin ki-
netisch erfasst. Es verhilt sich direkt proportional zum Protein C-Spiegel in der zu bestimmenden
Probe. AnschlieBend wurde die Konzentration des sich im Plasma befindlichen Protein C mit
Hilfe einer Kalibrierungskurve automatisch vom Gerdt bestimmt. Die Umrechnung der ermittel-
ten Extinktion in Konzentrationsangaben wurde anhand von Standards durch das Gerit errechnet.

Es gibt die Konzentration des Protein C in Prozent an.

2.2.3 Die Bestimmung des Protein C-Antigens

Die Konzentration von Protein C in Plasmaproben ldsst sich durch Ermittlung des Protein C-
Antigens bestimmen. Die Quantifizierung des Antigens fand mit dem Gerdt Vidas (hergestellt
von BioMériuex) statt. Der Test stellt ein modifiziertes ELISA-Verfahren dar. Beim Aufsaugen
in die Pipettenspitze bindet das Protein C-Antigen an einen dort immobilisierten, monoklonalen
anti-PC-Antikorper. Nach der Inkubation und dem ihr folgenden Waschschritt wird das Antigen

an einen weiteren Antikorper gekoppelt, der zusitzlich mit einem Konjugat versehen ist. Es er-
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folgen ein weiterer Waschschritt und eine erneute Inkubation. Der Antikorper-Antigen-
Antikorper-Komplex wird nun mit einem fiir das Konjugat spezifischen Substrat versetzt. An-
schlieend erfolgt die photomerische Messung des dabei entstehenden Farbstoffs bei einer Wel-
lenldnge von 450 nm. Die jeweiligen Angaben der Antigenkonzentration wurden auf eine Stan-

dardreihe bezogen, automatisch umgerechnet und in Prozent angegeben.

2.2.4 Die Methode der Ceprotin-Aktivierung und der Vergleich mit Drotrecogin alpha

Um die Bindungsaffinitit der Aptamere zwischen rekombinant hergestelltem APC (Drotrecogin
alpha) und plasma-basiertem APC miteinander vergleichen zu konnen, wurde der unter Punkt 3.5
beschriebene Versuch durchgefiihrt. Zunédchst musste jedoch ein humanes Protein C-Konzentrat
aktiviert werden. Hierzu wurde als Erstes die Konzentration von Protein C in Ceprotin bestimmt,
was zum einen mittels der Messung der Protein C-Aktivitdt und zum anderen mittels der des Pro-
tein C-Antigens geschah. Aus den Messergebnissen geht hervor, dass eine IU von Ceprotin 3,35
+ 0,09 pg PC enthilt. Dieses in Ceprotin befindliche PC wurde nun von immobilisiertem alpha-
Thrombin aktiviert. 50 pg humanen alpha-Thrombins wurden durch einen 5-fachen Uberschuf3
von NHS-Biotin biotiniliert und an 10 mg mit Streptavidin beschichtete beads gebunden. Diese
Thrombin-beads wurden bei Raumtemperatur mit 20 pg PC in einem Gesamtvolumen von 1 ml
Bindungspuffer inkubiert. Die sich daraus ergebende Aktivierung des Protein C wurde mit Hilfe
der amidolytischen APC-Aktivitit und des verminderten Protein C-Antigens iiberpriift. Die kom-
plette Aktivierung konnte innerhalb von fiinf Minuten erreicht werden. Anschliefend wurde das
nun aktivierte Protein C aliquotiert und bei -70°C gelagert. Der weitere Versuchsablauf entsprach

dem unter Punkt 2.2.1 geschildertem APC-Assay.

2.2.5 Die Bestimmung der Thrombin-Antithrombin-Komplexe

Die koagulatorische Wirkung des Thrombins wird unter physiologischen Bedingungen von Anti-
thrombin inaktiviert. Die dabei entstehenden Thrombin-Antithrombin-Komplexe (TAT) konnen
gemessen werden und sind ein Biomarker fiir die Bildung und die darauf folgende Inaktivierung
von Thrombin. Die Bestimmung der TAT-Komplexe ermoglicht eine genaue Aussage iiber die
Regulationsfahigeit der Thrombinbildung. Zudem kann eine hyperkoagulabile Stoffwechsellage
erkannt werden. Im klinischen Alltag spielt dieses Messverfahren bisher eine untergeordnete Rol-

le und wird bevorzugt im Rahmen klinischer Studien und in der Grundlagenforschung ange-
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wandt. Das Messverfahren beruht auf dem Prinzip eines Enzymimmunoassay und wurde durch
das Gerdat MRX-Reader von Dynatech Laboratories und den SLT-Washer von Tecan ausgefiihrt.
Die Bestimmung des Thrombin-Antthrombin-Komplexes erfolgte mittels eines auf dem Sand-
wich-Prinzip beruhenden Enzymimmunoassays. Die Plasmaprobe wurde in eine mit Antikdrpern
gegen Thrombin beschichtete Mikrotiterplatte pipettiert. Wéhrend der folgenden Inkubationszeit
binden die vorhandenen TAT-Komplexe an die gegen Thrombin gerichteten Antikérper. Nach
dreimaligem Waschen der mit der Probe beschichteten Platte kam es nach Gabe von Peroxidase-
konjugierten Antikérpern gegen humanes Antithrombin in einer zweiten Reaktion zur Bindung
von Antithrombin mit den konjugierten Antikdrpern. Es erfolgte nun wiederum eine Inkubation,
die durch erneutes Waschen der Mikrotiterplatte beendet wurde. Nachster Schritt war die Anfér-
bung der vorhandenen Komplexe mit einem chromogenen Substrat. Zuletzt wurde nach 30-
miniitiger Inkubationszeit die Reaktion durch Zugabe von Schwefelsdure (H.SO4) gestoppt und
die Intensitdt der Farbstoffentwicklung gemessen, die proportional zu der in der Plasmaprobe
vorhandenen TAT-Konzentration war. Ermittelt wurde die TAT-Konzentration bei einer Wellen-
linge von A = 450 nm mit einer Referenzwellenldnge von A = 690 nm. Die gemessenen Werte
wurden an der zu jedem Test erstellten Standardkurve abgelesen und vom MRX-Reader automa-
tisch umgerechnet. Die Angabe der TAT-Konzentration erfolgte in ng/ml. Die Standardkurve
wurde mit den im Testkit enthaltenen Standarkonzentrationen erstellt. Letztere lagen in folgender
Dosierung vor:

S1 =2 ng/ml S2 = 6 ng/ml S3 =10 ng/ml S4 = 60 ng/ml

2.2.6 Die Bestimmung des Prothrombinfragments F1 + F2

Die Bestimmung des Prothrombinframents F1 + F2 beruht auf einem &hnlichen Verfahren wie
das unter Punkt 2.2.5 beschriebene Verfahren der TAT-Komplex-Bestimmung und wurde mit
denselben Geréten durchgefiihrt.

Bei der proteolytischen Aktivierung von Prothrombin zu Thrombin kommt es zu einer
Abspaltung des Prothrombinfragments F1 + F2 und zu dessen Freisetzung ins Plasma. Die Be-
stimmung des Biomarkers F1 + F2 ermdglicht es, Riickschliisse auf die Bildung von Thrombin zu
ziehen. Dieses Messverfahren wird, genau wie die Bestimmung der TAT-Komplexe, in erster
Linie im Rahmen klinischer Studien angewendet und ist im klinischen Alltag von geringer Be-

deutung. Mit dem Wissen iiber die Konzentration von F1 + F2 ldsst sich auf die im Organismus
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ablaufende Thrombingenerierung schlieBen. Auch hier beruht das Messverfahren auf einem En-
zymimmunoassay nach dem Sandwich-Prinzip. Die Citratplasmaprobe wird in eine Mikrotiter-
platte pipettiert, die mit Antikérpern gegen das Prothrombinfragment F1 + F2 beschichtet ist. Im
Laufe der Inkubationszeit kommt es zu einer Komlexbildung zwischen den Antikdrpern und den
F1 + F2-Antigenen. Nach dreimaligem Waschen wurden in einer zweiten Reaktion mit Peroxida-
se konjugierte Antikorper zugegeben, die an die freien F1 + F2-Determinanten binden. Nach ge-
wisser Inkubationszeit wurde erneut gewaschen und die gebildeten Komplexe mit chromogenem
Substrat angefdrbt. Diese Reaktion wurde durch Zugabe von Schwefelsédure nach 30 Minuten
gestoppt, woraufhin die Messung der Farbstoffentwicklung, die proportional zu dem vorhande-
nen F1 + F2 ist, stattfand. Das Ergebnis wurde von dem MRX-Reader in nmol/l angegeben. Auch
bei der Bestimmung des Prothrombinfragments F1 + F2 wurde eine Standardkurve mit vier Kon-
zentrationen mitgefiihrt.

Die Standardproben Enzygnost F 1+2(monoclonal) von DADE Behring lagen in folgenden Kon-
zentrationen vor:

S1 = 0,04 nmol/l S2 = 0,2 nmol/l S3 =2,0 nmol/l S4 = 10,0 nmol/l

2.2.7 Die endogene APC-Aktivierung

Mit Citrat antikoagulierte Poolplasmaproben wurden sowohl mit PPP-Reagenz (5SmM), einer Mi-
schung aus Phospholipiden und rekombinantem tissue factor zum Auslosen der Gerinnung, als
auch mit einem Stoff, der die Fibrinpolymerisation hemmt, versetzt. Des Weiteren wurde dem
Versuchsansatz zur verstirkten Aktivierung von Protein C 100 pg/ml Thrombomodulin beige-
fligt. Nach Zugabe dieser Reagenzien kam es beim Ablauf der Gerinnung zwar zur Bildung von
Thrombin und Thrombin-Thrombomodulinkomplexen, die weitere Fibrinpolymerisation jedoch
wurde gehemmt. Der Fibrinpolymerisations-Inhibitor (H-Gly-Pro-Arg-Pro-OH.AcOH) besteht
aus den Aminosduren Glycin, Prolin, Arginin und bindet mit hoher Affinitit an Fibrinogen, wo-
durch er die Bildung von Fibrin hemmt. Die Konzentration des Fibrinpolymerisations-Inhibitors
betrug final 2 mg/ml. Mit der Zugabe von 10 mM CaCl, wurde die Reaktion gestartet und die
Gerinnungskaskade aktiviert. Darauthin kam es zu einem Anstieg von Thrombin, das sich mit
dem zuvor hinzugegebenen Thrombomodulin verbunden hat und so das endogen vorhandene
Protein C aktivieren konnte. Das verwendete Thrombomodulin ist ein Oberfldchenprotein auf den
Endothelzellen der Lunge von Hasen und wurde vom Hersteller extrahiert. Es ist ein wesentlich

stiarkerer Protein C-Aktivator als humanes Thrombomodulin.
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Reaktionsansatz: 2000 ul Poolplasma
+ 100 wl PPP (5 mM)
+ 42 ul H-Gly-Pro-Arg-Pro-OH (final: 2 mg/ml)
+ 26,6 ul Thrombomodulin (100 pg/ml)
+ 20 ul CaCl; (10 mM)

Die Reaktion wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten durch Zugabe von 100 ug/ml Hirudin ge-
stoppt. Durch die Komplexbildung mit Thrombin kam es zu einer Inaktivierung des Thrombins
und damit zu keiner weiteren Aktivierung von Protein C. Aufgrund der hohen Bindungsaffinitét
von Hirudin gegeniiber Thrombin kam es hierbei jedoch nicht nur zu einer Inaktivierung des frei-
en Thrombins, sondern ebenfalls zu einer Inaktivierung des bereits an Thrombomodulin gebun-
denen Thrombins. Die Dissoziationskonstante Kp flir Hirudin gegeniiber Thrombin ist mit Kp =
0,2 pM wesentlich kleiner als die von Thrombin gegeniiber Thrombomodulin (Kp = 5 nM). We-
gen der hohen Affinitdt des Hirudins gegeniiber Thrombin wird das Thrombin aus dem Komplex
mit TM verdringt (Warkentin et al., 2005). Zusétzlich wurde Aprotinin (20 uM) hinzugegeben.
Aprotinin schiitzt das gebildete APC vor den im Plasma befindlichen APC-Inhibitoren und ge-
wihrleistet dadurch, dass das bisher gebildete APC nicht wieder inaktiviert wird. Die jeweilige
Probenentnahme geschah zu den Zeitpunkten:

T (in Minuten): 0, 0,5 , 1,2 ,3,4,5,6,8, 10

Die gebildeten APC-Konzentrationen wurden mit Hilfe des unter Punkt 2.2.1 beschriebenen
APC-Assays gemessen. Bei der Messung wurde eine halblogarithmische APC-Standardreihe
mitgefiihrt.

APC-Konzentration in [ng/ml]:

31,6 10 3,16 1 0,316 0,1 0,0316 0,01 0

Um Riickschliisse auf die Thrombinbildung ziehen zu kdnnen, wurden zusétzlich die Thrombin-
Antithrombin-Komplexe TAT und die Prothrombinspaltprodukte F 1+2 bestimmt (siche Punkt
2.2.5 und Punkt 2.2.6). Aufgrund der Vermutung, dass durch die Bildung von APC die Konzen-
tration von Protein C abfillt, wurde diese anschlieBend mit Hilfe der Protein C-Antigen-Messung

(sieche Punkt 2.2.3) bestimmt.
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3 Ergebnisse

3.1 Die Wirkung von Aprotinin auf die Messung der APC-Konzentration

Bestreben dieses Versuches war es, den generellen Einfluss von Aprotinin sowie die Auswirkung

unterschiedlicher Aprotininkonzentrationen auf die Messung des APC-Gehalts in Verdiinnungs-

puffer zu untersuchen. Hierzu wurden halblogarithmische Standardreihen mit APC-

Konzentrationen von 0 - 1 ng/ml erstellt.
APC in [ng/ml]: 1 0316 0,1 0,0316 0,01 0

Um die Wirkung des Aprotinins genau quantifizieren zu konnen, wurden acht verschiedene An-
satze angefertigt. Die jeweiligen Aprotininkonzentrationen betrugen in [ng/ml]:

20 10 5 2 1 05 02 0

Es wurden jeweils Doppelwerte gemessen und anhand der Ergebnisse die Mittelwerte errechnet.

& X 20 uM x 10 uM X 5 uM X2PM Xx1pPpM @x05uM +x02uM =x 0 pM

FU/min

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
APC (ng/ml)

Abb. 7: Wirkung von Aprotinin auf die Messung der APC-Konzentration in
Verdiinnungspuffer, Darstellung von Mittelwerten

Wie mit Hilfe der Grafik verdeutlicht werden kann, wird die Messung der APC-Konzentration in
Verdiinnungspuffer durch die Zugabe von Aprotinin kaum beeinflusst. Die Diskrepanz zwischen

dem Substratumsatz bei einer Aprotininkonzentration von 20 pM und dem ohne Zugabe von
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Aprotinin ist duBlerst gering. Des Weiteren wird ersichtlich, dass zwischen den Ansétzen mit ho-
hen Aprotininkonzentrationen und denen mit niedriger Konzentration das Messverfahren nur mi-
nimale Differenzen im Umsatz des flourogenen Substrats aufweist. Wahrend beispielsweise bei
einer APC-Konzentration von 0,316 ng/ml und einer Aprotininkonzentration von 20 uM der Um-
satz des fluorogenen Substrats bei 1,77 FU/min liegt, betrégt er bei einer Aprotininkonzentration
von 0,5 uM 1,90 FU/min. Ferner wird anhand der Grafik veranschaulicht, dass kein linearer Zu-
sammenhang zwischen der Aprotinikonzentration in Versuchspuffer und dem Umsatz des flouro-
genen Substrats besteht. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die folgenden Versuche unter Zuga-

ben von 20 uM Aprotinin durchgefiihrt.

3.2 Die Wirkung unterschiedlicher Aptamerkonzentrationen

Um gewidhrleisten zu konnen, dass das in den Proben vorhandene APC zuverléssig an die Apta-
mere in den wells bindet, ist die Konzentration der Aptamere von entscheidender Bedeutung. Die
Voraussetzung fiir eine genaue Messung ist, dass die Aptamerkonzentration ausreicht, um das
gesamte vorhandene APC zu erfassen. Zur Analyse der Bedeutung unterschiedlicher Aptamer-
konzentrationen fiir das Testverfahren wurden Aptamere in unterschiedlichen Konzentrationen
mit Verdlinnungspuffer gemischt und jeweils fiir eine Stunde in den wells inkubiert. Nach an-
schlieBendem Waschen der Mikrotiterplatte wurden APC-Standardreihen in Verdiinnungspuffer
einpipettiert und gemessen. Dabei wurden drei verschiedene Aptamerkonzentrationen verglichen.
2,5 pmol/100ul 2 pmol/100ul 1,5 pmol/100ul
Die Ergebnisse der Messung der Einzelwerte sind in Abbildung 8 dargestellt.

20 ~
15 4
S
E 10 A
= 2 ¢ 2,5pmol
bl
5 - 2,0pmol
1,5pmol
O - T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
APC in [ng/ml]

Abb. 8: Wirkung unterschiedlicher Aptamerkonzentrationen auf die Messung
der APC-Konzentration in Verdiinnungspuffer



54

Wie sich anhand der Versuchsergebnisse herausstellt, erbringt die Verwendung hoherer Apta-
merkonzentrationen bei der Messung des APC-Gehalts keinen Vorteil. In der Grafik zeigt sich,
dass der Substratumsatz bei den verschiedenen Aptamerkonzentrationen nahezu identisch ist.
Bestreben dieses Assays ist nicht nur eine moglichst sensitive und spezifische Arbeitsweise, son-
dern auch ein moglichst 6konomisches Vorgehen, sodass die weiteren Versuche mit Aptamer-

konzentrationen von 1,5 pmol/100ul fortsetzen werden.

3.3 Die Wirkung unterschiedlicher Inkubationszeiten der Aptamere

Die Auswirkung der unterschiedlichen Inkubationszeiten der Aptamere auf die Sensitivitit des
Messverfahrens war ein weiterer relevanter Aspekt im Rahmen der Optimierung dieses Assays.

Um besagte Auswirkung ermitteln zu konnen, wurde ein Versuch durchgefiihrt, bei dem eine
Aptamerinkubationszeit von 18 Stunden mit der von einer Stunde verglichen wurde. Hierzu wur-
den die wells mit Aptamerkonzentrationen von 1,5 pmol/100ul beschichtet und fiir unterschiedli-
che Zeit inkubiert. Es wurden lineare APC-Standardreihen in Verdiinnungspuffer erstellt und

diese gemiB dem weiteren Versuchsablauf gemessen.

18 - ¢18h 1h
16 -
14 -
12 1
10 -

FU/min

onN A~ O
4

T T

0 2 4 6 8 10
APC in [ng/mil]

Abb. 9: Wirkung unterschiedlicher Aptamerinkubationszeiten auf die Messung der
APC-Konzentration in Verdiinnungspuffer, Darstellung von Einzelwerten

Dabei stellte sich heraus, dass eine Inkubation der Aptamere von 18 Stunden die gleichen Ergeb-
nisse wie die einer Inkubation von nur einer Stunde erbrachte. Die Umsitze des flourogenen Sub-

strats zeigten weder bei hohen APC-Konzentrationen (10 ng/ml) noch bei niedrigen (0,15 ng/ml)
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signifikante Unterschiede. Um die Bestimmung der APC-Konzentrationen besonders im Hinblick
auf die spétere diagnostische Anwendung in moglichst geringer Zeit durchfiihren zu konnen,

wurden folgende Versuche mit Aptamerinkubationszeiten von einer Stunde fortgesetzt.

3.4 Der Vergleich von Drotrecogin alpha mit aktiviertem Ceprotin

Ein weiterer wichtiger Schritt fiir die Entwicklung des APC-Assays war die vergleichende Mes-
sung zwischen rekombinant hergestelltem APC (Drotrecogin alpha) und humanem Protein C, das
nachtrédglich aktiviert wurde (aktiviertes Ceprotin, aCEP; siche Punkt 2.2.4). Hauptziel war hier-
bei die Erbringung des Beweises, dass auch endogenes APC mit Hilfe dieses Testverfahrens ge-
messen werden konnte. Dariiber hinaus sollte aufgezeigt werden, mit welcher Affinitét die APC-
Aktivitdt des aktivierten Ceprotin im Vergleich zu Drotrecogin alpha erfasst wird. Zur Testdurch-
fiihrung wurden sowohl von Drotrecogin alpha als auch von aCEP unterschiedliche Konzentra-
tionen in Verdiinnungspuffer erstellt und gemessen. Die verschiedenen Konzentrationen lagen in
Doppelwerten vor. Um die Ergebnisse miteinander vergleichen zu kdnnen, wurden die sich je-
weils entsprechenden APC-Konzentrationen verglichen.

Drotrecogin alpha:

APC in [ng/ml]: 1 05 025 0,125 0,0625  0,03125 0,015625 0

aCEP:

APC in [ng/ml]: 1 05 025 0,125 0,0625  0,03125 0,015625 0

6000

5000

y =4570,8x + 414,52
r=0,9995

4000

FU/min

3000

2000

1000

0 0,1 0,2 0.3 04 0.5 0,6 0,7 0,8 0,9 1
APC in [ng/ml]

Abb. 10: Standardreihe Drotrecogin alpha in Verdiinnungspuffer, Darstellung von
Mittelwerten
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Drotrecogin alpha aCEP In Prozent (%)
1 0,7994 80
0,5 0,3950 79
0,25 0,1846 74
0,125 0,0876 70
0,0625 0,0449 72
0,03125 0,0207 66
0,015625 0,0117 75
Mittelwert / 74 = 4,92

Tabelle 1: Vergleich der APC-Aktivitit von aCEP mit Drotrecogin alpha

Wie in der Tabelle veranschaulicht, wird die APC-Aktivitdt von aktiviertem Ceprotin im Ver-
gleich mit Drotrecogin alpha durch die Aptamere mit im Mittel 74 = 4,92 %-iger Aktivitit er-
fasst. Das bedeutet, dass sowohl rekombinant hergestelltes APC als auch endogene APC-
Konzentrationen unter Verwendung dieses Assay gemessen werden konnen. Auffillig hierbei ist,
dass die Aktivitit des endogenen APC um etwa 25% unter dem gemessen Wertes des rekombi-

nant hergestellten APC liegt.

3.5 Die Messung ohne Aptamerbeschichtung

Anhand dieses Versuchs sollte verdeutlicht werden, dass ohne Aptamerbeschichtung der wells
keine zuverldssige Messung der APC-Konzentration moglich ist. Hierzu wurde im Rahmen der
Testdurchfiihrung eine APC-Standardreihe in gepooltem Citratplasma erstellt und diese manuell
in wells pipettiert. Die wells wurden zuvor nicht mit Aptameren beschichtet, aber dennoch mit
200ul Blockpuffer geblockt. Nach einer Inkubationszeit von zwei Stunden wurde gemal des wei-
teren Versuchsablaufs fortgefahren und schlieflich der Peptidsubstratumsatz durch den ELISA-

Prozessor gemessen.
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Abb. 11: Messung der APC-Konzentrationen in Citratplasma ohne Aptamer-
beschichtung der wells, Darstellung von Einzelwerten

Angesichts der Grafik ist zu erkennen, dass die Umsatzrate des fluorogenen Substrats unabhingig
von den gemessenen APC-Konzentrationen nahezu gleich bleibt. Bei hohen APC-
Konzentrationen (1 ng/ml) ist ein geringer Anstieg zu erkennen, der mdglicherweise auf unspezi-
fisch gebundenes APC zuriickzufiihren ist. Ohne Aptamerbeschichtung gibt es fiir das APC keine
Moglichkeit der zuverldssigen Bindung in den einzelnen wells. Aufgrunddessen wird das APC
durch die sich anschlieBenden Waschzyklen nahezu vollstindig entfernt. Essentiell fiir diese
Testverfahren sind demnach die Aptamere, die eine Bindung des APCs in den wells zur nachfol-

genden Quantifizierung erst ermoglichen.

3.6 Der Vergleich unterschiedlicher Peptidsubstrate

Die Bestimmung der amidolytischen Aktivitidt des APC erfolgte mittels Verwendung eines syn-
thetischen Peptidsubstrats, das durch die enzymatische Aktivitit des APC gespalten wurde. Diese
Substrate sind kurzkettige Peptide, die in der Regel aus drei bis fiinf Aminoséuren bestehen und
mit einem Indikator versehen sind. Als Indikator dient 7-Amino-4-methylcoumarin (AMC). Die
Auswahl und Anordnung der Aminosduren bestimmt die Spezifitit des Peptidsubstrats gegeniiber
seinem Zielenzym. In diesem Versuch wurden zwei verschiedene Peptidsubstrate miteinander
verglichen, um deren unterschiedlichen Bindungsaffinitidten gegeniiber APC charakterisieren zu
konnen. Pefa-5791 hat laut Hersteller zwar eine schnellere Umsatzrate als Pefa-3342, weist aber
moglicherweise eine geringere Spezifitit auf. Im Rahmen des Aufbaus eines APC-Assays ist es
fiir ein genaues Messverfahren jedoch unabdingbar, {liber ein Substrat mit einer hohe Spezifitit

und einer schnellen Umsatzrate verfligen zu konnen.
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I<m kcat
Pefa-5791 0,56 mM 62,0
Pefa-3342 0,26 mM 8,5s"

Es wurde eine halblogaritmische APC-Verdiinnungsreihe in Verdiinnungspuffer hergestellt. Die
APC-Konzentrationen betrugen:

in ng/ml: 1 0316 0,1 00316 001 0

Bis zur Hinzugabe von Peptidubstrat war der Versuchsablauf beider Ansétze identisch. Erst durch
den letzten Schritt — die Zugabe von Peptidsubstrat — erhielt man unterschiedliche Versuchsansat-
ze. Es wurde nicht nur die Art des Substrat verglichen, sondern auch unterschiedliche Verdiin-
nungen des jeweiligen Substrats angefertigt, um die Moglichkeit zu haben, gleichzeitig zwischen
einerseits dem besten Peptidsubstrat und andererseits der besten Peptidsubstratkonzentration zu

unterscheiden. Die jeweiligen Verdiinnungsreihen wurden in Dopplerwerten erstellt.

Verwendete Substrate und Konzentrationen:

Pefa-5791 Verdiinnungspuffer Pefa-3342 Verdiinnungspuffer
+ 1 mM CaCl, + 1 mM CaCl,
+ 1 mM CaCl, + 1 mM CacCl,
a) + 200 uM Substrat a) + 200 pM Substrat
b) + 400 uM Substrat b) + 400 uM Substrat
14 -
12
10 J ® | Pefa-5791 400 pM
E g J Pefa-3342 400 uM
S 64 Pefa-5791 200 uM
=4 s Pefa-3342 200 pM
2 1 >
04 . . . . : .
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

APC in [ng/ml]

Abb. 12: Vergleich verschiedener Peptidsubstrate bei der Messung von APC in
Verdiinnungspuffer, Darstellung von Mittelwerten
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Mit Hilfe dieses Versuchs wurde — wie auch anhand der Grafik erkennbar — verdeutlicht, dass der
Substratumsatz mit dem Peptidsubstrat Pefa-5791 wesentlich hoher ist als der des anderen Pep-
tidsubstrats. Wihrend die Konzentrationsunterschiede nur einen geringen Einfluss auf den Um-
satz haben, zeigt sich zwischen den beiden Substraten ein signifikanter Unterschied der Umsatz-
rate: die des Pefa-3342 ist deutlich geringer. Aus diesem Grund wurden die weiteren Versuche
mit dem Substrat Pefa-5791 durchgefiihrt. Da sich zwischen den Konzentrationen von 400 pm
und 200 uM nur geringe Unterschiede zeigten, wurde mit einer Substratkonzentration von 200

uM fortgefahren.

3.7 Der Vergleich verschiedener Plasmaverdiinnungen und Inkubationszeiten

Da die Bestimmung der APC-Konzentration in erster Linie im Plasma durchgefiihrt werden soll,
mussten bei diesem Versuch zum einen die bestmdgliche Plasmakonzentration und zum anderen
die optimale Dauer der Plasmainkubationszeit herausgefunden werden. Hierzu wurden lineare
Standardreihen in gepooltem Citratplasma (Poolplasma) mit APC-Konzentrationen von 0 bis 10
ng/ml erstellt. Zur Herstellung des verdiinnten Poolplasmas wurde ein 1:1 Mischungsverhéltnis
mit Verdiinnungspuffer erstellt. Durch die Zugabe von Verdiinnungspuffer halbierte sich auch die
Aprotinin- sowie die Hirudinkonzentration. Zur weiteren Optimierung des Tests wurde die Ein-
wirkzeit des Plasmas in den wells variiert. Dabei wurde zwischen einer Einwirkzeit von einer und
der von zwei Stunden unterschieden. Anschliefend wurde die Mikrotiterplatte automatisch gewa-

schen, Substrat hinzugefiigt und der Umsatz gemessen.

25 - .
20 -
(=
E 15 - @ unverdinnt 2 h
> 10 - PS T1verdunnt 2 h
s 5 unverdunnt 1h
] -~ b 4 T1verdinnt Th
0 €2 T T
0] 5 10
APC in [ng/ml]

Abb. 13: Messung der APC-Konzentrationen in verdiinnten und unverdiinnten Pool-
plasmastandardreihen mit unterschiedlichen Inkubationszeiten,
Darstellung von Einzelwerten
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Anhand der Grafik ist ersichtlich, dass der Substratumsatz nach dreistiindiger Messung in unver-
diinntem und tiber zwei Stunden in den wells inkubiertem Plasma am hochsten ist. Generell ldsst
sich feststellen, dass das Verdiinnen von Plasma mit einer Minderung des Substratumsatzes ein-
hergeht, weshalb im weiteren Verlauf darauf verzichtet wird. Da die Messung des flourogenen
Substrats nach zweistiindiger Inkubationszeit der einstiindigen iiberlegen ist, werden die weiteren

Versuche nach zweistiindiger Inkubationszeit durchgefiihrt.

3.8 Die Wirkung unterschiedlicher Waschzyklen auf die Messung

Das Waschen der Mikrotiterplatte wurde durch einen automatisierten Vorgang mittels eines ma-
schinellen washers (speziell fiir 96-well Mikrotiterplatten) durchgefiihrt. Zundchst wurde durch
vorangehendes Absaugen der Mikrotiterplatte die Fliissigkeit entfernt. Anschlieend wurden je-
weils 400ul Waschpuffer in die wells gefiillt und erneut enfernt. Diese Vorgédnge kdnnen automa-
tisch beliebig oft wiederholt werden. Je mehr Waschzyklen durchgefiihrt werden, desto griindli-
cher werden die wells gewaschen. Um die Wirkung der Anzahl der Waschzyklen auf die Mes-
sung der APC-Konzentration zu bestimmen, wurde der nachfolgende Versuch durchgefiihrt.

In gepooltem Citratplasma wurde durch Zugabe von Drotrecogin alpha eine APC-Konzentration
von 0,01 ng/ml erstellt. Diese Proben wurden jeweils in Doppelwerten in die einzelnen wells pi-
pettiert. Zusdtzlich wurden Poolplasmaleerwerte, das heiit gepooltes Citratplasma ohne Zugabe
von APC, ebenfalls in Doppelwerten verwendet. Diese Proben wurden nach zweistiindiger Inku-
bation durch eine jeweils unterschiedliche Anzahl von Waschzyklen aus den wells entfernt. Es
wurden drei, vier, fiinf und sechs Waschzyklen durchgefiihrt. Nach Zugabe von Substrat erfolgte

schlieBlich die Messung des flourogenen Substratsumsatzes.

550 -
500 A
450 A

400 - 30,01 ng/ml
350 - m 0 ng/ml
300

3 4 5 6

FU/min

Anzahl der Waschzyklen

Abb. 14: Wirkung unterschiedlicher Waschzyklen auf den Substratumsatz
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Es zeigte sich, dass die Anzahl der Waschzyklen durchaus einen Einfluss auf die Messung der
APC-Konzentration hat. Wie aus dem Sdulendiagramm hervorgeht, war der Substratumsatz nach
drei Waschzyklen am hochsten, wihrend es nach vier und fiinf Waschzyklen zu einem Abfall des
Umsatzes kam. Die Diskrepanz zwischen dem Leerwert und der APC-Konzentration von 0,01
ng/ml war nach vier Waschzyklen am deutlichsten. Aufgrund dieser Tatsache wurde eine best-
mogliche Diskriminierung geringer Konzentrationsunterschiede ermoglicht. Daraus ergab sich,
dass bei den nun folgenden Versuchen nach zweistiindiger Inkubationszeit vier automatische

Waschzyklen durchgefiihrt wurden.

3.9 Die Halbwertszeit von APC in Vollblut und in Plasma

Im Rahmen dieses Versuches sollte die Halbwertszeit von APC sowohl in Vollblut als auch in
Plasma bestimmt werden. Die genaue Kenntnis der Halbwertszeit ist wichtig, um die gemessenen
APC-Konzentrationen richtig beurteilen und eventuelle Maflnahmen ergreifen zu konnen, die die
Halbwertszeit beeinflussen. Zur Durchfiihrung dieses Versuches wurde mit Hilfe von S-
Monovetten (Proberohren), die mit 0,106 molarer Citratlosung vordosiert waren, Blut abgenom-
men. Bei vollstidndiger Fiillung der S-Monovetten erhielt man ein Mischverhéltnis von exakt 1:10
(1 Teil Citratlosung + 9 Teile Blut). Dieses frisch abgenommene Blut wurde anschlieSend fiir 100
Minuten ruhen gelassen, um so den physiologisch vorkommenden Protein C-Inhibitoren die Inak-
tivierung des endogenen APC zu ermdglichen.

Es wurden vier verschiedene Ansitze erstellt, die im Versuch sowohl in Plasma als auch in Voll-

blut durchgefiihrt wurden.

Vollblut bzw. Plasma + Aprotinin + Hirudin Lagerung auf Eis
Vollblut bzw. Plasma + Aprotinin + Hirudin Lagerung bei Raumtemperatur

Vollblut bzw. Plasma + Hirudin ohne Aprotinin ~ Lagerung auf Eis

W W N ==

Vollblut bzw. Plasma + Hirudin ohne Aprotinin =~ Lagerung bei Raumtemperatur

Die Konzentration von Aprotinin betrug in Vollblut 10 uM, die Hirudinkonzentration 5 ug/ml.
Durch diese unterschiedlichen Versuchsansitze sollte das Verhalten der APC-Halbwertszeit unter
den jeweiligen Bedingungen untersucht werden. In den Proben ohne Aprotinin kam es zu einer

geringen Volumenverschiebung, die jedoch bewusst toleriert und nicht ausgeglichen wurde.



62

Durch das Hinzufiigen bestimmter APC-Konzentrationen zu den einzelnen Proben wurde der
Versuch gestartet. Zu festgelegten Zeiten (10 Minuten bis 48 Stunden) wurden Proben entnom-
men und bis zur Messung der APC-Konzentration bei -80 °C gelagert. In die Versuchsansétze
ohne Aprotinin wurde dieses hinzugefiigt, um gleiche Messbedingungen zu schaffen. Nach 48
Stunden wurden alle Proben im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut, in die Mikrotiterplatten pipettiert
und die APC-Konzentrationen ermittelt. Um die APC-Aktivitét in den jeweiligen Versuchsansét-

zen quantifizieren zu kdnnen, wurde eine halblogaritmische APC-Standardreihe mitgefiihrt.

a) Die Halbwertszeit von APC in Vollblut

Vor Abnahme des Blutes wurden 5 pg/ml Hirudin in die S-Monovette und Aprotinin (final 10
uM) zu den entsprechenden Ansétzen mit Aprotinin hinzugegeben. Dabei war zu beriicksichti-
gen, dass die einzelnen Proben im Laufe des Versuches zentrifugiert wurden, worauf sich das
Konzentrationsverhéltnis der einzelnen Substanzen énderte. Basierend auf einem zuvor labor-
technisch bestimmten Hématokrit von 0,51 (I/1) wurde jeweils die Hélfte der einzelnen Stoffkon-
zentrationen gewahlt, um nach Zentrifugation des Blutes mit den anderen Ansétzen vergleichbare
Ausgangskonzentrationen vorliegen zu haben. Um nach Trennung der zelluldren Anteile des Blu-
tes vom Plasma jeweils doppelt so hohe Werte zu erhalten, wurde eine Hirudinkonzentration von
5 pg/ml, eine APC-Konzentration von 0,1 ng/ml und eine Aprotininkonzentration von 10 uM
verwendet. Die einzelnen Proben wurden zu festgelegten Zeitpunkten entnommen, fiir 15 Minu-
ten bei 9.000 U/min (7.700 g) zentrifugiert und bei -80°C eingefroren. Die Messung der APC-
Konzentration erfolgte nach erneutem Auftauen der Plasmaproben im Wasserbad bei 37°C. Es

wurden jeweils Einzelwerte bestimmt.
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Abb. 15: Haltbarkeit von APC (0,2 ng/ml) bei Lagerung auf Eis, mit und
ohne Aprotinin in Vollblut
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Abb.16: Haltbarkeit von APC (0,2 ng/ml) bei Lagerung bei Raumtemperatur,
mit und ohne Aprotinin in Vollblut

Wie in diesen beiden Versuchsansétzen deutlich wird, weist APC unter Zugabe von Aprotinin
eine Halbwertszeit von {iber 15 Stunden auf. Sie kann durch Lagerung der Proben auf Eis verlin-
gert werden. Die Halbwertszeit wurde mit einer Formel errechnet (y = yo e™ woraus folgt, ti, =
In 2/x) und betrug fiir APC ohne Zusatz von Aprotinin gelagert auf Eis 108 Minuten und bei
Raumtemperatur 39 Minuten. Die Haltbarkeit von APC ohne Zugabe von Aprotinin ist wesent-
lich geringer. Wie in den Versuchen mit Aprotinin zeigte sich auch hier, dass bei Raumtempera-

tur eine geringere Halbwertszeit des APC zu beobachten ist.
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b) Die Haltbarkeit von APC in Plasma

Dieser Versuch lief dhnlich wie der vorhergehende Versuch ab, jedoch mit dem Unterschied, dass
das Blut direkt nach der Blutabnahme fiir 15 Minuten bei 7.700 g zentrifugiert wurde. Das hier-
bei gewonnen Plasma wurde anschlielend fiir 100 Minuten bei Raumtemperatur ruhen gelassen,
sodass das endogene APC, wie auch beim Versuch in Vollblut, inaktiviert werden konnte. Durch
Zugabe von 0,15 ng/ml APC wurde der Versuch gestartet. Die Proben wurden zu bestimmten
Zeitpunkten entnommen und eingefroren. Die Messung der APC-Aktivitét erfolgte anhand von

Einzelwerten nach erneutem Auftauen aller Proben im Wasserbad.
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Abb. 17: Haltbarkeit von APC (0,15 ng/ml) bei Lagerung auf Eis, mit und
ohne Aprotinin in Citratplasmalasma
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Abb.18: Haltbarkeit von APC (0,15 ng/ml) bei Lagerung bei Raumtem-
peratur, mit und ohne Aprotinin in Citratplasma
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Die Halbwertszeit von APC in den Plasmaproben ohne Aprotinin betrug bei Lagerung auf Eis 46
Minuten und bei Raumtemperatur 25 Minuten. Ahnlich wie im Versuch mit Vollblut verlingert
sich die Haltbarkeit von APC unter Anwesenheit von Aprotinin enorm. Die APC-Konzentration
bleibt bei Raumtemperatur iiber 150 Minuten nahezu konstant. Ein Abfall des APC lie§3 sich erst
nach etwa 150-200 Minuten feststellen, wohingegen in den auf Eis gelagerten Proben nur ein
geringer Abfall der APC-Konzentration festzustellen ist.

Wie bei den Versuchen in Vollblut zeigte sich auch bei diesem Versuch, dass durch Lagerung der

Proben auf Eis die Halbwertszeit von APC signifikant verldngert werden kann.

3.10 Der Einfluss von Protein C auf die Messung von APC

Bestreben war es, mit Hilfe dieses Versuches Erkenntnisse iiber den Einfluss von Protein C auf
die Messung der APC-Plasmakonzentration zu erlangen. Es stellte sich die Frage, ob sich die
Aptamere, die sehr spezifisch aktiviertes Protein C binden, durch hohe Protein C-
Konzentrationen im Plasma beeintrichtigen lassen. Zur Durchfiihrung der Messung wurde kom-
merziell erworbenes Protein C-Mangelplasma verwendet. Dieses Mangelplasma enthélt so gut
wie kein Protein C und wird aus humanem Citratplasma mit immobilisierten Antikorpern gegen
Protein C hergestellt, die dem Plasma das Protein C entziehen. Es wurde eine Versuchsreihe mit
unterschiedlichen Protein C-Konzentrationen erstellt, wobei Ceprotin als Protein C-Quelle diente.

Sechs verschiedene Ansdtze wurden hergestellt.

Ansatz: 1 2 3 4 5 6
Protein C: %) 1 U/ml 2 U/ml 4 U/ml 6 U/ml & U/ml

Eine Unit (U) entspricht der Menge Protein C in einem Milliliter Plasma.

Diesen Ansitzen wurde Hirudin (10 wg/ml) und Aprotinin (20uM) beigefiigt. Anschlieend wur-
den in jeden Ansatz bestimmte APC-Konzentrationen pipettiert (0,5 ng/ml bzw. 0,05 ng/ml).

Gemail des weiteren Versuchsablaufs wurde die APC-Konzentration in Doppelwerten ermittelt.
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APC in [ng/mi]
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Abb. 19: Einfluss von Protein C auf die Messung von APC (0,5 ng/ml)
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Abb. 20: Einfluss von Protein C auf die Messung von APC (0,05 ng/ml)

Wie anhand beider Sdulendiagramme zu erkennen ist, besteht durchaus ein Einfluss von Protein
C auf die Messung der APC-Konzentration. Wegen der strukturellen Ahnlichkeit zwischen APC
und Protein C wurde die Hypothese aufgestellt, dass es aufgrund eines enormen quantitativen
Uberschusses an Protein C im Plasma auch zu einer Bindung zwischen Protein C und den Apta-
meren kommt. Die Folge hiervon ist, dass weniger Bindungsstellen fiir APC zur Verfiigung ste-
hen. Da das Peptidsubstrat aber nur von APC umgesetzt werden kann, wiirde es zu einem Abfall
des Substratumsatzes kommen, was wiederum die Abnahme der gemessenen APC-
Konzentrationen nach sich ziehen wiirde. Wie das Ergebnis dieses Versuches zeigt, ist jedoch der
gegenteilige Fall eingetreten: Die gemessenen APC-Konzentrationen sind mit Zunahme von Pro-

tein C im Plasma ebenfalls angestiegen.
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3.11 Die Berechnung der Reproduzierbarkeit in Citratplasma

Um gewidhrleisten zu konnen, dass die gemessenen APC-Werte reproduzierbar sind, wurden be-
stimmte APC-Konzentrationen auf ihre Intra- und Inter-Assay-Variabilitédt iberpriift. Zu diesem
Zweck wurden durch Zugabe von Drotrecogin alpha in gepooltes Citratplasma bestimmte APC-
Konzentrationen hergestellt, aliquotiert und bei -80°C eingefroren. Diese Testansdtze wurden in
Dreifachwerten sowohl in einer Messung als auch in drei voneinander getrennten Messserien an
verschiedenen Tagen eingesetzt, wobei ihre APC-Konzentration gemessen wurde. Die jeweils

berechneten Mittelwerte, Standardabweichungen und Variationskoeffizienten sind in Tabelle 2

dargestellt.
APC in Intra-Assay Inter-Assay
[ng/ml] X (n=3) S VK (%) X (n=3) S VK (%)

2,0 1,8956 0,0691 3,6433 1,9221 0,1800 9,3655
1,0 0,9177 0,0102 1,1091 0,9143 0,0599 6,5545
0,5 0,4855 0,0173 3,5687 0,4579 0,0273 5,9558
0,1 0,1625 0,0157 9,6878 0,1116 0,0085 7,6288
0,05 0,0488 0,0073 14,9857 0,0402 0,0046 11,3487
0,02 0,0148 0,0020 13,3054 0,0184 0,0019 10,2030

Tabelle 2: Darstellung der Intra- und Inter-Assay-Variabilitditen des flourogenen Testsystems bei
Vorliegen unterschiedlicher APC-Konzentrationen, Anzahl der Messungen (n),
Mittelwert (x), Standardabweichung (s) und Variationskoeffizient (VK)

Wie in der Tabelle zu sehen ist, liegen die Variationskoeffizenten sowohl in der Bestimmung der
Intra- als auch in der der Inter-Assay-Variabilititen bei APC-Werten von 0,05 ng/ml und 0,02
ng/ml zwischen 10 % und 14 %. Damit sind sie etwas grofer als bei der Bestimmung von hohe-
ren APC-Konzentrationen. Bei APC-Konzentrationen zwischen 1 ng/ml und 2 ng/ml konnten
Intra- und Inter-Assay-Variabilititen zwischen 1 % und 9 % errechnet werden. Generell fillt auf,
dass sich die Messungen der APC-Konzentrationen zuverldssig reproduzieren lassen und nur eine

geringe Abweichung untereinander aufweisen.
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3.12 Die Leerwert-Problematik

Wie sich im Verlauf der Versuchsreihe herausstellte, war die Unterscheidung zwischen den nied-
rigen APC-Konzentrationen im Poolplasma und den Leerwerten schwierig. Im Poolplasma, das
bei -40°C gelagert wird, scheint immer noch ein geringer Grundgehalt von APC vorhanden zu
sein. Da die sich im Plasma befindenden Proteaseinhibitoren wie der Protein C-Inhibitor (PCI),
a-Antitrypsin (oi;AT), ap-Anitplasmin (a,AP) und o-Makroglobulin (a;M) das APC inaktivie-
ren, nimmt die APC-Konzentration bei Lagerung in-vitro ab. Um feststellen zu kdnnen, wie sich
dieser Grundgehalt an APC auf das Testverfahren auswirkt, war ein Vergleich von mehreren
Poolplasmaproben mit Protein C-Mangelplasma (PC-MP) nétig. Des Weiteren wurde der Sub-
stratumsatz von Verdiinnungspufferleerwerten und APC-Konzentrationen von 0,05 ng/ml in Ver-
diinnungspuffer (APC-VP) gemessen. Diese Messergebnisse wurden untereinander verglichen,
um eine Aussage liber die jeweiligen Substratumsitze beziehungsweise APC-Konzentrationen
treffen zu konnen. Zur Quantifizierung der APC-Konzentrationen wurde eine halblogarithmische

Standardreihe in Verdiinnungspuffer erstellt und jeweils in Doppelwerten gemessen.

Gemessene APC-Konzentrationen in ng/ml:

Poolplasma PC-Mangelplasma Verdiinnungspuffer APC-VP
0,0477 0,0413 0,0299 0,0944
0,0511 0,0435 0,0165 0,0871
0,0510 0,0413 0,0262 0,0935
0,0541 0,0246 0,0988
0,0492 0,0211
0,0571 0,0258

0,0516 = 0,0034 0,0420 = 0,0046 0,0240 = 0,0013 0,0934 = 0,0048

Ergebnisse nach Wiederholen des gleichen Versuches:

0,0458 = 0,0082 0,0284 = 0,0042 0,0175 = 0,0014 0,0822 = 0,0025

Tabelle 3: Bestimmung der APC-Konzentrationen in Poolplasma, Protein C-Mangelplasma,
Verdiinnungspuffer sowie Verdiinnungspuffer mit APC (0,05 ng/ml); Mittelwerte fett gedruckt,
alle gemessenen APC-Konzentrationen in ng/ml
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Wie sich anhand der Messungen herausstellte, waren die APC-Konzentrationen im Poolplasma
deutlich hoher als im Protein C-Mangelplasma. Wihrend die Konzentration von APC in Ersterem
im Mittel bei 0,049 ng/ml lag, betrug sie in Letzterem 0,035 ng/ml. Zudem zeigten die Ergebnis-
se, dass sich der Verdiinnungspufferleerwert gut von den Plasmaproben zu unterscheiden war,
obwohl sich ein gewisser Substratumsatz im Verdiinnungspuffer messen lie. Die erstellten APC-
Konzentrationen im Verdiinnungspuffer waren durchweg hoher als die APC-Konzentrationen in

den Poolplasmaproben.

3.13 Der Vergleich von Citrat- mit Hirudinplasma

Die bisherigen Versuche wurden weitgehend in gepooltem Citratplasma durchgefiihrt. Im Ver-
suchsverlauf stellte sich jedoch heraus, dass bei den Messungen vereinzelte Werte durch iiber-
schieBenden Substratumsatz gekennzeichnet waren. Um die Ursache des Hintergrundrauschens
ermitteln, es eleminieren und damit den Grundumsatz des fluorogenen Substrats reduzieren zu
konnen, wurde eine vergleichende Messung der APC-Konzentration zwischen Poolplasma und
Hirudinplasma durchgefiihrt. Das Hirudinplasma wurde mittels Zentrifugation von zuvor abge-
nommenem Blut gewonnen, welches direkt nach der Abnahme mit 10 ug/ml Hirudin versetzt
wurde. Beiden Plasmansétzen wurde zusdtzlich Aprotinin (20 uM) hinzugefiigt. Gemessen wur-

den sechs Werte sowohl in Citrat- als auch in Hirudinplasma.

Vergleich von Citrat- & Hirudinplasma
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Abb. 21: Vergleichende Messung von Citrat- und Hirudinplasma
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Anhand der Grafik, die den Substratumsatz in Citrat- und Hirudinplasma vergleicht, zeigt sich,
dass sowohl der Umsatz an chromogenem Substrat als auch die Standardabweichung im Citrat-
plasma wesentlich hoher ist, was darauf hinweist, dass die einzelnen gemessenen Werte stirker
vom Mittelwert abweichen, als dies im Hirudinplasma der Fall ist. Demzufolge kann eine ge-

nauere Bestimmung der APC-Plasmakonzentration im Hirudinplasma vorgenommen werden.

3.14 Leerwert in Citratplasma, Hirudinplasma und Citrat- + Hirudinplasma

In diesem Versuch wurden drei verschiedene Ansdtze miteinander verglichen: Hirudinplasma,
Citratplasma und schlieBlich Citratplasma mit Zugabe von 20 pug/ml Hirudin. Zum einen wurden
die Leerwerte der verschiedenen Ansdtze gemessen, zum anderen jeweils eine APC-
Konzentration von 0,032 ng/ml erstellt und anschlieBend die jeweilige Umsatzrate des flouroge-

nen Subsatrats ermittelt. Die Messwerte jedes Ansatzes lagen in Dreifachwerten vor.
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30,032 ng/ml

300 - @ Plasmaleerwert

FU/min

200 - O Pufferleerwert

100 4

Hirudinplasma Citratplasma Citrat- +
Hirudinplasma

Abb. 22: Vergleichende Messung der Leerwerte, sowie APC-Konzentrationen
von 0,032 ng/ml, in Citrat-, Hirudin- und Citrat- & Hirudinplasma

Anhand des gemessenen Subtratumsatzes lésst sich feststellen, dass bei einer APC-Konzentration
von 0,032 ng/ml in allen drei Ansdtzen vergleichbare Ergebnisse erzielt wurden. Bei der Messung
der Leerwerte hingegen ergaben sich unterschiedliche Substratumsitze. Wahrend sowohl im Ci-
tratplasma als auch im Citrat- + Hirudinplasma die Plasmaleerwerte relativ hoch waren, ergab die

Messung im Hirudinplasma einen Plasmaleerwert, der nur knapp iiber dem Pufferleerwert lag.



71

Basierend auf diesen Versuchsergebnissen und auf dem unter Punkt 3.14 genannten Ergebnis

lasst sich die Vermutung anstellen, dass das Citrat an den erhdhten Grundumsétzen beteiligt ist.

3.15 Der Einfluss von DNAsen

Um eine Analyse der Wirkung von DNAsen auf die Bestimmung der APC-Plasmakonzentration
liefern zu kénnen, wurde der im Folgenden beschriebene Versuch durchgefiihrt.

DNAsen sind Nukleasen, die Nukleinsduren an ihrer 3’-5"-Phosphodieesterbindung hy-
drolysieren und somit spalten (siche Punkt 1.2.3.2). Aufgrund der Abwesenheit von Ca®" verrin-
gert sich die Aktivitdt der Nukleasen und somit mdglicherweise auch die durch sie verursachte
Beschéddigung der Aptamere (Chen et al., 2002). Um die Wirkung der Nukleasen und deren Ein-
fluss auf die Messung der APC-Konzentration bestimmen zu kdnnen, wurden drei verschiedene
Versuchsansétze mit Citratplasma (20mM), EDTA-Plasma und Hirudinplasma (final 10 pug/ml
Hirudin im Plasma) angesetzt. Zur Gewinnung von EDTA-Plasma wurden kommerzielle Probe-
rohren von Sarstedt verwendet. EDTA diente als Antikoagulans und wurde in einer Konzentrati-
on von 1,2 — 2 mg EDTA/ml Blut in den S-Monovetten vorgelegt. Seine gerinnungshemmende
Wirkung beruht, wie bei Citrat auch, auf der Komplexbildung mit Ca®". Die theoretische Uberle-
gung hinter diesen Ansitzen ist, dass im Hirudinplasma Ca*" frei vorliegt, wodurch die DNAsen
aktiver sind und die Aptamere angegriffen werden konnen. Mit Zunahme der Inkubationszeit des
Plasmas in den mit Aptameren beschichteten wells miisste auch die Beschiddigung der Aptamere
zunehmen, dadurch die Bindung von APC beeintrachtigt werden und folglich die gemessene
APC-Konzantration sinken. Da im Citratplasma und im EDTA-Plasma Ca®" komplexiert ist,
miisste der Schaden der Aptamere geringer ausfallen.

Die verschiedenen Plasmen wurden fiir 10 bis 120 Minuten in den wells inkubiert. Been-
det wurde die jeweilige Inkubationszeit durch Entnahme des Plasmas mittels Pipette und Einfiil-
len von mit 10 mM Ca®" versetztem Verdiinnungspuffer. Anschliefend wurde in die einzelnen
wells mit APC versehener Verdiinnungspuffer gefiillt, der Substratumsatz gemessen und die
APC-Konzentration bestimmt. Es wurden zwei verschiedene APC-Konzentrationen eingesetzt,
Ing/ml und 5 ng/ml. Zusétzlich wurde im Verdiinnungspuffer eine halblogarithmische Standard-
verdiinnungsreihe mit bestimmten APC-Konzentrationen erstellt, mit deren Hilfe — basierend auf
den jeweiligen Substratumsitzen — die APC-Konzentrationen in den einzelnen Medien errechnet

werden konnten.
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Abb. 23: Einfluss von DNAsen auf die Messung der APC-Konzentration bei 5 ng/ml
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Abb. 24: Einfluss von DNAsen auf die Messung der APC-Konzentration bei 1 ng/ml

Das Ergebnis der Messung zeigt, dass in einem Zeitraum von 120 Minuten weder die ermittelten
APC-Konzentrationen in Hirudin- noch in Citrat- bzw. EDTA-Plasma abfallen. Die APC-Kon-
zentrationen bleiben die gesamte Zeit {iber konstant, sodass geschlussfolgert werden kann, dass

der Einfluss der DNAsen auf die Aptamere im Rahmen dieses Assays verschwindend gering ist.

3.16 Die endogene APC-Generierung

Ziel dieses Versuchs war es, durch Zugabe prokoagulatorischer Substanzen die Gerinnungskas-
kade im Citratplasma zu aktivieren, auf diese Weise die Bildung von APC zu férdern und
schlieBlich den Anstieg der APC-Konzentration unter Verwendung des entwickelten Testverfah-
rens zu quantifizieren. Um nachweisen zu kdnnen, dass Gerinnungsvorginge im Plasma stattge-

funden haben, wurden zusitzlich Thrombin-Antithrombin-Komplexe (TAT) und die Prothrom-
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binfragmente F 1+2 bestimmt. Zudem wurde mit Hilfe der Protein C-Antigen-Messung in den

einzelnen Plasmaproben die Protein C-Konzentration ermittelt.

Generierung von endogenem APC
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Abb. 25: Generierung von endogenem APC iiber 10 Minuten

Wie aus der Grafik hervorgeht, waren Generierung und Quantifizierung von endogenem APC
erfolgreich. Durch Bildung von Thrombin-Thrombomodulin-Komplexen kam es im Verlauf der
Gerinnungskaskade zu einer Aktivierung von Protein C. Innerhalb von 10 Minuten konnte ein
Anstieg der APC-Konzentration um mehr als das hundertfache von 0,06 ng/ml auf 7,75 ng/ml
registriert werden.

Als Beweis der tatsdchlich stattgefundenen Gerinnung wurden die im Rahmen des Gerinnung-

prozesses entstandenen Thrombin-Antithrombin-Komplexe und Prothrombinfragmente ermittelt.
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Abb. 26: Messung der Thrombin-Antithrombin-Komplexe



74

Messung von F 1+ 2
120 -
S 100 - M
g 80 - .
£ 60 4
Y 40 1 .
: 20 -
De—o o . 2 . . . . .
0 1 2 3 4 5 6 7
Zeit (min)

Abb. 27: Messung der Prothrombinfragmente F 1+2

Innerhalb von zehn Minuten kam es zu einem massiven Anstieg der Thrombin-Antithrombin-
Komlexe und auch der Prothrombinfragmente, was beweist, dass die Gerinnung durch Zugabe
von CaCl, und PPP-Reagenz effektiv in Gang gebracht werden konnte.

Einhergehend mit der Zunahme von APC miisste es zu einer Abnahme von Protein C kommen.
Um diese Vermutung iiberpriifen zu konnen, erfolgte tiber die Hydrolyserate eines synthetischen

chromogenen Substrats die Quantifizierung der Protein C-Konzentration.
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Abb. 28: Messung der Protein C-Konzentration mittels spezifische Antikérper

Die Abbildung zeigt, dass eine Abnahme der Protein C-Konzentration aus dem Ergebnis der

Messung nicht ersichtlich ist. Uber die gesamten 10 Minuten hinweg blieb der Gehalt an Protein

C nahezu konstant.
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3.17 Ausreifer in Citratplasma und Hirudinplasma

Um das Verhiltnis zwischen dem Substratumsatz bei einer APC-Konzentration von 0,032 ng/ml
und den Plasmaleerwerten ermitteln sowie diesen Unterschied quantifizieren zu kdnnen, wurde
eine Messung von Leerwerten und APC-Konzentrationen von 0,032 ng/ml sowohl in Hirudin-
plasma als auch in Citratplasma durchgefiihrt. Hierbei lag das Augenmerk auf Anzahl und Grof3e

der Ausreifler, die in den jeweiligen Plasmaproben auftraten.

Citratplasma Hirudinplasma
TAPC 0,032 ng/ml APC JAPC 0,032 ng/ml APC
216 1964 201 1185
227 296 3480 311
206 288 223 382
1898 2928 297 341
286 221
212 235
646 4060
465 549
520 = 579 1294 = 1188 1158 = 1623 555 = 421

Tabelle 4: Messung des Substratumsatz (FU/min) von Citrat- & Hirudinplasma mit und
ohne Zusatz von APC; Mittelwerte fettgedruckt
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Abb. 29: Messung des Substratumsatz in Citratplasma sowie in Hirudinplasma bei
Plasmaproben ohne Zugabe von APC sowie bei APC-Konzentrationen
von 0,032 ng/ml
Wie die Ergebnisse der Messung veranschaulichen, kommt es sowohl im Citrat- als auch im Hi-
rudinplasma in einzelnen wells zu iiberschiissigen Substratumsdtzen. Zudem ist auffillig, dass die
ermittelte APC-Konzentration des Leerwerts im Hirudinplasma tiber der des Plasmas liegt, das
zuvor mit 0,032 ng/ml APC versetzt wurde. Die Zahlenwerte der Ausreifler stehen in keiner er-
sichtlichen Relation zu den anderen gemessenen Werten, fithren aber zu einer falschen Bestim-

mung der Mittelwerte.

3.18 Der Einfluss von Proteaseinhibitoren

Um zu iiberpriifen, ob sich die vereinzelt auftretenden, {iberschieBenden Substratumsétze mit
Hilfe von Proteaseinhibitoren unterdriicken lassen, wurde eine Mikrotiterplatte komplett mit Hi-
rudinplasmaleerwerten belegt und anschlieBend der Substratumsatz in den einzelnen wells ge-
messen. Spezielles Augenmerk lag dabei auf dem Effekt von Pefablock auf das Testverfahren.

Das Plasma wurde zuvor mit 20 pg/ml Hirudin sowie 20 pM Aprotinin versetzt. Nach der ersten
dreistiindigen Messung wurde die Mikrotiterplatte gewaschen und erneut mit flourogenem Sub-
strat versetzt, um die Messung darauthin wiederholen und iiberpriifen zu kdnnen, ob es in densel-

ben wells zum wiederholten Male zu einem iiberschiissigen Substratumsatz kam. Im Anschluss
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an diese Messung wurde ein erneuter Waschzyklus der Mikrotiterplatte durchgefiihrt und darauf-
hin in jedes well 100 pl Pefablock (10 mM in Trispuffer, pH = 7,6) pipettiert.

Pefablock ist ein irreversibler Breitband-Inhibitor fiir Serinproteasen, der die enzymati-
sche Aktivitit von APC unterbinden und damit den Umsatz des Substrates drastisch reduzieren
soll. Nach 30-miniitiger Inkubation des Proteaseinhibitors erfolgte ein weiterer Waschzyklus der
Mikrotiterplatte, woraufhin die wells zum wiederholten Mal mit Substrat versetzt wurden. In der
letzten dreistiindigen Messung wurde der Substratumsatz unter Einfluss eines Protease-Inhibitors

gemessen.
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1.Wachzyklus 2.Waschzyklus Pefablock

Abb. 30: Messung des Substratumsatz, Uberpriifung auf AusreifSer, deren
Reproduzierbarkeit sowie die Moglichkeit der Blockierung mittels
Protease-Inhibitor Pefablock

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

528 511 1325|7995 |354 431 376 345 475 1019

599 8532 |525 35295 1276 |416 878 319 416 10285

544 390 139 471 2927 1432 30516 {308 381 386

4015 607 1406 453 400 299 516 390 445 520

307 371 535 340 365 1098 |345 133 653 678

410 658 536 839 4091 224 366 326 8051 1367

Q = = T A W >

1120|405 525 1402 500 570 7109 473 1015|2220

H 1199 438 468 370 1578 993 437 1732|2877 |10783

Tabelle 5: Erste Messung der APC-Konzentration in Citratplasma,; Ausreifier rot markiert
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 578 561 1045 3805 |563 578 569 520 596 914
B 560 2690 527 1171|801 654 738 589 583 3281
C 592 552 610 461 1340 530 9750 478 787 505
D 1492 1596 818 600 547 547 621 749 900 689
E 487 598 600 587 569 698 825 656 747 1121
F 587 892 603 680 1503 649 569 589 4669 936
G 720 612 610 827 585 747 2447 1627 1140 1209
H 918 585 636 540 809 680 585 1029 | 1600 |3485

Tabelle 6: Zweite Messung der APC-Konzentration in Citratplasma, Ausreifier rot markiert

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

A 87 77 14 125 6 62 25 42 54 20
B 99 41 44 48 30 155 6 37 54 21
C 51 79 1213 |84 70 69 43 9 43 5

D 1 17 19 24 11 60 5 62 25 8

E 30 15 13 21 23 38 15 16 0 10
F 12 53 86 16 37 13 38 26 21 91
G 29 20 7 50 14 72 88 14 67 18
H 69 46 46 72 106 64 129 65 125 104

Tabelle 7: Messung der APC-Konzentration in Citratplasma nach vorangehender Beschichtung
der wells mit Pefabloc, Ausreifser rot markiert

Die in den einzelnen wells auftretenden Effekte lassen sich auch durch erneutes Waschen nicht

eliminieren und sind reproduzierbar. Insgesamt weist die zweite Messung zwar eine geringere

Signalstirke auf, doch kommt es in denselben wells wie in der ersten Messung zu iiberschieflen-

den Substratumsitzen. Mit der Zugabe des Protease-Inhibitors ldsst sich der Substratumsatz ef-

fektiv blockieren, sodass auf der gesamten Mikrotiterplatte — bis auf eine einzige Ausnahme —

keine Ausreiller mehr zu beobachten sind.
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3.19 Mafinahmen gegen Ausreifier

a) Der Einfluss von Hirudin im Substratpuftfer

Um eine moglichst exakte Messung der APC-Konzentrationen im Plasma zu ermdglichen und die
Anzahl der Ausrei3er minimieren zu konnen, musste die Ursache fiir den {iberschielenden Sub-
stratumsatz ausfindig gemacht und eliminiert werden. Dazu wurde ein Versuch durchgefiihrt, mit
dem der Einfluss von Hirudin im Substratpuffer ermittelt wurde. Die Messung fand sowohl mit
Hirudinplasma als auch mit Verdiinnungspuffer statt. Das Hirudinplasma wurde durch Blutab-
nahme gewonnen, wobei die Blutabnahmerdhrchen zuvor mit 10 pg/ml Hirudin und 10 pM
Aprotinin versetzt wurden. Das weitere Vorgehen entsprach dem allgemeinen Versuchsablauf. Es
wurden zwei unterschiedliche Substratpuffer (mit und ohne Hirudin) eingesetzt. In den Ansatz
mit Hirudin wurde eine Hirudinkonzentration von 10 pg/ml pipettiert. Beide Substratpuffer wur-
den sowohl bei der Messung der APC-Konzentration des Hirudinplasmas als auch bei der Mes-

sung der APC-Konzentration des Verdiinnungspuffers verwendet.

OHirudinplasma  BVerdunnungspuffer
5000 1
4000 A
3000
=
= _
S 2000
[
1000 A |
0 T
mit Hirudin ohne Hirudin
im Substratpuffer

Abb. 31: Einfluss von Hirudin im Substratpuffer (10 ug/ml) auf die Messung
des Substratumsatzes im Verdiinnungspuffer und Hirudinplasma

Wie anhand der Abbildung ersichtlich ist, kommt es in dem Ansatz mit Hirudin im Substratpuftfer
zu deutlich stirkeren Abweichungen des Substratumsatzes als bei dem Ansatz mit herkdmmli-

chem Substratpuffer.
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b) Die Messung von Hirudinplasma und Poolplasma ohne Streptavidinbeschichtung der wells
Voriiberlegung zu diesem Versuch war, dass das wiederholte Auftreten der Ausreiler mogli-
cherweise durch Enzyme bedingt ist, die unspezifisch an Streptavidin binden. Durch diese unspe-
zifische Enzymbindung besteht die Mdoglichkeit, dass es zu einer erhohten Hydrolyserate des
chromogenen Substrats kommt. Fiir die Hypothese, dass die Ausreiler von Enzymen hervorgeru-
fen werden, spricht die Tatsache, dass sie bei einer Beschichtung der Mikrotiterplatte mit Pefa-
block eliminiert werden konnten. Lassen sich die Aussreifler durch diesen Versuch minimieren
oder ginzlich unterbinden, ist es moglich, dass ein Zusammenhangs mit der Streptavidinbe-
schichtung besteht.

Fiir diesen Versuch wurde sowohl Hirudin- als auch gepooltes Citratplasma verwendet,
welches mit 20 uM Aprotinin sowie 40 pg/ml Hirudin versetzt wurde. Zunédchst wurde in jedem
well 1,5 pmol Aptamer/100 pl fiir zwei Stunden inkubiert. Da die wells wurden zuvor jedoch
nicht mit Streptavidin beschichtet wurden, bestand fiir die Aptamere theoretisch keine Bin-
dungsmoglichkeit. Nach Auswaschen der Aptamere wurde die Mikrotiterplatte mit den Plasma-
proben beschichtet und fiir weitere 2 Stunden inkubiert. Im weiteren Versuchsverlauf wurden die
Plasmaproben durch erneutes Waschen entfernt und nach Auftragen des chromogenen Substrats

der Umsatz gemessen.

200 ~ -|-

150 | [ I
=
£ ]
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0
Hirudinplasma Citratplasma

Abb. 32: Messung des Substratumsatz von Hirudin- & Citratplasma ohne
Streptavidinbeschichtung der wells
Sowohl im Hirudin- als auch im Citratplasma kam es in Abwesenheit von Streptavidin
nicht zum Auftreten von iiberschiissigen Substratumsdtzen. Der Mittelwert des Substratumsatzes

betrug in Hirudinplasma 168,7 = 30,2 FU/min und in Citratplasma 150,7 = 24,7 FU/min.
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c¢) Die Messung der APC-Konzentration von Hirudinplasma mit und ohne vorherige Aptamerbe-
schichtung der wells sowie mit und ohne Streptavidinbeschichtung

Eine weitere mogliche Ursache fiir das Autreten von AusreiBlern liegt in der Beschichtung der
wells mit den Aptameren. Um dies zu tiberpriifen, wurde ein Versuch durchgefiihrt, der dem un-
ter Punkt b) beschriebenen dhnelt. In diesem Versuch wurde aber zwischen drei verschiedenen
Ansitzen unterschieden:

1. Keine Beschichtung der wells mit Streptavidin und Aptameren

2. Beschichtung der wells nur mit Streptavidin

3. Beschichtung der wells mit Streptavidin und Aptameren

Die Messung der APC-Konzentration erfolgte in Hirudinplasma.

1000 -
900
800 -
700
600 -
500 -
400 A
300 A
200
100 A

0 T T |
ohne Streptavidin mit Streptavidin mit Streptavidin und
Aptamer

FU/min

Abb. 33: Messung des Substratumsatzes von Hirudinplasma
1. Keine Beschichtung der wells mit Streptavidin und Aptameren
2. Beschichtung der wells nur mit Streptavidin
3. Beschichtung der wells mit Streptavidin und Aptameren

Wihrend es bei der Messung der APC-Konzentration ohne vorherige Beschichtung der wells mit
Streptavidin nicht zum Auftreten von Ausreiflern kommt, zeigt sich bei der Messung mit Strepta-
vidinbeschichtung — und zwar sowohl mit als auch ohne Aptamere — ein vermehrtes Auftreten

von Ausreiflern und dadurch bedingt eine erhdhte Standardabweichung.
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4 Diskussion

Ihre Bindungseigenschaften und das einfache und schnelle Herstellungsverfahren pradisponieren
den Einsatz von Aptameren als vielversprechende Kandidaten in der Entwicklung eines Messver-
fahrens zum Nachweis von APC. Thre einzigartige dreidimensionale Struktur ermdglicht es den
Aptameren, selektiv an bestimmte Proteine zu binden. Schon Gal et al. entwickelte 1998 ein aus
167 Basen bestehnendes RNA-Aptamer, welches mit einer Dissoziationskonstante von Kp ~ 100
nM an humanes APC bindet (Gal et al., 1998). Ein Nachteil dieses Aptamers ist, dass es die Pro-
teasefunktion des APC inhibiert und damit auch die Umsetzung eines Peptidsubtrats hemmt. Hin-
zu kommt, dass eine mogliche Kreuzreaktion mit Protein C, welches unter physiologischen Be-
dingungen eine etwa 1.000-fach hohere Plasmakonzentration aufweist, nicht iiberpriift wurde.
Das Bestreben, die endogene APC-Plasmakonzentration exakt und zuverldssig zu bestimmen, ist
nicht neu. Zwar ist es bereits einigen Arbeitsgruppen gelungen, die APC-Konzentration im Plas-
ma zu quantifizieren, allerdings erwiesen sich diese Testverfahren als nicht sensitiv genug und
bendtigten je nach Testsystem Inkubationszeiten von 19 Stunden bis hin zu drei Wochen, was fiir
die Anwendung im Rahmen der klinischen Routinediagnostik eine zu lange Zeitspanne ist.

Liaw et al. gelang es mittels eines nur schwach mit Protein C kreuzreagierenden, mo-
noklonalen Antikorpers die Konzentration von APC zu bestimmen (Liaw et al., 2003). Allerdings
erwies sich diese Nachweismethode als nicht spezifisch genug gegeniiber APC, da Protein C
schon in physiologischer Konzentration (3-5 pg/ml) etwa 20 % der Bindungsstellen des immobi-
lisierten Antikorpers blockierte. Ein weiteres Messverfahren, das auf einem enzym capture assay
(ECA) basiert, konnte zwar APC-Konzentrationen ab 0,3 ng/ml zuverldssig messen, jedoch wa-
ren aufgrund der sehr geringen Plasmakonzentration von APC die Inkubationszeiten zu lang
(Gruber und Griffin, 1992).

Die Uberlegung, die hinter der Entwicklung des hier beschriebenen oligonucleotide assays
zum Nachweis von APC steht, ist die Tatsache, dass das HS02-Aptamer aufgrund seiner dreidi-
mensionalen Struktur in der Lage ist, selektiv an APC zu binden, ohne dabei die Funktion des
Enzyms zu inhibieren (Miiller at al., 2009). Um APC mit Hilfe eines Peptidsubstrats nachweisen
zu konnen, ist dieser Umstand von herausragender Bedeutung. Interaktionen zwischen dem
HS02-Aptamer und dem APC verdndern zwar die Proteaseaktivitét insofern, dass die antikoagu-
latorischen Funktionen des APC gehemmt werden — die antiapoptotischen sowie zytoprotektiven

Eigenschaften werden hiervon jedoch nicht beeinflusst. Basierend auf diesen Ergebnissen konnte
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die Bindungsstelle des HS02-Aptamers an der basischen Exosite des APC lokalisiert werden
(Miiller at al., 2009). Die aufgefiihrten Charakteristika zeichnen das exosite-spezifische Aptamer
als ein erfolgversprechendes Hilfsmittel in der Entwicklung dieses Assays sowie als ein potentiel-
les therapeutisches Agens aus, das fiir die selektive Kontrolle der antikoagulatorischen Aktivitét

des APC eingesetzt werden kann.

4.1 Die Rolle des Aprotinins

Da die APC-Aktivitdt in Blut beziehungsweise Plasma durch dort befindliche Serpine schrittwei-
se gemindert wird, wurde ein reversibler Inhibitor des APC benétigt, um die irreversible Inhibie-
rung von APC zu verhindern und um auf diese Weise zu gewihrleisten, dass die APC-
Konzentration nicht falsch niedrig gemessen wird. Aufgrund einer Interaktion zwischen dem ak-
tiven Zentrum des APC und dem der Serpine kommt es zu einer irreversiblen Inaktivierung und
damit folglich zu einer Aktivititsabnahme des APC. Von entscheidender Bedeutung fiir die Aus-
bildung stochometrischer Komplexe zwischen APC und dem Serpin ist der reaktive center loop
(RCL) des Serpins, der in der Regel aus 20 Aminosduren besteht und maligeblich zur Serpinpro-
tease-Interaktion beitrdgt (Rau et al., 2007). Eine Blockade des aktiven Zentrums des APC fiihrt
dazu, dass ein nukleophiler Angriff auf die Peptidbindungen im RCL verhindert wird. Die Spal-
tung dieser Peptidbindung ist jedoch obligat fiir die uneingeschrinkte Funktionsfdhigkeit des
Serpins (Rau et al., 2007). Anhand von Studien, in denen die Interaktion zwischen APC und
nicht-plasmatischen Inhibitoren untersucht wurde, konnte nachgewiesen werden, dass Aprotinin
mit einer Ki von 1,35 pmol/L ein duBerst potenter kompetetiver Inhibitor des APC ist (Taby et
al., 1990). Aufgrund der reversiblen Enzyminhibition durch Aprotinin kann das APC zum einen
nicht von den sich im Plasma befindenden Serpinen inhibiert werden und wird zum anderen ge-
gen eine irreversible Komplexbildung und einer damit einhergenden Inaktivierung geschiitzt.

Wie sich anhand der unter Punkt 3.9 aufgefiihrten Versuche nachweisen lisst, gewihrleistet
die Anwesenheit von Aprotinin iiber die gesamte Inkubationszeit hinweg, dass die Aktivitéit des
APC erhalten bleibt und somit im Rahmen der Bestimmung der APC-Plasmakonzentration keine
falsch niedrigen Werte gemessen werden. Um den Einfluss von Aprotinin auf die Messung der
APC-Konzentration im Plasma beziehungsweise in Verdiinnungspuffer ermitteln zu konnen,
wurden vergleichende Messungen sowohl ohne Zusatz von Aprotinin als auch mit Aprotininkon-
zentrationen zwischen 0,2 uM und 20 uM durchgefiihrt. Wie sich herausstellte, spielte die Kon-

zentration des Aprotinins nur eine untergeordnete Rolle. Sowohl bei Konzentrationen von 0,2 uM
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als auch von 20 uM zeigte sich der stabilisierende Effekt des Aprotinis auf das APC, was sich in
nur geringfiigigen Unterschieden in den Umsatzraten des flourogenen Substrats bemerkbar mach-
te. Die Gabe von Aprotinin fithrt zu einer Erhéhung der Proteinkonzentration im Medium und
konnte somit eine mdgliche Ursache fiir hohere Substratumsitze sein. Wie mit Hilfe der Ergeb-
nisse jedoch verdeutlicht werden konnte (siehe Punkt 3.1), wiesen die Substratumsétze in den
unterschiedlichen Anséitzen nur geringe Unterschiede auf. Diese Tatsache verdeutlicht, dass im
Rahmen der einzelnen Waschzyklen das Aprotinin suffizient aus den einzelnen wells enfernt
werden kann, die Aktivitit des APC gegeniiber dem flourogenen Peptidsubstrat wieder hergestellt
ist und der Umsatz dessen nicht beeinflusst wird.

Die irreversible Hemmung der APC-Aktivitit in vitro wiirde die gemessene APC-
Plasmakonzentration mindern. Um dies zu verhindern, wurde bei der Blutabnahme und bei der
Bearbeitung von Poolplasmaproben Aprotinin zugefiigt und somit die Aktivitit des APC reversi-
bel inhibiert. Durch Mischen des Blutes mit dem Inhibitor direkt bei der Blutabnahme kann an-
genommen werden, dass in diesen wenigen Sekunden der Herstellung eines homogenen Misch-
verhéltnisses keine signifikante Menge an APC inhibiert oder generiert wurde. Die Zugabe von
Aprotinin konnte dementsprechend eine irreversible Hemmung des APC verhindern. Nach Inku-
bation des Plasmas in den Mikrotiterplatten fiir die Dauer von zwei Stunden wurde das Aprotinin
mit Hilfe von viermalig durchgefiihrten Waschzyklen entfernt und dadurch die Aktivitit des APC

wiederhergestellt, damit dieses das eingesetzte flourogene Substrat enzymatisch spalten kann.

4.2 Die Rolle der Aptamere

Die aus 88 Basen bestehenden verwendeten HS02-Aptamere waren an ihrem 3’-Ende biotinyliert,
was die Bindung zwischen den Aptameren und dem Streptavidin erméglichte. Das Streptavidin,
welches zuvor in den Vertiefungen der Mikrotiterplatten immobilisiert wurde, diente als Anker
fir die Aptamere. Die Affinitit zwischen Biotin und Streptavidin ist extrem hoch (Kp =~ 107 M)
und gewéhrleistet eine feste und zuverldssige Bindung der Aptamere in den einzelnen wells (Lai-
tinen et al., 2006). Die Aptamere, die spezifisch und hoch affin aktiviertes Protein C binden,
mussten fiir eine bestimmte Zeit in den mit Streptavidin beschichteten Mikrotiterplatten inkubie-
ren (Miiller et al., 2009). Die Vermutung lag nahe, dass eine lingere Inkubationszeit der Aptame-
re zu einer Verbesserung des Messergebnisses filhren wiirde. Wie sich jedoch anhand der Ver-

suchsergebnisse unter Punkt 3.3 zeigte, war dies im Vergleich zu einer nur einstiindigen Inkuba-
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tionszeit nicht der Fall. Um die Bestimmung der APC-Konzentrationen — auch im Hinblick auf
die spitere diagnostische Anwendung — in moglichst geringer Zeit durchfiihren zu kénnen, wurde
mit Aptamerinkubationszeiten von einer Stunde fortgefahren. Zur Ermittlung der optimalen Ap-
tamerkonzentration wurden Versuche mit unterschiedlichen Konzentrationen durchgefiihrt, die
zum Ergebnis kamen, dass eine Konzentration von 2,5 pmol/100 pl zu einem nahezu identischen
Substratumsatz fiihrte wie eine Aptamerkonzentration von 1,5 pmol/100 pul. Um ein Testsystem
entwickeln zu konnen, das nicht nur in hchstem MalBe sensitiv und spezifisch ist, sondern auch
im Hinblick auf 6konomische Gesichtspunkte den Anforderungen entspricht, wurden die weite-
ren Versuche mit Aptamerkonzentrationen von 1,5 pmol/100 pl fortgefiihrt.

Aufgrund der Tasache, dass ohne Beschichtung der wells mit Aptameren bei ansonsten re-
gelgerechtem Versuchsablauf keine zuverldssige Messung der APC-Konzentration moglich war,
konnte der Nachweis erbracht werden, dass die Aptamere im Rahmen dieser Testkonfiguration
fahig sind, APC zu binden. Der Umsatz des flourogenen Substrats blieb auf dem Niveau des
Leerwerts. Das APC, das zuvor in bestimmten Konzentrationen in das Poolplasma pipettiert wur-
de, konnte aufgrund der Abwesenheit der Aptamere nicht in den wells binden und wurde beim
darauffolgenden Waschzyklus wieder entfernt. Folglich konnte das flourogene Substrat nicht
enzymatisch gespalten werden, was dazu fiihrte, dass die Substratumsétze trotz unterschiedlicher
APC-Konzentrationen nahezu auf dem Niveau der Plasmaprobe ohne APC blieben. Fiir das Test-
verfahren essentiell sind letztendlich die Aptamere, die eine zuverlissige Bindung des zu quanti-
fizierenden APC in den wells gewihrleisten und so dafiir sorgen, dass im folgenden Schritt das
Peptidsubstrat proteolytisch gespalten werden kann. Da jedoch in den Plasmaproben mit steigen-
den APC-Konzentrationen eine geringe enzymatische Aktivitdt nachgewiesen werden konnte,
lasst sich schlussfolgern, dass eine minimale Menge des APC unabhéngig von den Aptameren
unspezifisch in den wells gebunden wird und damit fiir eine gewisse Grundumsatzrate des flou-
rogenen Substrats verantwortlich ist. Diese Aptamer-unabhéngige Bindung kann auf Interaktion
des APC sowohl mit Streptavidin als auch mit den Wénden der einzelnen wells zuriickzufiihren
sein. Zur Reduktion der freien Bindungen wurde die Mikrotiterplatte nach der Beschichtung der
einzelnen wells mit Streptavidin iiber zwei Stunden mit BSA-haltigem Blockpuffer beschichtet.
Durch die Inkubation des Blockpuffers konnte gewéhrleistet werden, dass diese Aptamer-
unabhingigen Bindungsstellen auf ein Minimum reduziert wurden. Wie anhand der Ergebnisse

unter Punkt 3.5 verdeutlicht werden konnte, kam es somit erst ab unphysiologisch hohen APC-
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Konzentrationen von etwa 1 ng/ml zu Interaktionen zwischen APC und den einzelnen wells, was

einen erhohten Umsatz des flourogenen Substrats zur Folge hatte.

4.3 Vergleich zwischen rekombinantem und plasmatischem aktivierten Protein C

Um sicherzustellen, dass sowohl die Plasmakonzentration von rekombinantem als auch von en-
dogenem APC mit Hilfe dieses Testverfahrens zuverlédssig ermittelt werden kann, war ein weite-
rer wichtiger Schritt in der Entwicklung des APC-Assays die vergleichende Messung zwischen
rekombinant hergestelltem APC (Drotrecogin alpha) sowie nativem, humanem Protein C, das
nachtriglich aktiviert wurde (aktiviertes Ceprotin, aCEP; siche Punkt 2.2.4). Hierbei stand die
Erfassung der Bindungsaffinitdt des aktivierten Ceprotins im Vergleich zu Drotrecogin alpha im
Vordergrund. Die Versuchsergebnisse zeigten, dass aktiviertes Ceprotin im Vergleich zu Drotre-
cogin alpha mit etwas geringerer Aktivitdt vom Testsystem erfasst wird. So konnte bewiesen
werden, dass sowohl endogenes als auch rekombinant hergestelltes APC unter Verwendung die-
ses Assays gemessen werden konnen. Auffillig hierbei war jedoch, dass die Aktivitit des endo-
genen APC um etwa 25% unter dem gemessen Wert des rekombinant hergestellten APC liegt.
Eine mogliche Ursache fiir diese Messdifferenz konnen unterschiedliche Bindungsaffinititen
zwischen aCEP beziehungsweise Drotrecogin alpha und den Aptameren sein. Die Affinitit des
HS02-Aptamers gegeniiber aCEP betrdagt Kp = 0,47 = 0,66 nM im Vergleich zu einer Bindungs-
affinitdt fiir reckombinantes APC von Kp = 0,43 = 0,08 nM (Miiller et al., 2009). Weitere potenzi-
elle Fehlerquellen kdnnen im Rahmen der Aktivierung des Ceprotin aufgetaucht sein. Es besteht
beispielsweise die Moglichkeit, dass die amidolytische Aktivitit des APC falsch bestimmt oder
aber anhand der Verminderung des Protein C-Antigens eine falsche APC-Konzentration errech-
net wurde. Die Konzentrationbestimmung von PC im Plasma fand sowohl unter Zuhilfenahme
der PC-Aktivititsbestimmung als auch des PC-Antigens (Vidas® Protein C) statt. Aufgrunddessen
konnte eine PC-Konzentration von 3,35 + 0,09 pg PC in einer Unit Ceprotin ermittelt werden.
Die Generierung von APC wurde iiber die Abnahme des PC-Antigens und der Messung der APC-
Aktivitdt verfolgt, da das auf Antikérpern basierende Testverfahren von Vidas® nicht sensitiv
genug gegeniiber APC war. Im Rahmen dieser Aktivierung von humanem Plasma-PC kann es zu
Messungenauigkeiten gekommen sein, welche sich nun in Bestimmung der APC-Plasma-

konzentration widerspiegeln.
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Im Zusammenhang mit rekombinant hergestelltem Protein C ist darauf hinzuweisen, dass
die Gabe desselben zu erhohten APC-Konzentrationen im Plasma von Patienten fiihrte. Mit Hilfe
des APC-Assays konnte es gelingen, diese APC-Erhéhung zu quantifizieren und dadurch thera-
peutischen und diagnostischen Nutzen zu erlangen. In Studien zeigte sich, dass die Anwendung
von Protein C-Konzentrat aufgrund seiner antiinflammatorischen und antikoagulatorischen Ei-
genschaften einen positiven Effekt sowohl bei der entziindlichen Purpura fulminans als auch bei
der schweren Sepsis hat (Baratto et al., 2008, Schellongowski et al., 2006, Spiel et al., 2005).
Durch die Gabe von Drotrecogin alpha konnte beispielsweise die Sterblichkeit von Patienten, die
an einer schweren Sepsis erkrankt waren, signifikant verringert werden (Bernard et al., 2001).
Die dabei auftretenden unerwiinschten Wirkungen wie eine erhohte Blutungsrate schrianken die

Anwendung von Drotrecogin alpha im klinischen Alltag jedoch ein (Levi, 2008).

4.4 Die Wahl des Peptidsubstrats

Die Bestimmung der amidolytischen Aktivitit des APC erfolgte unter Verwendung eines syn-
tethischen Peptidsubstrats, das infolge der enzymatischen Aktivitit des APC gespalten wurde.
Um das Substrat mit einer hohen Spezifitit und auch einer schnellen Umsatzrate verwenden zu
konnen, wurden zwei verschiedene fluorogene Substrate, die spezifisch und selektiv gegeniiber
APC sind, miteinander verglichen. Diese beiden Sustrate unterschieden sich sowohl in ihrer Um-
satzrate als auch in ithrem Ky-Wert. Wihrend das Peptidsubstrat Pefa 5791 einen Ky-Wert von
0,56 mM sowie eine Umsatzrate koo von 62 s aufweist, betrigt der Ky-Wert des Peptidsubstrats
Pefa 3342 0,26 mM bei einer Umsatzrate von 8,5 s™'. Die Michaelis-Konstante Ky ist ein Maf fiir
die Affinitit eines Enzyms gegeniiber seinem Substrat. Je kleiner der Ky-Wert umso hoher die
Affinitdt. Anhand der Versuchsergebnisse zeigte sich, dass der Substratumsatz des Peptidsub-
strats Pefa-5791 deutlich hoher ist als der des Pefa-3342. Die Konzentrationsunterschiede hinge-
gen haben nur einen geringen Einfluss auf den Umsatz.

Um den APC-Assay in moglichst geringer Zeit durchfiihren zu kdnnen und damit auch ei-
ner moglichen klinischen Anwendung gerecht zu werden, war die Durchfiihrung der APC-
Bestimmung unter Zuhilfenahme des Peptidsubstrats mit der schnelleren Umsatzrate dem mit der

geringeren Umsatzrate vorzuziehen.
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4.5 Verschiedene Plasmaverdiinnungen und Inkubationszeiten

Damit dem im Plasma befindlichen APC die Gelegenheit gegeben werden kann, an die Aptamere
in den Mikrotiterplatten zu binden, war eine gewisse Inkubationszeit erforderlich. Zur Gewahrlei-
stung einer zuverldssigen Messung miissen die Aptamere das APC aus dem Plasma moglichst
effektiv binden. Wie die Ergebnisse unter Punkt 3.7 unterstreichen, war der Umsatz des flouroge-
nen Substrats nach einer Inkubationszeit des Plasmas iiber zwei Stunden in der Mikrotiterplatte
am hochsten. Aufgrund dieser Tatsache lie sich schlussfolgern, dass die Aptamere nach kiirzerer
Inkubationszeit noch nicht vollstindig erfasst werden konnten und folglich falsch niedrige APC-
Konzentrationen ermittelt wurden. Des Weiteren spielte die Konzentration des Plasmas eine
wichtige Rolle bei der Bestimmung der APC-Konzentration. Um hierbei das bestmogliche Kon-
zentrationsverhéltnis ermitteln zu konnen, wurden Versuche mit unterschiedlichen Plasmaver-
diinnungen durchgefiihrt. Zur Verdiinnung des Plasmas wurde Verdiinnungspuffer verwendet.
Die zugrundeliegende Uberlegung bei diesem Versuch war, mit einer Verdiinnung des Plasmas
eine Reduzierung der Plasmamatrix zu erreichen und so Messungenauigkeiten, die auf unspezifi-
sche Bindungen zuriickzufiihren sind, auf ein Minimum zu veringern. Auf diese Weise konnte
nachgewiesen werden, dass durch eine Verdiinnung des Plasmas der Umsatz des flourogenen
Substrats sank und die ermittelten APC-Konzentrationen dementsprechend geringer ausfielen.
Die APC-Konzentrationen konnten in unverdiinntem Plasma am genauesten gemessen werden.
Es war weder ein negativer Einfluss der Plasmamatrix zu beobachten noch konnte eine Verdiin-
nung einen Vorteil erbringen. Diese Fakten sprechen fiir die duflerst hohe Spezifitit des HS02-
Aptamers.

Die Konzentration von zirkulierendem APC im Blut ist enorm gering — nach bereits durch-
gefiihrten Studien zwischen 0,32ng /ml bis 3,2 ng/ml —, wihrend der Protein C-Gehalt im Ver-
gleich dazu relativ hoch ist. Auch bei einer Verdiinnung bleibt dieses Verhiltnis zwischen APC
und PC konstant. Entscheidend ist, dass die Verdiinnung so gewihlt wird (in bisher entwickelten
Testverfahren teilweise bis zu 30-fach), dass APC und PC komplett binden und anschlie3end die
Unterscheidung zwischen APC und PC durch die Art des Nachweissystems erfolgen kann (Gru-
ber und Griffin, 1992, Liaw et al., 2002). Eine Verdiinnung kann jedoch unter Verwendung des
HSO02-Aptamers umgangen werden, welches eine hohe Spezifitit gegeniiber APC aufweist und

auch in unverdiinntem Plasma die zuverldssigsten Ergebnisse erbringt (Miiller et al., 2009).
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4.6 Die Waschzyklen

Nach zweistiindiger Inkubation des APC in den Mikrotiterplatten wurden die iiberschiissigen
Proteine und das Aprotinin mit Hilfe von Waschpuffer durch automatische Waschzyklen entfernt.
Basierend auf den Versuchsergebnissen wurden die Waschzyklen viermal wiederholt, um eine
komplette Entfernung des Aprotinins und der Plasmaenzyme zu gewihrleisten, die unspezifisch
in den wells gebunden haben kdnnten. Es stellte sich heraus, dass nach genau vier Waschzyklen
die Diskrepanz zwischen dem Leerwert und einer APC-Konzentration von 0,01 ng/ml am signifi-
kantesten war, was bedeutet, dass nach dieser bestimmten Anzahl von Waschzyklen bestmdglich
zwischen kleinsten Konzentrationsunterschieden diskriminiert werden kann. Mit dem Auswa-
schen des Aprotinins wurde die enzymatische Aktivitdt des APC wiederhergestellt, das so die

Spaltung des flourogenen Substrats katalysieren und eine Absorbtionsdnderung erwirken konnte.

4.7 Die Halbwertszeit von APC

APC ist labil und weist eine zeitabhiingige Abnahme seiner Aktivitéit auf. Die Halbwertszeit be-
triagt in Citratplasma bei Lagerung der Proben bei Raumtemperatur etwa 25 Minuten. Diese Akti-
vitdtsabnahme ist auf die Interaktion zwischen dem aktiven Zentrum des APC und dem reaktiven
Zentrum von Serpinen zuriickzufiihren, die die irreversible Inaktivierung des APC nach sich zieht
(Rau et al., 2007). Um dieser Inaktivierung wihrend der Probenentnahme und -zubereitung vor-
zubeugen, wurde der Einfluss von Aprotinin, einem reversiblen, kompetitiven Inhibitor, auf die
Auswirkungen der Halbwertszeit von APC untersucht. Mit der Anlagerung von Aprotinin an das
aktive Zentrum des APC und der damit einhergehenden Blockade desselben kommt es zu einer
reversiblen Aktivititshemmung des Enzyms. Die Gabe von Aprotinin kann eine effektive Kom-
plexbildung zwischen APC und seinen irreversiblen Inhibitoren verhindern und dadurch die
Halbwertszeit des APC verldngern.

Um die Haltbarkeit des APC sowohl in Vollblut als auch in Plasma bestimmen zu konnen,
wurden Versuche in Citratplasma durchgefiihrt, bei denen {iber einen Zeitraum von 48 Stunden
die verbleibende APC-Konzentration zu bestimmten Zeitpunkten ermittelt wurde. Zudem wurde
der Effekt von Aprotinin auf die Halbwertszeit von APC untersucht. Anhand dieser Ergebnisse
wurde in Abwesenheit von Aprotintin eine Halbwertszeit in Vollblut von 108 Minuten bei Lage-
rung der Blutproben auf Eis und eine Halbwertszeit von 39 Minuten bei Raumtemperatur errech-

net. Die Plasmahalbwertszeit von APC in Abwesenheit von Aprotintin betrug auf Eis 46 Minuten
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und bei Raumtemperatur 25 Minuten. Wie mittels der Ergebnisse unter Punkt 3.9 dargestellt,
konnte sowohl in Vollblut als auch in Plasma die Halbwertszeit durch Zugabe von Aprotinin in
einer Konzentration von 10 pM enorm verlidngert werden. So blieb die APC-Konzentration in
Anwesenheit von Aprotinin {liber ldngere Zeit nahezu konstant. Diese Tatsache erweist sich als
erheblicher Vorteil sowohl in der Durchfiihrung von weiteren Studien als auch im Rahmen der
klinischen Diagnostik, da anhand einer Verldngerung der Halbwertszeit gewdhrleistet werden
kann, dass die APC-Konzentration im Plasma iiber ldngere Zeit hinweg stabil bleibt und dadurch
keine falsch niedrigen Konzentrationen gemessen werden.

In anderen Studien wurde eine APC-Halbwertszeit in Vollblut von 27 + 10 Minuten, in
Citratplasma von etwa 30 Minuten und bei Infusion in einen menschlichen Organismus von 22
Minuten gemessen, was sich mit den hier ermittelten Resultaten deckt (Gruber und Griffin, 2002;
Okajima et al., 1990; Orthner et al., 1993). Wie bereits erldutert, wird APC sowohl in vivo als
auch in vitro durch im Plama befindliche Serpine inaktiviert (Rau et al., 2007). In Plasma und
auch in Vollblut kann die Halbwertszeit durch Lagerung der Proben auf Eis deutlich verlédngert
werden. Diese Verldngerung ist am ehesten auf eine Aktivitdtsreduktion der Serpine zuriickzu-
fithren. Diese weisen bei geringerer Temperatur eine geminderte enzymatische Wirksamkeit auf,
weshalb mehr Zeit zur Inaktivierung des APC benétigt wird.

Diese Ergebnisse belegen zum einen, dass bei der zuverldssigen Bestimmung der APC-
Konzentration in Plasmaproben die Zugabe von Aprotinin von enormen Nutzen ist und zum an-
deren, dass eine Lagerung des zu bestimmenden Plasmas auf Eis zu einer weiteren Verldngerung

der Halbwertszeit fiihrt.

4.8 Der Einfluss von Protein C

Mit Hilfe des unter Punkt 3.10 beschriebenen Versuches sollte der Einfluss ansteigender Protein
C-Konzentrationen auf die Messung der APC-Aktivitit ermittelt werden. Hierzu wurde eine Ver-
suchsreihe in kommerziell erworbenem Protein C-Mangelplasma mit unterschiedlichen Protein
C-Konzentrationen erstellt, wobei Ceprotin als Protein C-Quelle diente. Die Basis bildeten sechs
verschiedene Versuchsansitze mit aufsteigenden Protein C-Konzentrationen (0-8 U/ml). Sowohl
bei APC-Konzentrationen in gepooltem Citratplasma von 0,5 ng/ml als auch 0,05 ng/ml wurde
untersucht, inwiefern unterschiedliche Protein C- Konzentrationen mit der APC-Bindung der

Aptamere konkurrieren. Hierbei zeigte sich, dass Protein C nahezu keine Auswirkungen auf die
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Messung der APC-Plasmakonzentration hat. Erst in héheren, unphysiologischen Konzentrationen
kommt es zu einer Beeinflussung des Messergebnisses.

Bei der Aktivierung von PC kommt es zu einer Abspaltung des aus elf Aminoséduren beste-
henden Aktivierungspeptids (Jackson und Xue, 2008). Aufgrund dieser struktuellen Ahnlichkeit
zwischen APC und Protein C lag die Vermutung nahe, dass ein enormer quantitativer Uberschuss
an Protein C zu einer Beeitrdchtigung der Bindung zwischen APC und den Aptameren fiihrt. Dies
wiirde sich bei der Messung in einer verminderten APC-Konzentration widerspiegeln, da das
Protein C zwar Bindungstellen blockiert, jedoch nicht in der Lage ist, das flourogene Substrat
umzusetzen. Entgegen der Erwartungen kam es in beiden Versuchsansitzen zu einem Anstieg der
gemessen APC-Konzentration. Fiir diese Messergebnisse konnen mehrere Griinde verantwortlich
sein. Es besteht die Mdglichkeit, dass bei einem Uberschuss von Protein C die Bindung von APC
an die Aptamere erleichtert wird. Zwar konnte in Filterretentions-Analysen gezeigt werden, dass
die Bindungsaffinitdt des HS02-Aptamers gegeniiber APC etwa 200-mal hoher ist als seinem
Zymogen gegeniiber. Es ldsst sich jedoch die Vermutung anstellen, dass PC, welches, wie bereits
erldutert, strukturell nur geringe Unterschiede zu seiner aktiven Form aufweist, in derart hohen
Konzentrationen Einfluss auf die APC-Konzentrationsbestimmung ausiiben kann (Miiller et al.,
2009). Ferner konnen sich erhohte Protein C-Konzentrationen auf den Umsatz des flourogenen
Substrats auswirken, was eine Zunahme der Umsatzrate desselben nach sich ziehen konnte. Als
Vermutung kann angefiihrt werden, dass die kinetischen Parameter des synthetischen Substrats
durch die Gegenwart unphysiologisch hoher Protein C-Konzentrationen veridndert werden. Die
naheliegenste Erkldrung fiir die beobachtete Zunahme der Substratumsatzrate ist jedoch, dass es
durch Zugabe von Ceprotin auch zu einem Anstieg der APC-Konzentration im Citratplasma kam.
Wihrend des Herstellungsprozesses von Ceprotin aus Humanplasma kommen mehrere Ionen-
Austauschchromatographieschritte zur Anwendung, denen sich eine Immunaffinititschromato-
grafie anschliefit, wobei Protein C unter Verwendung monoklonaler Antikdrper aus Plasma ange-
reichert und hochrein dargestellt wird (Baxter). Moglicherweise kommt es im Rahmen der Gene-
rierung von Ceprotin, welches in diesem Versuch als Protein C-Quelle diente, durch Aufreini-
gung von Protein C zeitgleich zu einer Zunahme der APC-Konzentration. Dies wiirde die stei-
genden APC-Konzentrationen mit Zunahme des Ceprotinin-Gehalts begriinden. Hervorzuheben
ist, dass mit diesem Versuch — gerade im Hinblick auf die Anwendung als klinisches Testverfah-
ren — gezeigt werden konnte, dass Protein C-Konzentrationen zwischen 0% und 200% der phy-

siologischen Konzentration keinen signifikanten Einfluss auf die Bestimmung der APC-
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Konzentration haben. Bei den meisten Patienten mit einer Sepsis kommt es zu einem Abfall der
Protein C-Konzentration, sodass im Rahmen dieses Assays keine Beeinflussung durch Protein C
zu erwarten ist. In anderen Testverfahren, bei denen die APC-Konzentration im Plasma mit Hilfe
eines monoklonalen Antikorpers gemessen wurde, blockierte Protein C in physiologischer Kon-
zentration (3-4 pg/ml) etwa 20% der Bindungsstellen und fiihrte dadurch zu einem Fehler in der
Konzentrationsbestimmung des APC (Liaw et al., 2003).

Die Fahigkeit der HS02-Aptamere, signifikant zwischen APC und seinem Zymogen dis-
kriminieren zu konnen, priadisponieren sie als vielversprechende Liganden im Rahmen dieses
Assays. Wie bereits erwihnt, ist die Bindungsaffinitit des HS02-Aptamers gegeniiber PC 200-
mal schwicher als gegeniiber APC (Miiller et al., 2009). Bisher konnte erst ein monoklonaler
Antikorper (HAP 1555) entwickelt werden, der APC gegeniiber eine zehnfach hohere Affinitét
als PC gegeniiber hat (Esmon et al., 2002). Diese Tatsache ist ein grundlegendes Kriterium bei
der Entwicklung des hier beschriebenen Testverfahrens, da unter physiologischen Bedingungen

die Plasmakonzentration von PC etwa 1000-fach hoher ist als die von APC (Miiller et al., 2009).

4.9 Die Reproduzierbarkeit des Testverfahrens

Wie sich angesichts der Inter- und Intra-Assay-Variablititen zeigt, lisst sich die Messung sowohl
bei hohen als auch bei geringen APC-Konzentrationen duferst genau reproduzieren. Anhand des
Variationskoeffizienten, der je nach eingesetzter APC-Konzentration zwischen 1% und 15%
liegt, ldsst sich erkennen, dass die Streuung der jeweiligen Ergebnisse auf ein Minimum be-
schrinkt ist. Auffallig hierbei ist, dass bei APC-Konzentrationen von 0,1 ng/ml und weniger der
Variationskoeffizient etwas groBBer wird. Generell nehmen die Schwankungen der Messergebnis-
se bei niedrigen Werten zu. Beispielsweise ergab die Bestimmung der Intra-Assay-Variabilitét
bei einer APC-Konzentration von 2 ng/ml einen Mittelwert von 1,896 ng/ml mit einer Standard-
abweichung von 0,069 ng/ml und einem Variationskoeffizienten von 3,643 %. Im Unterschied
dazu wurde bei APC-Konzentrationen von 0,02 ng/ml ein Mittelwert von 0,015 ng/ml mit einer
Standardabweichung von 0,002 ng/ml und einem Variationskoeffizienten von 13,305 % errech-
net.

Hervorzuheben ist, dass mit diesem Testverfahren erstmals zuverldssig und reproduzierbar
APC-Konzentrationen von 0,05 ng/ml und weniger gemessen werden konnen. Bei bisher ange-

wandten Messverfahren lag die Nachweisgrenze zwischen 0,3 und 50 ng/ml APC (Gruber und
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Griffin, 1992, Liaw et al., 2003). Dieses Assay bietet die Moglichkeit, APC-Konzentrationen von
mehr als einer Zehnerpotenz kleiner bei einer Messdauer von etwa drei Stunden reproduzierbar

zu ermitteln.

4.10 Die Leerwert-Problematik

Trotz der im Plasma physiologisch vorkommenden Inhibitoren von APC wie PCI, a,-Antitrypsin
und o-Antiplasmin konnten nach Lagerung der Poolplasmaproben bei -80°C geringe Konzentra-
tionen von APC nachgewiesen werden. Offenbar kam es nicht zu einer vollstdndigen Inaktivie-
rung des Enzyms. Um dies zu beweisen, wurden Poolplasmaproben mit Protein C-Mangelplasma,
in dem definitionsgemal der Gehalt an APC verschwindend gering ist, miteinander verglichen.
Wie sich herausstellte, lag der Gehalt von APC in Poolplasma mit einem Mittelwert von 0,049
ng/ml = 0,005 signifikant iiber dem der APC-Konzentration in Protein C-Mangelplasma mit ei-
nem Mittelwert von 0,035 ng/ml + 0,004. Dieses Ergebnis unterstreicht die These, dass die in-
vivo vorkommenden Inhibitoren von APC nicht zu einer vollstindigen Inaktivierung fithren.

Die Versuche wurden in gepooltem Citratplasma durchgefiihrt. Wihrend in Gegenwart
von Heparin gezeigt werden konnte, dass mehr als 95 % des APC Komplexe mit dem Protein C-
Inhibitor sowie mit a;-Antithrombin bildet, besteht die Moglichkeit, dass in Citratplasma weniger
APC komplexiert wird und dadurch im Rahmen dieses Testverfahrens auch nach ldngerer Lage-
rung noch eine geringe APC-Konzentration gemessen werden kann (7abanero et al., 1990).
Durch Zugabe des Glykosaminoglykans Heparin kann die Komplexbildung zwischen PCI und
APC und damit die Inaktivierung des APC erheblich beschleunigt werden (Aznar et al., 1996).
Dies beruht vermutlich auf der Tatsache, dass die Beigabe von Heparin die elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen PCI-Bindungsstelle und APC beeinflusst und damit die Bildung
eines terndren Komplexes aus Heparin, APC und PCI induziert (Glassock et al., 2003; Hunting-
ton, 2003). Ahnlich wie Heparin beschleunigt auch das HS02-Aptamer die Inaktivierungskinetik
von APC durch PCI. Dies deutet darauf hin, dass die Aptamere nicht nur mit der Heparin-
Bindungsstelle interagieren, sondern auch die Wechselwirkungen zwischen dem aktiven Zentrum
des APC und dem reaktiven center loop des PCI beeinflussen (Miiller et al., 2009). Ein dhnlicher
allosterischer Mechanismus wurde fiir ein RNA-Aptamer beschrieben, das an die Exosite 2 von
Thrombin bindet (Jeter et al., 2004). Im Gegensatz zu Heparin bindet das Aptamer jedoch weder
an PCI noch an die APC-PCI-Komplexe. Nach der Komplexbildung zwischen APC und seinem
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Inhibitor kommt es zu einer schnellen Freisetzung des Aptamers. Diese Beobachtung fiihrt zu der
Annahme, dass die Aptamer-Bindungsstelle des APC nicht direkt in die Komplexbildung invol-
viert ist, es aber bei der Interaktion zwischen APC und PCI zu einer Konformationsidnderung des
Epitops kommt, die zur Dissoziation des Aptamers fiihrt (Miiller et al., 2009).

Eine weitere Ursache fiir die bei der Messung auftretende erhohte Umsatzrate wire, dass
kontaminierende Plasmaenzyme unspezifisch an die Platte gebunden haben und fiir eine proteoly-
tische Spaltung des Peptidsubstrats verantwortlich sein konnten. Um diese enzymatische und mi-
krobielle Verunreinigung des Plasmas, des Puffers, der Platten und des Substrats zu verhindern,
wurden spezielle Mallnahmen wie beispielsweise die Verwendung von sterilem Wasser und steri-
len Matrialien angewandt.

Hinsichtlich der Entwicklung eines mdglichst sensitiven Testverfahrens zur Bestimmung
der APC-Plasmakonzentration ist die Féhigkeit der Differenzierung zwischen dem Leerwert und
Proben mit bestimmten APC-Konzentrationen essentiell. Um den Grundumsatz reduzieren und
somit das Hintergrundrauschen eliminieren zu kénnen, wurden vergleichende Messungen zwi-
schen Citrat- und Hirudinplasma durchgefiihrt. Die antikoagulatorische Wirkung des Hirudins
beruht auf einer irreversiblen Komplexbildung mit Thrombin, das darauthin inaktiviert wird.
Vorteil gegeniiber anderen Antikoagulantien ist, dass Hirudin weder in die Biosynthese der Ge-
rinnungsfaktoren eingreift, noch die Hilfe eins Kofaktor bendtigt. Wie mit Hilfe der Ergebnisse
veranschaulicht wurde, war der Grundumsatz bei der Messung in Hirudinplasma am geringsten.
Sowohl die Bestimmung des APC-Gehalts in Citratplasma als auch in einem Citrat-
Hirudinplasmagemisch imponierten durch einen erhéhten Grundumsatz. Daraus konnte ge-
schlussfolgert werden, dass das Citrat fiir das Hintergrundrauschen mitverantwortlich ist. Als
weiterer moglicher Ausloser kommt eine bakterielle Kontamination der Mikrotiterplatte in Be-
tracht, die zu einem Anstieg des Leerwerts fiihrt. Aufgrund der Abwesenheit von Calcium-Ionen
im Citratplasma kann die Bakterienmembran nicht effektiv zerstdrt werden, was zur Folge hat,
dass die kontaminierenden Bakterien maf3geblich zu einem unspezifischen Substratumsatz beitra-
gen konnen. Im Hirudinplasma dagegen wird das freie Calcium nicht komplexiert. Eine Kontakt-
phasenaktivierung kann als weitere Erkldrung fiir einen Anstieg des Leerwerts in Erwidgung ge-
zogen werden. Faktor XII wird durch Kontakt mit fremden Oberfldchen im Komplex mit hoch-
molekularem Kininogen, Prékallikrein und Kallikrein aktiviert (Schmaier und McCrae, 2007).
Anschliefend ablaufende enzymatische Prozesse konnten ebenfalls einen erhdhten Umsatz des

flourogenen Substrats nach sich ziehen.
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Letztendlich ist die genaue Ursache flir das Phinomen des erhohten Substratumsatzes un-
klar. Die vorliegenden Daten sprechen allerdings dafiir, dass es einen Zusammenhang mit der
Verwendung von Citratplasma gibt. Trotzdem konnen andere Einfliisse selbstverstindlich nicht

vollig ausgeschlossen werden.

4.11 Der Einfluss von DNAsen

Im Rahmen der therapeutischen Anwendung und bei der Entwicklung von Testverfahren auf Ap-
tamer-Basis stellte sich als problematisch heraus, dass die Aptamere eine geringe Stabilitit ge-
geniiber korpereigenen Nukleasen aufweisen (Mayer et al., 2007). Durch die Modifikation der
Aptamere an ihrem 3’-Ende konnte die Halbwertszeit sowohl in-vitro als auch in-vivo erheblich
verlangert werden, ohne dabei die Funktion der Aptamere zu beeinflussen (Burmeister et al.,
2005). Das fiir dieses Testverfahren entwickelte Aptamer HS02 wurde, mit Ausnahme der Bioti-
nylierung am 3’-Ende, nicht modifizeriert. Zur Ermittlung des Einflusses von Nukleasen auf die
Bestimmung der APC-Plasmakonzentration wurden die Aptamere bis zu zwei Stunden den plas-
maeigenen Nukleasen ausgesetzt. Es ergab sich hierbei keine Anderung im Messverhalten. Gera-
de im Hinblick auf die sehr geringen physiologischen APC-Konzentrationen ist diese Tatsache
von groflem Vorteil, denn schon eine minimale, von Nukleasen verursachte Messungenauigkeit

wiirde die Sensitivitit des Assays erheblichen verringern.

4.12 Die Bestimmung von endogen generiertem APC

Ein Anstieg der APC-Konzentration konnte im Rahmen verschiedenster Situationen beobachtet
werden. Beispielsweise wurde bei der antithrombotischen Therapie mit tissue-type Plasminoge-
naktivator oder Streptokinase iliber eine Zunahme der APC-Konzentration berichtet (Espana et
al., 2005; Gruber et al., 1993). Dariiber hinaus kann ein Anstieg der APC-Konzentration auf ei-
nen verstarkten Ablauf gerinnungsfordernder Vorgénge zuriickzufiihren sein, wie dies bei Opera-
tionen oder einer Hamodialyse der Fall ist (Tagaki et al., 1999; Watanabe et al, 2000). Aufgrund
der Tatsache, dass sich die APC-Konzentration im Blut unter bestimmten Umstidnden verdndert
und somit auf mogliche Verdnderungen im Gerinnungsablauf geschlossen werden kann, kann die
Entwicklung eines schnellen, sensitiven und einfachen Testverfahrens und die damit verbundene
Bestimmung von APC duflerst hilfreich sein.

Bei dem unter Punkt 3.16 beschriebenen Versuch wurde angestrebt, zuerst die Bildung

von endogenem APC zu fordern und anschlieend den Anstieg von APC unter Verwendung die-
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ses Assays zu quantifzieren. Durch Zugabe prokoagulatorischer Substanzen, CaCl, sowie einer
Mischung aus Phospholipiden und rekombinantem tissue faktor, konnte die Gerinnungskaskade
in Citratplasma ausgelost und auf diese Weise die Bildung von APC gefordert werden. Zur ver-
starkten Aktivierung von Protein C wurde zusétzlich 100 pg/ml Thrombomodulin beigefiigt. Die
weitere Fibrinpolymerisation wurde unter Verwendung eines Inhibitors gehemmt. Gestoppt wur-
de die Reaktion durch Zugabe von 100 pg/ml Hirudin.

Ziel des Versuches war es, physiologische Vorginge zu imitieren, um so beweisen zu
konnen, dass mit Hilfe des Assays eine direkte Bestimmung der APC-Plasmakonzentration mog-
lich ist. Es konnte innerhalb von zehn Minuten ein Anstieg des APC-Gehalts von 0,06 ng/ml auf
7,75 ng/ml gemessen werden. Zur Bestitigung, dass Gerinnungsvorgénge stattgefunden haben,
wurden sowohl die Thrombin-Antithrombin-Komplexe als auch die Prothrombinfragmente be-
stimmt. Deren nachweisbarer Anstieg beweist, dass mit Hilfe von CaCl, und PPP-Reagenz, einer
Mischung aus Phospholipiden und rekombinantem tissue factor, die Gerinnung erfolgreich akti-
viert werden konnte. Aufgrund der Anwesenheit dieser Reagenzien konnte die Gerinnung iiber
den exogenen Weg ausgelost werden, was die Bildung von Thrombin nach sich zog. Ferner fiihr-
te die Zugabe von TM zur Bildung von Thrombin-Thrombomodulinkomplexen. Die darauf nor-
malerweise folgende Fibrinpolymerisation wurde mit dem Hinzufiigen eines Fibrinpolymerisati-
on-Inhibitors unterbunden. Infolge einer verstirkten Bildung von APC miisste es zu einer gleich-
zeitigen Abnahme des Zymogengehalts kommen. Wie sich bei der Konzentrationsbestimmung
des PC-Antigens mit Hilfe eines PC-spezifischen ELISA-Tests jedoch herausstellte, lie sich
keine signifikante Reduktion des PC-Spiegels feststellen. Die Bestimmung von PC ist nicht sensi-
tiv genug, um die direkte Korrelation zwischen dem Abfall der PC-Konzentration und dem damit
einhergehenden Anstieg der APC-Konzentration verdeutlichen zu konnen. Diese Tatsache ldsst
sich mit dem enormen quantitativen PC-Uberschuss erkliren. Die Plasmakonzentration von PC
ist etwa 1.000mal hoher als die von APC; folglich bedingt eine Zunahme der APC-
Plasmakonzentration nur eine vergleichsweise geringe Minderung der PC-Konzentration (Miiller
et al., 2009).

Anhand dieser Ergebnisse konnte der Beweis erbracht werden, dass es — wie auch andere
Studien schon zeigten — beim Ablauf von Gerinnungsvorgingen zu einem Anstieg des APC-
Gehalts im Plasma kommt (Dahlbdick et al, 2005). Mit Hilfe des Testverfahrens kann diese Zu-

nahme nun exakt und zuverlédssig quantifiziert werden.
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4.13 Problematik und Ursache des iiberschieffenden Substratumsatzes

Im Laufe der Entwicklung dieses Assays stellte sich heraus, dass einzelne Messwerte durch tiber-
schieBenden Substratumsatz gekennzeichnet waren. Diese scheinbar in keiner Relation zur tat-
sdchlichen APC-Konzentration stehenden Messergebnisse sorgten fiir Ungenauigkeiten im Test-
verfahren. Mit den vorliegenden Ergebnissen stellte sich die Frage nach der Ursache fiir die ein-
zelnen Messungenauigkeiten. Von besonderem Interesse war, ob die Werte aufgrund einer erhoh-
ten Hydrolyserate des Substrates entstanden sind und inwiefern ein Zusammenhang mit der Be-
schichtung der wells bestand.

Wie das unter Punkt 3.18 dargestellte Resultat veranschaulicht, kam es sowohl im Hiru-
din- als auch im Citratplasma vereinzelt zu falsch hohen Messwerten, und dies nicht nur in den
Versuchsansétzen mit zuvor hinzugegebenem APC, sondern auch in den Plasmaleerwerten. Zu-
nichst konnte, wie anhand des Versuches unter Punkt 3.19 verdeutlicht, gezeigt werden, dass die
iiberschiefenden Messwerte nach erneuter Messung unter Verwendung der gleichen Mikrotiter-
platte reproduzierbar waren und deshalb am wenigsten auf zufdllige Messfehler des ELISA-
Prozessors zuriickzufiihren sind. So konnte ausgeschlossen werden, dass es sich bei den vorlie-
genden Messergebnissen um Zufallsbefunde handelt. Unter Verwendung von Pefablock, einem
irreversiblen Breitband-Inhibitor fiir Serinproteasen, gelang es, jeglichen Substratumsatz effektiv
zu unterdriicken. Dies legte die Vermutung nahe, dass es sich bei den einzelnen Ausreilern um
Messwerte handelt, die aufgrund einer gewissen Enzymaktivitdt entstehen. In einem einzigen
well wurde allerdings auch nach Zugabe des Protease-Inhibitors ein erhdhtes Messergebnis beo-
bachtet. Es ist vorstellbar, dass diese Tatsache auf eine Verunreinigung des wells zuriickzufiihren
ist. Letztendlich ist auch eine restliche Enzymaktivitét nicht vollig auszuschlieBen; die vorliegen-
den Daten sprechen allerdings dagegen.

Um eine moglichst exakte und zuverldssige Bestimmung der APC-Konzentration im
Plasma zu gewihrleisten und die Anzahl der Ausreifler auf ein Minimum beschrinken zu kdnnen,
wurde der Einfluss von Hirudin im Substratpuffer (Endkonzentration: 10 pg/ml) untersucht. Wie
anhand der Ergebnisse deutlich wurde, fiihrte die Zugabe von Hirudin in den Substratpuffer zu
einer verstirkten Ungenauigkeit der Messergebnisse, weshalb dies nicht als mogliche Methode
zur Reduzierung der Ausreiler infrage kam. Die Ursache fiir die Ausreifler schienen also Enzyme
zu sein, die unspezifisch in den wells binden und folglich fiir eine erhdhte Hydrolyserate des Sub-
strates verantwortlich waren. Fiir diese Hypothese spricht zudem die bereits erwidhnte mdgliche

Blockade der Enzymaktivitit durch den Protease-Inhibitor.
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Zur Ermittlung der Ursache der unspezifischen Enzymbindung wurden verschiedene Versuche
durchgefiihrt. Wie die Resultate unter Punkt 3.21 verdeutlichen, kam es ohne Streptavidinbe-
schichtung der einzelnen wells nicht zu iiberschieBenden Substratumsitzen. Wurde die Mikroti-
terplatte jedoch mit Streptavidin inkubiert, stieg die Rate der Ausreiller signifikant an. Eine zu-
satzliche, im Versuchsablauf vorgesehene Beschichtung der wells mit Aptameren fiihrte zwar zu
keiner weiteren Zunahme der Messungenauigkeit, dafiir lie sich jedoch ein Anstieg des Grund-
umsatzes feststellen. Daraus lésst sich schlussfolgern, dass die einzelnen Ausreiler infolge einer
unspezifischen Enzymbindung an Streptavidin verursacht werden.

Streptavidin wurde urspriinglich aus Bakterien der Spezies Streptomyces avidinii herge-
stellt. Die Bindung zwischen Streptavidin und Biotin ist eine der stirksten bekannten nicht-
kovalenten Bindungen (Holmberg et al., 2005). Der Vorteil von Streptavidin gegeniiber Avidin
ist, dass unspezifische Bindungen im Streptavidin-System seltener zu beobachten sind, was damit
zusammenhdngt, dass Streptavidin nicht an Kohlenhydratrezeptoren bindet (Laitinen et al.,
20006). Die Vermutung scheint jedoch plausibel, dass es wihrend des Testverfahrens zu einer bak-
teriellen Kontamination des Streptavidins kommt, was sich in einer erhohten Hydrolyserate das
flourogenen Substrats widerspiegelt. Als problematisch bei der Behebung dieser Tatsache erwies
sich, dass die Beschichtung der wells mit Streptavidin essentiell fiir das Testverfahren ist und
somit als Fehlerquelle nicht einfach eleminiert werden konnte. Diese Problematik konnte mit dem
Einsatz von Mikrotiterplatten, an denen eine kovalente Bindung der Aptamere ermdglicht werden
wiirde, umgangen werden. Diese Bindung wire durch eine 5’-Phosphorilierung des HS-02 Apta-
mers sowie durch die Verwendung von CovaLink-Mikrotiterplatten (Nunc ) realisierbar.
Schwachstelle dieses Testsystems wire hingegen, dass die bendtigte Menge an Aptameren we-
sentlich hoher sein miisste und folglich der Materialverbrauch steigen wiirde. Dariiber hinaus
lieBe sich die Aptamerkonzentration nicht so schnell variieren, wie dies unter Verwendung von
Streptavidin der Fall ist.

Letzendlich bestétigt diese Problematik, mit der sich weitere Untersuchungen befassen wer-
den miissen, die Komplexitdt des Testverfahrens. Dessen ungeachtet ist es moglich, unter Zuhil-
fenahme dieses Assays APC-Konzentrationen im Plasma zuverldssig und innerhalb kurzer Zeit
exakt bestimmen zu konnen. Durch Mehrfachmessungen kdnnen AusreiB8er identifiziert werden,
die als Folge einer unspezifischen Enzymaktivierung im Streptavidin-gecoateten well auftreten

konnen.
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S Zusammenfassung

Das Protein-C-System ist ein antikoagulatorisch (gerinnungshemmend) wirkendes Enzymsystem.
Schliisselenzym dieses Systems ist das aktivierte Protein C (APC), eine Serinprotease, die an der
Endothelzelloberfliche aus seinem Zymogen Protein C (PC) generiert wird (Dahlbdick und Vil-
loutreix, 2005, Esmon, 2003). Die Bildung von APC verlduft in zwei Schritten. Zuniachst kommt
es zur Bindung von PC an den endothelialen Protein C-Rezeptor (EPCR), gefolgt von der proteo-
lytischen Aktivierung durch Thrombin-Thrombomodulin-Komplexe (Liaw et al., 2001). Neben
seinen antikoagulatorischen Eigenschaften weist APC zytoprotektive, anti-inflammatorische und
anti-apoptotische Effekte auf (Griffin et al., 2007). Trotz der enormen physiologischen und pa-
thophysiologischen Relevanz von APC gibt es bisher kein zuverldssiges Testverfahren, mit dem
die endogene APC-Konzentration schnell und exakt quantifiziert werden kann.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Aufbau und Validierung eines oligonucleotide assay zum
Nachweis von aktiviertem Protein C beschrieben werden. Mit der Entwicklung des DNA-
Aptamers HS02, das mit einer Affinitdt von Kp = 0,5 nM an APC bindet und signifikant zwi-
schen APC und seinem Zymogen diskriminieren kann, steht ein vielversprechender Kandidat zur
Entwicklung eines sensitiven und selektiven Testverfahrens zur Verfiigung. Die Bestimmung der
APC-Konzentration im Plasma fand im Mikrotiterplattenformat statt. Nach der Beschichtung der
wells mit Streptavidin wurden die Aptamere, die beim Herstellungsprozess an ihrem 3’-Ende an
Biotin gekoppelt wurden, in den einzelnen wells fiir 60 Minuten inkubiert, sodass bei der sich
anschlieBenden Zugabe von Plasma die Voraussetzung der Bindungsmoglichkeit zwischen den
Aptameren und dem sich im Plasma befindenden APC gegeben war. Die Bestimmung der APC-
Konzentration erfolgte anhand der Messung der amidolytischen Aktivitdt von APC unter Zuhil-
fenahme eines flourogenen Substrats. Die Flouroeszenzemission wurde mittels eines automati-
schen ELISA-Prozessors in einem Zeitraum von 180 Minuten alle 5 Minuten gemessen. Zur Ver-
hinderung einer irreversible Hemmung des APC durch im Plasma befindliche Serpinen wurde das
Plasma mit Aprotinin (20uM), einem duBerst starken, reversiblen Serinprotease-Inhibitor, ver-
setzt. Um ein sensitives und hochspezifisches Testverfahren entwickeln zu kdnnen, mussten ver-
schiedenste Einflussfaktoren und Storgrofen systematisch untersucht werden. Basierend auf den
Versuchsergebnissen konnte nachgewiesen werden, dass die Aptamere — zumindest in der einge-
setzten Methodik — resistent gegen korpereigene DNAsen sind. Basierend auf den durchgefiihrten

Versuchen wurde der Beweis erbracht, dass, im Gegensatz zu bisher entwickelten Testverfahren,
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die Sensitivitdt dieses Assays in unverdiinntem Plasma am hochsten war. Ferner konnte gezeigt
werden, dass die Plasmahalbwertszeit von APC bei Raumtemperatur 25 Minuten betrégt, was
sich mit den Ergebnissen anderer Studien deckt (Gruber und Griffin, 2002; Orthner et al., 1993).
Basierend auf einer gemessenen APC-Konzentration von 0,049 ng/ml + 0,005 in gepooltem Ci-
tratplasma lésst sich schlussfolgern, dass in-vivo eine kontinuierliche Aktivierung des PC statt-
findet und infolgedessen APC als eine natiirliche Plasmakomponente anzusehen ist. Ein weiterer
wichtiger Punkt bei der Klarung der Fragestellung war der Nachweis, dass Protein C-
Konzentrationen zwischen 0 % und 200 % der physiologischen Konzentration keinen signifikan-
ten Einfluss auf die Bestimmung der APC-Konzentration haben.

Sowohl die Verwendung von rekombinant hergestelltem APC zur Therapie einer schweren
Sepsis als auch die zytoprotektiven, anti-inflammatorischen und anit-apoptotischen Eigenschaften
von APC sind in Bezug auf die exakte Kenntnis der Plasmakonzentration von erheblichem Nut-
zen. Dank des in dieser Arbeit vorgestellten Messverfahrens besteht nun die Moglichkeit der ge-
nauen und zuverldssigen Bestimmung der APC-Plasmakonzentration. Mit diesem Nachweis
konnte der Grundstein fiir die Etablierung eines derartigen Testverfahrens im Klinikalltag gelegt
werden. Hierzu miissen jedoch noch einige weitere Studien durchgefiihrt werden. Gegenstand
dieser Untersuchungen wird sicherlich zum einen die Bestimmung der APC-Konzentration in
verschiedenen Krankheitszustinden und zum anderen auch die Bedeutung dieser Konzentration
in Bezug auf die Prognose der Krankheitszustdnde und die weiterfiihrenden diagnostischen Maf-

nahmen sein.
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6 Summary

The blood clotting process is carefully controlled by several anticoagulant principles, which
under normal conditions balance procoagulant forces in order to avoid overcoagulation with the
risk of thrombus formation. An important natural anticoagulant is the protein-C-pathway with its
key enzyme activated protein C (APC), a serine protease that is generated from its zymogen pro-
tein C (PC) on the surface of endothelial cells (Dahlbdick und Villoutreix, 2005, Esmon, 2003).
The formation of APC is a two-step process. First it requires binding of PC to the endothelial cell
protein C receptor (EPCR) followed by proteolytic activation through thrombin/thrombomodulin
complexes (Liaw et al., 2001). In addition to its anticoagulant functions APC shows cytoprotec-
tive effects including anti-inflammatory and anti-apoptotic activities (Griffin et al., 2007). Des-
pite its enormous physiological and pathophysiological importance, there exists no reliable assay
that permits the rapid and exact detection of plasma APC.

The generation and characterization of an oligonucleotide assay for the detection of APC
is described within the scope of this study. With the identification of the aptamer HS02 that binds
to APC with high affinity and a remarkable specifity but shows selectivity against the proenzym
PC, a promising candidate was found for the development of a rapid APC-specific assay, applic-
able for daily clinical practice. The measurement of the APC plasma levels was realized in 96-
well microtiter plates. To secure binding of the aptamers, which were 3 -biotinylated, the wells
were first coated with streptavidin. Addition of plasma and incubation time of 120 min made the
formation of aptamer—APC complexes possible. To study the amount of APC in plasma, the ami-
dolytic activity of the immobilized APC toward a peptide flourogenic substrate was measured.
The hydrolysis of the substrate was monitored at a dual wavelength setting of 360/460 nm over
180 min and recorded using a microplate autoreader. To avoid irreversible inhibition of APC by
plasma enzymes, plasma samples were spiked with aprotinin (20uM), a reversible serin protease
inhibitor. For the development of a highly specific and reliable test system, useful in monitoring
the APC plasma levels, several questions had to be answered. As the results of the experiments
show, the HS02 aptamer is resistant to endogenous DNAses. In contrast to previous testing meth-
ods it could be prooved that this assay reaches its greatest sensitivity in undiluted plasma due to
the aptamer’'s high degree of specifity toward APC. Furthermore, it could be demonstrated that
the half-life of APC is 25 min (room temperature), which corresponds to the results of other stud-

ies. The demonstration of APC plasma levels of 0,049 + 0,005 ng/ml in citrated pooled plasma
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provides direct evidence for the continuous in vivo activation of the anticoagulant PC pathway
and for circulating APC as a normal plasma component (Gruber und Griffin, 2002; Orthner et
al., 1993).

As mentioned previously, APC is an antithrombotic agent that was sucessfully used in hu-
mans with severe sepsis and shows cytoprotecive, anti-inflammatory and anti-apoptitic activities.
Thus, a direct assay for circulating APC and the laboratory diagnosis of APC deficiency in pa-
tients would be very useful. Therefore, the availibility of a sensitive and simple assay for quanti-
fying circulating APC seems to be very important. The test system described herein permits the
direct detection of APC and might be useful for the establishment of a daily clinical setting. Be-
cause the physiologic significance of circulating APC remains to be established, further clinical
studies are required in order to find out wether measuring APC levels in normal or various dis-

ease states will have prognostic or diagnostic value.
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7 Abbildungsverzeichnis

Deckblatt: Ein Modell der Kristallstruktur von APC basierend auf der | AUT-Struktur aus der
Protein Data Bank. Die Seitenketten der basischen Anteile des 39-loop, 60-loop und des 70-80-
loop, welche die basische Exosite bilden, sind rot markiert, wéhrend die sauren Anteile des 162-
Helix in blauer Farbe dargestellt sind. Die katalytische Triade im Zentrum des Molekiils ist in

griiner Farbe dargestellt.
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