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1. Einleitung

1.1 Einfihrung

Die Blutgerinnung (Hamostase) ist ein lebenswichtiger Prozess, der zum Verschluss von
Verletzungen in der GefaBwand fuhrt. Im Falle einer solchen Verletzung muss die
Hamostase ausreichend rasch einsetzen, um den drohenden Blutverlust moglichst
gering zu halten. Dabei muss sie jedoch auf den Bereich einer Verletzung begrenzt
bleiben. Bei unversehrter GefaBwand wird die Aktivierung der Hamostase und eine
damit verbundene Bildung eines Gerinnsels (Thrombus) verhindert. Hierzu bedarf es
einer engen Regulierung. Die Gesamtheit der an der Blutgerinnung, ihrer Regulation,
und der Auflosung von Blutgerinnseln (Fibrinolyse) beteiligten Elemente des
Organismus und ihre Interaktionen bilden das Hamostasesystem. Eine ubliche
Gliederung dieser Elemente anhand der Prozesse, an denen sie beteiligt sind, ist die

Unterscheidung in primare und sekundare Hamostase sowie Fibrinolyse.

1.2 Physiologie der Hamostase

1.2.1 Priméare Hamostase

Die Hauptrolle in der primaren Hamostase spielen die Thrombozyten, welche Uber
Adhasionsmechanismen verfligen, die sie dazu befahigen, Zell-Matrix und Zell-Zell
Interaktionen einzugehen. Diese Eigenschatft ist fur ihre Fahigkeit, Blutungen zu stoppen
und Gefal3reparationen zu fordern unabdinglich. Die Hauptfunktionen der Thrombozyten

lassen sich in Adhasion, Aggregation und Sekretion unterteilen (Abb. 1).
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Abb. 1: Die zellulare Hamostase ist durch die Adhéasion (adhesion), Aktivierung
(activation/spreading), Sekretion (secretion) von Mediatoren und Aggregation (attraction)
weiterer Thrombozyten gekennzeichnet ( Jurk und Kehrel, 2005).

Die Adhasion der Thrombozyten an das beschadigte Subendothelium wird vor allem
Uber die Bindung von Glykoproteinen (GP) auf der Thrombozytenmembran an
Kollagene via VWF und Thrombospondin vermittelt. Die aktivierten GPIIb/llla binden nun
Fibrinogen (FG), das nach seiner Spaltung zu Fibrin einen wichtigen Anteil an der
Thrombusstabilitat hat. Durch die Sekretion von ADP, Thromboxan A, (TxA,) sowie der
Prasenz von Thrombospondin auf der Thrombozytenmembran kommt es zu einer
Aktivierung und Anheftung weiterer Thrombozyten.

Unter physiologischen Bedingungen zirkulieren Thrombozyten ohne stabile
Verbindungen einzugehen, da das Endothel, welches die Gefallwand auskleidet, Gber
anti-adhasive Eigenschaften verfligt. Als Gatekeeper zwischen Blut und Gewebe
verhindert das Gefal3endothel die Gerinnselbildung und erhélt somit den Blutfluss
aufrecht (van Hinsbergh, 2012). Kommt es jedoch zu einer Verletzung des
GefalRendothels, werden subendotheliale Strukturen freigelegt, die mit den zellularen
und plasmatischen Elementen des Hamostasesystems im Blut wechselwirken.

Von entscheidender Bedeutung ist hierbei der Von-Willebrand-Faktor (VWVF). Dieses
multimere Glykoprotein bindet an bei einer Verletzung freigelegtes subendotheliales
Kollagen. Der Von-Willebrand-Faktor liegt im Plasma in glomerularer Form vor, entfaltet
sich jedoch nach Bindung an Kollagen unter dem Einfluss der Scherkrafte des

flieRenden Blutes (Ruggerie, 2007). Durch diese Strukturanderung ist eine Bindung von
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Thrombozyten an den Von-Willebrand-Faktor Uber den Glykoprotein (GP)-1b-IX-V-
Komplex der Thrombozytenoberflache méglich. Die Bindung von Thrombozyten an
Kollagen wird tUber weitere Glykoproteine wie die Kollagenrezeptoren GP VI und GP la-
lla sowie den Fibrinogenrezeptor GP llb/llla vermittelt (Ruggerie et al., 2007). Nach
diesem als Thrombozytenadh&sion bezeichneten Vorgang veréandern die Thrombozyten
ihre Form. Wahrend sie in der Zirkulation in einer inaktiven Ruheform vorliegen, kommt
es nun zur Thrombozytenaktivierung, bei der sich diese morphologisch verandern und
Pseudopodien ausbilden (Li et al., 2010).

An diesem Prozess sind neben der Anheftung an Adhé&sionsproteine auch Thrombo-
zytenagonisten beteiligt, die bereits im Plasma vorliegen oder aus verschiedenen
Speichern in den Thrombozyten freigesetzt werden (Ren et al., 2008). Nach Aktivierung
sind die Thrombozyten dazu in der Lage, sich untereinander zu vernetzen und durch
Verbindung mit weiteren Thrombozyten ein wachsendes Gerinnsel auszubilden. Diesen
letzten Schritt der thrombozytaren Hamostase bezeichnet man als Thrombozyten-

aggregation (Ruggerie et al., 2007).

1.2.2 Sekundare Hamostase

Im Zentrum der sekundéaren oder plasmatischen Hamostase stehen die Gerinnungs-
faktoren, die nach der Reihenfolge ihrer Entdeckung mit romischen Zahlen nummeriert
sind. Viele dieser Gerinnungsfaktoren sind Enzyme aus der Familie der Serinproteasen
und zirkulieren im Blut als Vorlauferenzyme (Zymogene). Durch Spaltung der Zymogene
kommt es zu einer kaskadenartigen Reaktion, an deren Ende die Abspaltung von Fibrin
aus dem loslichen Plasmaprotein Firbinogen durch Thrombin steht (Abb. 2). Man
unterscheidet die als friher intrinsisch und extrinsisch bezeichneten Wege der
Gerinnungseinleitung, die unabhangig voneinander aktivierbar, jedoch eng miteinander

verknUpft sind und sich gegenseitig amplifizieren konnen.
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Abb. 2: Ubersicht tber den intrinsischen und extrinsischen Aktivierungsweg der
sekundéaren Hamostase (Joe D, 2007)

Bei einer Verletzung der GefaBwand kommt Blut mit subendothelial gelegenem
Thromboplastin (auch Tissue Factor (TF) oder FlII) in Kontakt (friher als extrinsischer
Weg bezeichnet). Dieses Membranprotein wird beispielsweise in der vaskularen
Adventitia exprimiert, kommt aber auch in zirkulierenden Blutzellen vor und bendtigt eine
spezifische Signalkette, um die intravaskulare Expression zu férdern. Wird gentigend TF
aus seinem ,Ruhezustand” geweckt, kommt es zur Gerinnung, anderenfalls wird die
Gerinnselbildung durch die synergistischen Aktivitaten des TF pathway inhibitor (TFPI),
Antithrombin und Protein C gestoppt (Butenas et al., 2009).

TF bildet einen Komplex mit FVII, welcher in seine aktive Form tberfuhrt wird (FVIla/TF
Komplex). Dieser Komplex wiederum aktiviert kleine Mengen an Faktor 1X und X. Faktor
Xa verbindet sich auf TF tragenden Zellen mit FVa zum Prothrombinasekomplex
(Monroe et al., 1996). Dabei kann der FVa verschiedene Urspringe haben: aktivierte
Thrombozyten schutten teilweise aktivierten FV aus ihren a-Granula aus (Briede et al.,
2001). Weiterhin kann FV auch von FXa oder nicht gerinnungsaktiven Proteasen
aktiviert werden (Allen et al., 1995; Monkovic et al., 1990).
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Faktor Xa befindet sich an der Zelloberflache und ist dort von der Inaktivierung durch
Plasmaproteaseinhibitoren relativ geschitzt. Lést sich FXa von der Zelloberflache, wird
er sofort von TFPI oder Antithrombin (AT) inhibiert, was diesen Faktor effektiv auf die
Oberflache, an der er gebildet wurde, beschrankt. FIX hingegen kann sich von TF-
tragenden Zellen zu nahegelegenen Thrombozyten oder anderen Zelloberflachen
bewegen, da er nicht von TFPI und viel langsamer von AT inhibiert wird als FXa
(Monroe et al.,, 2006). Bei der Aktivierung von FVII werden kleine Mengen Thrombin
(Flla) gebildet, das wiederum Thrombozyten aktiviert. Obwohl diese schon an den Ort
der Verletzung gebunden und teilweise aktiviert sind, fuhrt Thrombin zu einer héheren
prokoagulativen Aktivitat als die Adhasion allein (Lane et al., 2006). AuRerdem werden
durch diese kleine Mengen Thrombin auch die Cofaktoren V und VIII auf der
Thrombozytenoberflache in ihren aktiven Zustand tberfuhrt (Schmaier, 1994; Schmaier,
2008).

Der von dem FVIla/TF- Komplex gebildete FIXa bindet an der Thrombozytenoberflache
an FVllla. Zuséatzlich wird FIXa von dem thrombozytengebundenen FXla geliefert. Da
sich FXa nicht aktiv von der TF-tragenden Zelle zum Thrombozyt bewegen kann, muss
er direkt an der Thrombozytenoberflache durch den FIXa/Villa-Komplex gebildet
werden. Letztendlich verbindet sich FXa mit FVa an der Thrombozytenoberflache und
fuhrt zu einer so starken Thrombingeneration, dass diese ausreichend ist, um Fibrin
(Fla) zu koagulieren (Monroe et al., 2006). Firbinogen wird in Fibrin umgewandelt, wobei
zwei Fibrinopeptide (FP) abgespalten werden: FPA und FPB. Die Abspaltung von FPA
erfolgt zuerst, wodurch ein Firbinmonomer (Fibrin I) gebildet wird, welches spontan
polymerisiert und Protofibrillen bildet. Durch die Abspaltung von FPB wird Fibrin II
generiert, welches Quervernetzungen eingeht (Lane et al., 2005).

Die sogenannte Kontaktaktivierung (friher intrinsicher Weg) beschreibt die Eigenschaft
des FXII, sich bei Exposition an negativ geladene Oberflachen wie Glas,
Gelenkknorpel, Haut, Fettsauren, oder Heparine (Schmaier, 1994) einer Autoaktivierung
und Formveranderung zu Faktor Xlla zu unterziehen. Ein Teil des gebildeten FXlla
(Hageman-Faktor) ist nun in der Lage Kallikrein zu spalten, wodurch im Rahmen einer
Amplifikation mehr FXII aktiviert und Bradikinin gebildet wird (Schmaier, 2008). Ein
anderer Teil des FXlla fuhrt zu einer Umwandlung von FXI zu FXla, welcher Teil einer

thrombingenerierenden Feedbackschleife ist, die Uber FIX-Aktivierung die Verstarkung
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der Koagulation fordert (Naito et al., 1991, Gailani et al., 1991, von dem Borne et al,
1995). Wie schon oben beschrieben, kommt es durch eine Komplexbildung aus FlXa
und dem durch Thrombin aktivierten FVllla zur Spaltung von FX. Weitere wichtige
Bestandteile dieses sogenannten intrinsischen Tenasekomplexes sind neben FVllla und
FIXa Calciumionen und Phospholipide der Thrombozytenmembran.

Zu erwdhnen sei noch die Transglutaminase FXIIl, welche durch Thrombin gespalten
wird und die Bildung kovalenter Bindungen der Fibrinpolymere katalysiert, was
wesentlich zur Stabilitat des Gerinnsels beitragt (Lord, 2011).

1.2.3 Fibrinolyse

Die Fibrinolyse ist ein wichtiger, korpereigener Mechanismus zur Auflésung eines
Blutgerinnsels. Sie kommt bei der Begrenzung der Gerinnselbildung, sowie bei der
Rekanalisation eines durch einen Thrombus verschlossenen BlutgefalRes zum Tragen.
Das Plasminogenaktivator (PA)-System kontrolliert die Bildung und Aktivitat von Plasmin
und spielt somit eine wichtige Rolle in der Hamostase, Thrombose und weiteren
biologischen Prozessen. Die zentrale Reaktion des PA-Systems ist die von
Plasminogenaktivatoren vermittelte Umwandlung von Plasminogen zu Plasmin. Plasmin
baut als Serinprotease Fibrin in seine Firbrinspaltprodukte ab (Fay et al., 2007), sodass
sogenannte D-Dimere entstehen. Plasmin hat jedoch neben Fibrin auch noch einige
andere Substrate wie Gerinnungsfaktoren, Zellrezeptoren, Metalloproteinasen und
Strukturkomponenten der extrazellularen Matrix (Cesarman-Maus et al., 2005;
Myohanen et al., 2004). Somit spielt die Plasminogenaktivierung neben der Gerinnung
auch in anderen biologischen Prozessen eine Schlisselrolle, besonders in Prozessen,
die Zelladh&sion und —migration beinhalten (Miles et al., 2005; Plow et al., 1999).
Plasminogen wird hauptsachlich in der Leber gebildet und verweilt primar im Plasma.
Der gewebsspezifische Plasminogenaktivator (tissue-type PA, t-PA) und der Urokinase-
Typ Plasminogenaktivator (urinary-type PA, u-PA) sind die beiden wichtigsten PAs. Sie
aktivieren Plasminogen indem sie eine bestimmte Arg-Val Peptidbindung in der
Proteasedomane spalten (Fay et al., 2007). Dabei ist die Aktivierung Gber t-PA von der
Anwesenheit bestimmter Cofaktoren wie Fibrin abhangig, welche bei der Bindung die

Konformation des Plasminogens verandern (Koley et al., 2003). Die Bildung des
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Plasminogens wird von PA-Inhibitoren, welche die t-PA und u-PA hemmen, streng
Uberwacht. Insbesondere der PA-Inhibitor-1 (PAI-1) spielt dabei eine wichtige Rolle
(Fay, 2004). a,-Antiplasmin inhibiert Plasmin dagegen direkt.

Fur die Losung des Gerinnsels muss sich Plasminogen an die Thrombusoberflache
binden. Die Bindung entsteht dabei zu Lysinresten des Fibrins Uber die
Lysinbindungsstellen in den Kringledomanen des Plasminogens (Cesarman-Maus,
2005). Wahrend Plasmin durch Hydrolyse von Peptidbindungen Fibrin spaltet, werden
C-terminale Lysinreste geschaffen, an die Plasminogen mit héherer Affinitat als an
interne Lysinreste bindet. Durch die Férderung der Plasminogenbindung an den sich
auflésenden Thrombus wird die Fibrinolyse weiter beschleunigt (Fay et al., 2007).
Wahrend der Gerinnselbildung wird auch der Thrombinaktivierbare Fibrinolyseinhibitor
(TAFI) gebildet. Er ist eine als Zymogen im Plasma zirkulierende basische
Carboxypeptidase, die proteolytisch von Thrombin aktiviert wird und C-terminale
Lysinreste von Firbin abspaltet (Wang et al., 1998). Somit hemmt aktivierter TAFI die
Fibrinolyse durch Inhibition der Plasminogenbindung an teilweise abgebautes Fibrin und
stellt einen wichtigen Faktor im Gleichgewicht zwischen Gerinnung und Fibrinolyse dar
(Nesheim et al., 1997).

1.3 Regulationsmechanismen und Stérungen der Hamostase

1.3.1 Physiologische Regulationsmechanismen der Hamostase

Als biologische Prozesse, die einen angemessen Blutfluss aufrechterhalten, sind
Hamostase und Fibrinolyse das Ergebnis einer komplexen Serie kaskadenartiger
enzymatischer Reaktionen. Die in diesen Prozess involvierten Serinproteasen werden
durch Feedbackschleifen, lokale Cofaktoren und Serinproteaseinhibitoren (Serpine)
reguliert (Rau et al., 2007).

Serpine sind eine Superfamilie von Proteinen, die in 16 Stdmme (A-P) eingeteilt werden.
Der systematische Name jedes Serpins ist SERPINXy, wobei X fir den Stamm und y fur

die Nummer innerhalb des Stammes steht (Law et al., 2006)
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Die Gerinnung wird in erster Linie von dem Serpin Antithrombin (AT, SERPINC1), dem
tissue factor pathway inhibitor (TFPI) und dem Protein C (PC) System geregelt.

1.3.2 TFPI-System

Der grundsatzliche Inhibitor der TF-initiierten Gerinnung ist der tissue factor pathway
inhibitor (TFPI), welcher FXa-abhéngig an den TF/FVila-Komplex bindet (Bajaj et al.,
2001).

TFPI wird hauptsachlich im Endothel synthetisiert, ist ein 42-kDa schwerer Kunitz-Typ
Protease-Inhibitor bestehend aus einem negativ geladenen N-Terminus, drei
aufeinanderfolgenden Kunitz-Doméanen und einem positiv geladenen C-terminalen Ende
(Wun et al., 1988). Die erste Kunitz-Domane bindet und inhibiert FVlla, die zweite FXa
und das C-terminale Ende bindet Heparin-ahnliche Strukturen an GefaRwanden (Girard
et al., 1989). Kunitz-3 beinhaltet eine Heparinbindungsstelle, deren Funktion noch
unbekannt ist. In vielen verkirzten Formen ist diese Stelle jedoch an einer
Disulfidbindung zwischen TFPI und low-density Lipoproteinen (LDL) beteiligt (Broze et
al., 1994).

Da der TFPI in einen initialen Gerinnungsschritt eingreift, verhindert er, dass schon ein
kleiner gerinnungsférdernder Schritt zu einer unkontrollierten Thrombingenerierung
fuhrt. Das heil3t jedoch auch, dass ein Schwellenwert tGberschritten werden muss, bevor
die TF/FVlla induzierte Gerinnung Uberhaupt weiter ablaufen kann. Diese
Schwellenwertiberschreitung kann beispielsweise eine FXa Produktion sein, die das
inhibitorische Potential von TFPI Ubersteigt (Crawley et al., 2008).

In der Anfangsphase der Gerinnung werden nur kleine Mengen an FXa gebildet, welche
die limitierte Thrombingenerierung erleichtern. Diese Anfangsphase wird stark durch den
Einfluss von TFPI gehemmt. Danach wird der Effekt der positiven Feedbackschleife der
Thrombingenerierung deutlich, die einen alternativen TF-unabhangigen Weg fir die
weitere Aktivierung von Prothrombin liefert (Mann et al., 2003).

Von Endothelzellen sekretierter TFEPI zirkuliert im Plasma mit einer Konzentration von
=2.5 nmol/L, wobei dieser Wert aufgrund des nattrlichen zirkadianen Rhythmus zeitlich
schwanken kann. Nach Heparingabe kann sich der Plasmaspiegel auf das 1,5 bis 3-

fache erhohen. Die Mehrzahl des im Plasma vorhandenen TFPI zirkuliert in einem an
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LDL gebundenen Zustand und weist deswegen ein deutlich reduziertes inhibitorisches
Potential gegenuiber FXa und TF/FVlla-Komplexen auf. Nur ca. 10% des Plasma TFPI
zirkulieren frei in der vollen Lange von 43-kDa, die anderen Formen des TFPI haben
abweichende molekulare Massen, entweder aufgrund eines Abbruchs am Carboxy-
Ende oder aufgrund der Disulphidbindung an LDL. Die verkirzten Formen weisen dabei
auch meist eine verminderte inhibitorische Aktivitat auf (Crawley et al., 2008). Protein S
(PS) wirkt als Cofaktor des TFPI und steigert die Hemmung von FXa durch TFPI um
etwa das 10-fache (Hackeng et al., 2009).

Diese gerinnungshemmende Eigenschaft des Protein S wird besonders bei niedrigen
TF-Konzentrationen um 1 pmol/L beobachtet, was vermuten lasst, dass es regulierend
in die Anfangsphase der Gerinnselbildung eingreift und kontinuierlichen
Gerinnungsprozessen entgegenwirkt (Seré et al., 2004). Weiterhin setzt Protein S die
halbomaximale inhibitorische Konzentration (K von TFPI fiur die FXa/TFPI-
Komplexbildung von 4,5 auf 0,5 nmol/L herunter, wodurch sie in den Bereich der
Plasmakonzentration des TFPI in seiner vollen Lange gebracht wird (Hackeng et al.,
2006).

Die C-terminal verkirzte TFPI-Form, die nur einen schwachen FXa-Inhibitor darstellt,
wird nicht von Protein S stimuliert. Diese Tatsache lasst darauf schliel3en, dass die
Interaktion zwischen Protein S und TFPI durch Kunitz-3 und das C-terminale Ende

vermittelt wird (Hackeng et al., 2009).

1.3.3 Antithrombin-Heparin-System

Das Serpin Antithrombin (AT) reguliert die Serinproteinasen der Gerinnungskaskade.
Dabei nimmt es eine Schlusselrolle ein, indem es die Aktivierung koagulationsférdernder
Proteinasen aul3erhalb einer Gefal3verletzung hemmt. Die Funktion des Antithrombins
wird wiederum von seinen Cofaktoren Heparin und Heparansulfat reguliert.

Antithrombin inhibiert die Zielproteinasen sowohl tiber eine Substraterkennungssequenz
innerhalb des aktiven Zentrums als auch Uber Exosite-Erkennungsdeterminanten
auBerhalb des aktiven Zentrums. Uber diese Exosite-Erkennungsdeterminanten wird die

Proteinase dazu gefihrt, einen Michaelis-ahnlichen Komplex zu bilden.
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In den im Blut befindlichen Konzentrationen hemmt AT die Gerinnungsproteinasen sehr
langsam, da es in einem unterdrickten reaktiven Zustand vorkommt. Heparin oder
Glycosaminoglycane vom Heparansulfat-Typ wandeln AT in einen schnelleren
Hemmstoff um, indem sie diese Unterdrickung aufheben (Olson et al., 2010).
Heparansulfatmolekille, die sich an der Oberflaiche der Endothelzellen befinden,
aktivieren zirkulierendes AT und sind somit fir einen normalen nicht-thrombogenen
Blutfluss verantwortlich (De Agostini et al.,, 1990; Macrum et al. 1986). Da ein
Gerinnungsprozess an den Ort der Gefal3verletzung gebunden sein soll, wird zusatzlich
Heparin von extravaskularen Mastzellen ausgeschuttet, was eine schnelle Inaktivierung
der Gerinnselbildung aullerhalb der GefalRverletzung erlaubt und die
Thrombusausbreitung verhindert (Olson et al., 2010).

Heparin und Heparansulfat aktivieren AT allosterisch, indem sie es durch ein
sequenzspezifisches Pentasaccharid binden und eine Konformationsanderung
herbeifiihren (Petitou et al.,, 2003; Olson et al.,, 2002). Es kommt zu einer erhéhten

Reaktion mit Faktor Xa, IXa und Thrombin, die somit inaktiviert werden.

1.3.4 Protein C/S System

1.3.4.1 Aktivierung von Protein C

Protein C (PC) ist ein in der Leber synthetisiertes, Vitamin K-abhangiges Glykoprotein,
das als zweikettige biologisch inaktive Form im Plasma zirkuliert (Stenflo et al., 1982).
Es wird durch Thrombin-vermittelte Spaltung am N-Terminus in seine aktive Form
aktiviertes Protein C (APC) uberfuhrt. Eine effektive Aktivierung erfordert dabei das
Transmembran-Glykoprotein Thrombomodulin (TM) als Cofaktor fur Thrombin, welcher
die Aktivierung Gber 1000fach verstarkt (Esmon et al., 1982).

Thrombomodulin (TM) ist ein von vaskularen Endothelzellen synthetisiertes und an der
Zelloberflche exprimiertes Glykoprotein. An TM gebunden &ndert sich die
Substratspezifitat des Thrombins: Seine Fahigkeiten Fibrin zu spalten, Cofaktoren zu
aktivieren und die Thrmobozytenaktivierung einzuleiten sind bei einer Bindung an TM
herabgesetzt (Van de Wouwer et al., 2004). Die PC Aktivierung durch den Thrombin-
TM-Komplex wird noch einmal um das 20-fache verstarkt, wenn PC an den



20

endothelialen Protein C Rezeptor (EPCR) gebunden ist (Stearns-Kurosawa et al., 1996).
Der Plattchenfaktor 4 (PF4) kann die PC Aktivierung zusatzlich beschleunigen, indem er
eine Konformationsénderung im PC bewirkt und somit seine Affinitat zum Thrombin-TM-
Komplex erhdht (Slungaard et al., 2003).

Thrombomodulin, APC und EPCR haben dabei nicht nur gerinnungshemmende
Eigenschaften, sondern spielen auch in Entziindungsprozessen, Fibrinolyse und

Zellproliferation eine Rolle (Van de Wouwer et al., 2004).

1.3.4.2 Wirkung von APC

APC unterdrickt als naturlicher Gerinnungshemmer die weitere Thrombingenerierung,
indem es die Gerinnungscofaktoren Va und Vllla proteolytisch spaltet, wobei dieser
Vorgang durch seinen Cofaktor Protein S (PS) beschleunigt wird. Weiterhin steigert APC
durch die Neutralisierung von PAI-1 die fibrinolytische Aktivitat (Van de Wouwer et al.,
2004). Durch seine zytoprotektive Aktivitat wird aulRerdem die Exposition
gerinnungsfoérdernder zellularer Membranoberflachen auf Zellen eingeschrankt.

Neben dieser gerinnungshemmenden Eigenschaft verhindert APC die Apoptose,
schwacht Entzindungen ab, erhéht die Barrierenfunktion des Endothels und reguliert
einige Gene, die eine Rolle in der Krankheitsprogression spielen, herunter. Die meisten
dieser Funktionen laufen tber eine proteolytischen Spaltung des Protease aktivierenden
Rezeptors 1 (PAR1) nach Bindung an den EPCR ab, zusatzlich unterstitzt CD11b die
APC Signalubertragung (Esmon, 2012).

Die antiinflammatorischen Eigenschaften des APC lassen sich mit verschiedenen
Mechanismen erklaren. Zum einen kommt es durch seine Interaktion mit den Faktoren
Va und Vllla zu einer Herunterregulierung der Thrombingeneration. Somit greift APC in
thrombininduzierte proinflammatorische Geschehen ein, welche die Thrombozyten-
aktivierung, zytokininduzierte Chemotaxis der Monozyten und Neutrophilen und die
Hochregulation der leukozytaren Adhéasionsmolekile beinhalten (Bizios et al., 1986;
Drake et al., 1992). Zuséatzlich schwacht APC Entzindungen direkt ab, indem es die
Monozyten/Makrophagen Expression von TF und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), die
Nf-kB Translokation, Zytokinsignalibertragung, TNF-a induzierte Hochregulation zell-

oberflachlicher leukozytarer Adhasionsmolekile und die Leukozyten-Endothelzell-Inter-
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aktionen hemmt (Grey et al., 1994; Grinnell et al., 1994; Joyce et al., 2001; Murakami et
al., 1996; Murakami et al., 1997).

Viele dieser Effekte werden durch die Aktivierung von PAR1 vermittelt (Riewald et al.,
2002; Riewald et al., 2003; Sturnet al., 2003). Die APC induzierte PAR1 Aktivierung fuhrt
zu einer anderen zellularen Signalkette als die PAR1 Aktivierung durch Thrombin,
obwohl in beiden Fallen die gleiche Stelle am Rezeptor gespalten wird (Riewald et al.,
2005). Eine maogliche Erklarung hierfir ist, dass die Bindung von PC an den EPCR zu
einer Migration des Rezeptors aus den Lipid Rafts heraus fuhrt und zu diesem Zeitpunkt
mit einem PARL1 interagiert, das an ein anderes G-Protein gebunden ist, was in einer
anderen Signalkette resultiert (Bae et al.,, 2007 (a); Bae et al., 2007 (b); Bae et al.,
2008).

Weiterhin schitzt APC das Gefal3system, indem es die p53 vermittelte Apoptose in

ischamischen zerebralen GefalRen hemmt (Mosnier et al., 2003).

1.3.4.3 Protein S als Cofaktor von Protein C

Protein S (PS) ist ein Vitamin K-abhangiges Plasma Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht von ungefahr 70 kDa (DiScipio et al., 1979; Lundwall et al., 1986). Es
wird hauptsachlich von Hepatozyten synthetisiert, allerdings auch von Megakaryozyten,
Endothelzellen, Leidigzellen des Hodens, Osteoblasten und vaskularen glatten
Muskelzellen (Dahlback, 1991). Es zirkuliert mit einer Konzentration von etwa 25 mg/L
im Plasma, wobei nur 40 % frei vorliegen und 60 % in Komplexen mit dem C4-
bindenden Protein (C4BP). In dieser Komplexform verliert PS seine Funktion als
Cofaktor von APC fur die Degradierung der Gerinnungsfaktoren Va und Vllla. In seiner
freien Form dagegen unterstitzt es den proteolytischen Abbau der Faktoren und spielt
somit eine wichtige Rolle in der Regulierung der Thrombingeneration (Rezende et al.,
2004).

Die hohe Affinitat zwischen PS und negativ geladenen Phospholipidoberflachen ist fir
die APC-abhéangige Funktion besonders wichtig. Sie wird durch die Calcium-induzierte
Faltung der Amino-terminalen Gla-Doméane gewahrleistet (Furie et al., 1999; Stenflo et
al., 1999).

In der flissigen Phase konnten bislang noch keine direkten Interaktionen zwischen APC

und PS nachgewiesen werden, wohingegen sie auf negativ geladenen Lipidoberflachen
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einen 1:1 stéchiometrischen Komplex bilden kénnen (Walker, 1984). Die Bildung dieses
Komplexes erhoht die Membranaffinitat von APC und ist somit einer der Mechanismen,
durch die PS die Aktivitat von APC verbessert (Walker, 1980).

Zusétzlich besitzt PS APC-unabhangige gerinnungshemmende Eigenschaften, indem es
sowohl den Prothrombinase- als auch den Tenasekomplex direkt hemmt. Dabei liegt der
Mechanismus vermutlich in der kompetitiven Natur um das Protein (Hackeng et al.,
1994; Heeb et al.,, 1993; Heeb et al.,, 1994; Koppelman et al.,, 1995) und/oder um
Phopholipidbindungsstellen (van Wijnen et al.,, 1996), sowie in der Umkehr der
protektiven Eigenschatt, die FXa bei FVa-Inaktivierung aufweist (Solymoss et al., 1988).
Weiterhin beschleunigt PS die APC-vermittelte Neutralisation von PAI-1, wodurch die
Thrombuslyse gesteigert wird (de Fouw et al., 1986) und verbessert die Eigenschaften
des TFPI (Hackeng et al., 2006; Ndonwi et al., 2008).

1.3.4.4 Inhibition und Regulation von APC

Die proteolytische Aktivitat von APC im Plasma wird vor allem von den Serpinen Protein
C Inhibitor (PCI), Plasminogenaktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) und ai-Proteinase-Inhibitor
(a1-Pl) reguliert (Heeb et al., 1988; Pratt et al., 1993; Sakata et al., 1986). Auch der
nicht-Serpin Inhibitor az-Makroglobulin tragt zur Regulation der APC-Aktivitat bei (Heeb
et al., 1991). APC reagiert mit allen diesen Inhibitoren jedoch sehr langsam, was ihm
eine lange Halbwertszeit (HWZ) von 20-25min gewahrt (Heeb et al., 1988; Heeb et al.,
1991). Die Cofaktoren Heparin und Vitronektin beschleunigen jedoch die Reaktion von
APC mit PCI und PAI-1 (Pratt et al., 1993; Rezaie, 2001).

Ein weiterer Regulationsmechanismus ist die EPCR-vermittelte Endozytose, welche die
Transzytose der Protease und seine Entfernung aus der Zirkulation erleichtert (lakhiaev
et al., 2007; Nayak et al., 2009).

Hochmolekulare Heparine kdnnen die Inhibitionsgeschwindigkeit von APC durch PCI in
Anwesenheit von physiologischen Ca** Konzentrationen um das Dreifache erhdhen
(Rezaie, 2003), was zu einer negativen Bilanz in der Therapie mit Heparinen bei
schwerer Sepsis fihren kann. Die heparinvermittelte Beschleunigung der APC-Inhibition
durch PCI bendtigt dieselbe basische Exosite, die auch entscheidend fir die PC-
Aktivierung durch den Thrombin-TM-Komplex und die gerinnungshemmende

Eigenschaft des Protease ist (Rezaie, 2003).
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1.3.5 Regulation der Fibrinolyse

Sowohl t-PA als auch u-PA werden von spezifischen Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren
(PAIs) reguliert. Die wichtigsten PAIls sind PAI Typ 1 (PAI-1), urspringlich bekannt als
Endothelzell-PAI (Loskutoff et al., 1983), PAI Typ 2 (PAI-2), auch bekannt als der
plazentale PAI-Typ (Kruithof et al., 1986; Kruithof et al., 1995) und PAI Typ 3 (PAI-3),
der identisch zu PCl ist (Espana et al., 1989; Heeb et al., 1987).

Unter den inhibitorischen Faktoren ist PAI-1 der wichtigste Inhibitor der Fibrinolyse. Er
ist ein einkettiges 48 kDa schweres Serpin und wird von Endothelzellen,
Megakaryozyten, glatten Muskelzellen, Monozyten/Makrophagen, Fibroblasten,
Adipozyten, dem Endometrium, Peritoneum, Hepatozyten, Mesothelzellen und kardialen
Myozyten synthetisiert (Loskutoff et al., 1983; Zorio et al., 2008). Einmal synthetisiert
wird PAI-1 hauptsachlich in Thrombozyten gelagert, kann jedoch auch in den Blutfluss
sekretiert oder in der subendothelialen Matrix deponiert werden (Cesari et al., 2010).
Wird es in den Blutstrom entlassen, kann es in aktiver Form vorkommen oder in einem
haufiger vorkommenden Komplex mit t-PA oder Vitronektin, ein relativ thermostabiles
Glykoprotein, welches PAI-1 stabilisiert und in seine aktive Form uberfihren kann
(Kohler et al., 2000; Loskutoff et al., 1998).

ax-Antiplasmin (a-AP) ist mit einer Konzentration von ungefahr 70 pg-mL™ (1 uM) im
Plasma vorhanden und ist der wichtigste physiologische Inhibitor von Plasmin, welches
in einer Konzentration von 2 pM vorliegt (Wiman et al., 1977). Es formt einen Serpin-
Enzym-Komplex mit Plasmin, wird jedoch von der Anwesenheit N- und C-terminaler
Erweiterungen aktiviert, welche einzigartig in der Serpinfamilie sind. Dabei ist die

Verbindungsrate mit 2 x 10" mol™.s™

sehr hoch, vergleichbar mit der
Assoziationsgeschwindigkeit von Antithrombin und Thrombin in Anwesenheit von

unfraktioniertem Heparin (Coughlin, 2005).

1.4 Gerinnungsstérungen
Die physiologischen Vorgadnge der Hamostase nach einer Verletzung kdnnen in jeder
Phase gestort sein, so dass es zu einer Blutungs- oder Thromboseneigung mit einer

Vielzahl moglicher zugrunde liegender Stérungen kommen kann. Im Nachfolgenden



24

werden hiervon der Antithrombinmangel, der Protein C/S Mangel, die FV-Leiden-
Mutation und sekundare Gerinnungsstérungen im Rahmen einer Sepsis naher

beschrieben.

1.4.1 Antithrombin-Mangel

Der heterozygote Typ 1 AT-Mangel ist mit 1:2000 Fallen relativ selten in der
Gesamtbevdlkerung und mit einem 10-fach erhdhten Thromboserisiko verbunden. Nur
1%-2% der Thrombosepatienten weisen diesen Mangel auf (Dahlback, 2008). Es
wurden eine Vielzahl von Mutationen (Missense, Nonsense, Deletionen) im AT-Gen
beschrieben, die entweder zu funktionellen Defekten oder niedrigen Plasmaspiegeln
fuhrten (van Boven et al., 1997; Rau et al., 2007). Ein Typ 1 homozygoter AT-Mangel
wurde bisher nicht beschrieben, was vermuten lasst, dass ein kompletter AT-Mangel
nicht mit dem Leben vereinbar ist. Diese Theorie wird von dem letalen Phéanotyp, der bei

Knockout M&ausen beobachtet werden konnte, unterstitzt (Ishiguro et al., 2000).

1.4.2 Protein C-Mangel

Ein homozygoter Protein C Mangel fuhrt aufgrund erheblicher intravaskularer
Thrombosierung der Mikrozirkulation zu schweren Fallen neonataler Purpura Fulminans
(Branson et al., 1983). Die Vielzahl der Protein C Mangelerkrankungen kann dabei
grundsatzlich in zwei Klassen eingeteilt werden (Typ | und Typ Il). Der Typ | umfasst
Falle mit verminderter Protein C Konzentration, wahrend bei dem Typ Il normale
Proteinkonzentrationen vorliegen, die jedoch eine geringe Protein C Aktivitat aufweisen
(Dahlback, 2008). Unter den Thrombosepatienten kommt der Protein C Mangel etwas
haufiger vor als der AT-Mangel, jedoch immer noch bei weniger als 5 % der Patienten
(Heijboer et al., 1990; Gladson et al., 1988; Malm et al., 1992; Miletich 1990). Allerdings
fuhrt dieser Mangel alleine nicht zu einem schweren Thromboserisiko. Obwohl er mit
1:250 sogar relativ haufig bei Blutspendern vorkommt, fuhrt er bei ihnen und
Familienangehérigen mit einem ebenfalls vorhandenen Protein C-Mangel nicht zu einem
erhohten Risiko (Miletich et al., 1987). Diese Entdeckung lie3 darauf schlie3en, dass der
Protein C-Mangel alleine ein eher milder Risikofaktor ist und Familien, welche ein
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erhohtes Thromboserisiko und einen Protein C-Mangel aufwiesen noch einen anderen

genetischen Faktor in sich tragen missen, der das Risiko erhdht (Miletich et al., 1993).

1.4.3 Protein S-Mangel

Der Protein S-Mangel kann in drei Typen unterteilt werden. Wenn sowohl das freie, als
auch das gesamt Protein S erniedrigt sind, spricht man von einem Typ I-Mangel. Bei
Typ Il handelt es sich um einen funktionellen Mangel, welcher in nur wenigen Fallen
beschrieben wurde. Bei einem Typ lll-Mangel ist nur das freie Protein S erniedrigt,
wahrend das C4BP-gebundene und gesamte Protein S normal ist (Dahlbéck, 2008). Die
Unterscheidung zwischen Typ | und Typ Ill war fur viele Jahre schwierig, da einige
Familien beide Mangelformen aufwiesen, welche mit derselben Genmutation assoziiert
waren. Dies lasst vermuten, dass die beiden Typen phanotypische Varianten desselben
Protein S-Defektes sind (Zoller et al., 1995). Die molekulare Erklarung hierfir liefert die
Analyse der Plasmakonzentrationen von Protein S und der C4BP-enthaltenden B-Kette
(C4BPB"). Unter normalen Bedingungen (bersteigt die Protein S-Konzentration die der
C4BPB* um 30 % bis 40 %. Die beiden Proteine binden mit einer sehr hohen Affinitat
aneinander, mit dem Ergebnis, dass das freie Protein S der molare Uberschuss von
Protein S ber C4BPB" ist (Dahlb&ack, 2008). Die milde Form des Protein S-Mangels
zeichnet sich folglich durch einen selektiven Mangel des freien Protein S aus, wahrend
schwerere Falle zusatzlich verminderte Protein S-Komplexe und somit verminderte
Level des gesamten Protein S aufweisen (Simmonds et al.,, 1997; Simmonds et al.,
1998; Zoller et al., 1995).

1.4.4 APC-Resistenz/FV-Leiden

In Studien, die in den 80er Jahren bei Thrombosepatienten durchgefihrt wurden,
konnten AT-, Protein C- und Protein S-Mangelerscheinungen bei weniger als 10% der
Patienten identifiziert werden, obwohl es in bis zu 40 % der Falle eine positive
Familienanamnese gab (Heijboer et al., 1990; Gladson et al., 1988; Malm et al., 1992).
Dies deutete darauf hin, dass noch andere Risikofaktoren beteiligt sein missen. 1993

gelang mit der Entdeckung der APC-Resistenz diesbeziglich ein Durchbruch (Dahlback
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et al., 1993). Eine Schliusselentdeckung dabei war, dass die Zugabe von APC zu
Patientenplasma in entsprechenden Gerinnungstesten nicht zu der erwarteten
Verlangerung der Gerinnungszeit fuhrte, was zu dem Begriff APC-Resistenz als
phanotypische Beschreibung dieses Zustandes fiihrte (Dahlback, 2008). Nachfolgende
Studien zeigten, dass die APC-Resistenz sowohl in der Familie des Patienten als auch
in anderen untersuchten thromboseanféalligen Familien ererbt war (Dahlback et al.,
1993). In weiteren Studien wurde die APC-Resistenz bei 20 %-60 % der
Thrombosepatienten gefunden und zeigte sich auch unter der gesunden Kontrollgruppe
mit 5 %-10 % als relativ haufig (Griffin et al., 1993; Koster et al., 1993; Svensson et al.,
1994). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der zugrunde liegende Mechanismus der
APC-Resistenz bei allen Individuen mit dieser Resistenz identisch war (Svensson et al.,
1994). Die Resistenz konnte durch Zugabe von FV Uberspielt werden, was zu der
Vermutung flihrte, dass sie durch eine Punktmutation im FV-Gen hervorgerufen wird
(Dahlback et al., 1994). Diese Mutation an Arg506 wird als FV-Leiden bezeichnet, da
Bertina et al. aus der niederlandischen Stadt Leiden die ersten waren, die diese
Mutation beschrieben (Bertina et al., 1994). Die Veranderung fuhrt dabei nicht nur zu
einem gestdrten Abbau von FVa, sondern auch von FVllla, da FV nach initialer
Spaltung an Arg506 durch APC ebenfalls eine Rolle als Cofaktor wahrend der APC-
abhangigen Inaktivierung von FVllla zukommt (Shen et al., 1994; Thorelli et al., 1999;
Varadi et al., 1995; Varadi et al., 1996).

Die Pravalenz des FV-Leidens zeigt starke Schwankungen in verschiedenen
Populationen, die von 0 % bis zu 15 % in der gesunden Bevdlkerung reichen (Rees et
al., 1995; Segers et al, 2007). Dabei weisen alle Individuen mit FV-Leiden denselben
genetischen Haplotyp fir FV auf, was auf einen founder effect schlielen lasst
(Dahlback, 2008). Heterozygot Betroffene weisen einen lebenslang hyperkoagulativen
Zustand auf, welcher mit einem 5-fach erhdhten Risiko fir ventse Thrombosen
verbunden ist. Das Risiko ist fir homozygot Betroffene noch einmal deutlich groR3er, die
Gefahr fir venése Thrombosen ist hier schatzungsweise 50-fach erhoht (Dahlback,
1995; Emmerich et al., 2001; Rosendaal, 1999). Die haufigsten Kklinischen
Manifestationen bestehen in venésen Thrombosen und infolge dessen pulmonalen
Embolien. Fir arterielle Thrombosen ist die FV-Leiden-Mutation allerdings kein
Risikofaktor (Juul et al., 2002; Ridker et al., 1995). Die hohe Pravalenz in bestimmten
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Bevolkerungsgruppen lasst vermuten, dass die Mutation einen Uberlebensvorteil
darstellte. Dabei konnte gezeigt werden, dass es durch die FV-Leiden-Mutation zu
einem geringeren Risiko fur schwere Blutungen nach der Geburt kommt, was in der
Entwicklungsgeschichte der Menschheit einen groBen Uberlebensvorteil geschaffen
haben konnte (Lindqgvist et al., 1999). Das hiermit erhéhte Thromboserisiko stellte
vermutlich keinen starken negativen Uberlebensfaktor dar, da Thrombosen erst relativ
spat im Leben auftreten und somit die Fortpflanzung nicht beeinflussen (Dahlback,
2008).

1.4.5 Gerinnungsstérungen bei Sepsis

Die Sepsis ist die Haupttodesursache der nicht-kardiologischen Intensivstationen und
entsteht durch eine Ubermalige Aktivierung der inflammatorischen
Abwehrmechanismen. Zu diesen Mechanismen gehoért die Zytokinausschuittung,
Aktivierung der Kaskadensysteme wie das Komplementsystem, das Kontakt-Phasen-,
das Gerinnungs- und das fibrinolytische System.

Die disseminierte intravasale Koagulopathie (DIC) tritt wie das multiple Organversagen
(MODS, multi organ disfunction syndrome) haufig als Komplikation bei der Sepsis auf.
Die DIC ist ein erworbenes Syndrom, kommt bei 25-50 % aller Sepsispatienten vor und
ist durch die Aktivierung der intravaskularen Gerinnung charakterisiert, welche zu einer
Fibrinbildung und -ablagerung in den MikrogefalRen fuhrt (Zeerleder et al., 2005).

Die Aktivierung der Gerinnung wird von der sekundaren Fibrinolyse oder in spateren
Stadien der Inhibierung der Fibrinolyse begleitet (Levi et al., 1999; Ten Cate et al.,
1999).

Die systemische Entzindung wéahrend einer Sepsis fuhrt zu der Bildung
proinflammatorischer Zytokine, welche die Aktivierung der Gerinnung und Fibrinolyse
inszenieren. Sowohl die Gerinnungsaktivierung als auch die Herabregulation der
Fibrinolyse werden hauptsachlich durch den Tumornekrosefaktor (TNF)-a, Interleukin
(IL)-1 und IL-6 herbeigefuhrt (van der Poll et al., 1990; van der Poll et al., 1994).
Zusatzlich beeinflusst TNF-a die Gerinnungsaktivierung Uber IL-6 (Hack et al., 1997).
Das Kennzeichen der Gerinnungsstorung bei einer Sepsis ist das Ungleichgewicht

zwischen intravaskularer Fibrinbildung und seiner Entfernung. Eine stark reduzierte
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antikoagulatorische Kapazitadt steht dabei einer massiven Gerinnungsaktivierung
gegenuber, was letztendlich zu einer Gberwéltigenden Fibrinbildung und mikrovaskularer
Thrombose fuihrt (Levi et al., 1999).

Obwohl der initiale Trigger und die Dynamik variieren kdnnen, ist das klinische Bild der
schweren Sepsis bzw. des septischen Schocks in den spateren Stadien durchaus
einheitlich. Die Fibrinablagerung fiuhrt zu einer in fortschreitendem Organversagen
endenden diffusen Obstruktion des mikrovaskularen Bettes. Es kommt zur Entwicklung
renaler Insuffizienz, akutem Lungenversagen (ARDS, acute respiratory distress
syndome), Hypotension, zirkulatorischem Versagen und in manchen Fallen sogar zu
diffuser Hautnekrose bis hin zum Gangran der Extremitaten. Durch den Verbrauch von
Gerinnungsfaktoren und die Beeintrachtigung der Fibrinabbauprodukte kann es zu
diffusen Blutungen kommen.

Da die DIC an der Pathogenese der Sepsis und Entstehung des MODS beteiligt ist,
stellt die Hemmung der Gerinnungsaktivierung eine wichtige therapeutische Option dar
(Zeerleder et al., 2005). Mit drei randomisierten, doppelblinden, Placebo-kontrollierten
Studien wurde die Wirksamkeit von Antithrombin, APC und TFPI bei Sepsispatienten
untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass die Anwendung von APC die Mortalitat signifikant
senken und die Diagnose erheblich verbessern konnte (Bernard et al., 2001). Aufgrund
vermehrter Blutungsereignisse mit letalem Ausgang wurden diese Eigenschaften von
rekombinant hergestelltem APC (rAPC, Xigris®) allerdings in der Folge in Frage gestellt
(Rossi et al., 2013).

Die Funktion des APC-Systems ist wahrend einer Sepsis stark herabgesetzt. Die
verminderte APC-Aktivitat wird dabei auf eine reduzierte TM-Expression, hervorgerufen
durch Entztindungsmediatoren wie TNF-a, auf den Endothelzellen zurtickgefuhrt (Moore
et al.,, 1987; Moore et al., 1989). Zusatzlich steigt die Konzentration an C4BP, sodass
weniger freies Protein S zur Verfigung steht, wodurch wiederum die APC-Funktion
beeintrachtigt wird (Taylor et al., 1995).

Aufgrund seiner Rolle in der Pathogenese der Sepsis scheint die APC oder PC-
Substitution eine vielversprechende Behandlungsmdglichkeit zu sein. In Tiermodellen
stellte sich die Gabe von APC bereits als erfolgreich heraus (Taylor et al., 1987). Auch
gab es schon einige Falle und unkontrollierte Studien zu der Gabe von PC bei Patienten

mit Meningokokkensepsis mit vielversprechenden Ergebnissen: Die PC-Verabreichung
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fuhrte zu einer Abschwéachung der DIC, Verbesserung des MODS und einer reduzierten
Progression der Hautlasionen und Amputationshaufigkeit. Die Mortalitat bei den
behandelten Patienten war zudem niedriger als erwartet (Alberio et al.,, 2001). Eine
weitere Studie (Rintala et al., 2000) zeigte aussichtsreiche Ergebnisse bezlglich der

PC-Substitution bei mit Purpura Fulminans assoziierter Sepsis.

1.5 Medikamentbdse Regulation der Hamostase

1.5.1 Antikoagulanzien — Heparine

Heparine gehtéren zu der Gruppe der Glykoantikoagulanzien (GA) und sind
korpereigene bzw. analoge synthetische ,Zuckerstrukturen®“, deren Wirkmechanismus
den physiologischen antithrombotischen Prinzipien entspricht. Dabei lassen sich
naturliche und synthetische GA unterscheiden. Zu den natirlichen GA gehoéren das
unfraktionierte Heparin (UFH), das niedermolekulare Heparin (NMH) und Danaparoid.
Fondaparinux, Idraparinux und das Heparinmimetikum SR123781A gehdren zu den
synthetischen GA (Po6tzsch et al., 2010).

1.5.1.1 Unfraktioniertes Heparin

Genuines Heparin kommt in allen Vertebraten vor, wobei sich die bedeutendsten
Konzentrationen vor allem in der Darmmukosa, Lunge, Leber, Milz, dem Thymus und
Herz finden, wo es in Mastzellen synthetisiert wird (Potzsch et al., 2010). Heparin ist im
Korper nicht an der Aufrechterhaltung des Blutflusses beteiligt, obwohl es unter den
Glykosaminoglykan-GA (GAG) am starksten gerinnungshemmend wirkt (Rabenstein,
2002). Es wird vermutet, dass es fur die adaquate Speicherung der Granulasubstanzen
verantwortlich ist (Humphries et al., 1999).

Seit der BSE-Krise wird UFH nur noch aus Schweinedarmmukosa isoliert, um jegliches
Kontaminationsrisiko mit TSE-Erregern (,transmissible spongiform encephalopathies®)
zu vermeiden (Po6tzsch et al., 2010).

UFH ist ein polydisperses Gemisch heterogener GAG-Molekile mit einer relativen
Molekilmasse (M,) zwischen 5.000 und 30.000, wobei die mittlere M, bei etwa 13.000
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liegt. Da die verschiedenen UFH-Praparationen je nach Ausgangsmaterial und
Herstellungsweise in ihren pharmakologischen Eigenschaften differieren, werden sie
nach ihrem In-vitro-Wirkwert, im Falle von UFH beispielsweise durch eine Verlangerung
der aPTT-Zeit (aktivierte partielle Thromboplastinzeit), quantifiziert (Po6tzsch et al.,
2010). Liguemin subcutan steht beispielsweise als Fertigspritze mit 5.000 IE zur
Verfiigung. UFH binden und aktivieren AT lll, setzen TFPI frei und inhibieren FXa, Flla
und Thrombozyten (Schleiffenbaum et al., 2010).

1.5.1.2 Niedermolekulare Heparine

Niedermolekulare Heparine (NMH) wie Enoxaparin-Natrium (Clexane®) oder
Nadroparin-Kalzium (Fraxiparin® werden durch partielle Depolymerisation aus UFH
hergestellt und zeigen im Gegensatz zu diesen ein deutlich vermindertes Blutungsrisiko,
da sie keine Thrombozyteninhibition und kaum Flla-Inhibition aufweisen. Laut
Europaischem Arzneibuch (PhEur 6.0) liegt die mittlere M, bei <8.000 (Pétzsch et al.,
2010). Aufgrund ihrer geringeren MolekulgroRe wird die Flla-Aktivtat durch NMH-
aktiviertes AT im Vergleich zu FXa nur untergeordnet beeinflusst.

Da die NMH wie die UFH biogene Arzneistoffe sind und somit auch
Chargenvariabilitaten unterliegen, werden sie ebenfalls nach ihrem In-vitro-Wirkwert
guantifiziert, wobei wegen ihrer relativ schwachen antikoagulatorischen in-vitro Effekte
die aXa-Aktivitat (aXa-IE/mg) als Wirkwert ermittelt wird (Potzsch et al., 2010).

1.5.1.3 Danaparoid-Natrium (Orgaran®)

Danaparoid ist eine Mischung aus partiell depolymerisierten GAG, die aus
Schweinedarmmukosa gewonnen wird. Es besteht zu ca. 84 % aus niedermolekularem
Haparansulfat, wobei ca. 4 % eine hohe Affinitat zu AT besitzen. Die mittlere M, liegt im
Bereich von 4.000 und 7.000 (Pétzsch et al., 2010).

Obwohl damit nur 4 % seiner Masse erfasst werden, wird Danaparoid wie auch die NMH
anhand seiner aXa-Aktivitat quantifiziert (Alban et al., 2007). Wie auch Clexane® und

Fraxiparin® hemmt es nicht Flla und Thrombozyten.
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1.5.1.4 Fondaparinux-Natrium (Arixtra®)

Fondaparinux ist ein synthetisch hergestelltes, 8 Sulfatgruppen enthaltendes
Pentasaccharid mit einer M, von 1.728. Seine Struktur entspricht dem AT-bindenden Teil
der Heparinmolekile mit einer zusatzlichen Methylgruppe am reduzierten Ende zur
Stabilisierung der a-Konfiguration und Verhinderung unspezifischer Reaktionen mit
Plasmaproteinen. Fondaparinux ist damit der erste spezifisch wirkende Arzneistoff auf
Basis eines strukturell definierten, sythetisch hergestellten Oligosaccharids (P6tzsch et
al., 2010).

1.5.2 Rekombinantes APC (Xigris®)

1.5.2.1 Wirkmechanismus

Die Beeintrachtigung des Protein C-Weges spielt eine zentrale Rolle in der Pathogenese
der Sepsis. Die Gabe von humanem rekombinanten APC (rAPC) ist eine Méglichkeit,
die Dysregulation der gerinnungshemmenden Mechanismen zu korrigieren und die
Ausbreitung der Thrombingeneration und Bildung mikrovaskularer Thrombosen zu
verhindern (Levi et al., 2007).

Bei allen Patienten mit schwerer Sepsis kommt es zu einer Uberschiel3enden
Aktivierung des inflammatorischen Systems mit nachweisbaren Ebenen an
zirkulierenden  inflammatorischen  Zytokinen  und  Chemokinen,  aktivierten
Entzindungszellen und anderen Markern erhdhter inflammatorischer Aktivitat. Nahezu
alle septischen Patienten entwickeln zudem auch Auffalligkeiten in der Gerinnung, die
von einer leichten Gerinnungsaktivierung bis hin zur fulminanten DIC reichen kdnnen
(Levi et al., 2007).

Das APC-System ist bei Sepsispatienten auf nahezu allen Ebenen eingeschréankt. Die
Plasmaspiegel des Zymogens PC sind durch die eingeschréankte Synthese, den
Verbrauch und Abbau durch proteolytische Enzyme wie die neutrophile Elastase sehr
niedrig (Eckle et al., 1991; Mesters et al., 2000; Vary et al., 1992). Durch eine
Herabregulation von Thrombomodulin durch proinflammatorische Zytokine wie TNF-a
und IL-1 kommt es zudem zu einer verminderten PC-Aktivierung (Faust et al., 2001;

Nawroth et al., 1986). Die niedrigen Protein S Spiegel schranken die Funktion des
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Protein C-Systems zusatzlich ein. Durch die akute-Phase-Reaktion bei entzindlichen
Erkrankungen kommt es zu erhdéhten Plasmaspiegeln von C4BP und somit zu einem
relativen Protein S-Mangel. Weiterhin kommt es auch zu einer Herabregulation von
EPCR, was wiederum das PC-System beeintrachtigt (Taylor et al., 2000).

Die Verabreichung von APC in einem Pavianmodell mit intravendser E. coli-Gabe fiihrte
zu einem Uberleben aller Tiere, wahrend alle Tiere der Kontrollgruppe starben (Taylor et
al.,, 1987). Ein ahnlicher Effekt konnte bei Kaninchen mit Meningokokken-bedingtem
Endotoxinschock beobachtet werden. In einem Rattenmodell des septischen Schocks
verhinderte die Gabe von APC die TNF-a vermittelte Hypotension, vermutlich durch die
Modulation der NO-Ruckmeldung (Isobe et al., 2001).

Bei Patienten mit schwerer Sepsis fuhrte die Gabe von rAPC zu einer erheblichen
Verbesserung der mikrozirkulatorischen Perfusion (De Backer et al., 2006). Weiterhin
beeinflusst APC mdglicherweise durch Hemmung des PAI-1 die Fibrinolyse. In einem
Ratten-Modell der DIC konnte eine Blockade des PAI-1 durch APC nachgewiesen
werden, weitere Experimente zeigten die Fahigkeit von APC, die Gerinnsellésung in vivo
zu verbessern (Aoki et al., 2000).

Definitive Beweise fur den vorteilhaften Effekt von rAPC bei schwerer Sepsis ergeben
sich initial aus klinischen Studien (Bernard et al., 2001 (a), Bernard et al., 2001 (b)).

1.5.2.2 Studienbeschreibung

Drotrecogin alfa (Drotrecogin a, DrotAA) ist die erste Verbindung, die nachweislich die
Uberlebenschance bei Patienten mit schwerer Sepsis verbessert. Der Mechanismus,
der dieser Verbesserung zu Grunde liegt ist bislang nicht eindeutig geklart. Es konnte
jedoch anhand von Studien gezeigt werden, dass DrotAA einen gerinnungshemmenden
Effekt durch die Inaktivierung der Faktoren Va und Vllla (Marlar et al., 1981), einen anti-
inflammatorischen (Esmon, 2000), einen fibrinolytischen (Macias et al., 2005), sowie
einen antiapoptotischen (Mosnier et al., 2003) und zytoprotektiven (Mosnier et al., 2007)
Effekt ausibt. Von diesen Wirkungen stellt die gerinnungshemmende Eigenschaft die
einzige bekannte Nebenwirkung dar, namlich das erhohte Blutungsrisiko (Fumagalli et
al., 2007).
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Drotrecogin a (Xigris®) ist eine rekombinante Form des APC und wurde 2001 von der
amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) zur Behandlung von Patienten mit
schwerer Sepsis und hoher Mortalitdt zugelassen. 2002 wurde der Gebrauch von der
Européischen Arzneimittelagentur auf die Behandlung von Patienten mit zwei oder mehr
Sepsis-induzierten Organdysfunktionen eingeschrankt.

Zusammen mit diesen Empfehlungen wurden andere Studien von der FDA mandatiert,
um die von PROWESS (Recombinant Human Activated Protein C Worldwide Evaluation
in Severe Sepsis) aufgestellte Hypothese, Patienten mit einem geringen Sterberisiko
kénnten durch die Gabe von Xigris geschadigt und der durch Xigris hervorgerufene
Uberlebensvorteil durch die prophylaktische Gabe von Heparin reduziert werden, zu
Uberprufen (Laterre, 2007).

In einer Phase Il und Ill Studie konnte gezeigt werden, dass mit einer kontinuierlichen
DrotAA Infusion (24 ug/kg/h) bei Patienten mit schwerer Sepsis die D-Dimere und IL-6
Level, sowie die Gesamtsterblichkeit im Vergleich zur Placebogruppe deutlich abfielen
(Bernard et al., 2001; Laterre, 2007). In weiteren Studien zeigte sich, dass es
unabhéngig von Geschlecht, Alter, Infektionstyp, Art der Pathogenitat, chirurgischem
Status und biochemischen MaRnahmen zu einem Uberlebensvorteil unter der
Behandlung mit DrotAA kam (Ely et al., 2003; Laterre et al., 2005; Opal et al., 2003).
Diese Erkenntnisse fuhrten zu der Entscheidung der FDA, DrotAA zur Behandlung von
Sepsispatienten mit einem hohen Mortalitatsrisiko einzusetzen. Aufgrund der Tatsache,
dass Patienten, welche gleichzeitig zur Behandlung mit DrotAA prophylaktisch Heparin
bekamen, einen geringeren Uberlebensvorteil hatten als Patienten ohne
Heparinprophylaxe, wurde die Vermutung aufgestellt, dass Heparin mit DrotAA
interagiert.

2007 befand die EMA (European Medicines Agency) jedoch, dass die in der PROWESS
gefundende Wirksamkeit von DrotAA nicht reproduziert werden konnte, weshalb sie
weitere Kklinische Daten forderte (Hackeng et al., 2006).

Eine Cochrane-Analyse ergab, dass in funf weiteren klinischen, randomisierten Studien
kein signifikanter Uberlebensvorteil fir die mit DrotAA behandelten Sepsispatienten
gezeigt werden konnte (Ndonwi et al., 2008). Nachdem eine weitere Studie zur
Behandlung des septischen Schocks (PROWESS-SHOCK-Studie) die Endpunkte
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verfehlte, verkiindete der Hersteller im Oktober 2011 die weltweite Verkaufseinstellung
des Medikaments (Rossi et al., 2013).

1.6 Aptamere

1.6.1 Selektion von Aptameren

Aptamere sind kurze, einzelstrangige Nukleinsauren (DNA oder RNA) und besitzen eine
klar definierte dreidimensionale Faltung. Sie binden spezifisch an definierte Zielmolekule
und inhibieren dadurch potentiell deren biologische Funktionen (Mayer, 2009). Der
Begriff Aptamer ist eine Wortchimére aus dem lateinischen Wort ,aptus” (passend) und
dem Griechischen Begriff ,meros” (Teil) (Ellington, 1990). Aptamere werden durch In-
Vitro-Selektionstechniken, auf Basis des sogenannten SELEX-Verfahrens (Systematic
Evolution of Ligands by Exponential Enrichment) gewonnen (Mduller et al., 2009b) (siehe
Abb. 3).
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Abb. 3: Schematisch gezeigter Ablauf des SELEX-Prozesses (nach Schitze et al.,
2011)
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1.6.2 Diagnostische und therapeutische Anwendungsmaoglichkeiten von Aptameren
Bringt man Aptamere durch Modifikation etwa an ihrer 5’-Position zum fluoreszieren,
sind sie fur den Einsatz als Fluoreszenzsonden geeignet (Mayer, 2009). Die Modifikation
kann dabei chemisch enzymatisch oder durch eine Kombination aus beidem erfolgen
(Seelig et al., 1999; Sengle et al., 2000). Durch eine PCR-Amplifikation mit passenden
fluoreszierenden Primer-Molekllen und nachfolgender Einzelstrangverdrangung oder
durch direkte chemische Synthese kdnnen DNA-Aptamere verandert werden, sodass
gewinschte fluoreszierende Molekule oder ein anderer Rest eingefthrt werden kann
(Mayer, 2009). In Kombination mit anderen funktionellen Nukleinsaureuntereinheiten
kénnen solche Reporteraptamere als hoch entwickelte Diagnosewerkzeuge verwendet
werden (Mayer, 2009).

Modifizierte Aptamere werden &hnlich wie Antikérper in verschiedenen Analyse-
verfahren eingesetzt, um Biomolekile mit hoher Empfindlichkeit zu detektieren (Mayer,
2009). Diese Analyseverfahren sind beispielsweise ELISA-&hnliche Formate (Drolet et
al., 1996; Ferreira et al., 2008), Western-Blot-Analyse (Murphy et al., 2003), Kapillar-
elektrophorese (Berezovski et al.,, 2005; Zhang et al.,, 2008), Durchflusszytometrie
(Chang et al., 2008), In-vivo-Imaging (Charlton et al., 1997), HPLC (Mduller et al., 2008;
Michaud et al., 2003) und Mikro-Arrays (Bock et al., 2004; Brody et al., 1999).

Eine weitere Entwicklung im Bereich der Aptamerdiagnostik setzt auf Aptamere als
spezifische Liganden und als Template fir Amplifikationsreaktionen (Mayer, 2009).

Trotz der Erfolge wird aktuell ein auf Aptameren basierendes Detektionsverfahren im
klinischen Alltag nicht eingesetzt, was daran liegen konnte, dass Aptamere, um ihre
Zielmolekile zu erkennen, eine intakte, korrekt gefaltete Zielstruktur bendtigen (Mayer,
2009). Antikorper, welche bisher im klinischen Alltag verwendet werden, erkennen
dagegen ein lineares Epitop des Zielproteins, was eine Detektion auch dann noch
mdoglich macht, wenn das Protein teilweise oder vollstandig denaturiert ist. Daher
werden Aptamere sich vermutlich am besten bei der Detektion niedermolekularer
Substanzen durchsetzen konnen, da in diesem Fall der Umgang mit der Zielstruktur
weniger problematisch ist (Mayer, 2009). Andererseits ermoglicht die bevorzugte
Erkennung intakter, mehr globulérer Strukturen die gezielte Detektion funktionell aktiver
Zieproteine und erlaubt auch eine bessere Diskriminierung zwischen strukturell

ahnlichen Molekilen, was beispielsweise eine sensitive Bestimmung von aktiven
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Plasmaenzymen auch bei Vorliegen von wesentlich héher Konzentrationen der

jeweiligen Zymogene erlaubt (Muller et al., 2007; Muller et al., 2012).

Aptamere mit definierter Struktur und Funktion kénnen auch zu multifunktionellen
Molekilen mit verschiedenen funktionellen Resten zusammengestellt werden. Somit
kénnen sie als Hilfsmittel fir die Entwicklung von Transportmolekilen verwendet
werden, welche spezifisch maligne Zellsubtypen erkennen (Mayer, 2009). Eines der am
besten studierten Aptamere, das Aptamer A10, bindet beispielsweise das Prostata-
spezifische Membranantigen, welches mit dem Ausbruch und Fortschreiten von
Krebserkrankungen assoziiert ist (Lupold et al., 2002). Nach Modifizierung mit
zusatzlichen Molekilen konnte eine selektive Aptamer-gesteuerte Freisetzung in
Krebszellen beobachtet werden. So wurden zum Beispiel Nanopartikel mit verkapselten
Chemotherapeutika (z.B. Docetaxel) an das modifizierte 5’-Aminoende des Aptamers
gebunden (Cheng et al., 2007; Chu et al., 2006; McNamara et al., 2006), wodurch eine
gezielte und effiziente Behandlung solider Tumoren mdglich wird.

1.6.3 Aptamere gegen Gerinnungsfaktoren

Das erste beschriebene Aptamer, welches einen Gerinnungsfaktor bindet und inhibiert
war das Thrombin-Aptamer HD1. Dieses 15 Basen lange DNA Oligonukleotid hemmt die
prokoagulatorischen Funktionen von Thrombin, wie Umwandlung von Fibrinogen zu
Fibrin und die Thrombozytenagreggation (Bock et al., 1992). HD1 interagiert mit der
Exosite 1 von Thrombin, die Liganden wie Fibrinogen, Faktor XI, Cofaktor V und VIl und
Heparin-Cofaktor Il bindet (Lane et al., 2005). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
HD1 mit einer ahnlichen Affinitdt auch an Prothrombin bindet (Fredenburgh et al., 2006).
Ein weiteres Thrombin-bindendes Aptamer (60.29), bindet an die Exosite 1l von
Thrombin und wird heute als HD22 bezeichnet (Mayer et al., 2011). Die Exosite Il bindet
hauptséchlich Glykosaminoglykane wie Heparin, jedoch auch andere Liganden wie FV,
FVIII und das Thrombozyten Glykoprotein Ib-alpha (Tasset et al., 1997).

Das Aptamer HD1-22 ist eine Verbindung dieser beiden Aptamere und ist derzeit der

potenteste ,aptamerische” Thrombininhibitor (Mayer et al., 2011).
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Ein Aptamer, das die A1l Domane des VWF angreift, ist die DNA/RNA-Chimare
ARC1779. Obwohl Aptamere auf Nukleinsdurebasis nur minimale Immunreaktionen
auslosen sollen, kam es unter der intravendésen Gabe von ARC1779 zu einer
hypertensiven Reaktion. Die Konzentration und HAaufigkeit der Applikation wurde
erniedrigt, was zu einer guten Vertraglichkeit fuhrte (Mayer et al., 2011). Zusétzlich zu
seinen Fahigkeiten als antithrombotisches Medikament verhindert ARC1779 den
Desmopressin-induzierten Thrombozytenabfall bei Patienten mit der von Willebrand
Erkrankung vom Typ 2b (Mduller et al., 2012).

Die vorherrschenden Ziele der Aptamere sind zur Zeit Thrombin, welches auch ein Ziel
des Aptamers NU172 ist, Faktor 1Xa (gebunden durch RB0O06 (REG-1)) und der von
Willebrand Faktor, welcher Zielmolekul des Aptamers ARC1779 ist (Mayer et al., 2011).

1.6.4 Aptamere gegen APC

Die Selektion eines RNA-Aptamers gegen APC wurde bereits 1998 beschrieben (Gal et
al., 1998). Das beschriebene Molekul inhibiert die Aktivitat des aktiven Zentrums von
APC. Eine Charakterisierung der Bindung an Protein C blieben die Autoren allerdings
schuldig. Zudem kommt hinzu, dass es sich um ein unmodifiziertes RNA-Molekiil
handelte, welches durch RNasen in beispielsweise Vollblut oder Plasma schnell
degradiert werden wirde (Mayer, 2009). Um eine erfolgversprechendere Variante zur
effektiven Inhibition aber auch fur den quantitativen Nachweis von zirkulierendem APC
zu erhalten, wurde ebenfalls ein DNA-basiertes Aptamer gegen APC selektiert und in
2009 publiziert (Muller et al., 2008; Miuller et al., 2009a). Nachfolgend soll das
entsprechende Selektionsverfahren und die Charakterisierung der gefundenen Molekile
kurz beleuchtet werden.

Vor der Selektion wurde APC biotinyliert und an Streptavidin-beschichtete magnetische
Partikel gebunden, welche dann wahrend der In-Vitro-Selektion benutzt wurden (Miller
et al.,, 2008). Als Nukleinsaurebibliothek wurde ein ssDNA-Pool mit einer zufélligen
Region von 49 Nukleotiden gewahlt (Raddatz et al., 2008). Nach 12 Selektionszyklen
wurde die Bibliothek mittels Filter-Retentions-Analysen auf APC-Bindungen untersucht,
wobei eine stark gesteigerte Affinitat der Zyklen 10 und 12 der ssDNA Bibliothek im
Vergleich zu der Anfangsbibliothek beobachtet werden konnte (Muller et al., 2008).
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Klonierung und Sequenzierung der einzelnen Bestandteile des 10. Selektionszyklus
ergab ein aus 14 Basen bestehendes Konsensmuster, 5-TATCMCGNATGGGS-3’
(Muller et al., 2009a). Aus allen untersuchten ssDNA-Molekllen zeigte HS02-88 die
hochste Affinitdt mit Ky = 0,43 nM und wurde somit fir die weitere Charakterisierung
ausgewahlt. Von diesem Aptamer wurden einige verklrzte Varianten hergestellt, um die
minimale Sequenz herauszufinden, welche fiir eine hohe Affinitat nétig ist (Mdller et al.,
2009a). Dabei zeigte sich, dass ein aus nur 44 Nukleotiden bestehendes Molekl
(HS02-44G) diese Vorraussetzungen erfillte (Muller et al., 2009b).

Alle Aptamere der HS02-Familie zeigten eine 200-fach hdhere Affinitdt gegentuber APC
im Vergleich zu Protein C. Auch konnte gegenuber strukturell verwandten Enzymen aus
dem Gerinnungssytstem keine Bindung der Aptamere beobachtet werden, was die hohe
Spezifitat dieser Aptamere widerspiegelt (Muller et al., 2009b).

1.7 Zielsetzung

Aktiviertes Protein C (APC), die aktive Serinprotease des Zymogens Protein C, spielt
eine entscheidende Rolle bei der Regulierung der Blutgerinnung. Es wird nach Bindung
an den Endothelialen Protein-C-Rezeptor (EPCR) durch den Thrombin-Thrombo-
modulin-Komplex aktiviert und begrenzt durch Inaktivierung der prokoagulatorisch
wirksamen Cofaktoren Va und Vllla die Gerinnselbildung. Dartber hinaus hat es
zytoprotektive und antiinflammatorische Eigenschaften, die ebenfalls Gber die Bindung
an EPCR sowie die Aktivierung von PAR-Rezeptoren vermittelt werden. Auf diesen
Eigenschaften basierte der Einsatz von rekombinantem APC (Drotrecogin a, Xigris®) bei
Patienten mit Sepsis. Da es unter der Therapie mit rekombinant hergestelltem APC
(rAPC, Xigris®) zu vermehrten Blutungsereignissen mit letalem Ausgang kam, wurde die
Zulassung fur dieses Medikament im Oktober 2011 zurtickgezogen.

Wahrend die Aktivierung von Protein C gut erforscht ist, ist weniger uber die
Inaktivierungskinetik von APC bekannt, das hauptsachlich durch das Serpin Protein-C-
Inhibitor (PCI) inhibitiert wird. Eine Beschleunigung dieser Serpin-vermittelten Inaktivier-

ungsreaktion in Anwesenheit von Heparin in Analogie zum Heparin-Antithrombin-
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Mechanismus wird diskutiert und kénnte zu einer Beeintrdchtigung der Wirkung von
Drotrecogin a bei Sepsispatienten fuhren, die haufig gleichzeitig mit Heparin behandelt
wurden.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der Inaktivierungskinetik von APC in
der Plasmamatrix. Hierzu sollen verschieden Testverfahren entwickelt werden, die auf
der Antikérper- oder Aptamer-vermittelten Immobilisierung von APC oder APC-PCI-
Komplexen und deren anschlielendem Nachweis durch Fluoreszenz-markierte
Antikdrper oder proteolytische Spaltung eines fluorogenen Substrates basieren. Die
Testverfahren sollen eingesetzt werden, um den Einfluss verschiedener
Plasmabestandteile und Wirkstoffe auf die Inaktivierungskinetik von APC zu
untersuchen. Diese sollen neben Heparinen auch gegen APC gerichtete Aptamere
umfassen, die zur Antagonisierung von APC und damit zur besseren Steuerung einer

Therapie mit Drotrecogin a eingesetzt werden kdnnten.
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2. Materialen

2.1 Verwendete Chemikalien

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

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

Salzsaure (HCI) Immol/l

Merck GmbH, Darmstadt
Dinatriumhydrogenphosphat (NA2HPO,)
Magnesiumchlorid-Dihydrat (MgCl,)
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogenphopsphat (KH2PO,)
Natriumchlorid (NaCl)

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Natriumcarbonat (Na,CO3)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Tris-HCI 1 M (pH= 8,0)

2.2 Verwendete Reagenzien

Affinity Biologicals INC., Canada
Goat anti-human Protein C Inhibitor (PCI), Peroxidase Conjugated 1gG
Goat anti-human Protein C Inhibitor (PCI), Affinity-Purified 1gG
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AppliChem GmbH, Darmstadt

Streptavidin ultrapure

Aventis Pharma Deutschland GmbH, Frankfurt am Main

Enoxaparin-Natrium (Clexane®)

Bayer AG, Leverkusen

Trasylol 0,5 (konzentrierte Aprotininldsung)

Bayer Health Care AG, Leverkusen
Hirudin (Refludan®)

CellSystems Biotechnologie Vertrieb GmbH, Troisdorf
Human Protein S

Aktiviertes Protein C (plasmagereinigt)

Dako Denmark A/S
Goat anti Rabbit HRP
Rabbit anti Goat HRP
Rabbit anti Sheep HRP

Eli Lilly Export S.A., Genf (Schweiz)

Drotrecogin alpha (Xigris®)

Fresenius Kabi AG, Bad Homburg

Aqua dest. (Ampuwa®), Wasser fiir Injektionszwecke

Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen

Heparin-Natrium (Liquemin®)
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In- house Produktion
Poolplasma (gepooltes Citratplasma) von gesunden Blutspendern

Mitarbeiterpool (gepooltes Citratplasma von gesunden Mitarbeitern des Instituts)

Invitrogen, Karlsruhe
Dynabeads M-280 Streptavidin

Microsynth AG, Balgach (Schweiz)

HS02-44G 3’biotinyliert, sSDNA Aptamer
HS02 52G 3’biotinyliert, ssSDNA Aptamer
HS02-88G 3’biotinyliert, sSSDNA Aptamer

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

Pierce, Bonn

StartingBlock Blockpuffer

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Lyophilisiertes Humanplasma, frei von Protein S
BM Chemiluminescence ELISA Substrate (POD)

Sanofi-Synthelabo GmbH, Berlin
Nadroparin-Calcium (Fraxiparin®)

Fondaparinux-Natrium (Arixtra®)

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Bovine Serum Albumin (BSA)

Rabbit anti-human Protein C

Sheep anti-human Protein C

Tween 20

DMSO



Roche, Mannheim
BM Chemiluminescence ELISA Substrat

Thiemann Arzneimittel GmbH, Waltrop

Orgaran

2.3 Verwendete Pufferldsungen

Coating-Buffer

Doppelt destilliertes Wasser
30 mM Na,COs3

200 mM NaHCO3

pH 9,0

10-fach PBS

Doppelt destilliertes Wasser
137 M NaCl

27 mM KClI

96 mM NayHPO,

15 mM KH,PO,

pH 7,4

Streptavidin-Puffer
1-fach PBS

3 mM MgCl;

0,1 % BSA

pH 7,4
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PBS-Waschpuffer

Doppelt destilliertes Wasser
137 M NaCl

27 mM KClI

96 mM NazHPO,

15 mM KH,PO,

3 mM MgCl,

0,05 % Tween

pH 7,4

Aptamerpuffer
NaCl 0,9 %

10 mM TrisHCI
1 mM MgCl,

1 mM CacCl,
0,1 % BSA

TBS-Waschpuffer
NaCl 0,9 %

10 mM TrisHCI

1 mM MgCl,

1 mM CacCl,

0,05 % Tween

Substratpuffer
NaCl 0,9 %

10 mM TrisHCI
4 mM CaCl,
pH 8,5
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Verdinnungspuffer
0,1 % BSA
In PBS-Waschpuffer

2.3 Verwendete Materialien

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Einweg- Pasteurpipetten (3 ml)

Eppendorf GmbH, Hamburg
Eppendorfcups (1,5 und 2 ml)

Nunc GmbH & CO KG Thermo Fischer Scientific, Wiesba
Flouronunc 96- well Mikrotiterplatte (weil3), flacher Boden

2.4 Verwendete Gerate und Verbrauchsmaterialien

BioTek Instruments GmbH, Bad Friedrichshall
Plattenfluorometer FLX 800

Cenco Instrumenten B.V., Breda (Niederlande)

Vortex- Gerat

Eppendorf GmbH, Hamburg
Tischzentrifuge 5804

Gesellschaft fur Labortechnik GmbH, Burgweder
Wasserbad GLF (37 )

den
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Gilson, Ohio, USA
Kolbenhubpipetten (P 10, P 20, P 200, P 1000, P 5000)

Greiner Bio- One
Tubes (15 ml, 50 ml)

Metrohm Deutsche GmbH & Co, Filderstadt
pH-Meter 744

Mettler- Toledo GmbH, GielRen
Digitalwaage, Modell PL1200

NunGmbH & CO KG Thermo Fischer Scientific, Wiesbade

Plattenfluorometer FluroScan

SLT Labinstruments Deutschland GmbH, Dreieich
Tecan SLT-Washer flr Mikrotiterplatten

Thermo Fischer Scientific GmbH, Dreieich

Platten- Fluoro / Luminometer Fluoroscan Ascent
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3. Methoden

3.1 Allgemeine Versuchsprinzipien

3.1.1 Einleitung

Fur die nachfolgenden Experimente wurden vier verschiedene Testmethoden
verwendet. Es handelt sich hierbei um einen Enzyme-Capture-Assay, einen APC-PCI-
Komplex-ELISA und einen Captured-Enzyme-Assay, mit welchem sich sowohl die HWZ
von APC als auch seine Komplexbildung mit PCI darstellen lasst.

3.1.2 Enzyme-Capture-Assay

Der Enzyme-Capture-Assay gehort in die Kategorie der Immuno Assay Verfahren und
ist eine Variante des ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay).

Zwar arbeiten alle ELISA-Derivate grundlegend mit den gleichen Prinzipien, es lasst
sich jedoch ein direktes von einem indirekten Verfahren differenzieren.

Bei dem direkten ELISA wird das Analysat direkt mit der Probenmatrix auf die
Mikrotitrationsplatte gegeben, ohne dass ein Antikérper vorher an diese gebunden
wurde. Es kommt zu einer unspezifischen Bindung von Probenmatrix und Analysat an
die Platte. Anschliel3end wird mit einem spezifischen, hoch affinen Liganden inkubiert,
bei dem es sich beispielsweise um Aptamere oder Antikérper handeln kann. Dieser
Ligand bindet nun an das Analysat, der Uberschuss wird nach Inkubation durch einen
Waschvorgang von der Platte entfernt. Ein Nachweis gebundener Liganden erfolgt
durch eine Enzymreaktion, entweder durch direkte Markierung des Primar-Liganden,
oder aber durch Anwendung eines zweiten, gegen den Primar-Liganden gerichteten,
Enzym-markierten Liganden. Das so eingebrachte Enzym setzt abschlieRend ein
entsprechendes Substrat um, das, je nach Art des Substrats, Uber photometrische oder
fluorometrische Messungen quantifiziert werden kann. Hierbei steht der Substratumsatz
in einem direkten Verhaltnis zu der in der Probe befindlichen Konzentration des zu
erfassenden Analyten.

Bei dem indirekten ELISA werden zwei Antikbrper verwendet, die spezifisch an das

nachzuweisende Antigen binden (Abb. 4). Der erste Antikérper (Catcher) wird an die
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Platte gebunden und kann nun das nachzuweisende Antigen binden. Eine unspezifische
Bindung von Stoffen aus der Probenmatrix wird durch eine vorherige Inkubation der
Platte etwa mit Bovinem Serum Albumin (BSA) verhindert. Die Probenmatrix mit dem
nachzuweisenden Analysat wird nun auf die Platte gegeben. Nach Inkubation werden
die ungebundenen Bestandteile der Probe entfernt, zurtick bleibt nur das durch den
Antikdrper gebundene Analysat. Im nachsten Schritt wird ein zweiter Antikérper zur
Detektion hinzugegeben, welcher ein anderes Epitop erkennt als der Catcher. An diesen
zweiten Antikorper ist, wie vorstehend beschrieben, aul3erdem ein Enzym gebunden.

Auch ein weiterer, enzym-markierter Anitikbrper kann hierzu eingesetzt werden.

(1) (2) (3) (4) (5)

o
A

a»
Y

v R
a» a»
y v v

Abb. 4: Beispielhafter Ablauf eines indirekten Sandwich Assays. (1) Der Catcher ist an
den Boden der Platte (nicht dargestellt) gebunden. (2) Der Analysat bindet an den
Antikorper. (3) Ein zweiter Antikorper bindet an den Analysaten. (4) Ein mit einem
Enzym konjugierter Antikdrper bindet an den zweiten Antikdrper. (5) Das an den
Antikdrper gebundene Enzym setzt ein Substrat um. Die Menge an umgesetztem
Substrat ist proportional der Menge des Analysaten.

>
Y

Der hier verwendete Enzyme-Capture-Assay ist ein indirektes Verfahren, die Rolle des
Catchers Ubernimmt in diesem Fall das ssDNA Aptamer HS02-52G (Abb. 5).

Bei dem Analysat handelt es sich um ein Enzym, sodass der Nachweis hier direkt
mittels eines fluorogenen Substrates erfolgen kann. Das verwendete Peptidsubstrat
Pefaflour Pca (Pefa-5791) besteht aus einer Aminosaurekette und dem Farbstoff AMC
(7-Amino-4-Methylcoumarin; siehe Abb. 6):

Pyrimidin-Prolin-Arginin-AMC-Acetat. Die Michaelis-Menten-Konstante betragt Ky = 0,56

mM, pro Sekunde werden 62,0 Molekiile umgesetzt (Kcat).
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Abb. 5: Sekundare Struktur des Aptamers Abb. 6: chemische Struktur von 7-Amino-
HS02-52G und seine Stabilitat (AG 4-Methylcoumarin.
[kcal/mol])

Durch die proteolytische Spaltung des Substrates mittels APC wird der Indikator
freigesetzt und kann fluorometrisch bei einer Anregungswellenlange von A = 360 nm
sowie einer Emissionswellenlange von A = 460 nm gemessen werden (siehe Abb. 7).
Die Floureszenzemission je Zeiteinheit ist bei Vorliegen eines deutlichen

Substratiiberschusses proportional zur vorhandenen Menge an Enzymen.

Ahsorption
Fluoreszenzemission

1 1 L) L] L ¥
250 300 350 400 450 500 550 600

Wellenlange (nmj

Abb. 7: Absorptions- und Emissionsspektrum von AMC.
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3.1.3 APC-PCI-Komplex-ELISA

APC-PCI-Komplexe entstehen, wenn APC einen kovalenten Komplex mit PCI bildet,
was zu einer Inaktivierung aller enzymatischen Funktionen von APC fiihrt. Die
pathophysiologische Bedeutung des PCI ist noch nicht eindeutig geklart. Allerdings
konnte gezeigt werden, dass bei Patienten mit Aortenaneurysmata und Artherosklerose
die APC-PCI-Komplexe erhoht waren und einen Prognosefaktor fur ein schlechteres
Outcome darstellen (Tasset et al., 1997).

Beim APC-PCI-Komplex-ELISA handelt es sich ebenfalls um einen Sandwich Assay
(siehe Abb. 4). Mit einem an die Platte fixierten Antikérper werden die Komplexe
gefangen. Ein zweiter Antikdrper bindet an ein anderes Epitop der Komplexe und kann
durch einen dritten, mit Peroxidase versehenen Antikbrper nachgewiesen werden. Wird
der Peroxidase Wasserstoff als Substrat angeboten, oxidieren die freiwerdenden
Protonen das vorher farblose Chromogen unter Bildung von Wasser zu einem farbigen
Endprodukt. Das in diesem Fall verwendete Luminol reagiert unter Bildung von
Chemolumineszenz, welche wiederum mithilfe eines Luminometers gemessen werden

kann.

3.1.4 Captured-Enzyme-Assay

Der Captured-Enzyme-Assay stellt ein anderes Messprinzip zum Nachweis der APC-
Halbwertszeit und seiner Komplexbildung mit PCI dar. Im Prinzip handelt es sich auch
hier wieder um indirektes ELISA-Verfahren. Der Unterschied liegt darin, dass der
Analysat nicht aus der Probenmatrix an den ersten Antikorper bindet, sondern in
definierter Konzentration in einem einzelnen Schritt an den Catcher gebunden wird.
Anschlieend wird die Probenmatrix (Plasma) auf die Platte gegeben. In der
Probenmatrix vorhandenes Protein C hat somit nicht die Mdglichkeit, Antikbrper zu
besetzen, welche vorher schon mit APC beladen wurden. Der im Plasma enthaltene PCI
bindet wahrenddessen an das APC.

Nach festgelegten Zeiten werden die Wells dann manuell gewaschen, um die Reaktion
zu stoppen. Hiefir wurde das Plasma mit einer 8-Kanal Pipette aus den Vertiefungen
gesaugt und 200 ul Waschpuffer hinzugegeben. Dieser Vorgang wurde drei Mal

wiederholt, wobei jeweils neue Pipettenspitzen verwendet wurden, um eine
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Kontamination zu vermeiden. Nach Abschluss der Messzeiten wird die Platte noch
dreimal maschinell gewaschen. Dabei wird jeder Streifen der Platte abgesaugt und
300ul Waschpuffer zugegeben, wobei die Platte im letzten Durchlauf nur abgesaugt
wird. AnschlieBend wird das Peptidsubstrat Pefafluor hinzugegeben. Die Messung

erfolgt wie oben beschrieben.

Anders als bei den anderen beiden Testverfahren kdénnen hier anschlie3end auch direkt
die Komplexbildungen gemessen werden. Das Peptidsubstrat wird maschinell
abgewaschen und ein néchster Antikdrper hinzugefiigt, welcher die gebildeten APC-
PCI-Komplexe an einer anderen Stelle bindet als der Catcher. Nach Inkubation und
erneutem Waschen erfolgt die Zugabe eines mit Horseradish Peroxidase (HRP)-
markierten Sekundarantikoérpers, welcher an den vorherigen bindet und wiederum durch
Zugabe eines Chemiluminszenz- Substrates gemessen werden kann.

Dieses Testverfahren eignet sich besonders gut zur Beurteilung des Einflusses von
Aptameren auf die Halbwertszeit des Enzyms. Da in dem Enzyme-Capture-Assay das
Aptamer bereits an der Platte immobilisiert ist und als Catcher fur das APC dient, ist die
APC-Bindungsstelle fir das Aptamer schon besetzt. Dahingegen wird beim Captured-
Enzyme-Assay ein Antikorper als Catcher fur das APC verwendet, sodass die

Bindungsstelle fir das Aptamer unbesetzt bleibt.

3.2 Versuchsdurchfihrung

3.2.1 Enzyme-Capture-Assay

3.2.1.1 Vorbereitung der Mikrotitrationsplatten

Zum Beschichten der verwendeten Platten wurden pro Well 100 pl einer 10 pg/ml-
LAsung von biotinyliertem BSA in Coating Buffer auf die Platten gegeben und fir eine
Stunde bei Raumtemperatur (RT) im Dunkeln inkubiert, wobei die Platten wie auch bei
allen nachfolgend beschriebenen Inkubationen durch eine Klebefolie versiegelt wurden.

Der pH-Wert von 9,0 des verwendeten Coating Buffers sorgte fur eine optimale Bindung
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des BSA an die Mikrotitrationsplatten. Nach Inkubation wurde die Platte dreimalig mit
einem automatischen Wascher gewaschen. In jedem Zyklus wurden 300 pl Waschpuffer
in die Wells gegeben und anschliel3end abgesaut.

Anschlie3end wurde 10 pg/ml Streptavidin in Streptavidin-Puffer angesetzt und 100 pl
der Losung in die Wells pipettiert. Wahrend der einstindigen Inkubation bei RT bindet
Streptavidin nun einerseits an dafir vorgesehene Bindungsstellen des BSA-Biotins,
andererseits fungiert es als Bindungspartner fur die als Catcher dienenden Aptamere.
Um unspezifische Bindungen zu verhindern, wurden nach erneutem dreimaligen
Waschen und Absaugen der Platte die noch freien Bindungsstellen durch Zugabe von
Blockpuffer geblockt. Dieser wurde nach zweistiindiger Inkubation bei RT von der Platte
abgesaugt, welche nun benutzt oder bis zu einer spateren Verwendung bei 4 €
gelagert werden konnten.

3.2.1.2 Auftragen des Aptamers

Das Aptamer HS02 52G 3'Bio wurde als Lyophilisat geliefert, in doppelt destiliertem
Wasser gelost und bei -20 T aufbewahrt. Durch Zuga be von Aptamerpuffer wurde es
auf die benétigte Konzentration von 5nM verdinnt. Das im Puffer enthaltene MgCl, soll
hierbei die Struktur des Aptamers stabilisieren. Jeweils 100 ul der entstandenen Lésung
wurden in die Wells der vorbeschichteten Platten pipettiert. Die Inkubation erfolgte fur
eine Stunde im Dunkeln bei RT.

3.2.1.3 Auftragen der Proben und Standardkurve

Um die Halbwertszeit von APC messen zu koénnen, wurde rAPC, bzw. pAPC zu
normalem Poolplasma in ein Eppendorf Cup gegeben und dieses anschlielRend sofort
verschlossen und gemischt, um eine gleichméafRige Verteilung des APC im Plasma zu
gewahrleisten. Die Inkubation des mit APC gespickten Plasmas erfolgte bei 37 € im
Wasserbad, um physiologische Bedingungen herzustellen. Nach 0, 5, 10, 20, 40, 60
und 120 Minuten wurde die im Plasma stattfindende Inaktivierung des APC durch PCI
gestoppt, indem ein Teil des Pools 1:20 in eine Stopplosung pipettiert wurde. Diese
bestand aus Aptamerpuffer, welcher mit 22 uM Aprotinin, 22 pg/ml Hirudin und 8,25 mM
CacCl, versetzt war, da gezeigt werden konnte, dass die Bindung von HS02-52G an APC

in Anwesenheit von Kalziumionen verbessert wird (Muller et al., 2009a).
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Aprotinin (Trasylol® 0,5) ist ein aus 58 Aminsosauren bestehendes Polypeptid. Es wird
aus Rinderlungen gewonnen und ist ein natirlicher Proteaseinhibitor, welcher Trypsin,
Plasmin sowie Plasma- und Gewebe-Kallikrein und vor allem auch die Bindung von PCI
an APC durch Bildung reversibler stochometrischer Enzym-Inhibitor-Komplexe hemmt.
Dadurch konnte eine weitere Inaktivierung des APC durch PCI verhindert werden.

Das ebenfalls verwendete Hirudin ist ein Gemisch chemisch sehr ahnlicher Polypeptide,
welche aus 65-66 Aminosauren bestehen. Es bindet an die Fibrinogenbindestelle des
Thrombins (Exosite 1) und hemmt Uber einen Auslaufer ebenso dessen aktives Zentrum.
Somit konnte sichergestellt werden, dass keine Gerinnung des rekalzifizierten Plasmas
oder eine nachtragliche Protein C-Aktivierung in den Plasmaproben stattfand, welche
falsch hohe Messergebnisse der APC-Spiegel zur Folge gehabt hatte.

Das jeweilige Eppendorf Cup wurde sofort nach Zugabe des Pools gemischt und auf Eis

gestellt, um eine ausreichende Stabilitat des APC zu gewabhrleisten.

Standardkurven mit einer ¥-log;o Konzentrationsspanne von 0 bis 10 ng mL™ rAPC (0-
182pmol L) oder pAPC (0-178 pmol L) wurden in entsprechenden Probenmatrizen
vorbereitet. Das fur die Standardkurven verwendete Poolplasma wurde 1:20 in
Aptamerpuffer verdinnt, um die gleiche Matrix wie in den Proben herzustellen. Auch der
zur Herstellung der Standardkurven verwendete Aptamerpuffer wurde mit final 20 pM
Aprotinin, 20 pg/ml Hirudin und 7,5 mM Kalzium gespickt.

Je 100 pl der Proben, bzw. der Standardverdinnungen wurden in die Wells gegeben,
mit einer Schutzfolie beklebt und fir 2 Stunden bei RT im Dunkeln inkubiert.

Zur Vermeidung von Kontaminationen wurde die Platte anschliel3end einmal per Hand
gewaschen. Dafur wurden wie oben beschrieben die Wells mit einer 8-Kanal Pipette
abgesaugt und anschlieRend 200 pl Waschpuffer pro Well mit der 8-Kanal Pipette
hinzugegeben. Bei jeder Spalte wurden dabei neue Spitzen verwendet. Anschliel3end

wurde die gesamte Platte dreimalig automatisch gewaschen.
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3.2.1.4 Auftragen des fluorogenen Substrates

Das als Lyophilisat gelieferte Substrat (Pefaflour PCa (Pefa-5791)) wurde in DMSO zu
einer Konzentration von 10 mM gel6st und in Glasrohrchen aliquotiert, welche bei -20 C
gelagert wurden.

Vor dem Auftragen wurde das Substrat bei 37 T im W asserbad aufgetaut. Durch
Verdinnung mit Substratpuffer wurde es auf die gewiinschte Konzentration von 300 uM

gebracht und je 100 ul der Losung in die Wells der Mikrotitrationsplatte pipettiert.

3.2.1.5 Messung der generierten Fluoreszenz

Nach dem Auftragen des Substrates wurde die Platte sofort im Fluorometer gemessen.
Die gemessenen Werte wurden von dem angeschlossenen Computer aufgezeichnet.
Bei der hier gewahlten Einstellung handelt es sich um eine Endpunktmessung, welche
bei RT erfolgte. Dabei wurde die Platte das erste Mal sofort nach Auftragen des
Substrates gemessen, anschlieBend mit einer Klebefolie versiegelt und nach
vierstuindiger Inkubation bei RT im Dunkeln ein zweites Mal gemessen. Der Messwert 1
wurde vom Messwert 2 abgezogen und so die von APC generierte Fluoreszenz
ermittelt.

Bei der Messung wurden Kalibratoren mit bekannter Konzentration mitgefiihrt. Aus den
gemessenen Fluoreszenzen dieser Kalibratoren wurde durch Interpolation mittels einer
4-Parameter-Logistik-Funktion eine  Standardkurve errechnet. Auf Basis der
Standardkurve konnte aus den Fluoreszenzen der gemessenen Proben die
Konzentration des APC errechnet werden. Diese Datenpunkte wurden mittels einer
exponentiellen Zerfallsfunktion interpoliert und der Wert fiir die Zeit (X-Achse) bei 50 %
der urspriinglichen Konzentration (Y-Achse) als Halbwertszeit errechnet.

Der Arbeitsbereich des Tests betrug dabei 0 bis 10 ng/ml.

3.2.2 APC-PCI-Komplex-ELISA

Um gebildete APC-PCIl-Komplexe nachweisen zu kodnnen, wurde eine
Mikrotitrationsplatte mit einem aufgereinigten anti-PCI-Antikérper beschichtet (Goat anti-
human Protein C Inhibitor (PCI)). Der Antikdrper wurde dazu in Coating-Buffer zu 1,25

pg/ml verdiunnt und jeweils 100 ul der Lésung in die Wells pipettiert. Die Platte wurde
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Uber Nacht bei 4 T inkubiert und anschlieend 3 Mal automatisch gewaschen. Wie
oben beschrieben wurde die Platte zur Verhinderung unspezifischer Bindungen mit
Blockpuffer geblockt und fur 2 Stunden bei RT inkubiert. Nach Absaugen des
Blockpuffers wurden jeweils 100 pl derselben Proben aufgetragen, die auch fir den
Enzyme-Capture-Assay verwendet wurden, um eine bessere Vergleichbarkeit der Werte
zu gewabhrleisten, als es eine neue Probenherstellung geliefert hatte.

Nach einsttuindiger Inkubation bei RT im Dunkeln wurde die Uberschiissige Probenmatrix
automatisch abgewaschen und der néchste Antikérper hinzugefugt. Hierbei handelte es
sich um den Rabbit anti-human Protein C-Antikdrper, welcher in Verdinnungspuffer auf
eine finale Konzentration von 5,5 pg/ml gebracht wurde. Nach Zugeben von jeweils 100
ul der hergestellten Losung in die Wells wurde die Platte erneut 1 Stunde bei RT
inkubiert und danach maschinell gewaschen.

Der anschlieBend verwendete Sekundarantikdrper (Goat anti Rabbit HRP) wurde in
Verdunnungspuffer zu 0,156 mg/ml verdinnt und jeweils 100 ul der Losung in die Wells
pipettiert. Nach erneuter einstindiger Inkubation bei RT im Dunkeln wurde die Platte
automatisch gewaschen und je 100 ul der Substratldsung hinzugegeben. Die an den
Antikdrper gebundene Horseradish-Peroxidase (HRP) katalysiert dabei tUber mehere
Zwischenprodukte die Oxidation des als Substrat verwendeten Luminols zu 3-
Aminophthalat. Die Reaktion wird von einer Lichtemission begleitet, welche via eines

Plattenluminometers direkt gemessen wurde.
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Abb. 8: Beispielhafter Aufbau der APC-PCIl-komplexe Uber eine Zeit von 120 min unter
Verwendung von rAPC. Gemessen mittels APC-PCI-Komplex-ELISA (siehe auch Abb.
11).

3.2.3 Captured-Enzyme-Assay

3.2.3.1 Vorbereitung der Platte

Um das APC im ersten Versuchsteil einzufangen, wurde eine Mikrotitierplatte mit einem
PC-Antikdrper (Rabbit anti-human Protein C) beschichtet. Hierfir wurde der Antikorper
in Coating-Buffer verdiinnt und jeweils 100 pl der Losung in die Wells pipettiert, welche
final 21 pg/ml des Antikdrpers enthielt. Wie oben beschrieben wurde die Platte tber
Nacht bei 4 T inkubiert, automatisch gewaschen und geblockt. Nach Absaugen des
Blockpuffers wurden die entsprechenden Wells mit je 100 ng/ml pAPC oder rAPC
beladen, welche in Aptamerpuffer auf die entsprechende Konzentration gebracht
wurden. Die Platte wurde fur eine Stunde bei RT im Dunkeln inkubiert und anschliel3end

maschinell gewaschen.
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3.2.3.2 Auftragen der Proben

Als Probenmatrix wurde ein im Haus hergestellter Plasmapool verwendet. Von diesem
wurden je 100 pul in die Wells gegeben und zu den auch vorher verwendeten Zeitpunkten
(nach 0, 5, 10, 20, 40, 60 und 120 Minuten) manuell abgewaschen, um die Komplex-
bildung von APC und PCI zu stoppen. In der ersten Reihe befand sich dabei als
Leerwert Aptamerpuffer. Zum Stoppen der Reaktion wurde zuerst mit einer 8-Kanal
Pipette das Plasma abgesaugt und die Wells mit jeweils 100 pl Waschpuffer wieder
aufgeflllt. Dieser Vorgang des Absaugens und Auffillens mit Waschpuffer wurde noch
zwei Mal wiederholt, um wirklich alle Probenbestandteile entfernt zu haben, wobei die
Wells zuletzt mit je 100 pl Aptamer-Puffer aufgefillt wurden. Fir jeden dieser Vorgange
wurden zur Vermeidung von Kontaminationen neue Pipettenspitzen verwendet.

Nach Abschluss der 120 Minuten wurde die gesamte Platte noch 3 Mal automatisch

gewaschen.

3.2.3.3 Auftragen des flourogenen Substrates und Messung der Fluoreszenz
Das Auftragen des Substrates sowie die anschlieBende Messung der Fluoreszenz mit
Hilfe des Plattenfluorometers erfolgte wie oben fir den Enzyme-Capture-Assay

beschrieben.

3.2.3.4 Nachweis der APC-PCI-Komplexe

Nach Abschluss der zweiten Messung wurde die Platte maschinell gewaschen und der
PCI-Antikdrper hinzugegeben. Dieser wurde in Verdinnungspuffer verdinnt und je 100
pl der Losung in die Wells pipettiert, wobei die finale Konzentration des Antikdrpers 2,5
pg/ml betrug. Die Platte wurde eine Stunde bei RT im Dunkeln inkubiert und maschinell
gewaschen. Es folgte das Auftragen des HRP-markierten Sekundarantikérpers (Rabbit
anti Goat HRP), welcher mit Hilfe des Verdinnungspuffers auf eine Konzentration von
0,325 pg/ml gebracht wurde. Wieder wurde die Platte 1 Stunde im Dunkeln bei RT
inkubiert und anschlieBend automatisch gewaschen. Das Auftragen des Substrates
sowie die anschlieende Messung erfolgte wie vorstehend fir den APC-PCI-Komplex-
ELISA beschrieben.
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3.3 Vorversuche zur Testetablierung

3.3.1 Herstellung der Proben

Ziel war es, die Herstellung der Proben fir den Enzyme-Capture-Assay und den APC-
PCI-Komplex-ELISA so zu optimieren, dass einerseits mdoglichst wenig Material
verbraucht und andererseits annadhernd physiologische Bedingungen hergestellt
wurden. Um den Testablauf des Enzyme-Capture-Assay zu uUberprifen wurden die
ersten Proben zur Einfachheit der Handhabung unverdinnt und bei Raumtemperatur
hergestellt. Daflr wurde mit rAPC gespicktes Poolplasma in Eppendorf Cups vorgelegt
und die APC-PCI-Komplexbildung zu den vorgegebenen Zeiten gestoppt, indem mit
Aprotinin und Hirudin versehener Aptamer-Puffer in den Pool pipettiert und das
Eppendorf Cup anschlieRend gevortext wurde. Bei dieser Art der Probenherstellung
wurde verhaltnismaRig viel rAPC verwendet, sodass versucht wurde, den
Herstellungsablauf so zu verdndern, dass die benétigte Menge an TrAPC
herunterreguliert werden konnte. Dafur wurde das mit rAPC versehene Plasma 1:10,
bzw. 1:20 in die ,Stopplésung“, bestehend aus Aptamer-Puffer, Aprotinin, Hirudin und
Kalzium pipettiert. Die Eppendorf Cups wurden anschlieend wieder gevortext. Die
Herstellung wurde zudem einmal bei Raumtemperatur und einmal bei 37 €T in
Wasserbad durchgefiihrt, da letzteres der Temperatur im Organismus entspricht (Abb.
9).
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Abb. 9: Inaktivierungskinetik von rAPC bei RT und 37<C, jeweils in den Verdinnungen
1:10 und 1:20, gemessen mittels Enzyme-Capture-Assay

Die errechnete Halbwertszeit des rAPC betrug dabei fir die Verdinnungen

1:10 RT 1:10 37<C 1:20 RT 1:20 37C
31,56 min 18,54 min 31,21 min 19,10 min

Ein weiterer Stoppversuch erfolgte bei 37 € im Wasserbad mit 1:20 und 1:40
verdinnten Proben, um herauszufinden, ob sich durch diese weitere Verdinnung noch
mehr Material sparen lassen konnte. Der Vergleich der beiden Verdinnungsreihen
zeigte jedoch einen deutlich flacheren Kurvenverlauf in dem APC-PCI-Komplex-ELISA
fur die 1:40 verdinnten Proben (Abb. 10).
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Abb. 10: Aufbau der APC-PCI-Komplexe Uber den Zeitraum von 120 min unter
Verwendung von rAPC, gemessen mittels APC-PCI-Komplex-ELISA

Fur alle folgenden Versuche wurden die Proben bei 37 T im Wasserbad und in einer
Verdinnung von 1:20 hergestellt, um bei einer physiologischen Kérpertemperatur zu
arbeiten und Material zu sparen.

3.3.2 APC-PCI-Komplex-ELISA

Die erste Idee fur den Versuchsaufbau bestand darin, die gebildeten APC-PCI-
Komplexe mit einem auf der Platte immobilisierten anti-PCI-Antikdrper (Goat anti-human
Protein C Inhibitor) zu fangen. Als zweiter Antikérper wurde ein anti-Protein C-Antikorper
(Sheep anti-human Protein C) eingesetzt, welcher wiederum durch einen HRP-
markierten Sekundarantikérper (Rabbit anti Sheep HRP) nachgewiesen werden sollte.
Sowohl der als Catcher verwendete anti-PCIl-Antikérper als auch die Proben wurden
dabei in verschiedenen Verdinnungen auf die Platte gegeben, um herauszufinden, bei
welcher Konzentration ein Anstieg der APC-PCI-Komplexbildung am besten beurteilbar
ist. Verwendet wurden hierfir die direkt zu Anfang gestoppte (0 Minuten) und die zuletzt
gestoppte Probe (120 Minuten). Die gemessene Lumineszenz zeigte bei keiner der

Verdinnungsreihen einen signifikanten Anstieg zwischen den zu 0 und 120 Minuten
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gestoppten Proben (Mittelwert der Lumineszenz fir Probe 0: 435 pg/ml, Mittelwert der

Lumineszenz fiur Probe 120: 436 pug/ml. Tabelle 1).

PCI-Antikdrper 50 ug/ml - 25 ug/ml 12,5 ug/ml 6,25 pg/ml Coating-B
S Probe 0 437,0 420,2 444,3 447,6 21,0

o  Probe 120 432,6 417,6 434,9 438,5 26,7

S Probe 0 434,2 422,1 440,0 448,5 27,8

o Probe 120 426,9 405,3 430,9 4422 27,0

o Probe 0 428,5 410,3 443,8 444.6 20,0

S Probe 120 443,1 426,1 4424 456,5 14,7

S Probe 0 435,2 424.,6 441,8 445,0 10,0

4 Probe 120 440,0 440,0 451,2 456,1 7,9

Tabelle 1: APC-PCI-Komplex-ELISA, gemessene Lumineszenzen fir die Proben 0 und
120 Minuten, Coating-Buffer als Leerwert mitgeftuhrt.

Um herauszufinden, ob das bisher zum Blocken der Platte verwendete BSA mit den
eingesetzten Antikdrpern kreuzreagiert, wurde der Versuch mit einem anderen
Blockpuffer (Starting Block) wiederholt. Zusétzlich wurden die Antikérperkonzentrationen
weiter verdinnt. Auch mit diesem Ansatz liel3 sich keinen Komplexaufbau nachweisen.
Um einen direkten Vergleich zwischen den unterschiedlichen Blockpuffern zu
gewahrleisten, wurde auf der nachsten Platte auf der einen Halfte Starting Block und auf
der anderen BSA-Blockpuffer verwendet. Weiterhin wurde die Platte dieses Mal zuerst
mit dem Sheep anti-human Protein C -Antikorper beschichtet und als zweiter Antikorper
der Goat anti-PCI-AntikOrper eingesetzt, doch auch diese veranderte Reihenfolge liel3
keinen Aufbau der Komplexe Uber die Zeit erkennen. Allerdings gab es auch keinen
Unterschied zwischen den beiden verwendeten Blockpuffern, sodass bei den folgenden
Versuchen der BSA-Blockpuffer weiterhin verwendet wurde.

Da es aufgrund der Artenverwandheit zwischen den zur Herstellung der verwendeten
Antikdrper ausgewahlten Tiere zu einer Kreuzreaktion der Antikbrper gekommen sein
kénnte, wurde ein neuer anti-Protein C-Antikérper als Catcher verwendet (Rabbit anti-
human Protein C). Als zweiter Antikérper diente weiterhin der Goat anti-human Protein
C Inhibitor-Antikorper, sowie der HRP-markierte Sekundarantikérper (Rabbit anti Sheep
HRP). Der Versuch wurde mit normalem Poolplasma, APC-Mangelplasma und
Plasmaspenden zweier Mitarbeiter durchgefiihrt. Auch in diesem Versuchsaufbau

konnte kein Komplexaufbau nachgewiesen werden.
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Nach Bestellung eines neuen, affinitatsgereinigten anti-PCI-Antikdrpers (Goat anti-
human Protein C Inhibitor (PCI), Affinity-Purified 19G), wurde wie anfanglich noch einmal
der anti-PCI-Antikdrper als Catcher verwendet, wobei der affinitatsgereinigte Antikdrper
mit dem bisher verwendeten verglichen wurde. Aufgetragen wurden jeweils die Proben
der Zeitpunkte 0 und 120 Minuten in verschiedenen Verdinnungen, weiterhin wurde der
Rabbit anti-human Protein C sowie der HRP-markierte Sekundarantikérper Goat anti
Rabbit HRP eingesetzt. In dieser Kombination konnte nun erstmalig ein Anstieg der
APC-PCI-Komplexe zwischen den jeweiligen Proben beobachten werden (Tabelle 2).

1:1000 1:2000 1:4000

X Ver X Ver X Ver
o 0min 35,53 2,66 30,77 2,73 28,53 2,66
T 120min 94,34 84,1 75,77
o 0min 32,82 2,00 28,31 2,08 20,68 2,46
S 120min 65,72 58,97 50,94
o 0min 22,97 1,75 19,04 1,89 16,28 2,02
Y 120min 40,12 36,06 32,96
o 0min 17,49 1,58 14,93 1,82 13,28 1,84
®  120min 27,59 27,13 24,46

Tabelle 2: APC-PCI-Komplex-ELISA, x = Mittelwert der gemessenen Lumineszenzen,
Ver = Verhaltnis zwischen den Proben 0 und 120 Minuten.

Da ein eindeutigerer Lumineszensanstieg unter Verwendung des aufgereinigten PCI-
Antikdrpers zu erkennen war, wurde dieser fir die folgenden Versuche verwendet und
ebenso wie der HRP-markierte Sekundarantikorper weiter verdinnt.

Die optimale Konzentration der Antikdrper lag schlief3lich bei

1:4000 fur den Goat anti-human Protein C Inhibitor (PCI), Affinity-Purified IgG-
Antikorper,

1:2000 fir den Rabbit anti-human Protein C-Antikdrper und

1:1600 fur den Goat anti Rabbit HRP-Antikorper.

Die Proben wurden 1:20 verdiinnt und bei 37 T herge stellt.

(siehe Abb. 8)
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Abb. 11: APC-PCI-Komplex-ELISA, Darstellung von Mittelwerten
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4. Ergebnisse

4.1 Vergleich der Plasma-Halbwertszeiten von rAPC und pAPC

Das Ziel dieses Versuches war es, herauszufinden, ob sich die Halbwertszeit oder der
Komplexaufbau mit PCI des rekombinanten (rAPC, Xigris®) und des plasmabasierten
APC (pAPC, Cellsystem) in den eingesetzten Testverfahren unterscheidet. Hierfur
wurde mit beiden Proteinen ein neuer Stoppversuch unter gleichen Bedingungen
durchgefiihrt, die Proben anschlieBend in Doppelwerten gemessen und jeweils
Mittelwerte erstellt.

Die Halbwertszeit betrug dabei fur das rAPC 20,8 Minuten und fiur das pAPC 21,2
Minuten, was nicht als signifikanter Unterschied gewertet wurde.
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Abb. 12: Enzyme-Capture-Assay, Inhibitionskinetik von rAPC (Xigris®) und
pAPC (Cellsystem)
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Abb. 13: APC-PCI-Komplex-Elisa, Verwendung von rAPC und pAPC, Darstellung
von Mittelwerten

Wie anhand der Graphiken zu erkennen ist, bauen sich in dem Enzyme-Capture-Assay
zwar  etwas mehr APC-PCI-Komplexe unter Verwendung des rAPC auf, die
Halbwertszeiten unterscheiden sich jedoch nur marginal. Unter Verwendung des
Captured-Enzyme-Assays ist dagegen kein Unterschied im Kurvenverlauf erkennbar
(siehe Abb. 14 und 15).
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Abb. 14: Captured-Enzyme-Assay, Inhibitionskinetik von immobilisiertem rAPC
und pAPC, Darstellung von Mittelwerten
* pAPC OrAPC
100,00 -
90,00 o i
80,00 -
*
70,00 1
60,00 1 %
50,00 1
®
40,00 -
30,00 o .
]
20,00 -
10,00 4 .
0,00 v v v v v v v v v v v v L]
-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Zeit [min]
Abb. 15: Captured-Enzyme-Assay, Verwendung von rAPC und PpAPC,

Darstellung von Mittelwerten
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4.2 Einfluss von Heparin auf die APC-Halbwertszeit

4.2.1 Einfluss von unfraktioniertem Heparin (UFH, Liquemin®)

Dieser Ansatz galt der Fragestellung, in wie fern die Halbwertszeit von APC durch UFH
(Liquemin®) beeinflusst wird. Um dies zu testen, wurde Liquemin in verschiedenen
Konzentrationen (0 U/ml, 0,1 U/ml, 1 U/ml, 10 U/ml) zu dem verwendeten Plasma
gegeben. Auch hier wurde der Ansatz gleichzeitig mit rAPC und pAPC durchgefihrt, um

einen eventuell vorhandenen Unterschied herauszuarbeiten.

Liquemin® 0 U/ml 0,1 U/ml 1 U/ml
HWZ rAPC 19,0 15,5 11,5
HWZ pAPC 21,8 18,2 13,0

Tabelle 3: Vergleich der HWZ (min) von rAPC und pAPC, gemessen mittels Enzyme-
Capture-Assay, Berechnung der HWZ wie oben beschrieben.

¢ pAPC 0 U/ml Liqguemin < rAPC 0 U/ml Liguemin ® pAPC 0,1 U/ml Liquemin
o rAPC 0,1 U/ml Liguemin A pAPC 1 U/ml Liquemin A TAPC 1 U/ml Liqguemin
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Abb. 16: APC-PCl-Komplex-Elisa, Einfluss von Liquemin® in verschiedenen
Konzentrationen, Vergleich von rAPC und pAPC, Darstellung von Mittelwerten.
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Abb. 17: Captured-Enzyme-Assay, Darstellung der Inhibitionskinetik von rAPC und
pAPC unter dem Einfluss von Liquemin® in verschiedenen Konzentrationen, Darstellung
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Sowohl in dem Captured-Enzyme-Assay, als auch in dem Enzyme-Capture-Assay und
APC-PCI-Komplex-ELISA zeigt sich, dass die HWZ von APC sinkt, bzw. der
Komplexaufbau zunimmt, je hoher die Liquemin®Konzentration ist, wobei eine
Konzentration von 0,1 U/ml nur einen geringen Einfluss zu haben scheint. Ein
Unterschied zwischen rAPC und pAPC lasst sich dabei in dem APC-PCI-Komplex-
ELISA (Abb. 16), sowie in dem Enzyme-Capture-Assay (Tabelle 3) nachweisen. Hier
zeigt sich ein starkerer Einfluss des UFH auf das rAPC, welches unter Zugabe von
Liquemin® mehr Komplexe mit PCl eingeht und eine etwas kiirzere Halbwertszeit
aufweist. Dagegen unterscheidet sich die HWZ der beiden Proteine, beziehungsweise

der Komplexaufbau von APC und PCI im Captured-Enyme-Assay nur marginal.

4.2.2 Einfluss verschiedener Heparine mit unterschiedlichen Molekulargewichten

Ziel dieses Versuches war herauszufinden, ob verschiedene Heparine einen
unterschiedlichen Einfluss auf APC hinsichtlich seiner HWZ und Komplexbildung mit PCI
haben. Hierfiir wurden Liquemin® als unfraktioniertes Heparin, Enoxaparin-Natrium
(Clexane®) und Nadroparin-Kalzium (Fraxiparin® als niedermolekulare Heparine,
Danaparoid-Natrium (Orgaran®), welches zu 84 % aus niedermolekularem
Heparansulfat besteht, sowie Fondaparinux-Natrium (Arixtra®), ein synthetisch
hergestelltes Pentasaccharid, benutzt.

Es wurde der Einfluss von je 0,1 U/ml, 1 U/ml und 10 U/ml auf das rAPC im Vergleich zu

nativem Poolplasma gemessen.

0,1 U/mi 1 U/mi 10 U/ml
Pool ohne Heparin 28,86 - -
Liquemin® 20,83 16,26 4,77
Clexane® 19,16 16,75 7,72
Fraxiparin® 17,52 15,39 6,89
Orgaran® 16,79 18,23 11,23
Arixtra® 19,30 18,03 18,95

Tabelle 4: Halbwertszeit (min) von rAPC in gepooltem Citratplasma unter dem Einfluss
verschiedener Heparine, Messung mittels Enyme-Capture-Assay.
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Abb. 19: APC-PCI-Komplex-ELISA, Verwendung von rAPC unter Einfluss verschiedener
Heparine in der Konzentration von 0,1 U/ml, Darstellung von Mittelwerten
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Abb. 20: APC-PCI-Komplex-ELISA, Verwendung von rAPC unter Einfluss verschiedener
Heparine in der Konzentration von 1 U/ml, Darstellung von Mittelwerten
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Abb. 21: APC-PCI-Komplex-ELISA, Verwendung von rAPC unter Einfluss verschiedener
Heparine in der Konzentration von 10 U/ml, Darstellung von Mittelwerten

Wahrend unter dem Einfluss von Arixtra® alle Kurven nahezu identisch mit der des nicht
mit Heparin versetzten Poolplasmas verlaufen (Abb. 19-21), zeigen sich bei den
anderen Heparinen ab einer Konzentration von 1 U/ml deutliche Unterschiede in der
Halbwerstzeit und dem Aufbau der APC-PCI-Komplexe. Orgaran® zeigt zwar &hnlich wie
Arixtra® bei einer Konzentration von 1 U/ml noch keinen Abfall der Halbwertszeit
(Tabelle 4), dafur jedoch einen erheblichen Anstieg der Komplexbildung (Abb. 20).
Interessanter Weise verandert sich die Halbwertszeit selbst bei einer Zugabe von 10
U/ml Arixtra® zu den Proben nicht, wéahrend sie unter dem Einfluss der anderen
Heparine auf 5 bis 7 Minuten abféllt (Tabelle 4).

4.2.3 Direkter Vergleich des Einflusses verschiedener Heparine
Um wieder einen Vergleich zwischen dem rAPC und pAPC herzustellen, wurde der Test
erneut mit beiden Enzymen durchgefiihrt, dieses Mal jedoch nur unter Verwendung

eines unfraktionierten (Liquemin®), eines niedermolekularen (Clexane®) Heparins und
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des synthetisch hergestellten Arixtra®, wobei zum Vergleich der beiden Proteine mittels
des Enzyme-Capture-Assay und APC-PCI-Komplex-ELISA eine Konzetration von 1
U/ml gewahlt wurde.

rAPC pAPC
Clexane® 13,87 14,45
Arixtra® 15,44 17,39
Liquemin® 13,83 15,26
Pool 18,98 18,67

Tabelle 5: Messung mittels Enzyme-Capture-Assay und Berechnung der HWZ in
Minuten von rAPC und pAPC unter dem Einfluss von 1 U/ml verschiedener Heparine

O Clex rAPC ® Clex pAPC < Arix rAPC & Arix pAPC
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Abb. 22: APC-PCI-Komplex-ELISA unter dem Einfluss von 1 U/ml verschiedener
Heparine, Vergleich zwischen rAPC und pAPC, Darstellung von Mittelwerten

Es ist erkennbar, dass die HWZ des pAPC unter dem Einfluss der Heparine etwas uber
der HWZ des rAPC liegt (1,3 min). Weiterhin zeigt sich, dass das pAPC weniger
Komplexe unter Zugabe von Heparin aufbaut. Dabei wird auch deutlich, dass Arixtra®
dennoch einen schwacheren Einfluss auf die Komplexbindung ausibt als das

unfraktionierte und niedermolekulare Heparin.
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Da es in dem Captured-Enzyme-Assay einfacher ist, viele Heparinkonzentrationen unter
den gleichen Bedingungen zu messen, wurden hier die drei ausgewéhlten Heparine in
den Konzentrationen 10 U/ml, 1 U/ml und 0,1 U/ml in Poolplasma gegeben und auf die
mit rAPC bzw. pAPC versehenen Platten aufgetragen.

OClex 10rAPC B Clex 10 pAPC < Clex 1 rAPC & Clex 1 pAPC
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Abb. 23: Darstellung der Inhibitionskinetik von rAPC und pAPC unter dem Einfluss von
Clexane® in verschiedenen Konzentrationen (10, 1, 0,1 U/ml) mittels des Captured-
Enzyme-Assay, Darstellung der relativen APC-Konzentration y-Achse beschriften!?
MalReinheit!???
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Abb. 24: Darstellung der Inhibitionskinetik von rAPC und pAPC unter dem Einfluss von
Liquemin® in verschiedenen Konzentrationen (10, 1, 0,1 U/ml) mittels des Captured-
Enzyme-Assay, Darstellung der relativen APC-Konzentration
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Abb. 25: Darstellung der Inhibitionskinetik von rAPC und pAPC unter dem Einfluss von
Arixtra® in verschiedenen Konzentrationen (10, 1, 0,1 U/ml) mittels des Captured-
Enzyme-Assay, Darstellung der relativen APC-Konzentration
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Dabei zeigte wie auch in dem vorherigen Test sowohl bei den Clexane®-
Konzentrationen (Abb. 23) als auch beim Liquemin® (Abb. 24) ein Abfall der APC-
Halbwertszeit, welcher mit steigender Konzentration immer deutlicher wurde, wobei das
pAPC marginal weniger beeinflusst wurde. Die APC-HWZ blieb unter dem Einfluss von

Arixtra® (Abb. 25) hingegen vollkommen unbeeinflusst.
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Abb. 26: Darstellund der APC-PCI-Komplexbildung mittels des Captured-Enzyme-Assay
unter dem Einfluss von Clexane® in verschiedenen Konzentrationen (10, 1, 0,1 U/ml),
Vergleich von rAPC und pAPC, Darstellung von Mittelwerten
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Abb. 27: Darstellund der APC-PCI-Komplexbildung mittels des Captured-Enzyme-Assay
unter dem Einfluss von Liquemin® in verschiedenen Konzentrationen (10, 1, 0,1 U/ml),
Vergleich von rAPC und pAPC, Darstellung von Mittelwerten
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Abb. 28: Darstellung der APC-PCI-Komplexbildung mittels des Captured-Enzyme-Assay
unter dem Einfluss von Arixtra® in verschiedenen Konzentrationen (10U/ml, 1U/ml, 0,1
U/ml), Vergleich von rAPC und pAPC, Darstellung von Mittelwerten.



77

Auch die APC-PCI Komplexe nehmen selbst bei Konzentrationen von 10 U/ml Arixtra®
(Abb. 28) nur leicht zu, wahrend sich unter Zugabe von Clexanen® (Abb. 26) und
Liquemin® (Abb. 27) dieser Konzentration deutliche Anstiege beobachten lassen. Ein
Unterschied zwischen dem synthetischen und biologischen APC ist dabei nur in den
hochsten Konzentrationen minimal erkennbar, wobei das biologische APC etwas

weniger Komplexe unter dem Heparineinfluss aufbaut.

4.3 Einfluss von Aptameren auf die Halbwertszeit von rAPC

Wie schon von Miller et al. beschrieben, beschleunigt die Anwesenheit der HS02-
Aptamere in Abhangigkeit inres Molekulargewichtes analog zu Heparin die Bildung von
APC-PCI-Komplexen (Miiller et al., 2009b). Um diesen Effekt nachzuweisen, wurden
Aptamere verschiedener Lange in einer Konzentration von jeweils 100 nM zu
Poolplasma gegeben und ihr Einfluss auf die Halbwertszeit des rAPC und die
Komplexbildung mit PCI mittels des Captured-Enzyme-Assay bestimmt. Dabei wurden
folgende Aptamere verwendet:

HS02-44G als kurzestes Molekdl
HS02-52G, welches die effektivste HS02-Variante darstellt und

HS02-88G als langstes Molekiil.

Die Ergebnisse sind in Abb. 29 und 30 dargestellt.
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Abb. 29: Darstellung der Inhibitionskinetik von rAPC mittels Captured-Enzyme-Assay
unter dem Einfluss der HS02-Aptamere 44G, 52G und 88G in einer Konzentration von
100nM, Darstellung der relativen APC-Konzentration
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Abb. 30: Darstellung der rAPC-PCI-Komplexbildung mittels des Captured-Enzyme-
Assay unter dem Einfluss der HS02-Aptamere 44G, 52G und 88G in einer Konzentration
von 100nM, Darstellung von Mittelwerten
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Es ist erkennbar, dass die Halbwertszeit des rAPC mit steigendem Molekulargewicht der

Aptamere ab- und analog dazu die Komplexbildung mit PCI zunahm.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Konzentration des im Enzyme-Capture-Assay
verwendeten Aptameres HS02-52G in einer Halblogarithmischen Verdinnungsreihe,
beginnend mit 100 nM, verdinnt. Die jeweiligen Konzentrationen betrugen:

HS02-52G: 100 nM 31,6 nM 10 nM 3,16 nM 1nM

Es wurden jeweils Doppelwerte gemessen und anhand der Ergebnisse die Mittelwerte

berechnet.
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Abb. 31: Darstellung der Inhibitionskinetik von rAPC mittels Captured-Enzyme-Assay
unter Einfluss von HS02-52G in verschiedenen Verdinnungen, Darstellung von
Mittelwerten
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Abb. 32: Darstellung der rAPC-PCIl-Komplexbildung mittels des Captured-Enzyme-
Assay unter Einfluss von HS02-52G in verschiedenen Verdinnungen, Darstellung von
Mittelwerten

Wie zu erwarten nahm der Einfluss des Aptameres auf die Halbwertszeit des APC und

die Komplexbildung mit PCI mit steigender Verdinnung ab.

4.4 Einfluss von Protein S auf die Halbwertszeit von rAPC

Da Protein S ein wichtiger Cofaktor fir die APC-induzierte Spaltung der
Gerinnungsfaktoren Va und Vllla ist, sollte sein Einfluss auf die Halbwertszeit von APC
untersucht werden. Die Frage war hierbei, ob eine hohe Protein S Konzentration im
Plasma die Halbwertszeit von APC eventuell verlangert. Fir diesen Versuchsansatz
wurde lyophilisiertes Protein S Mangelplasma mit humanem Protein S angereichert. Die
finalen Protein S Konzentrationen betrugen anschlielend

0 nM 20 nM 50 nM 100 nM 150 nM 300 nM,

wobei die Werte zwischen 150 nM und 300 nM im physiologischen Bereich lagen
(Rezende et al , 2004).
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Konz. PS HWZ APC
0 nM 44,4
20 nM 62,2
50 nM 53,3
100 nM 52,9
150 nM 43,5
300 nM 39,7

Tabelle 6: HWZ in Minuten von
schiedenen Konzentrationen, Messung mittels Enzyme-Capture-Assay.

rAPC unter dem Einfluss von Protein S in ver-

Wie in Tabelle 6 und Abbildung 33 zu erkennen ist, kann hier auf keinen ersichtlichen

Zusammenhang zwischen der Protein S-Konzentration und der HWZ von APC

geschlossen werden. Schon ohne Zugabe von Protein S ist die HWZ im Mangelpasma

ungewdhnlich hoch. Auch unter Zugabe von steigenden Protein S-Konzentrationen zeigt

sie keinen stetigen Anstieg oder Abfall.
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Abb. 33: APC-PCI-Komplex-ELISA, Einfluss von Protein S in verschiedenen
Konzentrationen auf die APC-PCI-Komplexbildung, Darstellung der relativen APC-
Konzentration



82

Da fur diesen Versuch lyophilisiertes Protein S Mangelplasma verwendet wurde,
bestand die Vermutung, dass einer der Vorgdnge der Herstellung des Mangelplasmas
oder der Lyophilisation und anschlieBenden erneuten Anlésung die Halbwertszeit des
APC beeinflusst. Um dieser Vermutung nachzugehen, wurde im nachsten Versuch die
Halbwertszeit von rAPC in verschiedenen Patientenproben, bei denen ein Protein S
Mangel bestimmt wurde, gemessen, sowie die Halbwertszeit in Protein S
Mangelplasma, normalem und lyophilisiertem Poolplasma bestimmt. Die Protein S-
Konzentrationen der Patientenplasmen betrugen dabei

13 % 37 % 50 % 95 % >120 %

Wie in Tabelle 6 erkennbar, unterscheidet sich das bisher verwendete normale
Poolplasma in der HWZ von rAPC nicht von dem lyophilisierten, wahrend das
Mangelplasma (MP) wieder eine extrem hohe rAPC-HWZ aufweist. Unter den
Messungen der Patientenplasmen lasst sich keine Korrelation zwischen der Protein S-
Konzentration und der rAPC-HWZ oder rAPC-PCI-Komplexbildung nachweisen (Abb.
32).

Lyo

MP 13 % 37 % 50 % 95 % >120 %
Pool

Plasma Pool

HWZ 24,5 24,6 52,4 16,9 15,1 18,8 16,6 17,2

Tabelle 7: HWZ von rAPC in Minuten, Messung mittels Enzyme-Capture-Assay.
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Abb. 34: APC-PCI-Komplex-ELISA, Darstellung von Mittelwerten

Um sicher zu gehen, dass das verwendete Protein S Mangelplasma keine
aulRergewohnlich niedrigen PCI Konzentrationen enthielt und die Messung dadurch
beeinflusst wurde, wurde die PCI Konzentration sowohl in dem Protein S Mangelplasma,
als auch in dem von gesunden Mitarbeitern des Institutes hergestellten ,Mitarbeiterpool*
gemessen. Daflr wurde eine Mikrotiterplatte mit dem PCI-Antikdrper (Goat anti PCI
affinity purified IgG) beschichtet und das ,normale“ Poolplasma in den Verdiinnungen
1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280
jeweils in Doppelwerten in die Wells pipettiert. Fur die Verdinnung wurde hier ein PBS-
Puffer mit MgCl, verwendet (1 x PBS — 1 mM MgCl, — 0,1 % BSA). In jeweils 4 weitere
Wells wurde 1:250 in PBS-Puffer verdinntes Protein S Mangelplasma und
Mitarbeiterpool pipettiert. Nach 1 Stunde Inkubation bei RT und dreimaligem
maschinellen Waschen mit PBS-Waschpuffer wurde ein HRP markierter PCI-Antikorper
(Goat anti PCI HRP) zu den Wells gegeben, erneut inkubiert, gewaschen und
anschlieRend Substrat (BM Chemiluminescence ELISA Substrate (POD)) hinzugefigt.
Die Ergebnisse des ,normalen® Pools dienten hierbei als Ausgangswerte fur die
Berechnung der PCI-Konzentrationen im Protein S Mangelplasma und Mitarbeiterpool,
welche sich mit 120,8 % PCI im Mangelplasma und 140,7 % im Mitarbeiterpool im

Vergleich zum ,normalen” Poolplasma nicht herausragend unterschieden.
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Der vorherige Versuch wurde mit anderen Patientenplasmen noch einmal wiederholt
und der Pool zur Kontrolle mitgefuhrt. Die im Poolplasma ermittelte Protein S-
Konzentration lag bei 104 %, die der Patienten bei

48,1 % 39,3% 29,6 % 25,1 % 15 % 13 % 10 %
Weiterhin wurde die Thrombinzeit der Patientenplasmen ermittelt um herauszufinden, ob
eine eventuelle Heparinisierung der Patienten die Halbwertszeit des APC beeinflussen
konnte. Die ermittelten Thrombinzeiten lagen bis auf die Probe mit einer Protein-S-

Aktivitat von 39,3 % bei allen Patienten im Normbereich.

% PS 104 48,1 39,3 29,6 25,1 15 13 10
HWZ 18,68 16,11 6,86 17,89 21,52 12,79 16,44 12,81

25,00

20,00

15,00 -
10,00 4
5,00 4
0,00 -

104 48,1 39,3 296 251
PS Konzentration [Prozent]

HWZ [min]

Tabelle 8 und Abb. 35: Messung mittels Enzyme-Capture-Assay und Berechnung der
APC-HWZ in Minuten, Darstellung verschiedener Patientenplasmen
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Abb. 36: Messung mittels Enzyme-Capture-Assay und Berechnung der APC-HWZ in
Minuten, Darstellung von Einzelwerten
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Abb. 37: APC-PCI-Komplex-ELISA, Verwendung verschiedener Patientenplasmen,
Darstellung von Mittelwerten

Wie zu erwarten zeigte sich die APC-HWZ des heparinisierten Patientenplasmas (39,3
%) stark herabgesetzt, bzw. eine erhdohte APC-PCIl-Komplexbildung (siehe Abb. 35, 37).
Allerdings lasst sich bei den Daten wie im vorherigen Versuch kein Zusammenhang
zwischen der Protein S-Konzentration und der APC-Halbwertszeit, bzw. der

Komplexbildung mit PCI feststellen.
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Da in dem Patientenplasma noch andere Faktoren die APC-HWZ beeinflussen kénnten
und somit keine vergleichbaren Bedingungen unter den Patienten hergestellt werden
konnten, wurde eine Probe mit einer 10 %igen Protein S-Konzentration gewahlt und
diese erneut mit Protein S aufgesattigt. Die verwendeten Konzentrationen lagen bei

0 nM 10 nM 20 nM 100 nM 150 nM 300 nM,

wobei 0 nM dem Patientenplasma ohne Hinzufligen von Protein S entspricht.

Pool 0nM 10nM 20nM 50 nM 100 nM 150 nM 300 nM
19,10 17,08 17,25 15,97 18,09 16,03 10,81 13,95

25,00

20,00

15,00 +
@

HWZ [min]

Ul

o O
o O
1 1

o

N

QO

< '\’ > "’ N '\‘? ’bg
Konzentration PS

Tabelle 9, Abb. 38: Messung mittels Enzyme-Capture-Assay und Berechnung der APC-
HWZ in Minuten unter dem Einfluss von Protein S.
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Abb. 39: APC-PCI-Komplex-ELISA unter dem Einfluss von Protein S, Darstellung von
Mittelwerten

Wie in Tabelle 9, sowie den Abbildungen 38 und 39 erkennbar, lie3 sich erneut kein
Zusammenhang zwischen den Protein S-Konzentrationen und der APC-HWZ, bzw. den

APC-PCI-Komplexen ermitteln.
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5. Diskussion

5.1 Vergleich von pAPC und rAPC

Um Erkenntnisse Uber den Wirkmechanismus von APC zu erlangen, sind in den letzten
Jahren viele Experimente diesbeziglich durchgefihrt worden. Dabei wurden in den
verschiedenen Versuchen unterschiedliche Materialien benutzt. So wurden
beispielsweise von Hanson et al. in 1989 die antithrombotischen Eigenschaften von
humanem PC in vivo untersucht (Hanson et al., 1989). Die Herstellung von PC erfolgte
hierbei durch eine Immunaffinitditssdulenchromatographie, durch welche PC aus einem
Faktor IX Konzentrat aufgereinigt wurde. Miller et al., 2009a verwendeten in ihrer
Arbeit Uber ssDNA-Aptamere unter anderem das plasmabasierte humane PC
Konzentrat Ceprotin®, welches fiir die Behandlung eines kongenitalen PC Mangels
eingesetzt wird.

In vielen Versuchen uber die zytoprotektiven und antiinflammatorischen Eigenschaften
von APC wurde hingegen mit der rekombinanten Form (Drotecogin a, Xigris®) gearbeitet
(Aoki et al., 2000; De Backer et al., 2006; Isobe et al., 2001; Mdller et al., 2012; Taylor et
al., 2000).

Da sich Drotecogin a nur durch einzelne Oligosaccharide im Kohlenhydratteil des
Molekils  von dem in natirlicher Weise im Blutplasma vorkommenden APC
unterschiedet, liegt die Vermutung nahe, dass die Erkenntnisse von pAPC auf rAPC
Ubertragbar sind. Jedoch wurden die beiden Formen des Proteins bisher in noch keinem
Test direkt miteinander verglichen. Ein (klinischer) Test zur Inhibitionskinetik von APC
sollte also sowohl pAPC als auch Xigris® (rAPC) erfassen kénnen, was durch die hier
verwendeten Testverfahren gewahrleistet ist. Wie in den Abbildungen 11-14 zu
erkennen ist, lasst sich die Inhibitionskinetik und Komplexbildung mit PCI sowohl von
pAPC als auch von rAPC mit dem Enzyme-Capture-Assay, dem APC-PCI-Komplex-
ELISA und dem Captured-Enzyme-Assay zuverlassig darstellen.

5.1.2 Bestimmung der Plasma-Halbwertszeiten von pAPC und rAPC
Wie schon von Miller et al.,, 2009 beschrieben, gab es bisher keine angemessenen
Methoden, um APC-Plasmalevel unter praktischen labortechnischen Bedingungen zu
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messen. Zwar beschrieben Gruber und Griffin schon 1992 die Verwendung eines
Enyme-Capture-Assays (ECA), allerdings benutzten sie hier als Catcher einen
monoklonalen Antikdrper, welcher die leichte Kette von PC erkannte. Da der Antikorper
jedoch nicht zwischen APC und PC unterscheiden kann und die PC-Konzentration im
Plasma um ein vielfaches hoher ist als die von APC, mussten die Proben extensiv
verdinnt werden um zu gewahrleisten, dass nicht alle Bindungsstellen von PC blockiert
wurden. Als Konsequenz der sehr geringen gebundenen APC-Konzentrationen musste
das fur die Quantifizierung verwendete chromogene Substrat tber mehrere Wochen
inkubieren, um ein ausreichend starkes Signal fir die Mengenbestimmung des APC zu
generieren (Griffin et al., 1992). Durch die Bindung des Catcher-Antikérpers an hoch
kapazitdre Agaroseperlen konnte die Inkubatioszeit des Substrates auf 16-18h gesenkt
werden (Orthner et al.,, 1993). Liaw et al. berichteten 2003 Uber die Herstellung des
monoklonalen Antikérpers HAPC 1555, welcher eine 10-fach héhere Bindungsneigung
an APC als PC aufwies (Esmon et al., 2011; Liaw et al., 2003).

Allerdings war auch mit diesem neuen Antikorper eine Inkubationszeit des verwendeten
chromogenen Substrates fur mindestens 19 h notwendig, um APC-Konzentrationen
unterhalb des Nanogrammbereiches mit einem plattenbasierten Assay zu messen,
wodurch der Test immer noch nicht fir einen Routineeinsatz geeignet war (Liaw et al.,
2003).

Ein alternativer Ansatz um APC nachzuweisen lag darin, die Konzentration an
zirkulierenden APC-PCI-Komplexen zu ermitteln. Stenflo et al. entwickelten hierfiir einen
auf einem monoklonalen Antikorper (M36) basierenden Assay, welcher Neoepitope auf
dissoziiertem und an PCI gebundenem APC erkannte (Strandberg et al., 2001,
Strandberg et al., 2003). Plasmalevel der APC-PCI-Komplexe spiegeln jedoch die des
freien APC nur zu einem gewissen Umfang wieder (Schulman et al., 2009). So ist
beispielsweise noch unklar, wie verdnderte PCIl-Level die Formationskinetik von APC-
PCI-Komplexen in vivo beeinflussen. Weiterhin kénnten Verédnderungen in der
Eliminierungsrate der APC-PCl-Komplexe zu einer Uber- oder Unterschatzung der
zugrunde liegenden APC-Level fuhren. Aul3erdem gibt es neben PCI, welches als der
hauptsachliche physiologische Inhibitor von APC gilt (Esmon, 2003; Rezaie, 2010), auch
Komplexbildungen zwischen APC und Alpha-1-Antitrypsin oder Alpha-2-Makroglobulin,
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welche ebenso eine wichtige Rolle unter verschiedenen pathologischen Umstanden
spielen (Alcaraz et al., 1995; Espafa et al., 1990).

Ein weiterer Versuch, die APC-Konzentrationen zu bestimmen bestand daraus, Blut in
zwei separaten Rohrchen abzunehmen, welche entweder Heparin enthielten, um die
APC-PCI-Komplexbildung zu verstarken, oder Benzamidin, um die Komplexbildung zu
inhibieren. Die zirkulierenden APC-Konzentrationen wurden nun aus der Differenz der
Konzentrationen an APC-PCI-Komplexen in den beiden Proben bestimmt (Espafa et al.,
2001). Dieser Ansatz erfordert zwangslaufig Multi-Well-Analysen, eine genaue
Beobachtung der durch Heparin getriggerten Effekte und hangt auRerdem von den
Plasmaleveln des PCI ab. Somit bleibt die direkte Messung der Enzym Plasmalevel
erstrebenswert, um den Einfluss von APC auf Gesundheit und Krankheit besser
einschéatzen zu kdnnen.

Fur die Verbesserung der APC-Messung wird ein Ligand bendtigt, der APC spezifischer
bindet. Muller et al. benutzten hierfiir das ssDNA Aptamer HS02 52G 3'Bio, welches
APC mit hoher Affinitat und Spezifitat bindet (Mdiller et al., 2009a; Mdiller et al., 2012).
Dieses Aptamer wurde fiur die Entwicklung eines OECA (Oligonucleotid Enzym Capture
Assay) verwendet, welcher eine schnelle Messung von APC-Plasmaleveln unter
klinischen Routinebedingungen gewabhrleistet. Diese Testmethode wurde hier
aufgegriffen, um einen sicheren und schnellen Nachweis von rAPC und pAPC zu
gewébhrleisten. Die von Mduller et al. 2012 beschriebene APC-HWZ von ~15-20 Minuten
konnte hier bestatigt werden, was die Reproduzierbarkeit dieses Tests unterstitzt. Auch
in anderen Quellen wird die Halbwertszeit mit 20-25 Minuten (Heeb et al., 1988; Heeb et
al., 1991) oder durchschnittlich 22 Minuten (Okajima et al., 1990) beschrieben.

Die HWZ lag im Durchschnitt in den durchgefiihrten Versuchen bei 22 + 4 min fur rAPC
und 21 + 2 min fur pAPC, womit die oben beschriebene Halbwertszeit bestatigt wird.
Weiterhin ist erkennbar, dass sich die HWZ von rAPC und pAPC nicht signifikant
unterscheidet. Diese Feststellung wird dadurch bestatigt, dass auch im Captured-
Enzyme-Assay die Kurven der Inhibitionskinetik von rAPC und pAPC nahezu identisch

verlaufen.
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5.1.2 Komplexbildung von rAPC und pAPC mit PCI

Da PCI als der hauptséchliche physiologische Inhibitor von APC gilt (Esmon, 2003;
Rezaie, 2010), wurde seine Komplexbildung mit pAPC und rAPC verglichen, um auch
hier eventuelle Unterschiede herauszuarbeiten. Unter Verwendung des APC-PCI-
Komplex-ELISA zeigte sich dabei, dass es zu einer geringflgig hoheren Komplexbildung
des PCI mit rAPC kam. Wie schon von Miller et al beschrieben, kénnte dies an der
hoheren Reinheit des rekombinanten Molekils, sowie an seinem anderem
Glykosylierungsmuster liegen (Muller et al., 2012), wodurch das PCI oder zur Detektion
verwendete Antikdrper bessere Bindungsvorraussetzungen haben kdnnten. Wird das
APC dagegen wie beim Captured-Enzyme-Assay an der Platte immobilisiert, zeigt sich
kein Unterschied in den Kurvenverlaufen der Komplexbildung von rAPC und pAPC mit
PCI, was vermuten lasst, dass die hier schon bestehende Bindung des rekombinanten

Molekdls an den Catcher die besseren Bindungsvoraussetzungen fur PCI relativiert.

5.2 Einfluss verschiedener Heparine auf die APC-Halbwertszeit

Die Assoziation von PCI-Spiegeln mit bestimmten thrombotischen Ereignissen (Carroll
et al., 1997; Meijers et al., 2002) und die Feststellung, dass die Konzentration der APC-
PCI-Komplexe ein sensitiver Indikator fir das Ausmald der Gerinnungsaktivierung
darstellt (Kolbel et al., 2006), verdeutlicht, dass die hauptséchliche physiologische Rolle
von PCI in der Zirkulation die Inhibition von APC ist. Interessanter Weise ist die
Inhibitionsrate von APC durch PCI mit 1000 y* s* recht langsam, sodass man erwarten
wuirde, andere Inhibitoren von APC wie a;-Antitrypsin kbnnten einen gréf3eren Einfluss
ausiben (van der Meer et al., 1989). Die Tatsache, dass die APC-PCIl-Komplexe ein
Marker thrombotische Ereignisse sind, suggeriert, dass PCI trotz seiner niedrigen
Inhibitionsrate der hauptséchliche physiologische Inhibitor von APC darstellt. Dies liegt
vor allem an den GAG Cofaktoren wie Heparansulfat, welches in den
Plasmamembranen vorkommt. Sowohl APC als auch PCI binden an GAGs und die
Anwesenheit von Heparin in vivo beschleunigt die maximale Inhibitionsrate von APC
durch PCI Gber 2000-fach (Yang et al., 2002). Somit spielt der Einfluss von Heparin auf

die Inaktivierung von APC durch PCI eine wichtige Rolle in der Hamostase.
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Als Katalysator der Inhibition von Proteinasen wird Heparin zum Gegenstand vieler
Studien, da es gerade als therapeutisches Antikoagulans einen sehr breiten Einsatz
findet. Die Eigenschaft von Heparin, die Inhibition von APC durch PCI zu beschleunigen
und damit die Gerinnung zu begunstigen, steht im Gegensatz zu dem
antikoagulatorischen Effekt der Heparintherapie. Die Assoziationsrate von APC mit PCI
zeigt dabei eine Abhangigkeit von der Heparinkonzentration: Ein Heparin-Molekul bindet
sowohl die Protease als auch das Serpin, wodurch die effektive Konzentration der
beiden Proteine und somit auch ihre Interaktion erhdéht wird. Wird die
Heparinkonzentration jedoch Uber einen bestimmten Level angehoben, neigen die
Protease und das Serpin eher dazu, an unterschiedliche Heparine zu binden und der

Beschleunigungsgrad der Assoziationsrate fallt wieder (Hermans et al., 1993).

5.2.1 Einfluss von unfraktioniertem Heparin (UFH, Liqguemin®)

Hermans et al. beschrieben 1993 den Einfluss von UFH auf die Inhibition von APC. Hier
zeigte sich eine 18-fache Erhdhung der Assoziationsrate von APC mit PCI unter dem
Einfluss von 8 UM Heparin, wobei die Messung jedoch nicht im Plasma, sondern in
einem Natrium-Phosphat-Puffer erfolgte (Hermans et al.,, 1993). Auch Pratts et al.
beschrieben einen Einfluss von UFH auf PCI, allerdings wurden auch diese Versuche in
Pufferlosung durchgefuhrt (Pratts et al., 1992b). Weiterhin wurde zwar ein Einfluss auf
PCI, beziehungsweise die Komplexbildung von APC mit PCI unter dem Einfluss von
UFH Heparin beschrieben, jedoch erfolgte keine Messung der APC-HWZ.

In den hier durchgefiihrten Experimenten wurde der Einfluss von Heparin erstmalig in
einer physiologischen Matrix dargestellt. Wie auch schon vorgehend beschrieben, liel3
sich hier eine Zunahme der APC-PCI-Komplexe unter Zugabe von UFH in beiden
Testverfahren nachweisen (siehe Abb. 16 und 18). Dabei zeigte sich wie erwartet ein
deutlicher Unterschied zwischen den zugefiihrten Liquemin®-Konzentrationen, wobei die
geringste Konzentration von 0,1 U/ml keinen nennenswerten Einfluss erbrachte.
Waéhrend die Kurven fir pAPC und rAPC in dem Captured-Enzyme-Assay nahezu
identisch verlaufen, lasst sich wie oben bereits beschrieben in dem APC-PCI-Komplex-
ELISA eine starkere Beeinflussung des Komplexaufbaus unter der Verwendung von

rAPC nachweisen (Abb. 16). Erst bei sehr hohen Liquemin®Konzentrationen von 10
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U/ml lasst sich auch in dem Captured-Enyme-Assay ein minimaler Unterschied
zwischen der Komplexbildung von rAPC und pAPC mit PCI erkennen (Abb. 18). Es ware
denkbar, dass Liquemin® in dem Captured-Enzyme-Assay keine optimalen
Bindungsvoraussetzungen hat, da das APC schon an der Platte immobilisiert ist,
wahrend die Komplexbildung mit APC in dem APC-PCI-Komplex-ELISA
uneingeschréankt frei im Plasma verlaufen kann.

Die mittels des Enzyme-Capture-Assays gemessene HWZ der beiden Enzym-Varianten
unterstitzt die Ergebnisse der Komplexbildung: Die Halbwertszeit nimmt sowohl von
rAPC als auch von pAPC mit steigender Liquemin®-Konzentration deutlich ab. Dabei ist
auch hier ein dezenter Unterschied zwischen rAPC und pAPC erkennbar; die HWZ von
rAPC liegt im Durchschnitt 2,33 Minuten unter der von pAPC (siehe Tabelle 3). Ist APC
dagegen an der Platte immobilisiert, verlaufen die Kurven der Inhibitionskinetik beider
Proteine wieder naher beieinander, sodass kein eindeutiger Unterschied des Einflusses
von Liquemin® auf eine der beiden APC-Formen nachgewiesen werden kann (siehe
Abb. 17). Auch hier kdnnte der vorstehend genannte Effekt aufgrund der Immobiliserung
eine Rolle spielen.

5.2.2 Einfluss verschiedener Heparine mit unterschiedlichen Molekulargewichten

Pratts et al. verglichen unter anderem den Einfluss von UFH und NMH auf die Inhibition
von APC durch PCI (Pratts et al., 1992a), mit der Erkenntnis, dass beide Heparine die
Inhibition beschleunigen. Dabei fand unter Verwendung von UFH eine Steigerung der
Inhibitionsrate um das 52,2-fache statt, unter Verwendung von NMH nur eine Steigerung
um das 12,1-fache. Allerdings wurden auch hier die Versuche in einer Puffer-Losung
durchgefuihrt und nicht in Plasma. Ein Vergleich verschiedener Heparine als
Einflussfaktor auf die HWZ von APC fehlt bislang ebenfalls.

Der zuerst erfolgte Vergleich des Einflusses verschiedener Heparine auf die Inhibition
von rAPC durch PCI mittels des APC-PCI-Komplex-ELISA konnte den deutlich starkeren
Einfluss von UFH im Gegensatz zu NMH auf die Komplexbildung mit PCI nicht in
diesem Mal3 bestéatigen. Bei Zugabe von 0,1 U/ml UFH zeigte sich zwar ebenfalls eine
starkere Komplexbildung von APC mit PCI als bei Zugabe von 0,1 U/ml NMH (Abb. 19),
allerdings ist diese im Plasma nicht so ausgepragt, wie vorhergehend in Pufferlésung
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beschrieben. Bei einer Steigerung der Heparinkonzentration auf 1 U/ml verliert sich
dieser Unterschied zunachst (siehe Abb. 20). Hier erfolgt eine leichtgradig verstarkte
Komplexbildung der beiden Enzyme mit PCI unter dem Einfluss von NMH. Interessanter
Weise lasst sich der bei 0,1 U/ml gezeigte Effekt bei einer weiteren Dosissteigerung auf
10 U/ml reproduzieren, auch hier zeigt sich unter dem Einfluss von UFH eine hodhere
Komplexbildung als unter dem Einfluss von NMH, wobei die Sattigungsgrenze schon
nach 20 Minuten erreicht wird (siehe Abb. 21). Die beiden verwendeten NMH
(Enoxaparin-Natrium (Clexane®) und Nadroparin-Kalzium (Fraxiparin®)) zeigen in allen
drei verwendeten Konzentrationen einen annahernd identischen Kurvenverlauf der
Bildung von APC-PCI-Komplexen, wodurch unter anderem auch die Zuverlassigkeit des
APC-PCI-Komplex-ELISA unterstrichen wird.

Danaparoid-Natrium (Orgaran®) zeigt wie zu erwarten in den Konzentrationen von 0,1
U/ml einen geringeren Einfluss auf die APC-PCI-Komplexbildung als das UFH und
NMH, jedoch lasst sich bei einer Konzentration von 1 U/ml kein signifikanter Unterschied
zu den UFH und NMH nachweisen. Bei einer weiteren Konzentrationserhéhung auf 10
U/ml verlauft die Kurve der APC-PCI-Komplexbildung gerade innerhalb der ersten 20
Minuten wieder unterhalb derer der UFH und NMH, die Sattigungsgrenze wird hier nicht
so schnell erreicht wie bei den anderen drei Heparinen (siehe Abb. 19-21). Diese
Beobachtung deckt sich mit der Erkenntnis von Li et al, dass der Einfluss von Heparin
auf die Bildung der APC-PCI-Komplexe steigt, je hoher das Molekulargewicht des
Heparins ist (Li et al., 2008). Hierzu passen auch die Ergebnisse der Komplexbildung
unter Zugabe von Fondaparinux-Natrium (Arixtra®): Dieses synthetisch hergestellte
Pentasaccharid mit einer sehr geringe Molekiulmasse (M, 1.728) zeigte zwar bei einer
Konzentration von 0,1 U/ml noch einen ahnlichen Einfluss auf den Komplexaufbau von
APC mit PCl wie Danaparoid-Natrium (siehe Abb. 19). Steigert man jedoch die
Konzentration auf 1 U/ml oder sogar 10 U/ml zeigt sich keine wesentliche Steigerung
der Komplexbildung im Vergleich zu den Ansatzen ohne Heparin (siehe Abb. 20 und
21). Die Beschleunigung der Komplexbildung zwischen APC und PCI wird hauptséachlich
durch die negative Ladung der Heparine katalysiert. Je kiirzer das verwendete Heparin,
desto geringer wird die negative Ladung, sodass sich bei den kirzeren Molekilen ein
geringerer Einfluss auf die Komplexbildung zeigt. Da Fondaparinux-Natrium (Arixtra®)

nur dem Antithrombin-bindenden Teil der Heparinmolekile mit lediglich einer
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zusatzlichen Methylgruppe am reduzierten Ende entspricht, ist seine Wirkung auf die
APC-PCI-Komplexbildung wie erwartet am geringsten.

Diese Ergebnisse lassen sich auch in der HWZ von rAPC nachweisen: Unter Zugabe
von steigenden Konzentrationen des UFH sinkt die HWZ von rAPC am starksten ab,
gefolgt von der unter NMH. Unter Zugabe von Danaparoid-Natrium sinkt die rAPC HWZ
erst bei einer Zugabe von 10 U/ml signifikant, wahrend auch hohe Konzentrationen von
Fondaparinux-Natrium keinen Einfluss auf die HZW zeigen (Tabelle 4).

Unter Zugabe von 0,1 U/ml des UFH zeigt sich wider Erwarten eine lAngere APC-HWZ
als unter Zugabe von NMH, Danaparoid-Natrium oder Fondaparinux-Natrium. Da
Heparine auch an Plasmaproteine binden kénnen, konnte diese Beobachtung auf
unterschiedlich ausgepragte Assoziationen der Heparine mit Plasmaproteinen
hinweisen, welche die Reproduzierbarkeit bei Anwendung niedriger Heparin-

Plasmakonzentrationen senkt.

5.2.3 Direkter Vergleich des Einflusses verschiedener Heparine

Nach den bisher gefundenen Ergebnissen stellte sich die Frage, ob die verschiedenen
Heparine einen unterschiedlichen Einfluss auf die Plasma-Halbwertszeit von pAPC und
rAPC haben. Um dieser Frage auf den Grund zu gehen, wurde die HWZ von APC und
seine Komplexbildung mit PCI erneut fur beide Enzyme mittels des Enzyme-Capture-
Assays und des APC-PCI-Komplex-ELISA bestimmt. Da die Proben unter den selben
Bedingungen hergestellt wurden, um einen moglichst optimalen Vergleich zu
gewéhrleisten, wurde hier lediglich UFH, eines der NMH und Fondaparinux-Natrium
(Arixtra®) in einer Konzentration von je 1 U/ml zu den Proben gegeben, da eine
zeitgleiche Herstellung noch zusétzlicher Proben nicht durchfiihrbar gewesen ware.

Wie auch schon unter dem oben beschriebenen Einfluss von UFH zeigt sich wiederum
eine leicht langere HWZ (durchschnittlich 1,3 min) des pAPC bei Zugabe der
verschiedenen Heparine. Auch die Feststellung, dass Fondaparinux-Natrium die HWZ
von rAPC am geringsten beeinflusst, lasst sich auf pAPC Ubertragen (siehe Tabelle 5).
Die Ergebnisse des mit UFH durchgefuhrten APC-PCI-Komplex-ELISA lassen sich hier
ebenfalls reproduzieren: Es zeigt sich wieder ein starkerer Aufbau der APC-PCI-
Komplexe bei Zugabe des UFH zu rAPC (Abb. 22). Auch das NMH fihrt zu einer
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hoheren Komplexbildungsrate von rAPC als bei pAPC, wahrend Fondaparinux-Natrium
das rAPC verhaltnismafig wenig beeinflusst. Hier verlauft die Kurve im Bereich der
Komplexbildung von pAPC mit PCI unter dem Einfluss von UFH und NMH, welche
deutlich unterhalb ihrer beiden Vergleichskurven mit rAPC liegen. Jedoch lasst sich
auch bei Fondaparinux-Natrium ein Unterschied zwischen der Zugabe zu rAPC und
pAPC erkennen, es bilden sich hier wieder erkennbar weniger pAPC-PCI-Komplexe als
unter Zugabe des UFH und NMH zu pAPC.

Um einen direkten Vergleich zwischen den verschiedenen Heparinkonzentrationen (0,1
U/ml, 1 U/ml, 10 U/ml) zu gewahrleisten, wurden die HWZ und Komplexbildung von
rAPC und pAPC mittels des Captured-Enzyme-Assays festgehalten, bei dem sich
einfacher viele Konzentrationen gleichzeitig darstellen lassen. Wie schon vorgehend
unter dem Einfluss des UFH beschrieben, lasst sich auch hier kein bedeutender
Unterschied zwischen dem rAPC und pAPC erkennen. Wie durch die vorhergehenden
Ergebnisse zu erwarten, zeigte sich eine Abflachung der Inhibitionskinetik-Kurven bei
steigenden Konzentrationen des UFH und NMH (Abb. 23 und 24), wahrend
Fondaparinux-Natrium (Arixtra®) die Kurven der Inhibitionskinetik beider Enzyme so
marginal beeinflusste, dass kein nennenswerter Unterschied erkennbar war (siehe Abb.
25).

Die Ergebnisse der APC-PCI-Komplexbildung erwecken den Anschein, durch die
steigende Heparinkonzentrationen starker beeinflusst zu werden als die APC-HWZ. Da
die Testsysteme zur Messung der APC-HWZ und Komplexbildung mit PCI aufgrund der
unterschiedlichen Methodiken nicht direkt miteinander vergleichbar sind, kann ein
solcher Effekt, zumindest auf Basis der vorliegenden Daten allerdings nicht bestatigt
werden.

Sowohl unter Zugabe von 10 U/ml UFH als auch NMH zeigt sich eine enorme
Steigerung der rAPC- und pAPC-Komplexbildung mit PCI (siehe Abb. 26 und 27). Wie
schon deutlich in dem APC-PCI-Komplex-ELISA zu sehen, zeichnet sich hier eine leicht
starkere Komplexbildung des rAPC mit PCIl ab, welche aber im Gegensatz zu dem
anderen Testverfahren aufgrund der oben beschriebenen Vermutung deutlich geringer

ausfallt.
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Im Gegensatz zu dem UFH und NMH =zeigt selbst die Zugabe von hohen
Konzentrationen des Fondaparinux-Natrium einen verhaltnismafig geringen Einfluss auf
die APC-PCI-Komplexbildung (siehe Abb. 28). Zwar steigt auch diese bei Zugabe von
10 U/ml an, jedoch nicht so stark wie bei den anderen beiden Heparinen, was sich mit
den vorstehend beschriebenen Ergebnissen deckt.

Die hier gezeigte Reproduzierbarkeit der Testergebnisse zeigt deutlich, wie zuverlassig
sich auch die Einflisse verschiedener Heparinkonzentrationen mit den verwendeten

Testmethoden darstellen lassen.

5.3 Klinische Relevanz des Einflusses von Heparinen auf die APC-Halbwertszeit

Die HWZ von APC ist besonders fur intensivmedizinisch betreute septische Patienten
wichtig, da hier das APC-System auf nahezu allen Ebenen eingeschrankt ist (Eckle et
al., 1991; Mesters et al., 2000; Vary et al., 1992). Da Patienten durch die lange Liegezeit
wahrend ihres intensivmedizinischen Aufenthaltes ein erhthtes Thromboserisiko
aufweisen, werden sie mit Heparin antikoaguliert. Dabei haben sich UFH und NMH zur
Prophylaxe als wirksam erwiesen (Heinzl, 2011) und sollten einen Plasmaspiegel von
0,05-0,25 U/ml far UFH und 0,1-0,3 U/ml fiur NMH aufweisen (Carl-Thiem-Klinikum
Cottbus). In der Therapie eines akuten thrombembolischen Ereignisses liegen die
angestrebten Plasmaspiegel mit 0,4-0,8 U/ml fur UFH und 0,5-1,0 U/ml fir NMH deutlich
hoher (Carl-Thiem-Klinikum Cottbus). Die geféhrlichste unerwiinschte Wirkung des
Heparins ist die heparininduzierte Thrombozytopenie (HIT), welche mit paradoxen
Gefalverschlissen assoziiert ist. Unter einer HIT kommt es zu einem Abfall der
Thrombozytenwerte um > 50 % und/oder zu thrombembolischen Komplikationen,
welche vor allem zwischen dem 5. und 14. Tag einer Heparintherapie auftreten. UFH
fuhrt dabei deutlich haufiger zu einer HIT als NMH (circa 10:1) (Greinacher, 2003). Zur
Behandlung von thrombembolischen Erkrankungen bei Patienten mit HIT wird Orgaran®
I.v. eingesetzt. Die angestrebten Anti-Xa-Spiegel im Plasma betragen 0,5-0,7 U/ml 5-10
Minuten nach Bolusapplikation, nicht mehr als 1,0 U/ml wahrend der Anpassungsphase
und 0,5-0,8 U/ml wéhrend der Erhaltungsinfusion (CELLTECH, 2003).
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Heparin kann entweder subcutan oder intravends gegeben werden, jedoch muss es
einen Plasmaspiegel von > 0,2 U/ml erreichen, um einen optimalen Effekt in der
Behandlung einer Thrombose zu erlangen. Niedrigere Dosen werden zur
Thromboseprophylaxe verwendet (Careinternet). Der angestrebte therapeutische
Bereich in der Behandlung einer Thrombose lage also zwischen den hier durchgefiihrten
Versuchen von 0,1 U/ml und 1 U/ml. Dementsprechend stellen die in dieser Arbeit
aufgeflihrten Ergebnisse eine wichtige Grundlage fur die Bewertung moglicher
Nebeneffekte durch eine verstarkte Inhibition von APC durch angewandte Heparine dar.

Ein weiterer Ansatzpunkt fir den Einsatz von rAPC wurde 2011 von Borggrefe et al.
diskutiert: Patienten mit einer systemischen Gerinnungsaktivierung und normaler
Endothelfunktion weisen APC-Level zwischen 50 und 80 ng/ml auf, wéhrend es in
gesunden Menschen 1 bis 3 ng/ml betragt (Griffin et al., 1992). Patienten mit einer
schweren Sepsis, welche aulerdem stark erhohte Level fur D-Dimere und andere
Fibrin-assoziierten Marker aufweisen, zeigen dagegen nur APC-Level in einem Bereich
von 10 bis 20 ng/ml (Yan et al., 2001). Interessanter Weise ist bei Patienten mit einer
akuten Lungenembolie die intravaskuléare Fibrinbildung nicht mit erhdhten Leveln des
endogenen APC assoziiert (Dempfle et al., 2011).

Fur die Behandlung der akuten tiefen Venenthrombose (TVT) und Lungenembolie wird
tblicherweise Enoxaparin (Clexane®) als NMH eingesetzt. Dempfle et al. konnten
zeigen, dass der Einsatz von Enoxaparin in der Behandlung einer Lungenembolie zu
einer parallelen Reduktion I6slichen Fibrins und von Fibrinaubbauprodukte fuhrt, jedoch
keinen offensichtlichen fibrinolytischen Effekt mit sich fuhrt. Eine zusatzliche Gabe von
DAA (Drotrecogin alfa activated) geht mit einem schnelleren Abfall der fibrinassoziierten
Marker einher, ohne die Beziehung zwischen den Markern der Fibrinbildung und —
auflosung zu andern. Der fibrinolytische Effekt der bei Lungenembolie eingesetzten
Antikoagulanzien, welcher zu einer schnelleren Gerinnselldsung fuhrt, scheint kein
systemisches sondern ein lokales Phanomen im Bereich des Thrombus zu sein. Die
Blutungsinzidenz war dabei gering und lag in dem erwarteten Bereich einer alleinigen
therapeutischen Dosis von Enoxaparin (Dempfle et al., 2011). Weiterhin ereignete sich
einer der beiden schweren Blutungsfélle in der Kontrollgruppe, die kein DAA bekommen
hatte (Dempfle et al., 2011).
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Die hier aufgefuhrten Ergebnisse zeigen eine weitere Einsatzmdéglichkeit fur rAPC.
Seine kurze HWZ in Kombination mit NMH spricht dabei fiir eine gute Steuerbarkeit in

der Behandlung akuter Lungenembolien.

5.4 Einfluss der DNA-Aptamere auf die APC-Halbwertszeit

Die zahlreichen Eigenschaften von APC bedingen Interaktionen mit verschiedenen
Plasma- und Zellproteinen. Diese molekularen Wechselwirkungen werden durch Cluster
auf der Zelloberflache des APC kontrolliert, welche von dem aktiven Zentrum entfernt
liegen und als Exosites bezeichnet werden (Mduller et al., 2009a). Basische Reste dreier
oberflachlicher Schlingen bilden die sogenannte basische Exosite, welche in die
Inaktivierung der Faktoren Va und Vllla involviert ist (Dahlbéck et al., 2005; Fernandez
et al., 2007). Eine zweite Exosite, welche von sauren Resten gebildet wird, ist fur die
Interaktion von APC mit PAR-1 verantwortlich und vermittelt somit dessen
zellprotektiven und anti-inflammatorischen Eigenschaften (Yang et al., 2007).

Aptamere der HS02-Familie greifen wie Heparin spezifisch die basische Exosite von
APC an, wodurch die antikoagulatorischen Eigenschaften von APC gehemmt werden
(Muller et al., 2009a). Diese Eigenschaft der HSO02-Aptamere konnte zu
vielversprechenden Vorteilen bei der Behandlung von Hamophilie-Patienten ftihren, da
gezeigt werden konnte, dass eine Inhibition von APC das Fehlen von FVIII teilweise
kompensieren kann (Butenas et al., 2006).

Eine unerwlinschte Nebenwirkungen in der Behandlung von Sepsispatienten mit
rekombinantem APC waren die schweren Blutungen, welche bei 2 % der Patienten
auftreten (Levi, 2008). Hier liegt ein weiterer mdglicher Einsatzpunkt der Aptamere,
welche selektiv die gerinnungshemmenden Eingenschaften von APC blockieren kdnnen.
Wie Muller et al. beschrieben, kommt es durch die Bindung von HS02-Aptameren an
APC zu einer gesteigerten Komplexbildung von APC mit PCI, wobei es eine Korrelation
zwischen der Groéf3e des Aptamers und der Inaktivierung von APC durch PCI gibt (Muller
et al., 2009a).
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Die Erkenntnis, dass die APC-PCI-Komplexbildung mit steigender Aptamergrof3e
beschleunigt wird, konnte in dem Captured-Enzyme-Assay bestatigt werden. Hier zeigte
sich wie erwartet eine korrelierende Abnahme der APC-HWZ mit steigender
Aptamergrof3e und ein dazu passender Anstieg der APC-PCI-Komplexe (siehe Abb. 29
und 30). Auch eine Verdinnung des Aptamers HS02-52G zeigte die erwartete Abnahme
des Aptamer-Einflusses auf die HWZ von APC und die APC-PCI-Komplexbildung bei
steigender Verdinnung (Abb. 31 und 32).

Diese Ergebnisse sprechen wiederum fir die Zuverlassigkeit und Reproduzierbarkeit
des in dieser Arbeit entwickelten Captured-Enzyme-Assays. Zudem konnte der Einfluss
der DNA-Aptamere auf die Plasma-HWZ von APC intensiver analysiert werden.
Zusammenfassend stellen diese Ergebnisse eine wichtige Grundlage zur Bewertung
des potentiellen in vivo Einsatzes der anti-APC-Aptamere in den vorstehend

beschriebenen Situationen dar.

5.5 Einfluss von Protein S auf die APC-Halbwertszeit

Protein S (PS) verstarkt als Cofaktor von APC die APC-vermittelte Inaktivierung der
Faktoren Va und Vllla (Gandrille et al., 2000). In vivo spielt Protein S eine wichtige
Rolle, wie sich bei Kindern mit einem kompletten PS-Mangel zeigt, die an einer Purpura
fulminans leiden. Auch heterozygote Trager von PROS1 Gendeletionen und
Punktmutationen haben mit schwerwiegenden Risiken wie vendsen Thromembolien zu
rechnen (Gandrille et al., 2000; Makris et al., 2000). Protein S bindet Phospholipide und
hilft APC in der Nahe von FVa und FVllla an Membranoberflachen zu binden. Dabei
wird die Spaltungsrate von FVa um das 20-fache und die von FVllla um das 3-fache
erhoht (O’Brien et al., 2000; Rosing et al., 1995). Wahrend die Funktionen der Domanen
von PS ausgiebig untersucht wurden, wird die APC-Cofaktor-Funktion von PS auf
molekularer Ebene bisher nur durftig verstanden. Auch gibt es bisher keine
Untersuchungen zu dem Einfluss von Protein S auf die HWZ von APC. Aufgrund seiner
wichtigen Cofaktor-Funktion liegt die Vermutung nahe, dass Protein S einen
verlangernden Einfluss auf die HWZ von APC haben kdnnte und auch somit zu einer

erhohten Spaltungsrate der Faktoren Va und Vllla beitragt. Es kbnnte beispielsweise
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durch eine Bindung von Protein S an APC zu einer Formstabilisierung des APC
kommen, indem die Bindungsmaoglichkeiten fur PCI herabgesetzt werden. In diesem Fall
hatte der Protein S-Plasmaspiegel eine klinische Relevanz in Bezug auf die Wirkung von
DAA, da somit bei erhohten PS-Spiegeln ein erhdhtes Blutungsrisiko unter DAA-
Applikation bestehen kénnte.

Physiologische Plasmawerte fur PS zwischen 150 nM und 300 nM wuirden nach dieser
Theorie zu einer normalen APC-HWZ von ~22min fuhren, wahrend niedrigere Protein S
Spiegel eine Verkirzung der APC-HWZ zur Folge hatten.

Die in dieser Arbeit durchgefuhrte Aufstockung von lyophilisiertem Protein S-
Mangelplasma mit Protein S konnte jedoch keinen Zusammenhang zwischen der APC-
HWZ und Protein S-Konzentration bestatigen. Wider Erwarten war die HWZ von APC
sogar — selbst bei den niedrigsten Protein S Konzentrationen - Uberdurchschnittlich
hoch (Tabelle 6). Auch die APC-PCI-Komplexbildung zeigte keine nachvollziehbare
Abhangigkeit von Protein S (Abb. 33). Diese Ergebnisse sind jedoch aller
Wahrscheinlichkeit nach auf die hier verwendete Plasmamatrix zurickzufiihren. So
wurde zu diesem Zeitpunkt die Lyophilisierung des Protein-S-Mangelplasma aber auch
eine mogliche Zugabe etwaiger Stabilisatoren fur die gefundenen Werte verantwortlich
gemacht.

Die im nachsten Schritt verwendeten Patientenplasmen wurden nach ihrem PS-Gehalt
ausgewahlt und mit verschiedenen Normalplasmen verglichen. Hier zeigte sich, dass die
verlangerte APC-HWZ in Protein S-Mangelplasma nicht am Vorgang der Lyophilisierung
liegen konnte, da ein ,normales” lyophilisiertes Plasma die gleiche APC-HWZ aufwies
wie ein natives Plasma (Tabelle 7). Jedoch schien in dem verwendeten PS-
Mangelplasma tatsachlich ein Zusatzstoff zu sein, welcher die HWZ von APC bis auf
das 2-fache verlangert.

Die verwendeten Patientenplasmen zeigten auch in diesem Versuch keinen Einfluss der
enthaltenen PS-Konzentrationen auf die jeweils gemessenen APC-HWZ oder die APC-
PCI-Komplexbildung (Tabelle 7 und 8, Abb. 34-37). Die ermittelte Thrombinzeit, welche
zum Nachweis des Vorliegens von Heparin in den Proben eingesetzt wurde, lag bei 6
von 7 Proben im Normbereich, sodass eine eventuelle Heparinisierung als Einfluss auf

die APC-HWZ ausgeschlossen werden konnte. Die Probe, die eine verlangerte
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Thrombinzeit (>150 s) aufwies, zeigte erwartungsgemald die niedrigste APC-HWZ
(Tabelle 8, Abb. 35).

Um den Einfluss anderer Faktoren auf APC auszuschliel3en, wurde in einem erneuten
Versuch eine einzelne Patientenprobe mit Protein S aufgestockt, um eine bessere
Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Konzentrationen unter Benutzung der selben
Plasmamatrix zu gewahrleisten. Wie in den vorherigen Versuchen liel3 sich auch hier
kein Zusammenhang zwischen der Protein S-Konzentration und der APC-HWZ oder
APC-PCI-Komplexbildung nachweisen (Tabelle 9, Abb. 38 und 39), sodass davon
ausgegangen werden kann, dass Protein S zwar die Spaltung der Faktoren Va und Vllla

beschleunigt, jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die HWZ von APC aufweist.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Die Serinprotease APC spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulierung der
Blutgerinnung und hat zudem zytoprotektive und antiinflammatorische Eigenschaften.
Letztere waren Grundlage fur die Anwendung von rekombinantem APC bei Sepsis, die
jedoch aufgrund der antikoagulatorischen Wirkung von APC mit einem erhdhten
Blutungsrisiko einherging. Die therapeutische Breite von rekombinantem APC wird
zusétzlich durch die PCl-vermittelte Inaktivierung von APC begrenzt, deren
Beschleunigung durch Heparin diskutiert wird. Durch das bei Sepsis-Patienten héufig
eingesetzte Heparin kdnnte somit eine erwiinschte APC-Wirkung beeintrachtigt werden.
Um durch ein besseres Verstandnis der Inaktivierungskinetik von APC die Wirksamkeit
und Sicherheit einer therapeutischen Anwendung zu erh6hen, wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit der Einfluss von Heparinen auf die Inaktivierungskinetik von APC in
der Plasmamatrix untersucht. Hierzu wurden verschiedene Testverfahren entwickelt und
eingesetzt, die auf einer Antikdrper- oder Aptamer-vermittelten Immobilisierung von APC
oder APC-PCI-Komplexen und anschlieRender Quantifizierung durch Enzym-markierte
Antikdrper oder proteolytische Spaltung eines fluorogenen Substrates basieren.

Unter Einsatz dieser Testverfahren wurde eine Halbwertszeit von APC im Plasma von
ca. 21 Minuten ermittelt, wobei sich zwischen rekombinantem und plasmatischem APC
keine signifikanten Unterschiede ergaben. In Anwesenheit therapeutischer
Konzentrationen von unfraktioniertem Heparin und verschiedenen niedermolekularen
Heparinen wurde eine Verklrzung der Halbwertszeit von APC auf 15 bis 16 Minuten
beobachtet. Im Gegensatz dazu fuhrte das synthetische Heparinoid Fondaparinux zu
keiner signifikanten Veranderung der Halbwertszeit von APC in Plasma. Auch die
Konzentration des APC-Cofaktors Protein S im Plasma hatte keinen Einfluss auf die
Halbwertszeit. Unter Anwesenheit gegen APC gerichteter Aptamere im Plasma wurde
jedoch wiederum eine Verkirzung der Halbwertszeit von APC beobachtet.

Die vorliegende Arbeit ist die erste Untersuchung des Einflusses von Heparinen auf die
Inaktivierungskinetik von APC in der Plasmamatrix. Die Beobachtung, dass
Fondaparinux die Halbwertszeit von APC in vitro nicht beeinflusst, kénnte neue
Therapieoptionen bei der Behandlung von Sepsispatienten er6ffnen, die mit einer

besseren Wirksamkeit von rekombinantem APC im Vergleich zur Antikoagulation mit
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Heparinen verbunden sind. Zur Uberprifung dieser Hypothese sollte zunachst die
Abhangigkeit der in vivo Halbwertszeit von rekombinantem APC von Heparinen und
Fondaparinux untersucht werden.

Die Verkirzung der Halbwertszeit von APC durch gegen APC gerichtete Aptamere
bietet einen Ansatzpunkt fir die bessere Steuerung einer Therapie mit rekombinantem
APC, da im Falle von Blutungskomplikationen solche Aptamere zur Antagonisierung der
antikoagulatorischen Wirkung von APC eingesetzt werden konnten. Auch in diese
Richtung sind weitere klinische Studien erforderlich.
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