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Nach einer Organtransplantation gilt es, eine Abstoffung des
Transplantats durch den neuen Wirt zu verhindern. Hierzu werden u.a.
Immunsuppressiva wie z.B. Rapamycin eingesetzt. Fallberichten zufolge
kommt es wunter Einsatz von Rapamycin immer wieder zu
thrombotischen Komplikationen, die zum Organverlust fihren kénnen.
In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass humane Monozyten in-vitro
unter dem Einfluss von Rapamycin konzentrationsabhangig Tissue
factor (TF) exprimieren. Da TF der Hauptinitiator der extrinsischen
Gerinnungskaskade ist, fihrt dies zu einer Zunahme der prokoagula-
torischen Aktivitdt der Monozyten. Eine Therapie mit Rapamycin kann
einen Risikofaktor fir thrombotische Komplikationen darstellen.

Die durch Rapamycin induzierte Zunahme der TF-Expression in
Monozyten hat vermutlich priméar in entztindlicher Umgebung klinische
Bedeutung. Es konnte gezeigt werden, dass das antiinflammatorische
Interleukin IL-4 zu einer Suppression von TF in Monozyten fiihrt.

In die intrazelluldre Signalkaskade ist die Proteinkinase C (PKC)
involviert. Dies konnte mittels des selektiven PKC-Inhibitors Calphostin
nachgewiesen werden. Nach Einsatz von Calphostin kam es zu keiner
Verdnderung der TF-Konzentration im Vergleich zur basalen

Expression, trotz Einfluss von Rapamycin.

Tag der mundlichen Prifung: 28.10.2005
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1 Einleitung

In Deutschland wurden im Jahr 2001 laut Statistik 2346 Nieren
transplantiert. Nach CTS-Studie (collaborative transplant study)
betrugen im Zeitraum von 1985 bis 2000 in Deutschland die 5-Jahres-
Transplantatfunktionsraten etwa 80 % bei Lebendspenden und ca.
66 % nach Transplantation von Nieren verstorbener Spender.

Vielfaltige Ursachen fur akute oder chronische AbstofSungsreaktionen
sind bekannt oder werden diskutiert. Unzureichende HLA-
Kompatibilitédt [68], Spenderalter tiber 45 bzw. Empfangeralter unter 40
Jahre [10;22], Todspender [63], lange Ischamiezeit, rechte
Spenderniere, Transplantationsort, maéannliches Geschlecht,
Vorerkrankungen bzw. Ruckkehr der Grunderkrankung u.v.m. Einen
wichtigen Einfluss haben auch thrombotische Ereignisse wie z.B. eine
Nierenvenenthrombose. Diese tritt je nach Studie in 0,5% — 7% der Falle
auf, meist innerhalb der ersten Woche nach Transplantation, und fihrt
fast immer zu einem Verlust des Spenderorgans [31;54]. Bei
nierentransplantierten Kindern finden sich sogar Inzidenzen bis zu 20%
[84] Auch Thrombosen in der arteriellen Strombahn haben eine hohe
Inzidenz fir den Organverlust [7]. In dhnlich hohen Fallzahlen treten
tiefe Beinvenenthrombosen oder Lungenembolien im Rahmen von
Nierentransplantationen auf [54] und fihren transplantatunabhingig
zu  Komplikationen. = Mikrothromben finden sich haufig in
Nierenbiopsaten bei AbstofSungs- und Entzindungsreaktionen [77].
Neben angeborenen Gerinnungsstéorungen [40] werden auch
Immunsuppressiva als Ursache thrombotischer Komplikationen
vermutet.

Dies gilt auch fuir Rapamycin, ein neueres Immunsuppressivum,
welches 1991 von der US Food and Drug Administration zugelassen
wurde. Mittlerweile hat es sich in Deutschland als Immunsuppressivum

fest in der Klinik etabliert. Auch hat es bereits Einzug in die



immunsuppressive Therapie von Kindern gefunden [37;48]. Es finden
sich immer wieder Fallberichte, in denen es unter immunsuppressiver
Therapie mit Rapamycin zu thrombotischen Ereignissen gekommen ist
sowohl bei Nierentransplantierten [81;9] als auch bei
Lebertransplantierten [91].

Studien in den USA unter 15870 Patienten zeigten, dass das Risiko fir
thrombotische Ereignisse in den ersten drei Monaten nach
Organtransplantation am héchsten ist [75]. Ein Risikofaktor hierbei war
u.a. die initiale Therapie mit Rapamycin. Die Kombination mit einem
weiteren Immunssuppressivum, z.B. Rapamycin mit Cyclosporin,
scheint ebenfalls ein Risikofaktor fir thrombotische Komplikationen zu
sein [30;76].

Andererseits finden sich auch Berichte, nach denen Rapamycin keinen
Risikofaktor fur ein erhdhtes Auftreten von thrombotischen
Komplikationen darstellt [57;25]. Es wird beschrieben, dass nach
Auftreten derartiger Zwischenfélle ein Wechsel des immunsuppressiven
Regimes auf Rapamycin sogar zu einem Erhalt des Transplantats
fihren kann [26].

Bislang ist nicht ausreichend geklart, welche Ursachen fir die
Entstehung von Thrombosen im Rahmen einer immunsuppressiven
Therapie verantwortlich sind. Eine wichtige Rolle bei der Bildung von
Fibrinablagerungen in Zusammenhang mit der Gabe von Rapamycin
kénnte einem zentralen Molekiil der Blutgerinnungsaktivierung, dem
Tissue factor (TF), zukommen.

Seine Konzentration ist bei Transplantatempfingern regelhaft erhéht. In
Tieruntersuchungen konnte eine erhéhte TF-Konzentration in
Monozyten nach allogener Nierentransplantation gefunden werden
[79;78]. Besonders in den Venen transplantierter Nieren fand sich eine
hohe Zahl Tissue factor exprimierender Monozyten [33].

Monozyten sind immunkompetente Zellen, welche eine entscheidende
Rolle bei entztindlichen Prozessen wie z.B. einer AbstofSungsreaktion

spielen. Sie zirkulieren frei im Blut und kommen somit ubiquitar im



menschlichen Koérper vor. Monozyten sind in der Lage, verschiedenste
Botenstoffe zu produzieren und frei zu setzen, u.a. den

Gerinnungsaktivator Tissue factor.

1.1 Fragestellung

Mit dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob das Immunsuppressivum
Rapamycin die Expression von Tissue factor in humanen Monozyten
verdndert. Hier konnte eine mogliche pathophysiologische Erklarung fur
die beobachteten thrombotischen Ereignisse unter Rapamycintherapie
nach Nierentransplantation liegen. Es wéire denkbar, diesen Ansatz fir
eine therapeutische Intervention oder sogar Pravention thrombotischer

Komplikationen unter Anwendung von Rapamycin zu nutzen.
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2 Grundlagen

2.1 Tissue factor

Eine effektive Blutgerinnung gehért zu den  wesentlichen
Korperfunktionen, um ein langfristiges Uberleben zu sichern. Kommt es
zu einer Gefafdverletzung, muss die betroffene Stelle rasch verschlossen
werden. Ein lebensbedrohlicher Blutverlust kann so verhindert werden.
Zum Erreichen einer addquaten Blutgerinnung verfiigt der menschliche
Korper Uiber eine Reihe verschiedener Faktoren. Einer von ihnen ist der
Tissue factor (TF), auch Gewebefaktor oder Faktor III genannt. Er ist der

Initiator der extrinsischen Kaskade der Blutgerinnung.

2.1.1 Aufbau

Lokalisiert auf Chromosom 1 (1pter - 1p21) [14] weist das Gen fur den
humanen Tissue factor 6 Exons und 5 zwischengeschaltete Introns auf.
Es umfasst insgesamt 12400 Basenpaare.

Biochemisch handelt es sich um ein 45 Kilodalton schweres
Glykoprotein, bestehend aus 263 Aminosauren [38;82]. Entsprechend
seinem transmembrandésen Charakter kann man eine hydrophile
intrazellulare, eine hydrophobe transmembrandse und eine hydrophile
extrazelluldre Domane unterscheiden. Die intrazelluldre Doméane ist mit
21 Aminosauren (AS 243 - 263) die kurzeste, gefolgt von der
transmembrandsen mit 23 Aminosduren (AS 220 - 242), welche fur die
Verankerung des TF-Proteins verantwortlich ist. Mit 219 Aminosauren
ist die extrazellulare Domé&ne (AS 1 —219) die langste. Sie verfugt tiber
ein aktives Zentrum, das als Rezeptor flir den Gerinnungsfaktor

VII/VIla fungiert [8] und somit prokoagulatorisch wirkt.
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2.1.2 Vorkommen

Tissue factor befindet sich auf der abluminalen Gefafdseite, z.B. der
Adventitia von BlutgefafSen oder gefafSnahen Fibroblasten. In
parenchymatésen Organen wie Leber, Milz oder Niere lasst er sich
ebenfalls nachweisen [29]. Hohe Konzentrationen von TF finden sich in
den Glomeruli und an den Basalmembranen [23] von gesunden Nieren.
Bei transplantierten Nieren ist TF zusatzlich in der Kapsel und der
Adventitia von Nierengefafsen vermehrt vorhanden [12]. Bei Ratten fand
sich eine hohe Zahl TF exprimierender Monozyten in den Venen von
transplantierten Nieren [33].

Auf ruhendem Endothel ist kein Tissue factor zu finden. Somit besteht
unter physiologischen Bedingungen kein Kontakt mit zirkulierendem
Blut und folglich kommt es zu keiner Aktivierung der Gerinnung.
Makrophagen und Monozyten sind zur Produktion von TF in der Lage.
Sie sind die einzigen =zirkulierenden Zelltypen, die TF exprimieren
kénnen. Eine Zunahme der TF-Konzentration in Monozyten ist u.a.
wahrend entzindlicher oder hypoxischer Zustdnde festzustellen. In
Tieruntersuchungen konnte eine erhéhte TF-Expression in Monozyten

nach allogener Nierentransplantation gefunden werden [79;78].

2.1.3 Funktion

TF ist der Hauptinitiator der extrinsischen Gerinnungskaskade. Zu
einer Initilerung der Gerinnung kommt es z.B. im Falle einer
Gefafdverletzung, wenn Blut das Gefafssystem verldsst und mit
TF-Molektulen in Berithrung kommt. Aber auch unter septischen oder
hypoxischen Bedingungen kann es zu einer Aktivierung der

Blutgerinnung kommen.
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Dabei wird der im Blut frei zirkulierende Faktor VII durch Vermittlung
von CaZ2*-lonen in der Nahe des TF-Molekuls an die Zellmembran z.B.
einer Gewebezelle gebunden [74]. Hierfir ist die extrazellulare Doméne
des Tissue factors verantwortlich, eine proteolytische Modifikation
derselben ist nicht erforderlich [5]. Faktor VII selbst ist eine
Serin-Protease. Sie ist ein  einkettiges  Glykoprotein = mit
10 y-Carboxyglutamatresten und wird Vitamin K abhangig in der Leber

synthetisiert.

Gewebelasion

Vila ¢—— VII
(cea)-
Phospholipide
Xa —— » Xa
v
v

Fibrinthrombus

Abb. 2-1

Aktivierung der extrinsischen Ge-
rinnungskaskade via TF nach einer
Gewebelésion.

Durch die oben beschriebene Anlagerung an die Zellmembran kommt es
Uber die proteolytische Domane an  Faktor VII zu einer
Konformationsédnderung, in deren Folge der Faktor aktiviert wird
(Faktor VIIa) [44]. TF fungiert somit als eine Art Co-Faktor [62].
Faktor VIla ist im Zusammenspiel mit Phospholipiden und Ca2?*-lonen
in der Lage, den Faktor X als Substrat zu nutzen und ihn zu Faktor Xa
umzusetzen (@ Abb. 2-1).

Am Ende der so angestossenen extrinsischen Gerinnungskaskade steht

die Fibrinvernetzung, es bildet sich ein Thrombus.
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Hemmend auf diesen Gerinnungsweg wirkt der TFPI (Tissue factor
pathway inhibitor) [32]. Dieser inhibiert den aktivierten Faktor X und
fihrt dartiber hinaus noch zu einer Feedback-Hemmung des Komplexes

aus Faktor VII und TF.

2.1.4 Regulierung der TF-Expression in Monozyten

Die TF-Expression in Monozyten steht unter transkriptionaler Kontrolle.
Dabei kommt einer Serin/Threonin Phosphatase, dem Calcineurin (Cn),
eine wichtige Rolle zu. Aktiviert tiber eine Erh6éhung des intrazelluldren
Ca2*-Spiegels fuhrt Calcineurin wu.a. zu einer Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB. Dieser diffundiert in den Zellkern und
lagert sich an der entsprechenden Stelle des TF-Promotors an. Dies
bedeutet die Induktion der TF-mRNA-Transkription.

Monozyten kénnen von Thl-Zellen zur TF-Produktion angeregt werden.
Bei der Steuerung der Expression koénnen zwei unabhingige
Mechanismen unterschieden werden [34]. Zum einen koénnen
Th1l-Zellen via den CD40-Rezeptor an Monozyten binden und sie zur
Expression von Tissue factor bringen [72]. Zum anderen sind
Th1-Zellen in der Lage ohne direkten Zellkontakt eine Induktion von TF
zu erwirken [21]. Hierbei werden Zytokine wie z.B. TNF- oder IL-2 von
den Th1l-Zellen ausgeschuiittet und gelangen tiber den Blutweg zu den
Zielzellen.

Das C-reaktive Protein (CRP) scheint nicht direkt in der Lage zu sein,
eine TF-Expression in Monozyten zu induzieren. Diskutiert wird jedoch
eine Anregung Uber Cross-talk via andere Zellen [70].

Auch  Endotoxine wie  z.B. Lipopolysaccharid  (LPS), ein
Zellwandbestandteil gramnegativer Bakterien, kénnen Monozyten zur

Expression von TF anregen [87;94]. Hierbei spielt der CD14-Rezeptor
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(LPS bindet an CD14) eine wichtige Rolle [16]. Die Proteinkinase C (PKC)
ist in den Signalweg involviert [18].

Auch Hypoxie fihrt zu einer Zunahme von TF in Monozyten [99]. In
hypoxischer Umgebung und unter Einfluss von LPS kann ein additiver
Effekt beobachtet werden [43].

Des weiteren konnen Monozyten bei Kontakt mit geschadigten
Endothelzellen zur TF-Expression angeregt werden. Insbesondere im
Zusammenspiel mit inflammatorischen Zytokinen ist eine deutliche
Zunahme von TF zu beobachten [17]. Thrombozytenkontakt kann
ebenfalls zu einer vermehrten TF-Produktion fiithren [4;83].

Hemmenden Einfluss auf die Expression von TF in Monozyten haben
verschiedene von Th2-Zellen produzierte Zytokine. So sind IL-4, IL-10
und IL-13 in der Lage, die von Thl-Zellen induzierte Expression von
Tissue factor zu inhibieren [21;69]|. Eine durch LPS hervorgerufene
Zunahme von TF in Monozyten kann durch IL-4 gehemmt werden
[28;16;73].

Einige Immunsuppressiva kénnen die TF-Konzentration in Monozyten
senken. Cyclosporin A (CsA) inhibiert die Expression von TF in
Monozyten [45]. Dabei bindet Cyclosporin mit hoher Affinitdt an
Cyclophiline (Cyp). Dieser Cyp-CsA-Komplex inibiert Calcineurin und

wirkt so hemmend auf die TF-Transkription [46].

2.2 Rapamycin

2.2.1 Chemische Struktur

Rapamycin (Sirolimus®, Rapamune®) wurde erstmals 1975 aus dem
Bakterium streptomyces hygroscopius isoliert, welches aus

Bodenproben der Osterinseln stammt. Die Einheimischen nennen die
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Osterinseln Rapa Nui, was dem Stoff den Namen gab. Heute wird
Rapamycin industriell hergestellt.

Seine chemische Strukturformel lautet Csi:H79NO13 (@ Abb. 2-2). Das
Molekulargewicht betragt 914,18 u, der Schmelzpunkt liegt bei etwa
184 °C. Eine grosse Anzahl moéglicher Stereoisomere ergibt sich aus den

15 Chiralitatszentren des Molektils.

Abb. 2-2

Strukturformel von Rapamycin

2.2.2 Wirkung

Zielzellen von Rapamycin sind u.a. Zellen des immunologischen
Systems wie T-Zellen, dendritische Zellen und Monozyten.

Rapamycin penetriert die Membran der Zielzellen wund bindet
intrazellular an FKBP-12 (FK-Binding Protein). Das Protein FKBP-12
besteht aus 107 Aminosduren, die zentral als a-Helix und um diese
herum als B-Faltblatt strukturiert sind [95]. Die Bindungsstelle flr
Rapamycin befindet sich eingebettet zwischen diesen beiden Anteilen.
Der Komplex Rapamycin/FKBP als solcher ist jedoch nicht fur die

immunsuppressiven Fahigkeiten von Rapamycin verantwortlich. Erst
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die anschliefSende Bindung des Rapamycin/FKBP-Komplexes an mTOR
(mammalian target of rapamycin) fihrt zu den beobachtbaren
Wirkungen.

Ist FKBP-12 gleichzeitig auch das Bindungsprotein fir andere
Immunsuppressiva wie z.B. FK506 und konkurriert mit diesem um den
Rezeptor, so unterscheidet sich Rapamycin doch hinsichtlich seines
Eingreifens in den Zellzyklus vom FK506 /FKBP-Komplex [60].

FK506 oder Cyclosporin A gehoren zur Gruppe der
Calcineurininhibitoren [11;59]. Calcineurin ist das Schlisselmolekiil
beim Ubergang der T-Zellen von der GO- in die G1l-Phase.
Immunsuppressive Substanzen dieses Typs lassen somit die T-Zellen im
Ruhezustand verharren. Da eine Aktivierung von Calcineurin auch zu
einer Abnahme der TF-Konzentration fiihrt, ist z.B. unter Cyclosporin A
Therapie eine Reduktion der TF-Expression in Monozyten zu finden
[45].

Durch Rapamycin hingegen wird der Zellzyklus gegen Ende der
G1-Phase gestoppt [3;2]. Die Proliferation der Zellen wird verhindert
und deren Apoptose eingeleitet [97]. Dieser Effekt wird vornehmlich an
bereits aktivierten T-Zellen beobachtet. Zu erklaren ist dies mit der
Uberwiegenden Bindung von Rapamycin an Zellen, die sich im
Ubergang von der G1- zur S-Phase befinden. Zu Zellen am Ende der
GO- bzw. Anfang der G1-Phase zeigt Rapamycin eine deutlich geringere
Affinitat. Der apoptotische Effekt ist ausgeprdgt nachweisbar bei
T-Lymphozyten und dentritischen Zellen, nicht hingegen bei Monozyten
[66;97].

Die immunsuppressive Wirkung entfaltet Rapamycin tiber die mTOR.
Diese regeln vielfache Aufgaben innerhalb der T-Zelle, darunter wichtige
Schritte des Zellwachstums und der Proteinsynthese.

Zum einen aktivieren mTOR den Transkriptionsfaktor TIF-IA. Dieser
reguliert die Transkription der rRNA-Synthese. Durch die von
Rapamycin induzierte Hemmung der mTOR unterbleibt die Aktivierung

von TIF-IA und konsekutiv die Initiation der Transkription am
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rRNA-DNA-Promotor [64]. Die Synthese der Ribosomen wird verhindert
und somit letztlich die Proteinsynthese [88].

Der Ubergang der T-Zellen von der G- in die S-Phase wird ebenfalls
mafdgeblich iber mTOR gesteuert. Reguliert wird dieser Schritt tiber die
p70S6-Kinase und den Initiationsfaktor 4EBP1. Rapamycin inhibiert via
mTOR die p70S6-Kinase und 4EBP1 und reduziert so die Translation
verschiedener mRNA fiir ribosomale Proteine [24].

Gleichzeitig setzt Rapamycin die Aktivitat des cdk2-cyclinE-Komplexes
herab, welcher ein wichtiger Regulator des G1/S-Transfers ist [39].
Rapamycin verldngert so die G1-Phase und verhindert bzw. verzdgert

damit einen Eintritt in die S-Phase [89].

2.2.3 Pharmakologische Daten

Rapamycin wird nur wenig vom Darm resorbiert. Die Bioverfligbarkeit
bei oraler Gabe betragt etwa 15%. Die initiale Dosis ist hoch und wird
langsam an die Erhaltungsdosis angeglichen. Der angestrebte
Wirkspiegel im Plasma liegt bei 10-20 ng/ml. Rapamycin wird in der
Leber vom P450-Isoenzym CYP3A4 metabolisiert. Die Halbwertzeit bei
nierentransplantierten Patienten betrédgt etwa 60 Stunden.

Die am haufigsten beobachteten Nebenwirkungen von Rapamycin sind
Hyperlipoproteindmie und Hypertriglyceriddmie. Des weiteren werden
Hypokalidmien, Arthralgien, Diarrh6éen und Blutbildverdnderungen i.S.
einer Abnahme von Thrombozyten, Erythrozyten und Leukozyten
beschrieben. Diese Nebenwirkungen nehmen haufig nach Reduzierung
der Dosierung [71] oder nach Kombination mit einem anderen
Immunsuppressivum ab [55]. Auch finden sich immer wieder
Fallberichte 1Uber thrombotische Komplikationen [81;9] oder
Wundheilungsstérungen [36].
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2.2.4 Einsatzgebiete

Rapamycin gehort strukturell in die Gruppe der Makrolidantibiotika. Es
hat inhibitorische Effekte auf die Proliferation von Lymphozyten und
Fibroblasten und zeigt antineoplastische Effekte. Eingesetzt wird es
allerdings  vornehmlich  aufgrund seiner immunsuppressiven
Eigenschaften in der Transplantationsmedizin, besonders bei Nieren-
und Lebertransplantationen.

Kam es friher meist in Kombination mit anderen Immunsuppressiva
zum Einsatz, so findet es heute oft als Basis- bzw. Monosubstanz
Verwendung [52].

Studien zufolge kommt es zu einer signifikanten Abnahme von
AbstofSungsreaktionen nach allogenen Nierentransplantationen bei
Verwendung von Rapamycin [96;71]. In Bezug auf das
Kurzzeitiiberleben ist dies insbesondere in Kombination mit anderen
Immunsuppressiva  zu beobachten [51;100;55]. Auch als
sadd-on-Therapie* kommt Rapamycin zum Einsatz [93]. Was das
Langzeitiiberleben betrifft, gibt es unterschiedliche Ansichten. In
einigen Studien stellt Rapamycin als Monosubstanz hier eine gute
Alternative dar [49;61]. Andere Autoren sehen jedoch keinen
langerfristigen Vorteil nach einer Nierentransplantation [1]. Nach
Lebertransplantation scheint Rapamycin Vorteile zu haben, beweisende
Studien fehlen allerdings noch [91].

Nicht nur zur Verhinderung der AbstofSung von Spenderorganen durch
den Wirt kann Rapamycin erfolgreich eingesetzt werden. Bei der
sogenannten Graft-versus-Host-Disease (GVHD), dem Auftreten von
AbstofSungsreaktionen an koérpereigenen Organen durch fremde
immunkompetente Zellen nach einer Knochenmarktransplantation,
kann Rapamycin mit Effizienz verwendet werden [15].

Den wachstumshemmenden Effekt macht man sich u.a. bei der

Verhinderung von Restenosen nach koronararteriellen
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Stentimplantationen zu Nutze. Dabei wird die metallene Oberflache der
Stents mit z.B. 140 pg/cm? Rapamycin beschichtet (sirolimus-eluting
stent [SES]). Das Ziel ist es, eine durch Endothelzellwachstum
hervorgerufene in-stent Restenose zu verhindern. Es gibt Studien, nach
denen Patienten mit eingesetzten SES eine signifikant niedrigere
Restenoserate und ein besseres klinisches Outcome als Patienten mit
konventionellen Stents aufweisen [85;58;20].

Dartiber hinaus wurden weitere mogliche Einsatzgebiete von
Rapamycin untersucht. Zum Beispiel konnte im Mausmodell das
Tumorwachstum sowohl von Primdrtumoren als auch von Metastasen
durch den Einsatz von Rapamycin verhindert werden. Dies scheint auf
einem antiangiogenetischen Effekt zu beruhen. Dabei kommt es sowohl
zu einer Reduktion des vascular endothelial growth factor (VEGF) selbst
als auch zu einer Abnahme der durch ihn hervorgerufenen Zellantwort
[35]. Auch das via mTOR regulierte Zellwachstum scheint einen

wichtigen Ansatz flir eine antineoplastische Therapie zu bieten [47;635].
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3 Material und Methoden

3.1 Reagenzien

Kulturmedien

0 % FCS

5 % FCS

Enzyme

DNAse

Trockensubstanz aus dem RNAse-free DNAse Set +
550 ul aqua dest.

Reverse Transcriptase
Moloney Murine Leukemia Virus Rever-
se Transcriptase (MMuLV-RT)

[S0 U/wnl]

Taq DNA Polymerase [S U/pl]

Primer

B-Actin down [10 pM]

500 ml RPMI 1640-Medium +

5 ml Hepes-Buffer + 1,7 ml
B-Mercaptoethanol [1 pl/ml] + Pe-
nicillin /Streptomycin +
L-Glutamin [200 MM]

500 ml RPMI 1640-Medium +

S5 ml Hepes-Buffer + 1,7 ml
B-Mercaptoethanol [1 pl/ml] + Pe-
nicillin/ Streptomycin +
L-Glutamin [200 MM] + 25 ml FCS

Qiagen (Hilden)

Stratagene (Heidelberg)

Invitrogen (Groningen, NL)

Biometra (Gsttingen)

Sequenz: 5° TCT CCA TGT CGT CCC AGT TG 3°

B-Actin up [10 pM]

Biometra (Gsttingen)

Sequenz: 5° ATG GAT GAT GAT ATC GCC GCG 3
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Tissue factor down [10 pM] Biometra (Gsttingen)
Sequenz: 5° CCC CTT CTT TTC ACC ATT CCT A 3
Tissue factor up [10 pM] Biometra (Gsttingen)

Sequenz: 5° TAT CAC AGC CCT CTT CAC ACA TT 3°

Antikorper

anti-CD 14PE MADb Becton Dickinson No. 347497
(San Jose, USA)

anti-TFFITC MAb american diagnostica inc.
No. 4508CJ (Greenwich, UK)

hergestellte Losungen, Puffer und Marker

® x 174 HAE IlI-Marker 0,1 ml ® x 174 HAE III + 0,2 ml
Loading Buffer + 1,2 ml TRIS-
Puffer

FACS-Puffer 500 ml PBS w Ca/Mg + 250 mg

(NaNs 0,1 %) NaN3 + 250 ul FCS

Percolllésung I 9 ml Percoll +

1 ml PBS-Instamed [10 x]

Percolllésung II [S57 %] 25,7 ml Percolllésung I
+19,3 ml 0 % FCS

TAE [50 x] 9,3 g EDTA [0,5 M] + 121 g TRIS +
28,6 ml Eisessig mit aqua dest. auf
500 ml (pH = 8,0)

TAE-Puffer 2 ml TAE [50 x] + 98 ml aqua dest.

TRIS-Puffer 7,9 g TRIS + 2,9 g NaCl +
5,1 g MgClz (pH = 8,0)

Triton-X 0,1 % 100 pl Triton-X-100 +
100 ml 0,1 % NaCitrat



Reagenzien

® x 174 HAE 111
B-Mercaptoethanol

10 x MMuLV RT Buffer
Agarose
Bromphenolblau

Buffer RDD
enthalten im RNAse-Free DNAse Set

Buffer RLT

enthalten im RNAeasy® Mini Kit

Buffer RPE
enthalten im RNAeasy® Mini Kit

Buffer RW 1

enthalten im RNAeasy® Mini Kit

dNTP’s [10 mM)]
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

EDTA [0,5 M]

Eisessig (Essigsdure 100 %)
Ethanol

Ethidiumbromid [1 mg/ml]
Fetal-Calf-Serum (FCS)
Hepes-Buffer

L-Glutamin
Lymphozyten-Separationsmedium

MgCl [50 mM]

enthalten im Taq DNA Polymerase Set
NaNlN3

Paraformaldehyd

22

Sigma (Saint Louis, USA)
Sigma (Taufkirchen)
Stratagene (Heidelberg)
PeQLab (Erlangen)
Sigma (Taufkirchen)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

BioLabs

Sigma (Taufkirchen)
Merck (Darmstadyt)

Roth (Karlsruhe)

Biochrom AG seromed® (Berlin)
Biochrom AG seromed® (Berlin)
Gibco (Karlsruhe)

PAA (Linz, A)

Invitrogen (Groningen, NL)

Merck (Darmstadyt)



PBS w Ca/Mg
PBS w/o Ca/Mg

PBS-Instamed [10 x]
[9,55 g/1]

PCR Puffer [10 x]

pd (N) 6 [100 pM]
Penicillin /Streptomycin
Percoll

RPMI 1640 [1x]

TRIS

Triton-X-100
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PAA (Linz, A)
PAA (Linz, 4)

Biochrom AG seromed® (Berlin)

Invitrogen (Groningen, NL)
Boehringer-Roche (Mannheim)
Biochrom AG seromed® (Berlin)
Amersham Pharmacia Biotech AB
PAA (Linz, 4)

Sigma (Taufkirchen)

Merck (Darmstadt)

3.2 Arbeitsmaterialien

24-well-Platten

Leucosept-Réhrchen
Micro tubes (1,5 ml)
PCR Softtubes (0,2 ml)
PP-Rohrchen (14 ml)
PP-R6hrchen (50 ml)
Qiashredder

RNeasy mini spin column
enthalten im RNAeasy® Mini Kit

Rundbodenréhrchen (5 ml)

Falcon® / Becton Dickinson (Franklin
Lakes, USA)

Greiner bio-one (Solingen)
Sarstedt (Niimbrecht)
BIOzym (0ldendorf)
Greiner bio-one (Solingen)
Greiner bio-one (Solingen)
Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Falcon® / Becton Dickinson (Franklin
Lakes, USA)
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3.3 Gerate

FACScan™ flow cytometer
Software: Lysis II

Kuhltruhe

Kuhlzentrifuge (Biofuge 28 RS)
Lichtmikroskop
Mikrozentrifuge
PCR-Elektrophoresekammer
pH-Meter

Photometer (Spectra Mini AP)
Software: easyWIN fitting

RNA/DNA Calculator
(Gene Quant II)

sterile Werkbank (HA 2472 GS)
Stromquelle (Power Pack P25)
UV-Licht Generator

UV-Schirm

Warmeblock (DRI-Block DB 2 A)
Warmeschrank

Zentrifuge (TJ-6 Centrifuge)

Becton Dickinson (Franklin Lakes, USA)

SANYO apan)
Heraeus (Dusseldorf)
Z€eiss (Jena)
Uniequip (Minchen)
Biometra (Dusseldorf
Biometra (pusseldorf)

Tecan (Gradig, A)

Pharmacic Biotech (cambridge, UK)

Heraeus (Dtisseldorf)

Biometra (pusseldorf)

Konrad Benda (wiesloch)
Rothaar & Schroeder (Heidelberg)
Techne (Cambridge, UK)

Heraeus (Dtisseldorf)

Beckmann (palo Alto, USA)
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3.4 Zellpraparation

3.4.1 Separation der Monozyten

Bei den untersuchten Zellen handelt es sich um humane Monozyten
von gesunden Spendern. Isoliert werden die Zellen aus Buffycoats.
Diese wurden zundchst vom Institut fir Transfusionsmedizin der
Universitatsklinik Munster, spidter vom DRK-Blutspendedienst Munster
bezogen. Buffycoats sind Zentrifugate aus Vollblutspenden, die neben
wenigen Erythrozyten hauptsédchlich weifie Blutkérperchen und
Blutplattchen enthalten.

Der gesamte Inhalt der Buffycoats (~40ml) wird in sterile
50 ml PP-R6hrchen umgeftillt und mit PBS w/o Ca/Mg auf 50 ml
aufgefuillt. Es werden jeweils 25 ml in zwei Leucoseptrohrchen
Uberfihrt. Diese = wurden  vorher  mit 15 ml Lymphozyten-
Separationsmedium (Dichte 1,077g/ml) gefillt, welches durch kurze
Zentrifugation unter die ca 2,5 mm dicke Polyestermembran gebracht
wurde. AnschliefSend erfolgt die Zentrifugation der Réhrchen 20 min bei
2200 rpm. Hierbei trennen sich die einzelnen Bestandteile gemafS ihrer
Dichte. Unten befinden sich die Erythrozyten, dartber das
Lymphozyten-Separationsmedium, auf dem die Fraktion der Leukozyten
lagert, und dann folgt das Plasma.

Nun kann problemlos die weifse Interphase mit den Leukozyten heraus
pipettiert und in ein neues Ro6hrchen Uberfihrt werden. Da
unvermeidbar benachbarte Biocoll-Separating-Solution und Plasma mit
abgenommen wird, gibt man der heterogenen Lésung PBS w Ca/Mg zu
und zentrifugiert erneut (10 min bei 1200 rpm). Die Monozyten befinden
sich anschlieffend in dem Pellet, welches sich am Boden abgesetzt hat.
Den Uberstand verwirft man.

Das Pellet wird nun in 40 ml Percolllésung II gelést. Es folgt die weitere

Auftrennung. Hierzu werden in  sterile 14 ml-PP-R6éhrchen
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2 ml PBS w Ca/Mg, 5 ml Zelllésung und obenauf 1 ml Percolllésung I
geschichtet und zentrifugiert (30 min, 3000 rpm bei 4 °C).

Die entstehende leukozytare Interphase wird herauspipettiert und mit
PBS w Ca/Mg auf 50 ml aufgefiillt. Hiervon entnimmt man 50 pl und
verdiinnt sie mit 450 pl PBS w Ca/Mg. Von diesen 500 pl werden einige
Mikroliter verwendet, um die darin befindlichen Zellen in einer
Neubauer Zdhlkammer unter dem Lichtmikroskop zu zahlen.

Die restlichen fast 50 ml werden erneut zentrifugiert, der Uberstand
durch 0 % FCS ersetzt und das Pellet resuspendiert.

Es folgt das Ausbringen der Losung auf 24-well-Platten in einer Dichte
von etwa 4 -5 x 10° Zellen/well und die einstindige Inkubation der
Platten bei 37 °C. Dabei adhérieren die Monozyten auf dem

Plattenboden.

3.4.2 Stimulation der Monozyten

Nach der einstindigen Adharenzzeit werden die Zellen zweimal
vorsichtig mit PBS w Ca/Mg gewaschen. Dann erfolgt die Stimulierung
der Zellen durch Zugabe von je 1 ml/well entsprechender
Stimulantienlésung.

Die anschliefSfende Inkubation der Zellen findet bei konstanten 37 °C
und einem Gasgemisch von 5,0 Vol% CO2 und 95,0 Vol% AufSenluft
statt. Die Inkubationsdauer im Warmeschrank betragt fur jeden
Versuch 18 Stunden.

Nach Ablauf der Inkubation werden die Medien mit den Stimulanzien
durch einfaches Abgiefien entfernt und durch PBS w/o Ca/Mg ersetzt.
Die Zellen lagern dann fir 10 min auf Eis. Die Monozyten lassen sich so
problemlos aus den wells entfernen und in sterile Rundbodenréhrchen

Uberfihren. Es folgt die Zentrifugation und das Abpipettieren der
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Flussigkeitssdule iber dem Pellet. Das trockene Pellet kann nun bis zur

weiteren Verwendung bei — 80 °C gelagert werden.

3.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

3.5.1 Prinzip der PCR

Mittels der PCR ist es moglich, auch kleinste Mengen DNA fast beliebig
oft zu vervielfaltigen.

Edukt ist entweder DNA oder RNA. DNA kann direkt vervielfdltigt
werden, RNA muss zunadchst enzymatisch mittels reverse transcriptase
(RT) in cDNA umgeschrieben werden. Ausgehend von DNA bzw. cDNA
werden zunachst die komplementaren Strédnge getrennt (denaturiert), so
dass die Basenpaare gelost werden und die einzelnen Basen frei liegen.
Je nach zu vervielfdltigendem Abschnitt werden entsprechende Primer
zugegeben. Primer sind Oligonukleotide, welche kurze Basensequenzen
des gewlnschten Abschnitts enthalten. Diese Primer lagern sich
entsprechend ihrer Basenfolge an den komplementdren Abschnitt der
denaturierten DNA an. Das Enzym Taqg-Polymerase verlangert nun
ausgehend von dem angelagerten Primer den DNA-Strang.
AnschliefSend wird der neu entstandene DNA-Doppelstrang wieder
denaturiert und der Prozess beginnt von vorn.

So lasst sich ein gewlinschter DNA-Abschnitt exponentiell vermehren.
Am Ende der PCR kann das Produkt mittels einer Gelelektrophorese

nach Ethidiumbromidfdrbung im UV-Licht sichtbar gemacht werden.
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3.5.2 RNA-Priaparation

Die Praparation der RNA erfolgt geméfs den Protokollen ,RNeasy® Mini
Handbook® (Seiten 22 - 25) und ,RNAse-Free DNAse Set Protocol“ der
Firma Qiagen.

Ausgangsmenge sind die Zellen aus jeweils drei wells einer
24-well-Platte. Dies sind etwa 6 x 10° Zellen. Laut Protokoll wird dieser
Anzahl entsprechend zundchst das Pellet mit den Monozyten in
600 pl Buffer-RLT plus 6 ul B-Mercaptoethanol resuspendiert.
Hierdurch werden die Zellen lysiert. Das im Buffer-RLT enthaltene
denaturierte Guanidin-Isothiocyanat (GITC) inaktiviert méogliche
RNAsen. Es folgt die Uberfiihrung des Lysats in einen Qiashredder.
Dieser wird 2 min bei 13000 rpm zentrifugiert, wobei sich die Probe
homogenisiert. Der Shredder kann anschliefend verworfen werden.
Dem homogenisierten Zentrifugat werden 600 pl Ethanol 70 %
zugemischt, durch welches die Bedingung zur Bindung der RNA an die
Membran der RNeasy mini spin column geschaffen wird. In diese Saule
pipettiert man 600 pl des Zentrifugats. Die folgende Zentrifugation
erfolgt 15 sek bei 10000 rpm. Nach Entsorgen des Zentrifugats wird der
Schritt anschlieffend mit den restlichen 600 ul wiederholt. Nun befindet
sich die gesamte RNA mit mehr als 200 Nukleotiden im Filter der
RNeasy mini spin column. RNA mit weniger als 200 Nukleotiden (z.B.
tRNA) verbleibt nur in nicht nennenswerter Menge. Auf diese Membran
werden jetzt 350 pl Buffer RLT gegeben und 15 sek bei 10000 rpm
zentrifugiert.

Um die in der RNeasy mini spin column festgehaltene DNA zu
eliminieren, gibt man nun 10 pl DNAse I stock-solution und
70 pl Buffer RDD genau auf die Membran der RNeasy mini
spin column. Der DNA-Verdau erfolgt bei 37 °C Uber 15 min im
Warmeblock.



29

Zur Entfernung der DNAse I aus der Membran wird nach 15 min erneut
einmal mit Zugabe von 350 pl Buffer RLT zentrifugiert. AnschliefSend
werden S500 pl Buffer RPE in die S&ule pipettiert und 15 sek bei
10000 rpm  zentrifugiert. Es folgt die erneute Zugabe von
500 pl Buffer RPE und eine zweiminutige Zentrifugation bei 13000 rpm
zum Trocknen der Membran.

Um die RNA aus der RNeasy mini spin column zu eluieren, wird
25 pl RNAse-freies destilliertes Wasser auf die Membran gegeben und
1 min bei 10000 rpm zentrifugiert. Das Zentrifugat wird in 1,5 ml Micro
Tubes aufgefangen, in welche die Membranen gestellt wurden. Diesen
Schritt wiederholt man mit weiteren 25 pl RNAse-freiem destilliertem
Wasser, sodass insgesamt 50 pl RNA-haltige Losung zur Verfigung
steht.

3.5.3 Umschreibung der mRNA auf cDNA

Zunachst wird ein Mastermix mit den notwendigen Ausgangssubstan-
zen hergestellt. Dieser enthalt fir jede Probe 0,5 pl 10x StrataScript
Buffer, 0,5 pldNTP's [10 mM], 0,25pulpd (N)6 [100 pM] und
0,25 pl reverse transcriptase [S0 U/pl]. Die Gesamtmenge ergibt 1,5 pl.
Zu jeweils 1,5 pl des Mastermixes werden 3,5 pl des RNA-Templates pro
Probenansatz pipettiert. Die reverse transcriptase (RT) arbeitet
anschliefSend 60 min bei 37 °C. Dabei ist eine Unit RT in der Lage bei
37 °C in 10 min 1 nmol dANTP umzusetzen.

Im Ergebnis erhéalt man 5 pl cDNA-Template.
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3.5.4 PCR

Zunachst wird ein Mastermix mit den notwendigen
Ausgangssubstanzen hergestellt. Dieser enthédlt fGr jede Probe
2 pl 10x PCR-Puffer, je 2 pl Primer Up [10 pM] und 2 pl Primer Down
[10 pM] fur den gesuchten DNA-Abschnitt (® Tab. 3-1), 0,8 pul MgCl
[50 mM], 0,4 pldNTP's [10 mM], 12,7 pl  aqua bidest. und
0,1 pl Tag-Polymerase [S U/ul]. Die Gesamtmenge ergibt 20 pl.

Zu diesen jeweils 20pul des Mastermixes werden Spul des
cDNA-Templates pro Probenansatz pipettiert.

Nachfolgend ist die Prozessfiihrung fiir die PCR beschrieben.

Zunachst werden die Proben auf 95 °C erhitzt. Ziel ist es, eventuelle
proteinhaltige Verunreinigungen (z.B. auch die RT) zu denaturieren. Die
nachsten drei Schritte haben eine Gesamtzeit von 2 min und werden
insgesamt je 30 mal wiederholt. Initial erfolgt 30 sek lang bei 95 °C die
Denaturierung der DNA. Die Primer lagern sich in den néchsten 30 sek
bei spezifischen Temperaturen an (@ Tab. 3-1). Die Taq-Polymerase
amplifiziert anschliefSend die DNA-Strange bei 72 °C wahrend weiterer

60 sek.

Annealing-
Primer up Primer down
Temp. [° C]
5" ATG GAT GAT GAT |5 TCT CCA TGT CGT
b-Actin 55,0
ATC GCC GCG 3 CCC AGTTG 3
5" TAT CAC AGC CCT| 5" CCC CTT CTT TTC
Tissue factor 59,0
CTT CAC ACATT 37 ACCATTCCTA 3

Tab. 3-1

Primersequenzen fur p-Actin und Tissue factor sowie die optimalen Temperaturen fir
deren Anlagerung wéhrend der PCR.

Die Lagerung bis zur weiteren Verwendung erfolgt bei — 80 °C.
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3.5.5 Gelelektrophorese

Zum  Nachweis der jeweiligen @ DNA-Fragmente  wird die
Agarose-Gelelektrophorese  verwendet. In  dieser lassen  sich
verschiedene Makromolektile auftrennen. Wird eine elektrische
Spannung an das Gel gelegt, so wandern die Molektle der
eingebrachten Proben entsprechend ihrer Gréfien und Ladungen zur
Anode bzw. Kathode. Mittels geeigneter Farbungen koénnen sie
anschliefSend im Gel nachgewiesen werden. Im Falle der hier
nachzuweisenden DNA-Fragmente wurde Ethidiumbromid benutzt.
Dieser kanzerogene Stoff interkaliert mit den aromatischen
Ringsystemen der Nukleotide und leuchtet unter UV-Licht orange.

Zur Herstellung des Agarosegels werden 2zu 98 ml aqua dest.
2 ml TAE-Puffer gegeben. Dieser Losung figt man 1,5 g Agarose hinzu.
AnschliefSend wird sie in einem Erlenmeyerkolben zum Sieden gebracht.
Das verdunstete Wasser wird ersetzt und die Loésung mit
10 pl Ethidiumbromid [1 mg/ml] versetzt. Wahrend die Losung abkuihlt,
hértet sie zu einer flexiblen Gelplatte aus. Zuvor wurde ein Kamm in die
Gussform eingestellt, der nach Aushéartung entfernt wird. In die verblei-
benden Kammern kann man die Proben einbringen.

Zu je 22,5pl der nachzuweisenden DNA-Fragmente wird je
2,5 pl Loading-Buffer pipettiert. Dieser Loading-Buffer komigriert im
Agarosegel entsprechend einer DNA mit etwa 50 bp. So lasst sich der
Fullungszustand der Geltaschen kontrollieren und das Laufverhalten
der Banden verfolgen.

Parallel wird in eine der Geltaschen ein Marker (® x 174 HAE III) pipet-
tiert. Mit Hilfe seiner standardisierten Banden ist eine Einordnung der

nachzuweisenden Banden gemafd der Anzahl ihrer Basenpaare moglich.
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Nachdem die einzelnen Proben in die vorgeformten Kammern gegeben
worden sind, wird fir 45 min eine Spannung von 100V an die mit
TAE-Puffer gefiillte Elektrophoresekammer gelegt. Die DNA-Fragmente
durchwandern das Gel (® Abb. 3-1).

1
s 2—F%

4 >

5_6tt

<+— TF

Marker

Abb. 3-1

Beispielabbildung eines Agarosegels.
Links: Referenzbanden des Markers @ x 174 HAE III
auf dem Agarosegel
Bande Nr. 3 entspricht 603 Basenpaare
Bande Nr. 4 entspricht 873 Basenpaare
Rechts: TF-Fragment (enthélt 726 Basenpaare)

Im Anschluss erfolgt die Beleuchtung des Gels mit UV-Licht, und das

Gel mit den orange leuchtenden Banden wird photographiert.

3.5.6 Auswertungsprinzip der PCR

Die Auswertung der Banden erfolgt mit dem Programm ,BioDocAnalyze“
von Biometra. Hiermit ist es moglich, die Intensitat der Banden in rela-
tiven Einheiten zu messen.

Die nachfolgenden rechnerischen Schritte werden anschliefSend not-
wendig, um die von Versuch zu Versuch teilweise deutlich variierenden
Intensitaten vergleichen zu kénnen. Diese Intensitatsschwankungen re-
sultieren aus unterschiedlichen RNA-Gehalten der einzelnen Versuche.
Zunachst wurde die RNA-Konzentration in den unbehandelten Monozy-
ten der Kontrollgruppe ermittelt. Diese lag durchschnittlich bei

25 pg/ml. Samtliche Ergebnisse der Probenreihen wurden mittels Mul-
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tiplikation mit einem individuellen Faktor auf diese 25 pg/ml normiert.
Alle zu Versuchende gemessenen Intensitidten der PCR-Banden wurden
ebenfalls mit diesem Faktor der jeweiligen Versuchsreihe multipliziert.

Die einzelnen Versuche sind somit in Bezug auf die Intensitaten der
PCR-Banden unabhéngig von der Menge der eingesetzten mRNA und di-
rekt vergleichbar. Dies wéire bei Verwendung der absolut gemessenen

Volumeneinheiten nicht moéglich.

3.6 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse / FACScan)

3.6.1 Prinzip der FACS-Analyse

Die FACS-Analyse (Fluorescence Activated Cell Sorting) ist ein Verfah-
ren zur quantitativen Bestimmung von intrazellularen Proteinen oder
Oberflachenmolektilen. AufSferdem koénnen Aussagen Uber Zellgrosse
und Binnenstruktur getroffen werden und so z.B. Leukozytensubpopu-
lationen differenziert werden.

Die Zellen werden zunachst mittels eines Hullstroms hydrodynamisch
fokussiert und strémen dann an einem monochromatischen Laserstrahl
(Argonlaser 488 nm) vorbei. Das Laserlicht wird bei Auftreffen auf zellu-
lare Strukturen gestreut und die Streustrahlung von Photodetektoren
registriert. Die Aufteilung in Vorwarts- (FSC) bzw. Seitwértsrich-
tung (SSC) lasst Ruickschlisse auf Zellgrofdie und Granularitat des Zy-
toplasmas zu, wodurch die Zellen differenziert werden koénnen (z.B.
Lymphozyten von Monozyten, ® Abb. 3-2).

Werden Zellmolektiile gezielt mittels eines spezifischen fluoreszenzmar-
kierten Antikérpers behaftet, so kann man eine quantitative Aussage
Uber die Menge des markierten Molektls treffen. Die Elektronen des
Fluoreszenzfarbstoffs werden durch Anregung des Lasers auf ein hohe-

res Energieniveau gehoben. Die beim Ruckfall auf das Ursprungsniveau
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emittierten Photonen werden detektiert. Deren Anzahl ist proportional

zur Menge des gebundenen Antikorpers in der Zelle.
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Abb. 3-2

Darstellung der Zellpopulationen im FACScan

Jeder Fluoreszenzfarbstoff besitzt ein spezifisches Emissionsmaximum.
Die in dieser Arbeit eingesetzten Farbstoffe sind zum einen das Fluores-
zeinisothiocyanat (FITC) und das Phytoerythrin (PE) mit Emmissions-

maxima bei 519 bzw. 650 nm.

3.6.2 Markierung der Zielmolekiile fiir die FACS-Analyse

In dieser Arbeit haben wir den Tissue factor als Produkt bzw. das
Oberflachenmolektil CD 14 als Marker der Monozyten nachgewiesen.

Fur die Messung mussen die Zellen zunachst fixiert werden. Es werden
zu jedem Pellet 100 pl Paraformaldehyd [4 %] pipettiert und
anschliefSend 15 min lang bei 4 °C stehen gelassen. Dann gibt man
1 ml FACS Puffer hinzu und zentrifugiert 2 min bei 1200 rpm. Zum
Entfernen des Paraformaldehyds wird der Uberstand verworfen. Die
Farbung der Monozyten erfolgt pro Pellet mit 2 pl PE markiertem
Antikérper gegen CD 14 und 2 pl FITC markiertem Antikérper gegen
humanen Tissue factor, beides geloést in 96 ul FACS-Puffer. Die
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Inkubation dauert 30 min bei 4 °C. Anschlieffend wird erneut
1 ml FACS-Puffer hinzugefiigt und 2 min bei 1200 rpm zentrifugiert,
um die frei verbliebenen Antikérper auszuwaschen. Der Uberstand wird
entfernt und das Pellet in 0,5 ml FACS Puffer gel6st.

Es erfolgt nun die durchflusszytometrische Messung.

3.6.3 Auswertungsprinzip der FACS-Analyse

Da trotz mehrfacher Aufreinigung wahrend der Zellpraparation neben
vitalen Monozyten noch wenige Lymphozyten wund apoptotische
Monozyten in der Zellsuspension vorhanden sind, muissen zunachst die
vitalen Monozyten als eigentliches Untersuchungsgut differenziert
werden. Dies geschieht mit der Darstellung im FCS/SSC-Scatter.
Hierbei werden die Zellen entsprechend ihrer Groéfe (FSC) und
Granularitat (SSC) verschiedenen Populationen zugeordnet (@ Abb.
3-2). Nun lassen sich die Monozyten problemlos erkennen. Apoptotische
Monozyten und Lymphozyten werden rechnerisch (Programm: Lysis II)
als Ausschuss deklariert und in der folgenden Messung nicht mit
erfasst.

Wahrend der eigentlichen Messung wird dann die Konzentration der bei
519 nm bzw. 650 nm emittierten Photonen aufgezeichnet. Die
Darstellung erfolgt in einem Histogramm. Das eigentliche Interesse liegt
dabei auf der Messung der Menge an Tissue factor. Der entsprechende
Antikérper ist FITC-markiert. Der Oberflichenmarker CD 14 ist
PE-markiert. Seine Messung dient in der spdteren Auswertung einer
weiteren Uberpriifung der gemessenen Zelle auf die Zugehérigkeit zur

Monozytenpopulation.
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Graphisch wird die Tissue factor-Konzentration in einem Histogramm
erfasst. Auf der Abszisse wird logarithmisch die Signalintensitdt und
auf der Ordinate die Anzahl der zugehorigen Ereignisse aufgezeichnet

(® Abb. 3-3).
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Abb. 3-3

Darstellung der TF-Proteinmenge im Histogramm
Links: basale TF-Expression
Rechts: vermehrte TF-Expression

Um die diversen Experimente miteinander vergleichen zu kénnen wurde
rechnerisch folgendermafien vorgegangen. Im Histogramm wird die
Flache mit der Tissue factor Konzentration der Kontrolle (5 % FCS)
erfasst und eine Markierung (M 1) so gesetzt, dass die Fldche in zwei
Abschnitte unterteilt wird. Der prozentuale Anteil der rechten Flache an
der Gesamtflache betragt frei gewahlt immer ca. 50 %. Diese bei der
Kontrolle gesetzte Markierung wird auch bei der Auswertung der
einzelnen Proben in absoluter Position beibehalten. Wird nun der
prozentuale Anteil der rechten Flache einer Probe errechnet, so
verdndert sich dieser je nach Lage der Probenfldche. Ist z.B. in der
Probe mehr Tissue factor als in der Kontrolle, so liegt die Flache weiter
rechts auf der Abszisse. Folglich ist der prozentuale Anteil (bei
stehengebliebenem Marker M 1) gréfder (® Abb. 3-3).

Es wird dann jeweils die Differenz zur Kontrolle ermittelt und
tabellarisch erfasst. So sind biologisch verschiedene Experimente
hinsichtlich der prozentualen Verdnderung der TF-Konzentration

vergleichbar.
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3.7 Aktivitatsmessung

3.7.1 Prinzip der Aktivititsmessung

Gemessen wird die prokoagulatorische Aktivitdt von Tissue factor in ly-
sierten Zellen. Dabei wird durch Zugabe von Faktor X (FX) und aktivier-
tem Faktor VII (FVIla) wahrend einer halbstiindigen Inkubation zu-
nachst die Komplexbildung von Tissue factor und Faktor VIla
(TF/FVIla-Komplex) ermoglicht, welcher anschliefSend Faktor X zu Fak-
tor Xa aktiviert. Der FXa ist in der Lage Spectozyme® FXa zu spalten,
welches ein hochspezifisches Substrat fir diesen ist. Das Spaltprodukt
setzt einen para-nitroanilin (pNA)-Farbstoff frei, dessen Lichtabsorption
bei 405 nm gemessen werden kann.

Anhand der Extinktionswerte kann die Aktivitdt des Tissue factors er-
mittelt werden. Diese ist proportional zum umgesetzten Spectozy-
me® FXa. Je hoher der Extinktionswert, desto hoher ist die Aktivitat des

Tissue factors.

3.7.2 Praparation zur Aktivititsmessung

Verwendet wird das Set Actichrome® TF der Firma american diagnostica
inc. Pro Ansatz werden 2 x 10° Zellen eingesetzt. Jedem Pellet fiigt man
zundchst 200 pl Triton X 0,1 % hinzu, um die Zellen zu lysieren. Mit-
tels des im Set enthaltenen Assay Buffer werden die Proben dann auf
1:9 verdunnt (5 pl Probe + 45 pl Assay Buffer).

Zu 25 pl der verdlinnten Probe pipettiert man nun 25 pl humanen Fak-
tor VIIa und 25 pl humanen Faktor X. Anschlieffend lagern alle Proben
15 min bei 37 °C. Dann werden zu jeder Probe 25 pl Spectrozyme®
FXa substrate hinzugegeben und erneut bei 37 °C inkubiert. Je nach

Tissue factor-Aktivitidt fArben sich die Proben unterschiedlich intensiv
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gelb. Diese Reaktion stoppt man nach ca. 60 min (je nach bereits er-
reichter Intensitdt) durch Zugabe von 50 pl Eisessig. Dieser Abbruch
nach visueller Kontrolle ist erforderlich, um keine auferhalb des Mess-
bereich des Photometers liegenden Farbintensitaten zu erreichen.

Direkt im Anschlufs erfolgt die photometrische Auswertung.

3.7.3 Auswertungsprinzip der Aktivitatsmessung

Die Intensitat der Gelbfarbung jeder einzelnen Probe wird photomet-
risch gemessen. Bei einer Wellenldnge von 405 nm wird die Absorption
durch para-nitroanilin (pNA)-Farbstoff detektiert. Die Einordnung der
jeweiligen Aktivitdten erfolgt tiber einen Vergleich mit einer Standard-
kurve, die zuvor mittels bekannter TF-Aktivitaten erstellt wurde. Es er-
geben sich relative Extinktionswerte zwischen 0,0 und 2,0 die anhand
der Eichkurve in Aktivitdtsgrade umgewandelt werden kénnen.

Das folgende rechnerische Verfahren erméglicht eine Vergleichbarkeit
verschiedener biologischer Experimente. Der fir die Kontrolle (S % FCS)
ermittelte Extinktionswert wird als Basisaktivitdt angesehen. Im Mittel
kam es hier zu einer Aktivitat von ca. 1000 pM, wobei jedoch aufgrund
des visuellen Versuchabbruchs starke Schwankungen auftraten.
Zunachst wurden die Kontrollwerte aller Versuche mit einem jeweils in-
dividuellen Faktor ndher an 1000 pM gebracht. Alle weiteren Ergebnisse
eines Versuches wurden anschliefSfend mit demselben Faktor multipli-
ziert. Nur so liefs sich eine direkte Vergleichbarkeit der absoluten Aktivi-
taten verschiedener Versuche herstellen, da der letzte Schritt des Expe-
rimentes, die Spaltung des Spectrozyme® FXa substrate, nach visueller
Kontrolle der Gelbfarbung abgebrochen wird. Dies ist eine subjektiv

festgesetzte Versuchsdauer und variiert bei jedem Experiment.
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4 Ergebnisse

4.1 TF-mRNA-Expression unter Einfluss von Rapamycin

Die initiale Fragestellung dieser Arbeit war, eine angenommene Beein-
flussung der Tissue factor-Konzentration in humanen Monozyten durch
das Immunsuppressivum Rapamycin zu beweisen.

Die Wahl fiel auf Monozyten, da sie ubiquitdr im Koérper vorkommen
und mafdgeblich an immunologischen Prozessen im Zusammenhang mit
transplantierten Organen beteiligt sind.

Da eine potenzielle Zunahme von Tissue factor eine vermehrte Expres-
sion des entsprechenden Genabschnitts voraussetzt, wurde zunéichst
die Konzentration der TF-mRNA gemessen.

Die Grofsenbestimmung im Agarosegel fir die erwartete Tissue fac-
tor-Bande erfolgte mittels eines Standardmarkers (® x 174 HAE III).
Dieser enthélt Fragmente mit definierten Basenpaaren und lasst somit
eine Einordnung der zu untersuchenden Banden nach ihren Basenpaa-
ren zu. TF-mRNA weist eine Lange von 726 Basenpaaren auf. Die ent-
sprechenden Banden muissen dann zwischen dem dritten (603 BP) und
vierten (873 BP) Peak des Markers liegen (@ Abb. 3-1).

Da fur die PCR ausschlieflich Primer fir TF verwendet wurden und auf
dem Gel keine weiteren Banden zu finden waren, ist aufgrund der Ein-
ordnung gegenuber dem Marker bei den detektierten Banden von
TF-mRNA auszugehen.

Bei der RNA-Préaparation wurde jeweils die gleiche Menge Zellen ver-
wendet. Trotzdem ist es nicht auszuschliefSen, dass sich unterschiedli-
che RNA-Mengen in den Versuchsanséitzen befinden. Um hier eine Ver-
gleichbarkeit herzustellen, wurde der mRNA-Level von 3-Actin, einem
ubiquitar vorkommenden Strukturprotein, mitbestimmt. 5-Actin unter-

liegt keiner wesentlichen Regulation durch &ufSere Einfliisse. Bei Vor-



40

handensein gleichméssiger 3-Actin Banden kann so von einer jeweils
vergleichbaren RNA-Konzentration ausgegangen werden.
Veranderungen der TF-Banden sind so auf wunterschiedliche

mRNA-Expressionen und nicht auf Konzentrationsph&nomene zurtick-

zufihren.
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Abb. 4-1

Veranderung der TF-mRNA in Monozyten unter Einfluss von Rapamycin.
Exemplarische Darstellung des Agarosegels einer semiquantitativen RT-PCR
und graphische Zusammenfassung aller Versuchsergebnisse.

Rapamycin steigert konzentrationsabhéangig die TF-Expression.

Als Referenz dienen ruhende und mit LPS stimulierte Monozyten, als basale
TF-mRNA Menge werden ~ 30 rel. Einh. angesetzt (x = p<0,05 gegentiber ba-
sal).

Untersucht wurde eine moglicherweise verdnderte Konzentration von
TF-mRNA in humanen Monozyten unter dem Einfluss von Rapamycin.
Um hierbei auch eine ggf. vorhandene Dosis-Wirkungsbeziehung nach-
zuweisen, wurden die Monozyten mit unterschiedlichen Mengen an Ra-
pamycin von 1, 10, 100 und 500 ng/ml stimuliert. Als Referenzwert

diente die basale Expression in unstimulierten Monozyten. Da eine Zu-
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nahme von Tissue factor unter LPS-Stimulation bekannt ist, wurde ein
solcher Ansatz in jeder Versuchsreihe als Positivkontrolle verwendet.
Die basale Tissue factor-Expression der Monozyten in 5 % FCS lag
durchschnittlich bei ca. 30 relativen Einheiten. Die Positivkontrolle mit
LPS-stimulierten Monozyten ergab eine durchschnittliche Steigerung
der TF-Menge um 90 % auf etwa 57 relative Einheiten.

Mit zunehmender Konzentration an Rapamycin im Nahrmedium zeigte
sich eine gleichsinnige Veranderung der TF-mRNA Expression. Bei Sti-
mulation mit 10 ng/ml Rapamycin, was der wirksamen Plasmakon-
zentration in vivo entspridche, kam es zu einem Anstieg um durch-
schnittlich 21 % (36,4 rel. Einh.). Die im Versuch hoéchste zugesetzte
Menge betrug 500 ng/ml und fihrte zur starksten rapamycininduzier-
ten Zunahme der Tissue factor-mRNA Expression (69 %).

Sie lag nur wenig unter der von LPS-stimulierten Monozyten.

War bei Zusatz von 1 ng/ml Rapamycin noch kein signifikanter Anstieg
zu verzeichnen, so war diese Signifikanz (x) ab 10 ng/ml Rapamycin in

allen weiter zunehmenden Konzentrationen vorhanden.

4.2 TF-Proteinkonzentration unter Einfluss von Rapamycin

Nachdem eine Zunahme der mRNA von Tissue factor unter Rapamycin
zu verzeichnen war, stellte sich die Frage, ob diese auch in ein vermehr-
tes Vorkommen von Tissue factor-Protein muiindet.

Bei der durchflusszytometrischen Untersuchung (FACS) wurde der Pro-
teingehalt an Tissue factor gemessen. Wiederum wurden Monozyten mit
aufsteigenden Rapamycindosen inkubiert (1, 10, 100 und 500 ng/ml).
Mittels eines fluoreszenzmarkierten Antikérpers gegen TF-Protein konn-
te der Nachweis von vorhandenem TF erbracht werden. Diese Methode
erfait lediglich den an der Aufienseite der Monozyten exprimierten Tis-

sue factor.
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Es kann keine Aussage Uber den intrazellularen Gehalt und somit tiber
die gesamte zelluldre TF-Konzentration getroffen werden, hierzu ware
eine Lyse der Zellen nétig gewesen. Hierauf wurde verzichtet, da in vivo
nur die extrazelluldren TF-Molektiile eine koagulatorische Bedeutung
haben durften. Eine extrazelluldr gefundene Konzentrationsdnderung

koénnte biologische Relevanz haben.
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Abb. 4-2

Beispielabbildung des FACScans auf TF-Protein.

Um prozentuale Mengendnderungen von TF ein beide Richtungen zu erfassen, wird die ba-
sale Proteinmenge mir ca. 50 % gemittelt. Im Vergleich dazu die Verdnderung nach Stimula-
tion der humanen Monozyten mit LPS bzw. Rapamycin.

Die Versuchsergebnisse bestatigen den bereits auf mRNA-Ebene gezeig-
ten Zuwachs von Tissue factor unter Stimulation mit Rapamycin. Bei
unstimulierten Monozyten wurde der Marker fur die basale
TF-Konzentration willktirlich in die Mitte, d.h. ca. 50 % entspr. 0,5 ge-
legt. Von hier aus wurde dann ein Zuwachs bzw. eine Abnahme durch
Veranderung Richtung 0 % oder 100 % registriert.

Der Zusatz von 1 ng/ml Rapamycin zur Nahrlésung fihrte zu einer Zu-
nahme der Proteinmenge um 6 % gegeniiber den unstimulierten Mono-
zyten. Nach Stimulation mit 100 ng/ml Rapamycin ist ein Anstieg der
Tissue factor-positiv gemessenen Zellen um 14 % zu verzeichnen. Auch

in diesem Versuch ist die maximal zugesetzte Rapamycinkonzentration
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von 500 ng/ml diejenige, die zur starksten Erhoéhung der
TF-Konzentration fihrt (um 19 % gegentiber der Kontrolle).

Wie bei den Ergebnissen der PCR ist ab einer Rapamycinkonzentration
von 10 ng/ml ein signifikanter Anstieg (x) zu sehen. Trotzdem bleibt
auch hier die durch LPS-Stimulation erzielte TF-Zunahme durch Zuga-

be hoher Rapamycin Mengen unerreicht.
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Veranderung der Proteinkonzentration von TF in Monozyten unter Einfluss
von Rapamycin.

Zusammenfassende graphische Darstellung aller Versuchsergebnisse.
Rapamycin steigert konzentrationsabhéngig die TF-Synthese.

Als Referenz dienen ruhende und mit LPS stimulierte Monozyten, die basale
TF-Proteinmenge wird mit ~ 0,5 angegeben (x = p<0,05 gegentiber basal).

Auffallend ist, dass der extrazellulare Anstieg der TF-Protein Menge pro-
zentual deutlich hinter den Steigerungsraten der TF-mRNA zurtck-

bleibt.

4.3 Aktivitat von TF unter Einfluss von Rapamycin

Nachdem eine Zunahme der Tissue factor Expression auf mRNA- und
Proteinebene gezeigt war, galt es zu klaren, ob diese vermehrte Expres-
sion auch mit einer Zunahme der prokoagulatorischen Aktivitat ver-

bunden ist. Hierzu wurde die gleiche Versuchsreihe wie bei der
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mRNA-Messung verwendet. Auf die Rapamycinkonzentration 1 ng/ml
wurde verzichtet, da es hierbei zu keiner signifikanten Zunahme von
Tissue factor kam.

Es fand sich auch hier eine positive Korrelation zwischen Rapamycin-
konzentration im Nahrmedium und der Aktivitdt des Tissue factors. Je
hoéher die Konzentration des zugesetzten Rapamycins, desto starker die
TF-Aktivitdt. Bereits bei einer Konzentration von 10 ng/ml Rapamycin
zeigte sich eine signifikante (x) Aktivitditszunahme um 63 % auf
1300 pM gegenuber der mittleren basalen Aktivitdt von 1000 pM. Die
maximale Rapamycinkonzentration von 500 ng/ml zeigte einen Anstieg

um 64 %.
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Veranderung der Aktivitdt von TF in Monozyten unter Einfluss von Rapamy-
cin.

Zusammenfassende graphische Darstellung aller Versuchsergebnisse.
Rapamycin steigert konzentrationsabhéngig die TF-Aktivitét.

Als Referenz dienen ruhende und mit LPS stimulierte Monozyten, die basale
TF-Aktivitat wird mit ~ 100 % angegeben (x = p<0,05 gegentiber basal).

Ahnlich der Ergebnisse der mRNA-Messung wurde auch hier der durch
LPS induzierbare Anstieg bei maximaler Rapamycinkonzentration fast
erreicht.

Aufgrund des vorgegebenen Versuchaufbaus des verwendeten Fertigkits
erfolgt vor der Aktivitditsmessung eine Lyse der Zellen. Somit fliefden alle

innerhalb und aufSerhalb der Monozyten vorhandenen TF-Molektle in
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die Aktivitditsmessung ein. Eine selektive Aussage Uber die Aktivitat
extrazellular exprimierten Tissue factors, wie in der FACS-Analyse

bestimmt, kann nicht getroffen werden.

4.4 TF-mRNA-Expression unter Einfluss von IL-4

Im folgenden Versuch wurden die Auswirkungen von Interleukin 4
(IL-4) in Kombination mit Rapamycin auf mRNA-Ebene untersucht. IL-4
ist ein von Th2-Zellen produziertes Zytokin und wirkt inhibitorisch auf
die TF-Produktion von Monozyten ein.

Es wurden zwei parallele Versuchsreihen erstellt. Die erste enthielt
neben einer Kontrollgruppe aus unstimulierten Monozyten eine
Positivkontrolle mit LPS-stimulierten Zellen sowie eine Gruppe von
Monozyten, die mit 100 ng/ml Rapamycin stimuliert wurden. Die zweite
Versuchsreihe enthielt die oben genannten Gruppen, wobei allen jeweils
IL-4 in einer Konzentration von 10 U/ml zugesetzt wurde. Da aufgrund
der Daten aus PCR und FACS die dosisabhangige Steigerung der TF-
Konzentration bereits bekannt war, wurde auf eine solche
Konzentrationsreihe mit IL-4 Zusatz verzichtet und Rapamycin nur in
einer Dosis von 100 ng/ml verwendet.

Die Ergebnisse der Gruppe ohne IL-4 waren erwartungsgemafs dhnlich
der bereits oben genannten. Der Anstieg der TF-Expression unter Ra-
pamycin [100 ng/ml] betrug 53 % gegentiber der Kontrolle, der unter
Stimulation mit LPS [1 pg/ml] 79 %. Nach Zusatz von IL-4 zeigte sich
eine deutliche Suppression von Tissue factor. Die basale TF-Expression
unter IL-4 betragt nur ca. 1/s5 (5,7 rel. Einh.) der Expression ganzlich
unstimulierter Monozyten. Auf entsprechend niedrigem Niveau wird TF
auch in mit LPS bzw. Rapamycin behandelten Zellen unter Zusatz von
IL-4 exprimiert (15,8 bzw. 14,0 rel. Einh.).

Die Relationen innerhalb der mit IL-4 versetzten Gruppe differieren je-

doch deutlich von denen ohne IL-4. So ist hier nach Zugabe von
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100 ng/ml Rapamycin ein Anstieg von 145 % gegentiber der Kontrolle
zu verzeichnen. Dies ist eine etwa dreifach hohere Steigerung der Tissue
factor-Expression, als sie ohne IL-4 zu verzeichnen war. Auch unter LPS
Einfluss ist eine deutlichere Zunahme zu erkennen, als dies ohne IL-4
beobachtet wurde.

Insgesamt ist aber in beiden Gruppen von den verwendeten Stimulan-
tien LPS der starkere Induktor, wobei auch Rapamycin zu einer deutli-
chen Zunahme von TF-mRNA fiihrt. Die gemessenen Werte unterschie-
den sich in allen Versuchen signifikant (x) von denen der unstimulier-

ten Monozyten.
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Abb. 4-5

Veranderung der TF-mRNA in Monozyten unter Einfluss von Rapamycin und
Interleukin 4.

Exemplarische Darstellung des Agarosegels einer semiquantitativen RT-PCR
und graphische Zusammenfassung aller Versuchsergebnisse.

IL-4 supprimiert, Rapamycin steigert die TF-Expression.

Als Referenz dienen jeweils ruhende und mit LPS stimulierte Monozyten, als
basale TF-mRNA Menge werden ~ 30 rel. Einh. angesetzt

(x = p<0,05 gegentiber basal, # = p<0,05 gegentiber basal + IL-4).
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Eine Signifikanz der TF-Zunahme unter Rapamycin [100 ng/ml] und
LPS [1 pg/ml] im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle zeigt sich sowohl in-

nerhalb der mit IL-4 (#) als auch in der ohne IL-4 (x) behandelten Ver-

suchsreihe.

4.5 TF-Proteinkonzentration unter Einfluss von IL-4

Es liegt nahe, dass eine Abnahme der mRNA-Menge von Tissue factor
auch zu einer gleichsinnigen Verdnderung der Proteinkonzentration
fuhrt. Um dies auch zu zeigen, wurde eine FACS-Analyse fir TF bei ei-

nem gleichartigen Versuchsaufbau mit IL-4 Zusatz wie fir die PCR

durchgefihrt.
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Beispielabbildung des FACScans auf TF-Protein.

Um prozentuale Mengenadnderungen von TF ein beide Richtungen zu erfassen, wird die ba-
sale Proteinmenge mit ca. 50 % gemittelt. Im Vergleich dazu die Verdnderung nach Stimula-
tion der Monozyten mit Interleukin 4 allein und in Kombination mit Rapamycin.

Die Steigerungsraten der Proteinexpression bei alleiniger Stimulation
mit Rapamycin [100 ng/ml] und LPS [1pg/ml] im Vergleich zu
unbehandelten Monozyten sind ahnlich denen aus obigem Versuch

(13,0 % bzw. 25 %).
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Deutlich sind die Konzentrationsabnahmen unter Zusatz von IL-4. So
ist die basale Expressionsrate um 73 % reduziert. Nach Stimulation mit
Rapamycin ist noch eine fast 70 %ige Reduktion des TF-Proteins zu

messen.
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Abb. 4-7

Veranderung der TF-Proteinkonzentration in Monozyten unter Einfluss von
Rapamycin und Interleukin 4.

Zusammenfassende graphische Darstellung aller Versuchsergebnisse.

IL-4 supprimiert, Rapamycin steigert die TF-Synthese.

Als Referenz dienen jeweils ruhende und mit LPS stimulierte Monozyten, die
basale TF-Proteinmenge wird mit ~ 0,5 angegeben

(x = p<0,05 gegentiber basal, # = p<0,05 gegentiber basal + IL-4).

Insgesamt betrachtet fihrt IL-4 zu einer deutlichen Suppression der
extrazellularen TF-Proteinmenge. Die Konzentrationsverhédltnisse inner-
halb der mit IL-4 behandelten Monozytenreihen sind aber vergleichbar
mit den Ergebnissen der nicht stimulierten Zellen. So fihrt die Zugabe
von Rapamycin zu einer geringeren TF-Suppression als bei unstimulier-
ten Monozyten (nur IL-4), und die mit LPS behandelten Zellen zeigen die

geringste Reduktion von Tissue factor.
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4.6 Aktivitiat von TF unter Einfluss von IL-4

Um die bislang erhaltenen Daten zum Einfluss von IL-4 auf die
Expression von Tissue factor zu vervollstindigen, wurde noch die
Aktivitdit des TF unter IL-4 gemessen. Die Annahme, dass es
entsprechend der Reduktion von mRNA und Protein auch zu einer
Abnahme des Aktivitdtsniveaus kommen wtirde, liefd sich bestétigen.

So ist die basale Aktivitdt von TF in Monozyten nach Stimulation mit
IL-4 im Mittel um 78 % gesunken. Unter Rapamycinzusatz ist die
Aktivitdtsabnahme geringer (- 65 %), was entsprechend den Daten der

PCR- und FACS-Analyse auch zu erwarten war.
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Veranderung der Aktivitdt von TF in Monozyten unter Einfluss von Rapamycin
und Interleukin 4.

Zusammenfassende graphische Darstellung aller Versuchsergebnisse.

IL-4 reduziert die TF-Aktivitdt, Rapamycin und LPS reduzieren den inhibie-
renden Effekt.

Als Referenz dienen ruhende Monozyten, die basale Aktivitat des TF wird mit ~
100 % angegeben (x = p<0,05 gegentiber basal, # = p<0,05 gegentiber basal +
IL-4).

Die starke Aktivitdtszunahme unter LPS Einfluss (Monozyten ohne IL-4)
spiegelt sich hier in der geringeren Abnahme unter IL-4 (- 39 %) wieder.
Auch bei der Aktivitdtsmessung sind die Veranderungen gegentber der

basalen Aktivitat signifikant (x bzw. #).
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4.7 TF-mRNA-Expression unter Einfluss von Calphostin

Nachdem eine Zunahme der TF-Expression unter Einfluss von
Rapamycin nachgewiesen war, stellte sich die Frage, tber welche
Signalkaskade diese Induktion bewirkt wird. Es ist bekannt, dass der
Proteinkinase C (PKC) eine wichtige Rolle bei der Regulierung der
TF-Expression zukommt [18] [92].

Es ware denkbar, dass diese Kinase auch bei der hier beobachteten
Stimulierung beteiligt ist. Als Beweis wurde ein Hemmstoff der
Proteinkinase C, das Calphostin, eingesetzt. Calphostin ist ein
selektiver Hemmstoff der PKC. Das Ausbleiben der vermehrten
TF-Expression unter seinem Einfluss ware ein Beweis flr eine

Beteiligung am Reaktionsweg.
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Veranderung der TF-mRNA in Monozyten unter Einfluss von Rapamycin und
Calphostin.

Exemplarische Darstellung des Agarosegels einer semiquantitativen RT-PCR
und graphische Zusammenfassung aller Versuchsergebnisse.

Calphostin supprimiert die TF-Expression.

Als Referenz dienen jeweils ruhende und mit LPS stimulierte Monozyten, die
basale TF-mRNA wird mit ~ 100 % angegeben (x = p<0,05 gegeniiber basal).
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Nach Zugabe von 1 pM Calphostin zu den mit LPS bzw. Rapamycin
stimulierten Monozyten wurde die Konzentrationsdnderung von
TF-mRNA untersucht.

Dabei zeigte sich, dass es nach Zusatz von Calphostin zu keiner
messbaren Verdnderung kam. Weder Rapamycin noch LPS vermochten
unter Calphostineinfluss die TF-mRNA-Konzentration tiber das basale
Niveau hinaus zu steigern. Eine Verdnderung in ruhenden Monozyten
findet offenbar nicht statt, da auch die basale Expression keiner

Veranderung unterlegen war.

4.8 TF-mRNA-Expression unter Einfluss von DOG

Dass in die Induktion von TF in humanen Monozyten durch Rapamycin
die Proteinkinase C involviert ist, wurde bereits gezeigt. Mit dem Stoff
1,2-Dioctanoyl-sn-glycerol (DOG) ist es moglich, die PKC direkt zu

aktivieren.
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Veranderung der TF-mRNA in Monozyten unter Einfluss
von Rapamycin und DOG.

Zusammenfassende graphische Darstellung aller Ver-
suchsergebnisse.

DOG aktiviert die TF-Expression, Rapamycin fiihrt zu ei-
ner weiteren, jedoch nicht signifikanten Steigerung. Als
Referenz dienen ruhende Monozyten, die basale TF-mRNA
wird mit ~ 100% angegeben (x = p<0,05 gegentiber basal).
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Um das Ergebnis aus dem Hemmversuch zu bestatigen, erfolgte noch
die Inkubation der Monozyten mit DOG.Die Ergebnisse zeigen eine
deutliche Zunahme des TF-mRNA-Gehalts unter Zugabe von DOG.
Bereits die basale Expressionsrate unter DOG-Einfluss ist mit 68,4
relativen Einheiten um mehr als das Doppelte gesteigert gegeniiber
ruhenden Monozyten. Die Zugabe von Rapamycin steigert den Zuwachs
nur mehr geringfiigig (74,5 rel. Einh.). Die Verdnderung zwischen den
mit DOG allein und den mit DOG plus Rapamycin stimulierten Zellen

ist nicht signifikant.
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4.9 Ergebniszusammenfassung

Stimuliert man humane Monozyten in-vitro mit dem
Immunsuppressivum Rapamycin in zunehmder Konzentration, so
kommt es dosisabhingig zu einer Zunahme der mRNA von Tissue
factor. Bereits ab einer Konzentration von 10 ng/ml Rapamycin, was in
etwa dem wirksamen Plasmaspiegel entspricht, ist ein signifikanter
Anstieg der mRNA zu beobachten. Betrachtet man die
Proteinkonzentrationen, so sind auch hier gleichsinnige Verdnderungen
messbar. Wie auf mRNA-Ebene findet sich auch eine von der
Rapamycinkonzentration abhéngige Steigerung von TF-Protein auf der
Oberflache der Monozyten. Mittels einer Aktivitditsmessung konnte
gezeigt werden, dass dieses auch fur eine Gerinnungsaktivierung
relevant sein konnte.

Inkubiert man die Monozyten parallel zu Rapamycin noch mit dem
antiinflammatorischen Zytokin Interleukin 4, so fihrt dies zu einer
Reduktion der TF-Expression. Dies konnte flir alle drei Ebenen (mRNA,
Protein, Aktivitit) gezeigt werden. Es wird ebenfalls deutlich, dass die
konzentrationssteigernde Wirkung von Rapamycin dabei jedoch nicht
verloren geht. So ist die Abnahme von z.B. der mRNA-Menge unter IL-4
und Rapamycin deutlich geringer als unter IL-4 alleine. Auch bei
Betrachtung der Proteinkonzentrationen und der Aktivitdten ist ein
solches Verhalten nachweisbar.

Im intrazellularen Signalweg spielt die Proteinkinase C eine wichtige
Rolle, denn unter Einfluss des selektiven PKC-Hemmstoffs Calphostin
sind die oben beschriebenen Verdnderungen der TF-Expression

unterdriickbar.
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5 Diskussion

Nach der Transplantation eines Fremdorgans muss das Immunsystem
des neuen Wirts so modelliert werden, dass es das Spenderorgan nicht
abstofit. Nur so ist ein langfristiger Erhalt der Organfunktion zu
realisieren. Zu diesem Zweck sind eine Reihe von Medikamenten
entwickelt worden, wu.a. Immunsuppressiva. Hierunter fallen
Calcineurininhibitoren wie z.B. Cyclosporin oder Hemmer der mTOR
wie das neuere Rapamycin. Wenn auch uber verschiedene Wege, so ist
das gemeinsame Ziel dieser Wirkstoffe eine Inhibierung des
Immunsystems. Nur so ist es moéglich, ein Organ mit vom neuen Wirt
differenten Oberflichenantigenen in ,feindlicher® Umgebung zu
erhalten.

Bei der Nierentransplantation gewinnt Rapamycin an Bedeutung. So
kommt es Studien zufolge zu einer Abnahme von Abstofiungsreaktionen
nach allogenen Nierentransplantationen bei Verwendung von
Rapamycin [96;71], insbesondere = im  Hinblick auf das
Langzeitiiberleben [67;49].

Wie alle Medikamente verursachen jedoch auch Immunsuppressiva
unerwunschte Nebenwirkungen. Beschrieben sind u.a.
Hyperlipoproteindmie, Hypertriglyceriddmie, Hypokalidmie, Arthralgien
und Blutbildverdnderungen. Die Verdnderungen im Fettstoffwechsel
seien hiernach die am haufigsten anzutreffenden Nebenwirkungen. Eine
Dosisreduktion kann hier abhelfen [71].

Schwerwiegende Probleme durch Wundheilungsstérungen werden
ebenfalls unter einer immunsuppressiven Therapie mit Rapamycin, u.a.
nach Nieren- oder Lebertransplantationen, beobachtet [19;36].

Einflisse auf die Blutgerinnung sind fir viele Immunsuppressiva
beschrieben. Es ist bekannt, dass z.B. Cyclosporin A ein wichtiger
Risikofaktor fur die Entstehung von thrombotischen Komplikationen

sein kann [101;50].
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Organtransplantierte Patienten sind fir derartige Komplikationen
besonders gefdhrdet. Hier spielen die Immunsuppressiva eine
bedeutende Rolle fiir das Auftreten von thrombotischen Ereignissen
[50], die bis zum Verlust des transplantierten Organs fihren kénnen.
Neben der medikamentésen Therapie gibt jedoch vielfdltige andere
Griunde.

Wenn Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz sich einer
Nierentransplantation unterziehen, so finden sich bei diesen u.a.
aufgrund der urdmischen Situation haufig begleitende
hamostasiologische Besonderheiten hinsichtlich einer koagulatorischen
Diathese. Diese werden durch das chirurgische Trauma und durch
Einflisse der postoperativen Phase wie Immobilisation oder
Veranderungen der Blutviskositat aggraviert. Transplantatempfanger
mit angeborener oder erworbener Blutgerinnungsneigung sind hier
besonders gefidhrdet. So konnten Heidenreich et al. in einer
prospektiven Studie zeigen, dass es bei Patienten mit z. B. Faktor V-
Leiden oder einem Mangel an Protein C oder S etwa doppelt so haufig
zu einem Transplantatverlust kommt als ohne Vorhandensein dieser
Faktoren [41;42]. Dabei konnte in einem Grofdteil der Falle
lichtmikroskopisch eine thrombotische Ursache ermittelt werden [40].
Dass es moglicherweise zu Veranderungen in der prokoagulatorischen
Aktivitat auch unter einer immunsuppressiven Therapie mit Rapamycin
kommt, lassen u.a. Fallberichte vermuten. In einem Ubersichtsartikel
Uber Inzidenz und Risikofaktoren thrombotischer Komplikationen nach
Nierentransplantationen in den USA wird der initiale Einsatz von
Rapamycin als unabhéngiger Risikofaktor gewertet [75].

Saikali et al. berichten Uber eine Patientin, die nach Wechsel des
immunsuppressiven Regimes auf Rapamycin in Kombination mit
Tacrolimus glomeruldre Mikrothromben entwickelte, welche zum
erneuten Wirkstoffwechsel zwangen [81]. Barone et al. verdffentlichten
einen Fallbericht, in dem es zu thrombotischen Komplikationen unter

alleiniger Therapie mit Rapamycin kam [9]. Rapamycintherapie nach
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simultaner Transplantation von Niere und Pankreas fiihrt ebenfalls
vereinzelt zu venésen Thromben [86].

Es sind Falle berichtet worden, bei denen es unter Cyclosporintherapie
zu thrombotischen Mikroangiopathien gekommen war, die dann nach
Regimewechsel zu Rapamycin fortbestanden oder sich sogar
verschlechterten [76]. Fortin et al. fanden in ihrer Studie sogar die
héchste Inzidenz fir thrombotische Mikroangiopathie in der Gruppe,
welche mit der Kombination Cyclosporin und Rapamycin behandelt
wurde [30].

Entgegen den Berichten obiger Autoren findet sich auch Literatur, nach
der Rapamycin nicht als Risikofaktor fir thrombembolische
Komplikationen gesehen wird. Ahnlich wie die Gruppe um Fortin
untersuchten bereits ein Jahr zuvor Langer et al. die Auswirkungen der
Therapiekombination Cyclosporin und Rapamycin auf mogliche
Thrombosen. Sie konnten keine Zunahme thrombembolischer
Ereignisse im Vergleich mit der Gruppe Cyclosporin ohne Rapamycin
finden. Auch gibt es Fallberichte, nach denen eine unter
immunsuppressiver Therapie entstandene thrombotische
Mikroangiopathie nach Wechsel zu Rapamycin sistierte bzw. sich sogar
zurlickbildete [26].

Diesen Artikeln zufolge lasst sich nicht klaren, ob Rapamycin einen
Einfluss auf die Bildung von Thromben hat, sei es als Nebenwirkung bei
alleiniger Gabe oder in Kombination mit anderen Medikamenten.

Spiros et al., die Uber ein erhoéhtes Risiko von thrombembolischen
Komplikationen unter Rapamycintherapie berichteten, schliefSen aus
ihrer Studie, dass Antikoagulation der effektive therapeutische Schritt
zur Behandlung dieser Thrombosen sei [86]. Dem Wirkstoff
Acetysalicylsdure (ASS) wird hierbei ein hoher Nutzen zugeschrieben.
ASS acetyliert die Cyclooxygenase I (COX I) und inhibiert so u.a. die
Bildung von Thromboxan Az, welches die Thrombozytenaggregation
initiiert. Es ist bekannt, dass Rapamycin diese Aggregation fordert,

dhnlich wie Cyclosporin [6]. Jedoch ist die Thrombenbildung tber eine
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Thrombozytenaggregation eher typisch fir den arteriellen Gefafdteil. Die
im Rahmen von TransplantatabstofSungen gefundene thrombotische
Mikroangiopathie spielt sich meist in vendsen GefdfSen ab. Es liegt
daher nahe, dass weitere Faktoren urséchlich sind.

Ein immer wieder diskutierter Faktor in der Entstehung von
Thrombosen in Zusammenhang mit Transplantaten ist der Tissue factor
(TF). TF ist der Hauptinitiator der extrinsischen Gerinnungskaskade.
Dass er auch eine wichtige Rolle bei einer moglicherweise
prothrombogenen Wirkung von Rapamycin spielen kénnte, lasst ein
Vergleich mit dem Einfluss von Cyclosporin auf die TF-Konzentration
ZU.

Die TF-Expression z.B. in Monozyten steht unter transkriptionaler
Kontrolle. Dabei kommt einer Serin/Threonin Phosphatase, dem
Calcineurin (Cn), eine wichtige Rolle zu. Aktiviert Uiber eine Erhéhung
des intrazellularen CaZ2*-Spiegels fihrt Calcineurin u.a. zu einer
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB. Dieser diffundiert in den
Zellkern und lagert sich an die entsprechende Stelle des TF-Promotors
an. Es folgt die Induktion der TF-mRNA-Transkription.

Cyclosporin A (CsA) gehoért zur Gruppe der Calcineurininhibitoren. Es
bindet mit hoher Affinitdt an Cyclophiline (Cyp). Dieser
Cyp-CsA-Komplex lagert sich wiederum an Calcineurin an und
vermittelt so eine Hemmung der TF-Transkription [46]. Eine Hemmung
von Calcineurin fihrt zu einer Abnahme der TF-Konzentration. So ist
z.B. unter Cyclosporin A-Therapie eine Reduktion der TF-Expression in
Monozyten zu finden [45].

Rapamycin ist kein Calcineurininhibitor. Die Fragestellung dieser Arbeit
war, ob Rapamycin die Expression von Tissue factor in Monozyten
induziert. Dies wére eine mogliche Erklarung fir die immer wieder zu
findenden Berichte Uiber eine prokoagulatorische Nebenwirkung dieses

Immunsuppressivums.
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Daher wurden in dieser Studie humane Monozyten in-vitro untersucht.
Sie kommen ubiquitar im Koérper vor und spielen eine wichtige Rolle im
Rahmen immunologischer Prozesse.

Nach Stimulation der Monozyten in-vitro mit aufsteigenden
Rapamycinkonzentrationen konnte eine gleichsinnige Zunahme der
TF-mRNA-Konzentration beobachtet werden. Auch die extrazellulare
TF-Expression nahm konzentrationsabhéngig zu, ebenso fand sich eine
proportionale Zunahme der TF-Aktivitat.

Signifikante Verdnderungen fanden sich bereits bei einer Konzentration
von 10ng/ml Rapamycin, was in etwa der therapeutischen
Konzentration in vivo entspricht. Es ist also anzunehmen, dass die hier
experimentell ermittelten Verdnderungen auch bei Patienten, die
Rapamycin erhalten, zu beobachten wéaren. Dies miusste aber noch
untersucht werden, z.B. durch Messung der TF-mRNA-Menge in
Monozyten von mit Rapamycin behandelten Patienten.

Eine reine Vermehrung von mRNA muss nicht zwingend zu einer
messbaren Mengendnderung des kodierten Produkts flihren. In dieser
Arbeit jedoch fihrte Rapamycin in-vitro, auch bereits in
therapeutischer Dosierung, zu einer Zunahme des extrazellularen
TF-Proteins. Auch die Aktivitdt des Tissue factors nahm proportional
zur Rapamycinkonzentration zu.

Da es sich bei TF um den Hauptinitiator der extrinsischen
Gerinnungskaskade handelt, ware somit eine gesteigerte
Gerinnungsaktivierung unter Rapamycintherapie durchaus erklarbar.
Hinzu kommt, dass es unter den Bedingungen einer Transplantation
durch verschiedene andere Stimuli zu einer Zunahme von TF kommen
kann. Bukovsky et al. beschrieben mnach tierexperimentellen
Nierentransplantationen ein vermehrtes Vorkommen von Tissue factor
in renalen Zellverbidnden, wie z.B. der Kapsel oder der Adventitia von
Nierengefafden, die regelhaft mit Fibrinablagerungen u.a. in Glomerula
assoziert war [12]. Auch ist die TF-Expression in Monozyten nach

Nierentransplantation Uber das basale Niveau gesteigert. So fanden
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Rothberger et al. erhéhte TF-Konzentrationen in Leukozyten als Folge
allogener Nierentransplantation, welche ihrer Ansicht nach Einfluss auf
die OrganabstofSung durch Koagulopathien haben kénnten [79].

Zu einer Hochregulierung von TF kann auch Hypoxie fihren [99]. So
ware es denkbar, dass die Ischédmiezeit des Transplantats eine
TF-Zunahme triggert.

Eilertsen et al. untersuchten die TF-Aktivitat in zirkulierenden
humanen Monozyten nach LPS-Stimulation einer Vollblutprobe [27].
Um Signalwege der TF-Regulierung zu untersuchen, setzten sie
verschiedene Inhibitoren, z.B. gegen Proteinkinase C (PKC) und platelet
activating factor (PAF), ein. Dabei wiesen sie in ihrer Arbeit nach, dass
nur die Kombination verschiedener Inhibitoren zu einer nennenswerten
Abnahme der TF-Konzentration in der Blutprobe fihrte. Der alleinige
Einsatz nur eines Inhibitors schien ohne klinische Relevanz zu sein.
Diese Beobachtung ware auch in umgekehrter Richtung denkbar. Eine
bedeutende Zunahme der TF-Aktivierung wéare dann nur Uber eine
gemeinsame Stimulierung tiber verschiedene Signalwege erreichbar.

Die Menge an TF, die unter Einfluss von Rapamycin exprimiert wird,
reicht moéglicherweise nicht aus, um allein fir eine klinisch relevante
Hyperkoagulabilitdit verantwortlich zu sein. Ist TF jedoch nach
Transplantation bereits durch diverse andere Wege ubiquitar und
insbesondere in der Niere erhoht, so kann die zuséatzliche
rapamycininduzierte TF-Zunahme far Fibrinablagerungen
verantwortlich sein.

Demnach hatte Rapamycin Uber die Expression von TF eine
prokoagulatorische Fahigkeit, welche unter den Bedingungen einer
Transplantation zu beachten wéare. Ob diese Fahigkeit klinisch relevant
wird, héngt jedoch im Einzelfall vom Zusammenspiel mit anderen
Einflissen auf die TF-Produktion ab. Dies wére eine mogliche
Erklarung fur die wunterschiedlichen Beobachtungen bezliglich

thrombotischer Ereignisse (s.o0.).
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Unter antiinflammatorischen Einflissen wird TF in Monozyten
supprimiert. So konnten bereits Del Prete et al. nachweisen, dass die
entzindungshemmenden Interleukine IL-4, IL-10 und IL-13 die
TF-Produktion in Monozyten reduzieren [21]. Eine durch das
proinflammatorische Interleukin IL-1 ausgeloste TF-Synthese kann
ebenfalls durch diese Interleukine inhibiert werden [69]. Es konnte
bereits nachgewiesen werden, dass der wichtige Ligand CD 14 an dieser
Hemmung beteiligt ist [16].

Der Einfluss eines wesentlichen antiinflammatorischen Interleukins,
das Interleukin 4, wurde in dieser Arbeit untersucht. Es wurde
festgestellt, dass IL-4 in der Lage ist, die durch Rapamycin induzierte
TF-Expression zu inhibieren. Unter Einfluss von Rapamycin und IL-4
liegt die gemessene TF-mRNA-Konzentration noch deutlich unter der
basalen TF-Expression von ganzlich unstimulierten Monozyten. Wird
eine Entzindungsreaktion durch Endotoxinzugabe simuliert, so kommt
es zu einer starkeren TF-Produktion.

Dies liefSe den Schluss zu, dass die beobachtete TF-Zunahme unter
Rapamycineinfluss moglicherweise nur in entztindlicher Umgebung
klinisch relevant wird. Dies koénnte ebenfalls die unterschiedlichen
Beobachtungen diverser Autoren erklaren, nach denen Rapamycin
einerseits verdachtigt wird, das Thromboserisiko zu erhoéhen, und
andererseits nicht.

Zum anderen wird Rapamycin auch als Beschichtung von GefafSstents
in der Kardiologie verwendet. Hier macht man sich den
wachstumshemmenden Effekt von Rapamycin bei der Verhinderung
von Restenosen nach koronararteriellen Stentimplantationen zu Nutze.
Das Ziel ist es, eine durch Endothelzellwachstum hervorgerufene in-
stent Restenose zu verhindern. In einigen Studien zeigen Patienten mit
sirolimus-eluting-stents (SES) eine signifikant niedrigere Restenoserate
und ein besseres klinisches Outcome [58;20]. Der lokale Effekt fiir eine
vermehrte Expression von TF ist offensichtlich in diesem

Zusammenhang von untergeordneter Bedeutung.
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Wirde Rapamycin in jedem Fall eine thrombogene Wirkung haben, so
waren diese Erfolge vermutlich nicht so eindeutig. Da es sich hierbei
jedoch um eine lokale Anwendung in wenig entztindlicher Umgebung
handelt, so kénnte die produzierte Menge an TF nicht fir klinisch
relevante Auswirkungen reichen.

Wenn Rapamycin wie beobachtet zu einer vermehrten TF-Expression
fuhrt, so stellt sich die Frage, Giber welche Mechanismen dies reguliert
wird. Damit aufSere Einflisse eine intrazelluldre Antwort hervorrufen
koénnen, ist zunachst eine Signaltibertragung notwendig.

Betrachtet man den Signalweg zur Expression von Tissue factor, so
kommt u.a. der Proteinkinase C eine Schlisselrolle zu. Mehrere
Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass, z.B. durch Bindung von LPS an
den zelluldren Rezeptor CD 14, die Aktivierung dieser Kinase zu einer
Produktion von TF in humanen Monozyten und Makrophagen fiihrt
[18;90;13]. In anderen Zellen wie 2z.B. Mesangium- oder
GefafSmuskelzellen ist die PKC ebenfalls in die TF-Expressin involviert
[98;56]. Aktivierte PKC fihrt tiber die Phosphorylierung der IkBa-Kinase
(IKK) zu einer Hochregulierung des Transkriptionsfaktors NF-kB
[92;80]. Dieser gelangt in den Zellkern und lagert sich an die
entsprechende Stelle des TF-Promotors an. Es folgt die Induktion der
TF-mRNA-Transkription.

Die Frage war, ob der Signalweg tuber die PKC auch fur die
TF-Expression nach Einwirkung von Rapamycin von Bedeutung ist. Zur
Klarung wurde der selektive PKC-Inhibitor Calphostin eingesetzt. Seine
Selektivitat erlangt dieser Stoff durch die Bindung uber eine
Diacylglycerol-Bindungsstelle, welche einzigartig fiir die Proteinkinase C
ist [53]. Durch diesen Inhibitor wird der intrazelluldre Reaktionsweg
unterbrochen.

In den Versuchen blieb nach PKC-Inhibition mittels Calphostin die
sonst unter Rapamycineinfluss beobachtete TF-Steigerung in den
Monozyten aus. Die Inkubation mit 100 ng/ml Rapamycin in

Anwesenheit von Calphostin vermochte die TF-Konzentration nicht tiber
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die Dbasale Expression zu steigern, wie dies bei alleinigem
Rapamycinzusatz deutlich zu beobachten war.

Dies lasst den Schluss zu, dass die TF-Expression durch das
Immunsuppressivum Rapamycin von der Proteinkinase C abhangig ist.
Fugt man wahrend der Inkubation der Monozyten den Stoff
1,2-Dioctanoyl-sn-glycerol (DOG) der Nahrlésung zu, so zeigt sich eine
deutliche Steigerung der TF-Expression.

DOG ist ein Aktivator der Proteinkinase C. Im Hinblick auf obige
Erlduterungen ist diese Beobachtung erklarbar. Gibt man zuséatzlich zu
DOG noch Rapamycin (100 ng/ml) hinzu, so steigert dies nur noch
geringfligig weiter die TF-mRNA-Menge. Dies lasst ebenfalls darauf
schliessen, dass die Signalkaskade via Proteinkinase C sehr wichtig fur
eine rapamycininduzierte TF-Expression ist.

Wenn man annimmt, dass die PKC durch DOG bereits in hohem Mafie
aktiviert ist, so fihrt die Zugabe von Rapamycin zu keiner wesentlichen
Aktivitdtszunahme. Wirde Rapamycin jedoch tiber eine zweite, von PKC
differente Signalkaskade aktivierend auf die TF-Expression wirken, so
ware eine stirkere Zunahme von TF zu erwarten gewesen.

In Anbetracht der unabhangigen Ergebnisse mit dem PKC-Inhibitor
Calphostin und dem Aktivator DOG durfte jedoch davon auszugehen
sein, dass der Proteinkinase C eine zentrale Rolle fur die

rapamycininduzierte TF-Expression zukommt.
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5.1 Schlussbetrachtung

Es konnte gezeigt werden, dass humane Monozyten in-vitro unter
Einfluss von Rapamycin konzentrationsabhéingig Tissue factor
exprimieren. Es kommt zu einer Zunahme der prokoagulatorischen
Fahigkeit dieser Zellen. Rapamycin kann somit einen Risikofaktor fur
thrombotische Komplikationen darstellen.

In Anbetracht der zum Teil gegenséatzlichen Berichte Uber
thrombotische Komplikationen unter Rapamycintherapie darf jedoch in
Frage gestellt werden, ob die gerinnungsaktivierende Fé&higkeit von
Rapamycin allein ausreicht, um in klinisch relevantem Ausmafd zu
Fibrinablagerungen zu fihren. Vermutlich bedarf es dazu mehrerer
prokoakulatorischer Einflisse. Diese finden sich z.B. in entztindlicher
Umgebung, wie sie hdufig bei Transplantatempfangern zu beobachten
ist.

Nachgewiesen wurde, dass die Proteinkinase C in die Signalkaskade der
TF-Expression durch Rapamycin eingebunden ist.

Interleukin 4 fihrt zu einer Hemmung der TF-Expression in Monozyten.
Da IL-4 ein antiinflammatorisch wirksamer Mediator ist, konnte die
Reduktion entzGindlicher Herde ein wirksamer Schutz vor

rapamycininduzierten Thrombosen sein.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

Abb Abbildung

AS Aminosaure

bp Basenpaar

Ca Calcium

cDNA copy-Desoxyribonukleinacid
cm Centimeter (102 m)

Cn Calcineurin

CO2 Kohlendioxid

CRP C-reaktives Protein

DNA Desoxyribonukleinacid

dNTP Desoxynukliotidtriphosphat
DOG 1,2-Dioctanoyl-sn-glycerol
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
FACS Fluorescence Aktivated Cell Sorting
FCS Fetal-calf-serum

FITC Fluoreszeinisothiocyanat
FKBP FK 506 Binding Protein

FRAP FKBP-Rapamycin Associated Protein
g Gramm

GVHD Graft-versus-Host-Disease

IKK IxBa-Kinase
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Mg
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M
NaN3
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RNA
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Interleukin
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Phosphor buffered saline

Polymerase chain reaction
(Polymerase-Kettenreaktion)

Phytoerythrin
Proteinkinase C
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Rounds per minute
Reverse transcriptase

Sirolimus-eluting stent

65



Taq
TF
TFPI
TNF
TRIS
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Vol%
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Tissue factor

Tissue factor pathway inhibitor
Tumor necrosis factor
Trihydroxymethylaminomethan
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Vascular endothelial growth factor

Volumen-Prozent
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