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ZUSAMMENFASSUNG
Untersuchungen zum Einfluss von Thrombospondin-1 auf den
Aktivierungsstatus und die funktionelle Kapazitidt von Thrombozyten und Leukozyten
im GroBtiermodell des Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS)

Timo Pauli

Die zellulare Abwehrreaktion durch Thrombozyten und Leukozyten spielt in der
Pathophysiologie und bei den Komplikationen des SIRS und der Sepsis eine zentrale Rolle. In
dieser Arbeit wurde untersucht, ob Thrombospondin-1, welches die Funktion von
Thrombozyten und Leukozyten modulieren kann, neue Behandlungsoptionen fir ein SIRS
bieten kénnte. Es wurden dabei zwei unterschiedliche Thrombospondinchargen (A und B)
getestet, die sich durch ihren Konformationszustand definiert unterschieden. In einer
prospektiven, kontrollierten, randomisierten, verblindeten tierexperimentellen Vorstudie am
chronisch instrumentierten Schaf (genehmigt durch das Regierungsprasidium Minster am
24.06.1999 unter dem Aktenzeichen 23.0835.1.0 [G57/99]) wurden zu acht Messzeitpunkten
Uber 24 Stunden Aktivierungsparameter von Thrombozyten und Leukozyten im
Durchflusszytometer gemessen, nachdem durch Dauerinfusion von Lipopolysaccharid ein SIRS
ausgelést wurde. Untersucht wurde die Bindung von Faktor Vlla, Thrombospondin-1, Faktor
X, von-Willebrand-Faktor und Annexin V an Thrombozyten ex vivo und nach in vitro-
Aktivierung durch Kollagen, TRAP und Ristocetin, auBerdem die Bindung von endogenem und
exogenem Fibrinogen und die CD11b-Expression auf Granulozyten und Monozyten und die
Bildung von Thrombozyten-Monozyten-Assoziaten ex vivo. Es konnte gezeigt werden, dass die
Anwesenheit von Thrombospondin-1 der Charge A bewirkt hat, dass die Thrombozyten und
Leukozyten durch das SIRS weniger stark aktiviert wurden und eine besser erhaltene
funktionelle Kapazitéat aufwiesen. In dieser Versuchsgruppe starben keine Tiere vor Ende des
Versuchszeitraumes. Die geringe Gruppenstarke lasst aber eine eindeutige Aussage zur
Mortalitat nicht zu. Eine andere Gruppe der Versuchstiere erhielt Thrombospondin-1 der
Charge B. Bei diesen Tieren fand sich nur eine sehr geringe Absenkung der Thrombozyten-
und Leukozyten-Aktivierung im Rahmen des SIRS. Einige der gemessenen Parameter zeigten
signifikante Unterschiede bei Tieren der Placebogruppe, welche die Sepsis Uberlebten, im
Vergleich zu vorzeitig verstorbenen Tieren der Placebogruppe. Diese Messparameter kénnten
als frhe Prognoseparameter eines SIRS bzw. einer Sepsis in Frage kommen. Sie kénnten
Hinweise auf eine individuell unterschiedlich starke systemische Entziindungsreaktion sein
oder fUr einen individuellen Unterschied in der Reaktionsweise der zellularen Abwehr sprechen.
Tag der mindlichen Prifung: 20.06.2008
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1. EinfUhrung

1.1. Sepsis und SIRS
1.1.1. Epidemiologie

Jedes Jahr erkranken in Deutschland etwa 88.000 Patienten an einer schweren
Sepsis, 31.000 von ihnen versterben daran. Durchschnittlich 8,6% aller Patienten auf
Intensivstationen in Deutschland haben oder entwickeln eine schwere Sepsis (DAVIES,
2001). Die Letalitdt der schweren Sepsis liegt bei etwa 40%, die Letalitdt des
septischen Schocks liegt trotz aller intensivmedizinischen MaBnahmen bei 70-80%
(BRUN-BOUISSON, 1995; LE GALL, 1995). Mit zunehmendem Alter der Patienten steigt
die Inzidenz der schweren Sepsis exponentiell an und auch die Letalitdt nimmt mit
héherem Alter deutlich zu. Damit stellt die Sepsis im Rahmen der Uberalterung der
Gesellschaft ein wachsendes Problem dar, was sich in den letzten Jahren in einer
stetig steigenden Inzidenz der Sepsis widerspiegelt. Neben dem Alter des Patienten
sind auch eine Immunsuppression, bésartige Tumore und deren Chemotherapie, groB3e
chirurgische Eingriffe, sowie schwere Verbrennungen und Traumata fir eine Sepsis
pradisponierende Faktoren (ANGUS, 2001). Die schwere Sepsis und der septische
Schock sind nach wie vor die haufigste Todesursache auf der nicht-kardiologischen
Intensivstation (SANDS, 1997).

1.1.2. Definitionen

Eine Sepsis entsteht durch pathophysiologische Verdnderungen bei Anwesenheit von
Mikroorganismen oder deren Produkten im Blutstrom, die von einem Infektionsherd
ausgehen. Als Folge der Infektion zeigt sich eine komplexe systemische
inflammatorische Wirtsreaktion. In etwa 30% der Erkrankungsfalle lasst sich kein
gesicherter Zusammenhang zu einer mikrobiellen Infektion herstellen, so dass das
Erkrankungsbild als Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) bezeichnet
wird. Die Erkrankung wird in die drei Auspragungen Sepsis, schwere Sepsis und
septischer Schock eingeteilt, welche kontinuierlich ineinander Ubergehen (HARRIS,
1987; REINHART, 2006). Schwere Beeintrachtigungen des Korpers, z.B. ein
Polytrauma, eine schwere Pankreatitis oder ein groBer chirurgischen Eingriff, kdnnen
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die selben Mediator- und Reaktionskaskaden auch ohne die Anwesenheit von
Mikroorganismen auslésen, und fihren so klinisch zu einem identischen Krankheitsbild
(GoRIs, 1985).

1.1.3. Klinik

Im Beginn einer Sepsis bzw. eines SIRS kommt es in der Regel zu einer
Verschlechterung des Allgemeinzustandes des Patienten, begleitet von lang
anhaltendem Fieber. Im Blutbild zeigt sich eine Leukozytose. Es kommen aber auch
Verlaufe mit normalen oder erniedrigten Temperatur- und Leukozytenwerten vor.

Im weiteren Verlauf werden dann verschiedene Mediatorkaskaden ausgelést. Diese
bewirken Veranderungen in unterschiedlichen Organsystemen des Koérpers. Es kommt
zu Tachypnoe und Hyperventilation mit nachfolgender Hypoxamie. Unter Atmung von
Raumluft sinken die arteriellen Partialdricke fir CO, und O,. Die Herzfrequenz steigt
an und die Blutdruckwerte beginnen zu schwanken. Es zeigt sich eine erste Tendenz
zur Hypotonie. Des Weiteren kommt es zu einer Aktivierung der Gerinnungs- und
Fibrinolyseaktivitat. Fibrinmonomere und Fibrinogenspaltprodukte treten im peripheren
Blut vermehrt auf, Antithrombin Il und die Thrombozytenzahl beginnen zu fallen. Eine
Thrombozytenfunktionsstérung ist ebenfalls nachweisbar. Im weiteren Verlauf kommt
es zu einem Rickgang der Diurese und der Kreatininclearance sowie zum Anstieg des
Serumkreatinins als Ausdruck einer beginnenden Niereninsuffizienz. Durch die so
genannte septische Enzephalopathie kann der Patient somnolent, verwirrt oder unruhig
werden (SCHUSTER, 2000). Die Schadigung des Lungengewebes kann zu einem
Lungendédem und zu einer pulmonalen Minderbeliiftung flhren. Es droht ein
Lungenversagen (ARDS). Das relativ verminderte zirkulierende Blutvolumen, gepaart
mit dem verringerten Sauerstoffangebot, kann ein Herz-Kreislauf-Versagen zur Folge
haben. Auch die Nieren kdnnen durch ahnliche Mechanismen in ihrer Funktion
eingeschrankt sein, so dass sich ein akutes Nierenversagen manifestieren kann.
Weitere Organe kdénnen nacheinander in diesen Prozess eingeschlossen werden, so
dass sich das klinische Bild des Multiorganversagens auspragen kann, welches mit
einer um so héheren Letalitat behaftet ist, je mehr Organe betroffen sind (AWAD, 2003).
Eine Zusammenfassung der Diagnosekriterien der Sepsis gibt Tabelle 1.1 wieder.



Einflhrung 3

| Nachweis der Infektion

Klinische Diagnose einer Infektion

Il Severe inflammatory host response (mind. 2 Kriterien)

Fieber (rektal >38°C) oder Hypothermie (rektal <36 °C)

Tachykardie (Frequenz >90/min)

Tachypnoe (Frequenz >20/min) oder Hypokapnie (p,CO. <4,3kPa)

Leukozytose (>12.000/ul) oder Leukopenie (<4.000/ul) oder >10% unreife Neutrophile

Ill Akute Organdysfunktion (mind. 1 Kriterium)

Akute Enzephalopathie (Verwirrtheit, Somnolenz, Unruhe)

Thrombozytopenie (<100.000/ul) oder Thrombozytenabfall in 24h (>30% des Ausgangswertes)
Arterielle Hypoxamie (p,O2 <10kPa unter Raumluft oder p,0o/FiO. <33kPa unter O,-Applikation)
Renale Dysfunktion (Diurese <0,5ml/kgKG/h Gber 2h oder Kreatinin-Anstieg Gber 2xGrenzwert)
Metabolische Azidose (BE<5mmol/l oder Laktat >1,5xGrenzwert)

Sepsis: Kriterien | und Il

Schwere Sepsis: Kriterien |, Il und Ill

Septischer Schock: Kriterien | und Il sowie systolischer Blutdruck <90mmHg Uber 1h oder
mittlerer Blutdruck <65mmHg uber 1h trotz Volumengabe

Tab. 1.1. Diagnosekriterien der Sepsis (REINHART, 2006).

1.1.4. Pathophysiologie

1.1.4.1. Eindringen von Mirkoorganismen und innate Immunitat

Jeder Organismus muss sich standig gegen eine groBe Anzahl an eindringenden
Mikroorganismen zur Wehr setzen. Eine wichtige Rolle spielt dabei die innate
Immunitat, welche angeboren ist und nicht erst erworben werden muss. Sie stellt eine
entwicklungsgeschichtlich frihe und einfache Form der Erregerabwehr dar. Der
Organismus halt eine geringe Anzahl spezifischer Rezeptoren bereit, die
charakteristische Strukturen von eindringenden Mikroorganismen erkennen. Zu diesen
gehdéren zum Beispiel das Lipopolysaccharid der gram-negativen Bakterien, die
Peptidoglykane der gram-positiven Bakterien, Glykolipide von Mykobakterien, die
Mannose-Polymere der Hefepilze sowie die Doppelstrang-RNA von Viren. Diese
Strukturen sind bei nahezu allen Mikroorganismen einer Gruppe zu finden. Aus diesem
Grund erfassen die Rezeptoren der innaten Immunitdt einen GroBteil der
eindringenden Organismen.

Nachdem die Strukturen der eindringenden Mikroorganismen an die spezifischen
Rezeptoren gebunden haben, aktivieren diese intrazelluldre Signalwege. Uber diese
wird die Freisetzung von zahlreichen Mediatoren ausgelést und eine Entziindungs-
reaktion initiiert. Gleichzeitig werden zahlreiche proteolytische Kaskaden in Gang
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gesetzt, welche unter anderem das Gerinnungssystem aktivieren. Kommt es zu einer
unkontrollierten systemischen Aktivierung dieser Kaskaden, entwickelt sich das
Krankheitsbild der Sepsis bzw. des SIRS (GLAUSER, 2000).

Der am besten bekannte Mechanismus, wie eindringende Mikroorganismen eine
Entziindungsreaktion auslésen kénnen, ist der des Lipopolysaccharid (LPS) der gram-
negativen Bakterien. Die Zellwand dieser Bakterien besitzt einen dreischichtigen
Aufbau. Die innere Schicht besteht aus Mukopolysaccharid-Peptidoglykanen, die
mittlere aus Phospholipidproteinen und die &uBere Schicht aus Lipopolysaccharid. Die
physiologische Aufgabe des LPS fir das Bakterium ist die Ausbildung einer selektive
Permeabilitadtsbarriere, der Molekultransport durch die Zellwand und die Interaktion der
Zelle mit der Umgebung (WATSON, 1994). Gelangt das Bakterium in den menschlichen
Organismus, bindet das LPS an ein Plasmaprotein des Wirtsorganismus, das so
genannte LPS-Binding Protein (LBP). Der dabei entstehende Komplex aus LPS und
LBP bindet an den CD14-Rezeptor auf Makrophagen und Monozyten. Der CD14-
Rezeptor prasentiert seinerseits das LPS an ebenfalls membranstandige Proteine,
darunter die Toll-like Receptors (TLR-2 und TLR-4). Diese sind die wichtigsten
Rezeptoren fir die Vermittlung der zellularen Immunantwort (ARMSTRONG, 2004). Nach
Aktivierung werden die TLR durch das intrazelluldre Protein MyD88 vernetzt.
AnschlieBend kommt es unter Beteiligung verschiedener signaltransduzierender
Molekile (IRAK-1, TRAF-6, TAK-1, NIK und IKK) zu einer Freisetzung von Nuclear
Factor kappa B (NF-xB), welcher in den Zellkern der Zielzelle gelangt. Dort erreicht
NF-«xB die Promotorregionen verschiedener Gene und férdert so die
Proteinbiosynthese von proinflammatorischen Zytokinen. Damit wird eine Aktivierung
der zellularen Abwehr eingeleitet (PATERSON, 2000; LLEWELYN, 2001; GUHA, 2001).

1.1.4.2. Aktivierung des inflammatorischen Systems

Durch die Bindung des LPS an die zellularen Rezeptoren werden Makrophagen und
Monozyten aktiviert. Diese beginnen daraufhin Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)
auszuschatten, welcher einer der ersten Mediatoren der Entzindungsreaktion ist.
Binnen weniger Minuten lassen sich erhéhte TNF-Spiegel im Blut nachweisen. TNF
wirkt proinflammatorisch und verstarkt die Entzindungsreaktion, indem er weitere

Entzindungsmediatoren freisetzt, darunter Interleukin-1, Interleukin-6, Eicosanoide,
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Platelet Activating Factor (PAF) und Plasminogen Activator Inhibitor-1 (PAI-1).
Gleichzeitig bewirkt TNF eine vermehrte Expression von Adhasionsmolekilen auf
Endothelzellen und Granulozyten. Zusétzlich werden die Granulozyten aktiviert, welche
dadurch verstarkt an der Entziindungsreaktion teilnehmen. SchlieBlich werden weitere
proinflammatorische Kaskaden angeregt, indem unter anderem die Phospholipase A,
die Cyclooxygenase und die NO-Synthase durch TNF aktiviert werden. Einige Stunden
nach der initialen Ausschittung von TNF kommt es dann zu einer vermehrten
Freisetzung von Interleukin-1. Interleukin-1 bewirkt eine weitere Aktivierung von
Endothelzellen und eine vermehrte Expression von Adhé&sionsmolekilen. Zusatzlich
I6st es seinerseits die Ausschittung von TNF, Interleukin-6 und PAF aus (AWAD,
2003).

Neben den proinflammatorischen Mechanismen werden auch hemmende Signalwege
aktiviert. Insbesondere Interleukin-10 fUhrt als antiinflammatorisches Zytokin zu einer
Downregulation von TNF, Interleukin-1, Interleukin-6 und Interleukin-8. Bei der
schweren Sepsis kommt es dann jedoch zu einer UberschieBenden Reaktion der
proinflammatorischen Zytokine. Dies spiegelt sich in erhdhten Interleukin-6- und
erniedrigten Interleukin-10-Spiegeln wider. Je grdoBer das Verhaltnis von Interleukin-6
zu Interleukin-10 ist, desto ausgepragter ist das Ungleichgewicht zwischen den beiden
Systemen und umso schlechter ist die Prognose des Patienten (LOISA, 2003).

1.1.4.3. Aktivierung des Gerinnungssystems und der Thrombozyten

An der Aktivierung des extrinsischen Gerinnungssystems ist maBgeblich der Tissue
Factor (TF) beteiligt. Dabei handelt es sich um ein membranstandiges Protein, dass
vor allem im perivaskularen Gewebe vorkommt. Endothelzellen und periphere
Blutzellen produzieren normalerweise keinen Tissue Factor. Zur Aktivierung des
extrinsischen Gerinnungssystems kommt es, wenn der Tissue Factor in Kontakt mit
dem Gerinnungsfaktor VII kommt (Abb. 1.1.). Das Endotoxin gram-negativer Bakterien
kann Uber TNF-a, Interleukin-1 und Interleukin-6 bewirken, dass auch Endothelzellen
und Monozyten Tissue Factor produzieren und dieser so in Kontakt mit dem
Gerinnungsfaktor VII kommt. Auch gram-positive Bakterien kénnen Uber zahlreiche
Zytokine indirekt die Tissue Factor-Expression steigern und so ebenfalls zu einer
Aktivierung des extrinsischen Gerinnungssystems im Rahmen einer Sepsis bzw. eines

SIRS fuhren. Der physiologische Regulator dieses Aktivierungsweges ist der Tissue
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Factor Pathway Inhibitor (TFPI). Im Rahmen einer Sepsis bzw. eines SIRS wird TFPI
jedoch vermehrt verbraucht und kann daher seine hemmende Funktion nicht mehr
ausreichend auslben (CREASEY, 2001; TAPPER, 2000). Auch das intrinsische
Gerinnungssystem wird bei einer Sepsis aktiviert. Vor allem das Endotoxin, aber auch
verschiedene Produkte und Oberflachenmolekile anderer Bakterien kdnnen eine
direkte Aktivierung des Gerinnungsfaktors XII bewirken (Abb. 1.1.) (TAPPER, 2000).

Contact Phase Activation Tissue Factor Pathway
(Intrinsic Pathway) (Extrinsic Pathway)
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Abb. 1.1. Intrinsisches und extrinsisches Gerinnungssystem. Gerinnungsfaktoren sind blau
dargestellt, Cofaktoren sind rot und Inhibitoren sind griin dargestellt. Eine durchgehende Linie
zeigt eine starke Interaktion an, eine gestrichelte Linie eine schwache Interaktion. F= Faktor,
HK= Kininogen, PAI-1= Plasminogen Aktivator Inhibitor, PK= Plasma Kallikrenin, TAFI=
Thrombin Activatable Fibinolysis Factor, TFPI= Tissue Factor Pathway Inhibitor, tPA= Tissue
Plasminogen Activator, uPA= Urokinase-type Plasminogen Activator (aus: TAPPER, 2000).
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Durch die Bindung des auf der Endstrecke der Gerinnungskaskaden gebildeten Faktor
Xa im Inhibitionskomplex aus Tissue Factor Pathway Inhibitor, Faktor Vlla und Faktor
Xa kann am Ort der Inflammation zunachst nur eine sehr geringe Menge von Thrombin
gebildet werden. Diese reicht noch nicht aus, um eine fir einen stabilen Thrombus
ausreichende Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin zu bewirken. Sie ist jedoch in der
Lage, in das Geschehen rekrutierte Thrombozyten zu aktivieren. Im Rahmen des
Aktivierungsvorganges gelangen Komplexe aus von-Willebrand-Faktor (vVWF) und
Faktor XIll auf die Plattchenoberflache. Das Thrombin aktiviert dort den Faktor XIIl zu
Faktor Xllla, welcher sich darauf hin aus dem vWF-Komplex 16st und mit hoher Affinitat
an die Faktoren IXa und X auf der Platichenoberflache bindet. Unter optimaler
Zusammenlagerung auf der Thrombozytenmembran und unter Schutz vor Inhibitoren
kénnen so auf der Plattchenoberflache groBe Mengen an Faktor Xa und IXa und somit
von Thrombin generiert werden. Diese explosionsartig auf der Thrombozyten-
Oberflache entstehende groBe Menge an Thrombin reicht jetzt aus, um ausreichende
Mengen an Fibrinogen zu Fibrin zu spalten, um eine stabiles Fibrinnetz zu bilden.
AuBerdem kann dieses Thrombin weitere Plattchen und die Gerinnungsfaktoren V und
VIII aktivieren (JURK, 2005; BOUCHARD, 2001). Zuséatzlich andert sich die
Membranzusammensetzung der Thrombozyten und bietet so zuséatzlich
Bindungsstellen fur weitere Gerinnungsfaktoren auf die Oberflache, wodurch die
Thrombozyten weitere Méglichkeiten haben, auf die Steuerung der Hamostase Einfluss
zu nehmen. Nach der Stabilisierung des Blutgerinnsels durch die Mechanismen der
Hamostase, beginnt das Zytoskelett der Thrombozyten durch aktive Kontraktion das
Gerinnsel zusammenzuziehen. Diese Retraktion verleiht dem Thrombozytenpfropf
noch mehr Festigkeit. An die Thrombozytenoberflache gelangendes P-Selektin
vermittelt die Adhasion von Monozyten und Granulozyten. Entziindungsreaktion und
Immunantwort werden so in die Prozesse der Hamostase integriert (KEHREL, 2003).

Die Thrombozyten werden aber auch bereits in der frihen Phase der Inflammation
aktiviert. Im Rahmen der systemischen Entziindungsreaktion kommt es zu erhdhten
Plasmaspiegeln von Katecholaminen und zu Endothelschadigungen (MAVROMMATIS,
2000). Durch diese Endothelschadigung kommt wie bei einer direkten
Gewebeverletzung subendotheliales Gewebe in Kontakt mit dem Blut. Dadurch werden
zahlreiche Mechanismen der Hamostase angestoBen. Der in der subendothelialen
Matrix exprimierte von-Willebrand-Faktor hat eine hohe Affinitdt zum thrombozytaren

Rezeptor GPIb/V/IX, wodurch Thrombozyten selbst bei hohem Scherstress adhéarieren.
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Auch das Thrombosponin-1 der extrazelluldaren Matrix kann an GPIb/V/IX binden.
Werden die Rezeptoren GPIlb durch vWF-Multimere quervernetzt, kommt es zu einer
Aktivierung der Platichen. Zusatzlich kénnen bei niedrigem Scherstress die
thrombozytaren Integrine oupPs, oofs, aspy und aeBs eine Bindung an die
subendotheliale Matrix aufbauen. Die Interaktion der drei thrombozytaren Rezeptoren
GPla/lla (Integrin oop4), GPIlIb/GPIV (CD36) und GPVI (p62) mit Kollagen bewirkt
zunachst eine Adhasion, spater auch Aktivierung, Sekretion und Aggregation der
Thrombozyten. Vor allem der Kollagen-Rezeptor GPVI vermittelt die Plattchen-
Aktivierung (JURK, 2005; KEHREL, 1998; JACKSON, 2001). Durch intrazellulare
Signaltransduktion werden unter anderem am Fibrinogenrezeptor Glykoprotein llb/Illa
Bindungsstellen freigelegt, so dass der bisher inaktive Rezeptor jetzt geldstes
Fibrinogen binden kann (HARBRECHT, 1999). AuBerdem bewirkt die Aktivierung die
Verschmelzung der o-Granula und der dense bodies mit der Zellmembran, so dass
sich deren Inhaltsstoffe durch Exozytose in den Extrazelluldrraum entleeren. Darunter
befinden sich zahlreiche prothrombotische Substanzen (z.B. ADP und Serotonin),
welche die initiale Thrombozytenaktivierung verstarken und weitere Plattichen
immobilisieren und rekrutieren (REED, 2000; JURK, 2005). Nach Aktivierung verliert der
Thrombozyt seine diskoide Form, wird kugelférmig und bildet unter erhdhter
intrazellularer  Calcium-Konzentration  Ausstilpungen der Zellmembran, die
Pseudopodien (Abb. 1.2.) (JEN, 1996).

Abb. 1.2. Aktivierte Thrombozyten nach dem Formwandel mit Ausbildung von Pseudopodien.
Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme (B. KEHREL, Mlnster).



Einflhrung 9

AuBerdem spielen Blutplattchen auch in der innaten Immunabwehr eine zentrale Rolle.
Nach dem Eindringen von Mikroorganismen kommt es zu einer Bindung an
Thrombozyten Uber Oberflachenproteine der Bakterien oder Uberbriickende
Plasmaproteine. Diese direkte Interaktion flhrt bereits bei erstem Kontakt mit dem
eindringenden Organismus zu einer Thrombozytenadhasion und/oder einer
Thrombozytenaggregation. So bindet beispielsweise Staphylococcus aureus Uber
Fibrinogen und Thrombospondin-1 an Blutplattchen, welche durch die Freisetzung von
so genannten Platelet Microbicidal Proteins (PMP) zu einem raschen Abtéten der
Staphylokokken fihren kdnnen (FITZGERALD, 2006; NIEMANN 2004). Protozoen,
pathogene Pilze und Viren kénnen im Blutgerinnsel eingefangen und so unschédlich
gemacht werden. Von Thrombozyten sezerniertes Thrombospondin-1 kann nach
Kontakt mit HIV-1 an HIV.GP120 binden und die Adh&sion des Virus an CD4'-
Lymphozyten verhindern (JURK, 2005).

Ausdruck der im Rahmen des SIRS Uber diese zahlreichen Mechanismen ausgeldsten
Stimulation von Thrombozyten ist die durch den Verbrauch absinkende Thrombozyten-
Zahl im Blut. Im weiteren Verlauf haben die Blutplattchen dann ihr gesamtes
Aktivierungspotential verbraucht und zirkulieren dann als ,erschopfte“ Thrombozyten,
die nur unzureichend auf Stimulation reagieren kdnnen (VINCENT, 2002). Aktivierte
Thrombozyten und vermehrt auftretenden Thrombozyten-Leukozyten-Assoziate finden
sich bei jedem Sepsis-Patienten. Bei Patienten mit Multiorganversagen tritt zusatzlich
eine signifikante Degranulation der Blutplatichen auf (GAwWAz, 1997). Es kommt im
Verlauf der Sepsis bzw. eines SIRS zu einer disseminierte intravasalen Gerinnung
(DIC), und im gesamten Kreislauf bilden sich Thromben und Fibrinablagerungen.
Durch die andauernde ubiquitare Aktivierung des Gerinnungssystems werden
Thrombozyten und Gerinnungsfaktoren verbraucht, so dass es neben den
thrombotischen Ereignissen auch zu schweren Blutungskomplikationen kommen kann.
Diese Erscheinung wird auch als Verbrauchskoagulopathie bezeichnet (LEVI, 2000).
Das nach Aktivierung des Hamostasesystems gebildete Thrombin kann seinerseits
wieder auf die Entzindungsreaktion modulierend Einfluss nehmen. Thrombin kann mit
dem Toll-like Receptor-1 (TLR-1) reagieren und so die Freisetzung von
proinflammatorischem Interleukin-1 und Interleukin-6 férdern, aber auch die des
antiinflammatorischen Interleukin-10 (NALDINI, 2005). Die auf die Plattchenoberflache
gelangenden Adhasionsmolekile CD62P und CD40L sind essentiell, um die Interaktion

zwischen Thrombozyten und Leukozyten zu steuern. Nach ihrer Spaltung gelangen sie
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als l6sliche Fragmente (sCD62P, sCD40L) in den Blutstrom und stimulieren dort
Monozyten, Lymphozyten und Endothelzellen. Zahlreiche von den Platichen
sezernierte Chemokine wirken direkt proinflammatorisch, darunter RANTES (regulated
upon normal T-cell expressed and secreted), MIP-1a. (macrophage inflammatory

protein 1) und Interleukin-8 (JURK, 2005).

1.1.4.4. Septischer Schock und Multiorganversagen

Bei einer Sepsis kommt es durch Bakterien und deren Produkte zu einer Stimulation
der innaten Immunabwehr. Makrophagen und  Granulozyten  schuitten
proinflammatorische Mediatoren und Zytokine aus, welche zur Adhasion von
Granulozyten an Endothelien fUhren und das Gerinnungssystem aktivieren. Multiple
Madiatorkaskaden werden ausgeldést und verstarken den Prozess. Thrombin wird
freigesetzt und bewirkt einerseits die Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten,
andererseits kann es selbst proinflammatorische Wirkung entfalten. Die kérpereigenen
Mechanismen der Fibrinolyse werden durch die Freisetzung von Plasminogen Activator
Inhibitor-1 (PAI-1) und Thrombin-Activatable Fibrinolysis Inhibitor (TAFI) gehemmt.

Die proinflammatorischen Mediatoren bewirken die vermehrte Freisetzung von
Stickstoffmonooxid (NO) aus Endothelzellen, welches eine periphere Vasodilatation mit
relativ vermindertem Blutvolumen bewirkt. Dies ist der Hauptmechanismus, Gber den
es bei der Sepsis bzw. SIRS zu Blutdruckabféllen und zum Kreislaufschock kommt.
Verstarkt wird dieser Vorgang durch eine ebenfalls von Mediatoren ausgeldste diffuse
Endothelschadigung mit Ubertritt von intravasaler Fliissigkeit in das extravasale
Gewebe (HINDER, 1999). In der Frihphase des septische Schocks kommt es so zu
einer hypotensiven und hyperdynamen Kreislaufsituation: Der periphere
GefaBwiderstand nimmt ab und der mittlere arterielle Blutdruck (MAD) sinkt, wahrend
es kompensatorisch zu einer Zunahme von Herzfrequenz und Herzminutenvolumen
kommt (WESTPHAL, 2003).

Durch die disseminierte Aktivierung des Gerinnungssystems kommt es zur Bildung von
intravasalen Mikrothromben, welche die Endstrombahnen in den Organen
verschlieBen. Zusatzlich kénnen sich auch extrazellulare Ablagerungen von Fibrin
ausbilden, welche die Organfunktion weiter beeintréachtigen. Durch den Verbrauch der
Gerinnungsfaktoren und der Thrombozyten, gepaart mit der Endothelschadigung kann
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es zusatzlich zu Parenchymblutungen kommen. Gleichzeitig wird die bedarfsgerechte
Steuerung der Organdurchblutung durch UOberschieBende Vasodilatation und
Vasokonstriktion verhindert. Im Verlauf der Sepsis bzw. des SIRS kommt es so zu
Ischamien und  Funktionsverlusten in den Endorganen, welche zum
Multiorganversagen fuhren kénnen (SHARMA, 2003; IDELL, 2001).

1.1.5. Therapie der Sepsis

Die schwere Sepsis und der septische Schock sind lebensbedrohliche Erkrankungen
mit einer hohen Letalitdt. Der Sepsis-Patient muss daher intensiv Gberwacht werden,
und es missen optimale Bedingungen flir den Patienten geschaffen werden,
insbesondere bei der Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung, welche an die veranderte
Stoffwechsellage angepasst werden muss. Um die Ausbreitung der bakteriellen
Infektion einzuddmmen, sollte der Patient frihzeitig eine intravendse Antibiotika-
Therapie erhalten, welche sich am vermuteten Erregerspektrum und an erwarteten
Resistenzen orientiert (AWAD, 2003). Um eine langfristige Hypotension und ein
resultierendes Organversagen zu verhindern, muss der Blutdruck und damit der
Perfusionsdruck im Gewebe so hoch wie mdglich gehalten werden. Die aggressive
Flussigkeitszufuhr ist gemeinsam mit der Gabe von Katecholaminen eine wichtige
Saule der Sepsis-Therapie. Allerdings verlieren die Katecholamine im Verlauf der
Erkrankung ihre Wirksamkeit (BOOKE, 1999).

Neben diesen AllgemeinmaBnahmen gibt es nur wenige spezifische Therapieansatze.
Die Applikation von aktiviertem Protein C (APC) und die Gabe von niedrigdosierten
Steroiden in den ersten 7 Tagen der Erkrankung kdnnen einen positiven Einfluss auf
das Uberleben der Sepsis-Patienten haben. Alle anderen aus der Pathophysiologie der
Sepsis abgeleiteten Therapie-Ansatze konnten bisher keinen Effekt auf den Verlauf
einer Sepsis oder eines SIRS zeigen (BERNARD, 2001; AWAD, 2003; REINHARDT, 2006).

1.1.6. Das Schaf als Sepsis-Modell

Die Untersuchung erfolgte am wachen, chronisch instrumentierten Schaf. Um in
diesem Modell ein SIRS auszulésen, wurde die etablierte Methode der kontinuierlichen
Infusion von Lipopolysaccharid (Endotoxin) verwendet. Das Schaf als Sepsis-Modell
wurde aus mehreren Grinden gewahlt. Die Organ- und Kreislaufverhaltnisse beim
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Schaf entsprechen in etwa denen des Menschen. Die Schafe wurden daher in gleicher
Weise wie Menschen auf einer Intensivstation instrumentiert, Gberwacht und
behandelt. Die Reaktionen auf die Endotoxin-Gabe und die daflir nétige Dosierung sind
bei Schaf und Mensch sehr ahnlich. Der Versuchsaufbau dieser Untersuchung ist
daher so nah wie mdglich an der Situation eines Sepsis-Patienten, was die
Ubertragung der Ergebnisse auf klinische Anwendungen erleichtert (BONE, 1998; VAN
DEVENTER, 1990; TRABER, 2000; PARKER, 2001).

1.2. Thrombospondin-1

Zur Familie der Thrombospondine (TSP) gehdren flnf oligomere Glykoproteine, die an
Zell-Zell-Interaktionen und an Interaktionen zwischen Zellen und extrazellularer Matrix
beteiligt sind. Die Monomere von TSP-1 und TSP-2 haben ein Molekllgewicht von
150kDa und besitzen eine globulare Domane am N-terminalen Ende. Dort findet sich
eine heparinbindende Doméane und eine Oligomerisationsdoméne, an der sich Uber
Disulfidbriicken die Oligomere der Thrombospondine ausbilden. Des Weiteren findet
sich eine Prokollagendoméne, welche ebenfalls an der Ausbildung stabiler Oligomere
beteiligt ist, gefolgt von drei so genannten thrombospondin-typischen repeats (TSR,
Typ-1-repeats), die auch als Properdin-Doméane bezeichnet werden. Daneben finden
sich drei EGF-ahnliche Doméanen (Typ-2-repeats) und zahlreiche calcium-bindende
Domanen. AbschlieBend weist das Monomer eine globulare C-terminale Doméane auf
(Abb. 1.3.a, Tabelle 1.2.) (HOFSTEENGE, 2001).

NTD OD Prokoll TSR EGF Ca* CTD

Abb. 1.3.a Schematische Darstellung der Struktur eines TSP-1-Monomers. NTD= N-terminale
Doméne, OD= Oligomerisations-Doméne, Prokoll= Prokollagen-Domane, TSR=
thrombospondin-typische repeats (Typ 1), EGF= EGF-ahnliche Doméane (Typ 2), Ca**= calcium-
bindende Domane (Typ 3), CDT= C-terminale Domane (aus: ADAMS, 2001).
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Abb. 1.3.b Schematische Darstellung der Struktur eines TSP-3-Monomers. NTD= N-terminale
Domane, OD= Oligomerisations-Domane, EGF= EGF-ahnliche Doméane (Typ 2), Ca®*= calcium-

CTD

bindende Domane (Typ 3), CTD= C-terminale Doméane (aus: ADAMS, 2001).

Doméne Peptid-Sequenz Bindende Struktur fir
N-terminale Domé&ne (NTD) Fibrinogen
RKGSGRR/KKTR Heparin/HSPG
MKKTRG Decorin
FQGVLQNVRFVF Aktiviertes Integrin osB1
Oligomerisations-Doméne TSP-1-Monomere
Prokollagen-Doméne TSP-1-Monomere
Typ-1-repeats (TSR) CSVTCG GPIV (CD36)
GGWSHW Fibronectin
KRFK/WSHWSPW TGF-B
WSHWSPWS Heparin/HSPG
EWSPCSVTCGNGIQVRIK | Heparin/HSPG
Typ-2-repeats (EGF) Plasminogen
Fibrinogen
B1-Integrine
Typ-3-repeats (Ca**) Calcium-lonen
RGDA Integrine oyiPB3 (GPIlIb/Illa), o3
NCPFHYNP Cathepsin G, Elastase
NCQYVYNV Elastase
C-terminale Doméne (CTD) | RFYVVMWK IAP (CD47)

Tab. 1.2. Domé&nen und Peptid-Sequenzen von TSP-1 und deren Liganden (modifiziert nach

ADAMS, 2001).

Nach der

Oligomerisationsdoméne

Translation bilden sich

Uber Disulfidbriicken

im Falle von TSP-1

Trimere aus drei

und TSP-2 an der
identischen

Untereinheiten, wobei sich eine dreistrangige alphahelikale Struktur ausbildet. Die
Thrombospondine 3, 4 und 5 dagegen haben eine andere Molekilstruktur. In den
Monomeren findet sich ein anders strukturiertes N-terminales Ende. AuBerdem fehlen
die Prokollagen-Doméane und die Typ-1-repeats. Von den Typ-2-repeats liegen
dagegen vier vor (Abb. 1.3.b). Bei der Oligomerisation bilden TSP-3, TSP-4 und TSP-5
Pentamere aus funf gleichen Untereinheiten (ADAMS, 2001). Durch die Ausbildung von
TSP-1
Zelladhasion und Zellausbreitung, die die Monomere allein nicht Gbernehmen kénnen
(ANILKUMAR, 2002).

Trimeren erhalten zumindest und TSP-2 zusatzliche Funktionen der
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TSP-1 wird wahrend der Embryogenese von zahlreichen Geweben exprimiert. Beim
Erwachsenen kommt es unter anderem noch in Thrombozyten, Makrophagen,
Fibroblasten, Endothelzellen, Haut- und Muskelzellen, sowie Zellen des
Nervensystems vor. Es kann auBerdem in die extrazellulare Matrix eingebaut werden
(ADAMS, 2001). TSP-1 wurde zunéchst als Protein entdeckt, das in den a-Granula von
Thrombozyten enthalten ist und bei Stimulation der Thrombozyten durch Thrombin
freigesetzt wird. Es wurde daher als thrombin-sensitives Protein (TSP) beschrieben,
der Name Thrombospondin wurde aus den Begriffen thrombin und response abgeleitet
(BORNSTEIN, 2001). TSP-1 macht etwa 20%-30% des gesamten Proteingehaltes der a-
Granula aus (BONNEFOY, 2001). Der groBte Anteil des aus aktivierten Thrombozyten
freigesetzten TSP-1 bindet auf die Oberflache der Plattchen und auf thrombozytare
Mikropartikel zurtick, aber auch an andere Zellen des Blutes. Das AusmaB der TSP-1-
Bindung an Thrombozyten und deren Mikropartikel ist vom Aktivierungszustand
abhangig und kann so als Marker der Thrombozyten-Aktivierung dienen (KEHREL,
1996).

Wahrend es an die Thrombozyten bindet, interagiert das TSP-1 mit dem Kollagen-
Rezeptor Glykoprotein IV (CD36) und dem Integrin-assoziierten Protein (IAP, CD47),
Uber das es an der Aktivierung des Integrins B3 (GPIIb/Illa) beteiligt ist. AuBerdem
kann es Uber die RGDA-Sequenz in der calcium-bindenden Domane direkt an die
Integrine  oypPs  (GPIllb/llla) und o,f3 binden. TSP-1 ist in der Lage,
oberflachengebundenes Fibrinogen zu binden, und so eine Uberbriickende Verbindung
zwischen zwei fibrinbedeckten Flachen herzustellen, zum Beispiel zwischen zwei
Thrombozyten, um so die Thrombozyten-Aggregation zu verstarken. Auch direkte
Verbindungen zwischen zwei TSP-1-Molekilen wirken an der Aggregation
verschiedener Zellen mit, wobei die TSP-1-Molekile direkt oberflachengebunden sein
kdénnen oder an oberflachengebundenes Fibrinogen gekoppelt sind (BONNEFOY, 2001).
Vor allem bei niedrigen Scherkraften spielt TSP-1 eine wichtige Rolle, um die Bindung
von Thrombozyten Uber CD47 an entziindlich verandertes GeféaBendothel zu vermitteln
(LAGADEC, 2003). Aber auch bei hohen Scherkraften kann TSP-1 unabhangig von von-
Willebrand-Faktor Uber den  Rezeptor GPlba zu einer stabilen Adhédsion an
geschadigtes Endothel fiihren (JURK, 2003). AuBerdem ist TSP-1 an der Um-
strukturierung des Zytoskeletts des aktivierten Thrombozyten beteiligt (SAUMET, 2002).
Nukleotidsequenzen der C-terminalen Doméne haben zudem die Fahigkeit, Uber
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weitere bisher nicht ndher bekannte Rezeptoren an Thrombozyten zu binden und so
Uber signaltransduzierende Mechanismen zu einer starken Aktivierung des
Thrombozyten zu fuhren, und das unabhéngig von CD47 und den Glykoproteinen
[Ib/llla und Iba. Auf diesem Weg unterstitzt TSP-1 nicht nur die Adhasions- und
Aggregationsvorgange, sondern beteiligt sich auch an der Aktivierung ruhender
Thrombozyten (TULASNE, 2001).

In seiner heparinbindenden Doméane und in den Typ-3-repeats besitzt TSP-1
Bindungsstellen, mit denen es unter Anwesenheit von Calcium-lonen an Granulozyten
binden kann. Uber einen G-Protein-gekoppelten Mechanismus kann TSP-1 dann die
Adhasion und Chemotaxis der Granulozyten bewirken und die Produktion von
bakteriziden Substanzen steigern (MAJLUF-CRUZ, 2000).

In der N-terminalen Domane besitzt TSP-1 Bindungsstellen, um die Adhasion an
zahlreiche Zellen zu ermdglichen, darunter zum Beispiel Endothelzellen, glatte
Muskelzellen, aber auch Zellen von malignen Melanomen oder Mamma-Karzinomen
(CLEZARDIN, 1997). Dabei férdert TSP-1 die Proliferation von glatten Muskelzellen und
hemmt die Proliferation von Endothelzellen. Zusatzlich vermag TSP-1 die Struktur der
extrazellularen Matrix und die Aktivitat von extrazelluldren Proteasen zu beeinflussen.
AuBerdem steuert es die Expression des Transforming Growth Factor 8 (TGF-B). Uber
diese Mechanismen ist TSP-1 maBgeblich an Umbauvorgangen im Rahmen der
Wundheilung, der Angiogenese und des Wachstums von Tumoren beteiligt (LAWLER,
2002). Es konnte gezeigt werden, dass bei Mausen mit einer Null-Mutation auf dem
Gen des TGF-p1 (,TGF-B1-knock-out-Mause*) bereits nach wenigen Wochen multiple
disseminierte Entzindungsreaktionen auftreten, welche rasch zum Tod flhren.
Offenbar ist TGF-B ein wichtiger Immunosuppressor, welche die proinflammatorischen
Reaktionskaskaden inhibiert und moduliert. Patienten mit schweren Verbrennungen,
welche eine verminderte Ausschittung von TGF-B aufwiesen, verstarben haufiger an
einer Sepsis als vergleichbare Patienten mit normaler TGF-B-Expression. Da die TGF-
B-Expression durch Thrombospondin-1 gesteuert wird, hat dieses auch hier einen
wichtigen Einfluss auf Immunitat, Erregerabwehr und SIRS (KULKARNI, 1993; YEH,
2002).

Bei Mausen mit eine Null-Mutation auf dem Gen fir Thrombospondin-1 (,TSP-1-knock-
out-Mause®) zeigte sich eine vermehrte Einwanderung von Granulozyten und
Monozyten insbesondere in das Lungegewebe, welches eine ausgepragte akute und
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chronische Entziindungsreaktion entwickelte. Die entziindlichen Lungenveréanderungen
waren rasch progredient. Bei der Entzindungsreaktion und der Regulation des
Immunsystems des Lungengewebes spielt TSP-1 eine entscheidende Rolle, was sich
auch in der Tatsache widerspiegelt, dass TSP-1 bei einer organisierenden Pneumonie
auch beim Menschen exprimiert wird (LAWLER, 1998).

Es finden sich auch Hinweise auf antikoagulatorische Wirkungen von TSP-1. Werden
Thrombozyten aktiviert, bindet Fibrinogen an die Fibrinogenrezeptoren GPIIb/llla.
Méglicherweise kénnen TSP-1-Molekile durch Anlagerung bewirken, dass sich
weniger Plattchen Uber die Fibrinogenrezeptoren in den Aggregationsprozess
rekrutieren lassen (BONNEFOY, 2001).

TSP-1 ist auBerdem in der Lage, mit seiner Properdin-Doméane an zirkulierende
Multimere des von-Willebrand-Faktor zu binden und als Reduktase ihrer
Disulfidbriicken zu wirken. Daher verkleinert TSP-1 die GréBe der von-Willebrand-
Faktor-Multimere (XIE, 2001). Neben TSP-1 reguliert die Metalloproteinase
ADAMTS13 (a disintegrin-like and metalloproteinase with thrombospondin type 1 motif)
die GréBe der vVWF-Multimere. Bei Mausen mit einer Null-Mutation auf dem Gen fr
Thombospondin-1 zeigten sich kleinere vVWF-Multimere, da méglicherweise das TSP-1
seinerseits das ADAMTS13 inhibiert. Bei der Plattchenaggregation in groBen Mengen
freigesetztes TSP-1 kann so Uber diesen Mechanismus auch die Thrombusformation
regulieren (PIMANDA, 2004). Der Mechanismus dieser Interaktion scheint die
kompetetive Hemmung der Bindung von ADAMTS13 an vWF durch TSP-1 zu sein
(BONNEFOY, 2006).

1.3. Thrombozyten
1.3.1. Morphologie der Thrombozyten

Thrombozyten, auch Blutplattchen genannt, sind kernlose, etwa 2-4um groBBe Zellen
des peripheren Blutes. Sie sind dort die kleinsten korpuskuldren Bestandteile und
kommen in einer Konzentration von 150.000—-450.000/ul vor (HANDIN, 2001 b). Sind
sie unstimuliert, zirkulieren sie in ihrer diskoiden Ruheform (Abb. 1.4.). Thrombozyten
werden im Knochenmark aus den polyploiden Megakaryozyten gebildet. Jeder
Megakaryozyt bildet etwa 10 bis 20 Ausstllpungen, die so genannten proplatelets. In
den Spitzen dieser Ausstilpungen formieren sich aus spezifischen Mikrotubuli- und
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Aktin-Strukturen die Thrombozyten. Diese Zytoskelettstrukturen sind auch far die
typische diskoide Form der reifen Thrombozyten verantwortlich (HARTWIG, 2003). Nach
dem Austreten aus dem Knochenmark wird etwa ein Drittel der Thrombozyten in der
Milz sequestriert. Zwei Drittel der ausgetretenen Thrombozyten zirkulieren fir sieben
bis zehn Tage im peripheren Blut. Nach dieser Zeit werden auch sie im
retikuloendothelialen System von Leber und Milz abgebaut (HANDIN, 2001 b).

Abb. 1.4. Ruhende Thrombozyten in diskoider Form. An der Oberflache sind die Offnungen des
offenen kanalikuldaren Membransystems (OCS) sichtbar. Rasterelektronenmikroskopische
Aufnahme (B. KEHREL, Miinster).

Die Plasmamembran von Thrombozyten besteht aus einer Doppelschicht aus
Phospholipiden, welche von auBen durch einen Kohlenhydratsaum, der Glykokalyx,
bedeckt wird. Die Glykokalyx ist an der Bindung von Kollagen und von-Willebrand-
Faktor, sowie an der Thrombozyten-Leukozyten-Interaktion beteiligt. AuBerdem wird
Uber die Zusammensetzung der Phospholipidmembran die Bindung von
Gerinnungsfaktoren und die oberflachennahe Thrombinbildung gesteuert (JURK, 2005).
In die Zellmembran integriert sind zahlreiche Glykoproteine. Einige von ihnen sind
Rezeptoren flr thrombozytenaktivierende Substanzen, wie zum Beispiel Thrombin
oder ADP. Andere dieser Rezeptoren vermitteln die Adh&sion an Subendothel oder
sind an Zell-Zell-Interaktionen beteiligt, wie etwa das Glykoprotein llb/llla, welches
unter anderem Fibrinogen bindet (MORGENSTERN, 1999). Einen Uberblick (iber die
thrombozytédren Membranrezeptoren und ihre Funktion gibt Tabelle 1.3.

Charakteristisch flr unstimuliete Thrombozyten des Menschen ist das offene
kanalikulare Membransystem (surface connected system [SCS]). Dabei handelt es sich
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um mit Plasmamembran umhilite Kanéle, welche sich von der Zelloberflache weit in
das Innere des Thrombozyten ziehen und Uber Poren mit dem Extrazellularraum in
Kontakt stehen (Abb. 1.4.). Die Eigenschaften ihrer Membran entsprechen etwa denen
der Ubrigen Zellmembran. Das offene kanalikulare Membransystem dient unter
anderem als Membranreservoir fir den schnellen Formwandel der Thrombozyten nach
Aktivierung (GAWAZ, 1999).

Des Weiteren verfligen Thrombozyten Uber ein abgeschlossenes Membransystem
(dense tubular system), welches keinen Anschluss an den Extrazellularraum besitzt.
Es durchzieht die gesamte Zelle und besteht aus verzweigten Tubuli und
blaschenartigen Erweiterungen. Das abgeschlossene Membransystem entspricht in

Form und Funktion etwa dem sarkoplasmatischen Retikulum der Skelettmuskelzelle

und ist vor allem an der Speicherung und Sekretion von Calciumionen beteiligt.

Glykoprotein (GP) | Struktur | Rezeptor fiir Funktion

Integrine

GPIlb/llla oUibP3 Fibrinogen, vVWF, Adhasion und Aggregation bei
Vitronektin, Fibronektin, | hoher Stromungsgeschwindigkeit
Thrombospondin

Vitronektinrezeptor | a3 Vitronektin unbekannt

GPla/lla (VLA-2) o2P1 Kollagen I, Ill, IV Adhésion und Aktivierung

GPIc/lla (VLA-5) o5 Fibronektin Adhasion

GPIc*/lla (VLA-6) | agPs Laminin Adhésion

Leucinreiche Glykoproteine

GPIb/V/IX lbalbp/V/IX | VWF, Thrombin Adhésion, Aktivierung

GPV unbekannt

Selektine

P-Selektin sC Kohlenhydrate Thrombozyten-Leukozyten-

Interaktion
Immunglobulinfamilie
PECAM-1 sC ? Zelladhasion, Inhibition der

Aktivierung

Unterschiedliche transmembrane Rezeptoren

Thrombinrezeptor |sc Thrombin Thrombozytenaktivierung
op-Adrenorezeptor |sc ADP Thrombozytenaktivierung
Na*-H"-Pumpe sC H* Thrombozytenaktivierung

CD9 sC unbekannt Thrombozytenaktivierung
CD63 SC unbekannt unbekannt

Andere Rezeptoren

GPIV sC Kollagen

GPVI sC Kollagen Aktivierung, Signaltransduktion
MG76.000-Protein | sc Elastin ? unbekannt

Tab.1.3. Glykoproteine der Thrombozytenmembran. sc= single chain, VLA= very late antigen,
PECAM= platelet-endothelial cell adhesion molecule, CD= cluster of differentiation, MG=
Molekulargewicht, vVWF= von-Willebrand-Faktor (aus: DE GROOT, 1999; modifiziert).
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Etwa 15% des Thrombozytenvolumens nehmen die a-Granula ein. Dabei handelt es
sich um kleine kugelférmige Zellorganellen, die sich vor allem im Zentrum des
Thrombozyten befinden und keinen Kontakt untereinander oder zu anderen Organellen
haben. Die a-Granula speichern zahlreiche Proteine, welche nach Aktivierung des
Thrombozyten in den Extrazellularraum abgegeben werden und dort an zahlreichen
Reaktionen beteiligt sind. Dazu z&hlt die Aggregation der Thrombozyten und die
Interaktion mit anderen Zellen oder Strukturen (durch die Freisetzung von Fibrinogen,
Fibronektin, Thrombospondin-1, Vitronektin, von-Willebrand-Faktor, B-Thrombomodulin
und Plattchenfaktor 4). Die Inhaltsstoffe der o-Granula sind auBerdem an der
Gerinnung und Fibrinolyse beteiligt (Faktor V, Faktor VIII, Fibrinogen, Plasminogen,
PAI-1). Gleichzeitig sind in den o-Granula Immunglobuline A, G und M,
Komplementfaktoren und andere Modulatoren der Entziindungs- und Immunantwort
enthalten, unter anderem Zytokine und Wachstumsfaktoren (z.B. Interleukin-1 und
TGF-B).

Jeder Thrombozyt besitzt etwa 5 bis 6 dense bodies. Sie enthalten neben Serotonin
groBe Mengen an ADP und ATP, auBerdem Calcium- und Phosphationen. Das
Serotonin férdert zahlreiche Vorgadnge der Blutgerinnung und hat lokal einen
vasokonstriktorischen Effekt. Freigesetztes ADP wirkt als sekundérer Agonist und fuhrt
zu Formwandel und Aggregation der Thrombozyten (MORGENSTERN, 1999).

1.3.2. Parameter der Thrombozyten-Aktivierung

In dieser Arbeit wurden Untersuchungen zum Aktivierungszustand der Thrombozyten
durchgefiihrt. Dazu wurde die Bindung von Thrombospondin-1, von-Willebrand-Faktor,
Annexin-V und der Gerinnungsfaktoren Vlla und Xlll an die gewonnenen Blutplattchen

im Durchflusszytometer untersucht.

1.3.2.1. Thrombospondin-1-Bindung an Thrombozyten

Thrombospondin-1 ist ein homotrimeres Glykoprotein, das an zahlreichen Zell-Zell-
Interaktionen und an Interaktionen von Zellen mit der extrazellularen Matrix beteiligt ist
(HOFSTEENGE, 2001) (vgl. Kapitel 1.2.). Thrombospondin-1 kann Uber die Rezeptoren
Glykoprotein IV (CD36), IAP (CD47) und Glykoprotein llb/llla, sowie Heparansulfat,
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sulfatierte Glykolipide, das Integrin ayfs und Glykoprotein Ib an Thrombozyten binden
(BONNEFOY, 2001). Das AusmaB der Bindung von Thrombospondin-1 an
Thrombozyten ist von deren Aktivierungszustand abhangig und kann so als Marker fiir
die Aktivierung der Blutplattchen verwendet werden (KEHREL, 1996).

1.3.2.2. Faktor Vlla-Bindung an Thrombozyten

Der Gerinnungsfaktor VII (FVII) wird in der Leber synthetisiert und nach der Translation
durch eine Vitamin-K-abhangige Carboxylase so modifiziert, dass sich y-
Carboxyglutamat-Reste (Gla) ausbilden. Diese kénnen Calciumionen binden und so
Uber Konformationsénderungen die Proteinfunktion und die Bindung an Zelloberflachen
beeinflussen (HANDIN, 2001 a). Der FVII kann durch verschiedene Proteasen in seine
aktive Form Uberfuhrt werden. Diese wird als Gerinnungsfaktor Vlla bezeichnet (FVlla).
Der FVlla besteht aus einer leichten Kette mit ihren drei Doméanen EGF-1, EGF-2 und
Gla, welche an der Bindung an Zellmembranen beteiligt sind. Uber eine Disulfidbriicke
besteht eine Verbindung zur schweren Kette, welche die Doméanen mit
Proteaseaktivitdt enthalt (EIGENBROT, 2002). Bei einer Schadigung des
GefaBendothels kommt subendothelialer Tissue Factor in Kontakt mit dem
zirkulierenden FVII. Beide bilden einen Komplex, der den FVII in den aktivierten FVlla
Uberfuhrt und so die Aktivierung des intrinsischen Gerinnungssystems einleitet (vgl.
Abb. 2.1.) (LAU, 2003). FVlla ist in der Lage, direkt an aktivierte Thrombozyten zu
binden und an deren Oberfliche die Bildung von Thrombin zu bewirken.
Voraussetzung fir diese Bindung ist die Anwesenheit von Calciumionen. An ruhende
Blutplattchen kann FVlla jedoch nicht binden (LISMEN, 2003; LAU, 2003). Die
Anbindung von FVlla an Thrombozyten kann daher auch als Marker fir den

Aktivierungszustand der Blutplattchen dienen.

1.3.2.3. Faktor XIlI-Bindung an Thrombozyten

Der Gerinnungsfaktor XllI ist ein Tetramer und besteht aus jeweils zwei
Untereineinheiten FXIII-A und zwei Untereinheiten FXIII-B. Die Einheiten FXIII-A
werden im Knochenmark produziert, wahrend die Einheiten FXIII-B in der Leber
synthetisiert werden. Erst im Plasma lagern sie sich zum vollstdndigen Faktor Xl
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zusammen. Im Zuge der Gerinnungsaktivierung wird der ruhende Faktor XlII in eine
aktive Transglutaminase Uberflhrt, welche dann als aktivierter Faktor Xl (Faktor Xllla)
bezeichnet wird. Dies geschieht, indem Thrombin ein 37 Aminosauren langes Peptid
vom N-terminalen Ende der FXIII-A-Einheit abspaltet. Unter Anwesenheit von Calcium-
lonen dissoziiert die als Trager fungierende Untereinheit XlII-B von der Enzymstruktur,
so dass dann die aktivierten Einheiten XIII-A als Faktor Xllla vorliegen (BERECZKY,
2003/2004). Der aktivierte Faktor Xllla ist in der Lage, uberbrickende Bindungen
zwischen den y-Glutamyl-g-Lysin-Strukturen der Fibrin-Monomere auszubilden und so
das Fibrin-Gerinnsel zu stabilisieren. AuBerdem kann FXllla an das GPllb/llla der
aktivierten Thrombozyten und an das Integrin o,3 der Endothelzellen binden und ist
damit auch an der Steuerung der Thrombozytenfunktion und der Angiogenese beteiligt.
Doch auch die inaktive Form des Faktor XIII kann Uber GPlIb/llla an die Oberflache
von Blutplattchen binden, so dass die Anbindung von inaktivem FXIII an Thrombozyten
als Marker fur deren Aktivitatszustand verwendet werden kann (DARDIK, 2002).

1.3.2.4. von-Willebrand-Faktor-Bindung an Thrombozyten

Der von-Willebrand-Faktor besteht aus 2050 Aminosduren langen Untereinheiten,
welche sich zu Multimeren zusammenlagern. Die Multimere kénnen etwa 500kDa
groBe Dimere sein, aber auch sehr groBe Polymere mit Gber 10.000kDa ausbilden.
Dabei kdénnen die Polymere die GréBe von Thrombozyten erreichen. Der von-
Willebrand-Faktor wird sowohl in Megakaryozyten und Thrombozyten gebildet, wo er in
den a-Granula gespeichert ist, als auch in Endothelzellen synthetisiert, in denen er sich
in den  Weibel-Palade-Kérperchen  findet. Neben zahlreichen  anderen
Bindungsdoméanen besitzt jeder vWF-Monomer die Domane A1. Diese weist eine
Kombination aus a-Helices und B-Faltblattstruktur auf und ist die Bindungsstelle flr das
Glykoprotein Iba, welches Teil des thrombozytdren vWF-Rezeptors ist (RUGGERI,
2003). Uber diesen Rezeptor ist der von-Willebrand-Faktor entscheidend an der
Aktivierung der Hamostase und der Thrombozytenfunktion beteiligt. Die Doméane C2,
welche sich dicht am C-terminalen Ende des vVWF-Monomers befindet, ist in der Lage,
an den aktivierten Rezeptor GPIIb/llla der Thrombozyten zu binden. Darliber kann eine
aktivierungsabhangige Anbindung von exogenem von-Willebrand-Faktor als Marker fr
deren Aktivierungszustand dienen (SCHMUGGE, 2003).
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1.3.2.5. Annexin V-Bindung an Thrombozyten

Zur Familie der Annexine gehdren bisher 13 Proteine, die in verschiedenen
Organismen gefunden wurden. Annexine weisen eine 70 Aminosauren umfassende
Annexin-Sequenz auf, die vier- oder achtmal wiederholt wird. Zusatzlich besitzen
Annexine die Eigenschaft, unter Anwesenheit von Calciumionen mit hoher Affinitat an
Phospholipide auf Zelloberflachen zu binden. Diese Bindung ist besonders stark, wenn
die Phospholipide negativ geladen sind, wie etwa das Phosphatidylserin. Die genaue
Funktion der Annexine in vivo ist bisher nicht bekannt. In Thrombozyten findet sich vor
allem Annexin V. Es liegt intrazellular und bindet nach Aktivierung calciumabhangig an
die Zellmembran und ist vermutlich an der Signaltransduktion beteiligt. Zusatzlich
bindet Annexin V bei Aktivierung an das Zytoskelett und spielt wahrscheinlich so auch
beim Formwandel der Blutplattchen eine wichtige Rolle (TziMA, 2000).

Bei Aktivierung von Blutplattchen gelangen negativ geladene Phospholipid-Molekile an
die Thrombozyten-Oberflache und bilden eine prokoagulatorische Oberflache aus, auf
der sich Gerinnungsfaktoren anlagern und dort die Bildung von Thrombin bewirken.
Den gréBten Anteil an diesen Phospholipiden hat Phosphatidylserin. Um das Ausmaf
der Préasentation von Phosphatidylserin an der Thrombozyten-Oberflache festzustellen
und damit einen Indikator fir den Aktivierungszustand der Thrombozyten zu haben,
wurde die Bindung von in vitro zugesetztem Annexin V an das prasentierte
Phosphatidylserin gemessen. Je starker die Aktivierung der Blutplattchen, desto gréBer
ist die Anbindung des Annexin V. Das gilt jedoch nur bis ein Niveau erreicht ist, auf
dem die Thrombozyten nicht weiter aktiviert werden kénnen (DORMANN, 1998).

1.3.2.6. Aktivierung der Thrombozyten in vitro durch Kollagen, TRAP und
Ristocetin

Um weitergehende Aussagen Uber den Zustand der Thrombozyten und ihre
funktionelle Kapazitat treffen zu koénnen, erfolgte die in vitro-Aktivierung durch
Plattchenagonisten. AnschlieBend wurde Uber die Anbindung von Thrombospondin-1,
Faktor Vlla, Faktor XlIl, Annexin V und von-Willebrand-Faktor untersucht, in wie weit
sich die Thrombozyten in vitro noch weiter aktivieren lassen. Als Plattchenagonisten
wurden methyliertes Kollagen Typ |, Thrombin Receptor Activating Peptide (TRAP) und

Ristocetin A verwendet.
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1.4. Leukozyten
1.4.1. Morphologie der Leukozyten

Leukozyten, welche auch als weiBe Blutzellen bezeichnet werden, sind Bestandteil der
zelluldren und humoralen Abwehr. Sie kdnnen Fremdstoffe phagozytieren. AuBerdem
haben sie die Fahigkeit, den Blutstrom zu verlassen und sich im Gewebe amdboid
fortzubewegen. Im Blut liegen die Leukozyten in einer Konzentration von 4.000-
11.000/pl vor. Die Leukozyten werden unterteilt in Granulozyten, Lymphozyten und
Monozyten.

Granulozyten, welche etwa 90% der Leukozyten stellen, werden aufgrund ihrer
Kernform auch als Polymorphnukleére Leukozyten (PMNL) bezeichnet. Sie lassen sich
in drei Gruppen gliedern, welche sich durch die Anféarbbarkeit in der Lichtmikroskopie
unterscheiden: neutrophile Granulozyten, eosinophile Granulozyten und basophile
Granulozyten, wobei die Neutrophilen den Hauptanteil der zirkulierenden Granulozyten
bilden.

Die PMNL haben einen Durchmesser von etwa 10-12um und eine relativ kurze
Lebensdauer von wenigen Stunden bis einigen Tagen. Sie weisen in der Regel einen
unterschiedlich stark segmentierten Kern auf. Monozyten sind mit 12—-20um etwas
gréBer als PMNL und haben einen exzentrischen, nicht segmentierten Kern.
Monozyten kénnen ebenfalls die Blutbahn verlassen und differenzieren sich dann im
Gewebe in ortsstandige Makrophagen aus (JUNQUEIRA, 1996).

des  GefaBendothels adhérieren.  Raster- missionselektronenmikroskopische Auf-
elektronenmikroskopische Aufnahme, Ratte (aus: nahme. N= Nukleus, T= Granula (aus:
SUzuKlI, 2001). LECKIE, 2000).
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Im Plasma der PMNL finden sich zahlreiche membranumhdllte Speichergranula,
welche fir die Bezeichnung Granulozyt verantwortlich sind (Abb. 1.6.). Man
unterscheidet vier Arten von Granula. Erstens lassen sich azurophile Granula
abgrenzen, welche unter anderem Myeloperoxidase, Bactericidal Permeability-
increasing Protein, Defensine, Azurocidin/CAP37, Elastase, Proteinase-3 und
Cathepsine enthalten. Zweitens finden sich Spezifische Granula, die unter anderem
Lactoferrin, Lysozyme, Properdin und Vitamin Bi,-bindendes Protein aufweisen
(CHERTOV, 2000). Drittens findet man Gelatinase-Granula. Sie zeichnen sich durch
einen hohen Gehalt an Gelatinase aus. Diese richtet sich gegen subendotheliales
Kollagen und kann so die Migration der PMNL in das Gewebe ermdglichen. Viertens
besitzen PMNL Sekretorische Vesikel, die lediglich Plasma enthalten. Allerdings ist ihre
Membran besonders reich an Rezeptoren, welche an die Zelloberflache transloziert
werden kénnen. Dazu zahlt das leukozytenspezifische Oberflachenantigen CD45, das
Bz-Integrin Mac-1 (oyuB2, CD11b/CD18) und das Flavocytochrom bssg (gp91P"*/p22P™),
welches Teil des bakteriziden radikalbildenden NADPH-Oxidase-Komplexes ist. Nach
Aktivierung von Monozyten und PMNL gelangen diese Rezeptoren durch Fusion der
Granula mit der Membran an die Zelloberflache und erméglichen so eine Interaktion
der Leukozyten mit der Umgebung. Gleichzeitig werden die Inhaltsstoffe der Granula in
den Extrazellularraum abgegeben, um dort gegen eine Infektion mit Erregern
vorzugehen. Die Granula kénnen auch mit intrazelluldaren Phagosomen verschmelzen,

in die der Leukozyt zuvor Erreger aufgenommen hat (BORREGAARD, 1997).
1.4.2. Entziindungsreaktion

Leukozyten haben als Zellen der Immunabwehr die Fahigkeit, die Blutbahn zu
verlassen und aktiv in das Gewebe zu wandern, um sich dort an einer
Entzindungsreaktion und gegebenenfalls an der Abwehr von eindringenden Erregern
zu beteiligen. Im Falle eines Gewebeschadens beginnen die Leukozyten innerhalb
weniger Minuten, das Gewebe zu infiltrieren. Obwohl nach etwa 1-4 Stunden das
Einwandern weiterer Entzindungszellen stoppt, lassen sich die aktivierten Leukozyten
langer als 24 Stunden im Entziindungsherd nachweisen (YAMASHIRO, 2001). Auch auf
der GefaBoberflache abgelagertes Fibrin, Fibrinogen und Gerinnungsfaktoren sind in
der Lage, eine akute Entziindungsreaktion Uber die Aktivierung von Leukozyten
einzuleiten (WETTERO, 2003).
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Durch eine mechanische Schadigung des Endothels in der GefaBwand, aber auch
durch Entzindungsmediatoren wie TNF-a, Interleukin-13 und Toxine von Bakterien
oder durch den Kontakt mit aktivierten Thrombozyten beginnen die Endothelzellen
Adhé&sionsmolekile wie P-Selektin, E-Selektin und L-Selektin auf der Zelloberflache zu
prasentieren. P-Selektin stammt dabei aus den Weibel-Palade-Kérperchen der
Endothelzellen. Auf den Leukozyten findet sich der P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1
(PSGL-1). Dieser Rezeptor kann sowohl an P-Selektin als auch an E-Selektin binden
und bewirkt, dass Leukozyten durch eine schwache Adhdsion an das aktivierte
Endothel binden. Auch L-Selektin kann neben anderen an PSGL-1 binden, spielt aber
eher bei der sekundaren Anbindung von Abwehrzellen an bereits am Endothel
haftende Leukozyten ein Rolle. Da es sich nur um eine schwache Adhasion der
Leukozyten an das aktivierte Endothel handelt, rollen die Leukozyten durch sich
standig l6sende und neu bildende Bindungen langsam im Blutstrom an der GefaBwand
entlang. Wahrend des Rollens kommt es zu einer weiteren Aktivierung der Leukozyten.
(DAvIS, 2003)

< ol el oo ;
Abb. 1.7. Langsschnitt durch ein BlutgefaB. Zahlreiche kugelférmige Granulozyten und

amdboid ausgebreitete Monozyten, sowie wenige Thrombozyten adhérieren an geschadigtes
Endothel. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme, Ratte (aus: Suzuki, 2001).
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Zahlreiche Zytokine aus beiden Zellarten und chemotaktisch aktive Substanzen wirken
Uber verschiedene Rezeptoren aktivierend auf die Leukozyten. Beispielsweise flhrt
Interleukin-8 zu einer Freisetzung der Granulainhaltsstoffe und zu einer vermehrten
Expression des Integrins Mac-1. Mac-1 kann seinerseits an zahlreiche Liganden der
subendothelialen Matrix binden und ist dann ein starker Aktivator fir die Leukozyten.
Kommt es zum so genannten cross-linking von Mac-1-Molekllen zweier Leukozyten,
wird wiederum eine Freisetzung von Interleukin-8 und Interleukin-1p ausgeldst (Ley,
2002). Dabei scheint die Freisetzung von Interleukin-8 in ungewdhnlich hohen
Konzentrationen eine zentrale Antwort des Leukozyten auf den Kontakt mit unzahligen
verschiedenen Liganden oder Fremdstoffen zu sein. Interleukin-8 kann dann sowohl
weiter Leukozyten in das Geschehen rekrutieren, als auch bereits im Gewebe
befindliche Leukozyten durch Down-Regulation der Rezeptoren immobilisieren
(SCAPINI, 2000). Die Aktivierung der Integrine LFA-1 (CD11a/CD18) und Mac-1
(CD11b/CD18) fihrt zu einer festen Bindung des Leukozyten an das Endothel, so dass
der Vorgang des Rollens beendet wird. Die feste Adhé&sion wird durch Bindungen des
Intracellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) verstarkt (LEY, 2002).
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Abb. 1.8. Schematische Darstellung der Rekrutierung und Transmigration eines Leukozyten
aus dem Blutstrom: Adhésion, Rollen, Aktivierung, feste Anbindung und Extravasation. Oben
sind die in den einzelnen Phasen beteiligten Rezeptoren dargestellt (aus: DAvis, 2003).

SchlieBlich muss der Leukozyt zwischen den Endothelzellen hindurchtreten, um in das

subendotheliale Gewebe zu gelangen. Die genauen Vorgange sind im Detail noch
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nicht bekannt. Sobald der Leukozyt den Blutstrom verlassen hat, beginnt er im
Rahmen der Chemotaxis durch das Gewebe zu wandern. Dabei wandert er Gber
Rezeptoren gesteuert an einem Gradienten entlang zum Ort der Entzindung. Dabei
spielen Leukotrien By, Interleukin-8, Komplementfaktoren und Produkte von Bakterien
als Zielsubstanz eine Rolle. Uber intrazellulire Signaltransduktion bewirkt die Bindung
dieser Substanzen an die Rezeptoren auf den Leukozyten, dass sich deren Zytoskelett
so verandert, dass sich die Zelle aktiv auf den Ort des Entziindungsgeschehens
zubewegt (Cicchetti, 2002).

1.4.3. Parameter der Leukozyten-Aktivierung

Um den Aktivierungszustand der Leukozyten wahrend des SIRS darstellen zu kénnen,
wurde in dieser Arbeit die Bindung von in vitro zugesetztem Fibrinogen, eines
Fibrinogen-Antikdrpers und eines CD11b-Antikérpers an Monozyten und PMNL
untersucht.

1.4.3.1. Fibrinogen-Bindung an Leukozyten

Fibrinogen wird ausschlieBlich in der Leber synthetisiert und gehért zu den
Akutphaseproteinen, weshalb dessen Produktion durch TNF-a, Interleukin-1 und
Interleukin-6 gesteigert wird. Fibrinogen besteht aus 6 Polypeptidketten. Jeweils zwei
der Polypeptidketten Aa, B und y sind antiparallel angeordnet, wobei die N-terminalen
Enden aller 6 Ketten in der zentralen globularen E-Doméane verbunden sind. Sobald
das Fibrinogenmolekil in Kontakt mit Thrombin kommt, werden die Fibrinopeptide A
und B von den Ketten Ao und BB abgespalten. Dadurch werden Bindungsstellen
freigelegt, Uber die das jetzt als Fibrin bezeichnete Molekil Vernetzungen mit anderen
Fibrin-Molekulen eingehen kann (MOSESSON, 1999).

Monozyten und PMNL exprimieren auf ihrer Oberflache unter anderem die Bo-Integrine
CD11b/CD18 (Mac-1) und CD11c, wobei letzteres jedoch eine untergeordnete Rolle
spielt. Diese Integrine kdénnen als Rezeptoren fir Fibrinogen fungieren, so dass
Fibrinogen an Leukozyten binden kann. Da die CD11b-Expression vom
Aktivierungszustand des Leukozyten abhangt, kann die Fibrinogen-Bindung an

Monozyten und PMNL als Indikator dienen. Das gebundene Fibrinogen kann
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seinerseits Uber CD11b-abh&ngige signaltransduzierende Mechanismen zu einer
Aktivierung des Leukozyten fihren. AuBerdem ist Fibrinogen auf diesem Wege an der
Ausbildung von Thrombozyten-Leukozyten-Assoziaten beteiligt (RUBEL, 2002; LOSCHE,
2001).

1.4.3.2. Fibrinogen-Antikdrper-Bindung an Leukozyten

Im Gegensatz zur Beurteilung der Bindung von in vitro zugesetztem Fibrinogen an
Leukozyten, erlaubt die Messung mittels eines Fibrinogen-Antikérpers Aussagen Uber
die Menge an Fibrinogen, das bereits in vivo an Monozyten und PMNL gebunden hat.

Auch hierliber lasst sich der Aktivierungszustand der Leukozyten beurteilen.

1.4.3.3. CD11b-Antikérper-Bindung an Leukozyten

Der in dieser Arbeit verwendete CD11b-Antikérper richtet sich gegen die a-Untereinheit
des Integrins Mac-1 (CD11b/CD18), welches nach Aktivierung auf der Oberflache von
Monozyten und PMNL prasentiert wird. CD11b wird in der frGhen Phase der
Entzindungsreaktion exprimiert und vermittelt unter anderem die Migration von
Leukozyten in das entziindete Gewebe und deren Interaktion mit anderen Zellen
(MONNERET, 2003). Die Expression von CD11b auf Monozyten und PMNL ist bei der
Sepsis gesteigert und ist ein guter Indikator fiir den in vivo-Aktivierungszustand der
Leukozyten. Dabei besteht eine gewisse Korrelation zwischen dem AusmalB der
CD11b-Expression und der Schwere der Sepsis (RUSSWURM, 2002). In einigen
Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Patienten mit einem Multiorganversagen eine
weniger ausgepragte CD11b-Expression aufwiesen als Patienten mit einer Sepsis
ohne Multiorganversagen. Als Ursache hierfir kann entweder die schnelle Migration
der besonders stark aktivierten Leukozyten Uber Adhasionsmolekile aus dem
Blutstrom in Betracht gezogen werden, oder aber eine Funktionsstérung der
Leukozyten bei besonders schwer erkrankten Patienten (MULLER KOBOLD, 2000).
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1.5. Thrombozyten-Leukozyten-Interaktion

1.5.1. Interaktion zwischen Thrombozyten und Leukozyten

Zwischen den Prozessen der Blutgerinnung und der Entziindungsreaktion besteht eine
enge Beziehung, die sich in zahlreichen Interaktionen zwischen Thrombozyten,
Leukozyten und Endothelzellen widerspiegelt. Aktivierte Thrombozyten sind in der
Lage, Uber freigesetzte Substanzen die Degranulation, Chemotaxis und Phagozytose
der Leukozyten zu férdern. Zu diesen Substanzen zahlen zum Beispiel ADP, Platelet
Derived Growth Factor (PDGF), Platelet Factor 4 und Thromboxan A,. Zusatzlich
kénnen sie die Adhéasion und das Rollen von Leukozyten am Endothel verstarken.
Auch aktivierte Leukozyten kénnen Uber die Freisetzung von Platelet-Activating Factor
(PAF), O27, NO, ADP, Elastase und Cathepsin G bei ruhenden Thrombozyten eine
Aggregation und Sekretion bewirken (LI, 2000).

Zwischen Thrombozyten und Leukozyten findet ein transzellularer Arachidonsaure-
Metabolismus statt. Aus Thrombozyten stammende freie Arachidonsauren werden von
Leukozyten aufgenommen und zu Leukotrien B, verstoffwechselt. Die Plattchen selbst
sind zu diesem Schritt nicht in der Lage, denn sie besitzen die dafiir nétige 5-
Lipoxygenase nicht. Andererseits wird von den Leukozyten Leukotrien A, synthetisiert,
welches von Thrombozyten zu Leukotrien C4 und Lipoxin A, weiterverarbeitet wird (DE
GAETANO, 1999; LI, 2000).

Auch bei der Adhasion und dem Rollen von Leukozyten auf geschadigtem Endothel
sind Thrombozyten beteiligt, insbesondere wenn am Ort des Endothelschadens bereits
aktivierte Plattchen gebunden sind. Uber das thrombozytare P-Selektin kommt es zu
einer ersten Adhasion, die anschlieBend durch die Bindung des leukozytaren Integrins
amBz (Mac-1, CD11b/CD18) an das thrombozytére Glykoprotein Iba gefestigt wird.
Vermittelt durch diese Rezeptoren wandern die Leukozyten anschlieBend weiter durch
die Schicht aus Blutplattchen in das subendotheliale Gewebe ein (EHLERS, 2003).

1.5.2. Assoziate aus Thrombozyten und Leukozyten

Neben der oben beschriebenen Interaktion kommt es auch zu direkten zellularen

Bindungen zwischen Thrombozyten und Leukozyten, welche als Assoziate bezeichnet
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werden. Dabei binden in der Regel mehrere aktivierte Thrombozyten an einen
aktivierten Leukozyten (Abb. 1.9.).

10

Abb. 1.9. Thrombozyten-Monozyten-Assoziate. Monozyten erscheinen als dunkle Zellen,
Thrombozyten als helle FITC-markierte Zellen. Konfokalmikroskopische Aufnahme (aus: DA
COSTA MARTINS, 2004).

Die Ausbildung der Thrombozyten-Leukozyten-Assoziate wird in erster Linie durch die
Bindung des thrombozytaren P-Selektin an den P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1
(PSGL-1) der Leukozyten vermittelt. Durch die Bindung an PSGL-1 werden zuséatzlich
intrazelluldre Signalkaskaden ausgeldst, die unter anderem durch Src-Kinasen eine
Phosphorylierung von Thyrosinen bewirken. Als Folge wird die Adhé&sion an
Thrombozyten Uber das Integrin auB. (Mac-1, CD11b/CD18) gesteigert, welches an
das Glykoprotein Iba bindet (EVANGELISTA, 2003). Es kommt aber auch eine Assoziate-
Bildung Uber Proteinbriicken vor. Fibrinogen kann Uber das Glykoprotein llb/llla an
Blutplattchen binden und gleichzeitig Uber aump. (Mac-1, CD11b/CD18) einen
Leukozyten festhalten. Auch Thrombospondin-1 kann Uber das Glykoprotein IV (CD36)
sowohl Thrombozyten als auch Leukozyten binden und so ebenfalls an der Ausbildung
von Assoziaten beteiligt sein. Der enge Kontakt, der so zwischen den Zellen entsteht,
erleichtert die Interaktion und den transzelluldren Stoffwechsel der Zellen. AuBerdem
fordert die Ausbildung der Assoziate die Adhasion und Migration der Leukozyten am
geschadigten Endothel der GefaBwand (HU, 2003). Die Bildung von Assoziaten ist vor
allem vom Aktivierungszustand der Thrombozyten abhangig. Je starker die
Thrombozyten aktiviert sind, desto mehr kommt es zur Bildung von Assoziaten mit
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Leukozyten, da das verantwortliche P-Selektin nur von aktivierten Plattchen prasentiert
wird. Der Aktivierungszustand der Leukozyten spielt dagegen nur eine untergeordnete
Rolle, da diese den Rezeptor PSGL-1 standig auf ihrer Oberflache préasentieren (LI,
2000).

Monozyten sind an der frlhen Entzindungsreaktion beteiligt und spielen bei der
Entstehung von arteriosklerotischen Plaques eine entscheidende Rolle. Thrombozyten-
Monozyten-Assoziate férdern Uber P-Selektin und PSGL-1 die Bindung vieler
Monozyten aneinander, so dass sich die so genannten Monozyten-Cluster ausbilden.
Zusatzlich vermitteln die Assoziate die Adhasion von Monozyten an das geschéadigte
Endothel (DA COSTA MARTINS, 2004). Bei Untersuchungen von Neutrophilen
Granulozyten zeigte sich, dass sowohl die Thrombozyten als auch die Granulozyten,
die an Assoziaten beteiligt sind, starker aktiviert sind, als einzeln vorliegende Zellen.
Die Ausbildung der Assoziate fuhrt zu funktionellen und phénotypischen
Verédnderungen der beteiligten Zellen. Platelet Activating Factor (PAF), pB-
Thromboglobulin, Interleukin-1 und andere Substanzen der Thrombozyten flhren zu
einer Aktivierung der Leukozyten, wahrend leukozytédre Substanzen zu einer Plattchen-
Aktivierung fuhren. Als Folge aktivieren sich die Thrombozyten und die Leukozyten
gegenseitig maximal, und es kommt zu einer starken Adhasion an das GeféBendothel.
Gleichzeitig steigert sich die Phagozytoseaktivitat der Leukozyten (PETERS, 1999).

Im Rahmen einer Sepsis bzw. eines SIRS kommt es zu einer Aktivierung von
Gerinnungs- und Entzindungssystemen. Daher ist auch bei septischen Patienten die
Anzahl an zirkulierenden Thrombozyten-Leukozyten-Assoziaten deutlich erhéht. Dies
kann im Verlauf der Sepsis zu einer Obstruktion von Kapillaren fihren und so die
Mikrozirkulation in den Endorganen beeintrachtigen. Dieser Vorgang spiegelt sich in
der Tatsache wieder, dass bei Patienten mit manifestem Multiorganversagen die
Anzahl der Thrombozyten-Leukozyten-Assoziate signifikant verringert ist. Offensichtlich
werden die Assoziate in den Kapillaren festgehalten und verschlieBen diese
(KIRSCHENBAUM, 2000). Es zeigt sich eine gute Korrelation zwischen der verringerten
Anzahl von Thrombozyten-Leukozyten-Assoziaten und der Prognose des einzelnen
Patienten (PETERS, 1999).
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1.6. Zielsetzung dieser Arbeit

In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob die Gabe von gerinnungs- und
inflammationsmodulierendem Thrombospondin-1 eine neue Option in der Therapie der
Sepsis bzw. des SIRS sein kénnte. Da verschiedene bekannte Funktionen vom
Konformationszustand  des = Thrombospondins  abhangen,  wurden  zwei
Thrombospondine eingesetzt, welche sich in ihrer Konformation unterschieden.
Wahrend  einer  prospektiven,  kontrollierten,  randomisierten,  verblindeten
tierexperimentellen Studie am chronisch instrumentierten Schaf wurden Aktivierungs-
und Funktionsparameter von Thrombozyten und Leukozyten im Durchflusszytometer
gemessen, nachdem durch die Dauerinfusion von Lipopolysaccharid ein SIRS
ausgeldst wurde. Dabei wurde untersucht, ob die Gabe von Thrombospondin-1 in 2
Chargen bei einem LPS-induzierten SIRS diese Parameter positiv beeinflussen kann.

Die gemessenen Parameter sollen zusatzlich Informationen (dber den
Funktionszustand von Thrombozyten und Leukozyten, sowie die Thrombozyten-
Leukozyten-Interaktion im Rahmen des LPS-induzierten SIRS liefern, um daraus

eventuell neue Verlaufs- und Prognoseparameter abzuleiten.
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2. Material und Methoden

2.1. Gerate

Durchflusszytometrie

Durchflusszytometer FACScan (Becton Dickinson, Heidelberg)
Computersystem PowerMac 7600/132 (Apple, U.S.A.)

Steuer- und Auswerteprogramm CellQuest 3.1f (Becton Dickinson, Heidelberg)
Drucker Phaser750N (Tektronix, Kéln)

Saulenchromatographie

Chromatographie-Saulen 30ml und 177ml (BioRad, Minchen)
Peristaltische Pumpe P1 (Pharmacia, Freiburg)

Photometer und optische Einheit UV1 (Pharmacia, Freiburg)
Zwei-Kanal-Schreiber REC 102 (Pharmacia, Freiburg)
Fraktionssammler FRAC-100 (Pharmacia, Freiburg)
Fraktionssammler Model 2119 (BioRad, Munchen)

Gelelektrophorese

Vertikalelektrophoresekammer SE600 (Hoefer, U.S.A.)
Netzgerate LKB197, LKB2103 (Pharmacia, Schweden)
Geltrockner Model 543 (BioRad, Miinchen)

Photometrie

Photometer Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech, Calbiochem, Bad Soden)
ELISA-Reader Photometer MRX (Dynatech, Denkendorf)

Drucker HP Deskjet 520 (Hewlett-Packard, Béblingen)

Zentrifugen

Zentrifuge B4i (Jouan, Frankreich)

Zentrifuge 301K (Sigma, Osterode)

Zentrifuge Biofuge A (Heraeus, Hanau)
Ultrazentrifuge Avanti HP-30 | (Beckman, Miinchen)
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Sonstige Gerate

Zellzahlgerat CellCounter 9000 (Serono Baker Diagnostics, U.S.A.)
Analysenwaage AES50 (Mettler-Toledo, Schweiz)

Waage 2355 (Sartorius, Géttingen)

pH-Meter STH600 (WTB, Weilheim)

Brutschrank T 6060 (Heraeus, Hanau)

Eismaschine Scotsman AF10 (Fisher Scientific, Nidderau)
Wasseraufbereitungsanlage Elix10 und Milli-Q-biocel (Millipore, Eschborn)

Gerate im Tierstall

HZV-Computer 9520 A CO (Edward Lifescience, U.S.A.)
Monitor Hellige Servomed (Hellige, Freiburg)

Perfusor Secura (B. Braun, Melsungen)

Tropfenregler Regu-Flo Il (Smiths Medical, Kirchseeon)
Thermistor Durchflussgehause (Baxter, UnterschleiBheim)
Druckwandler-Set 3DT-XX BD (Ohmeda, Erlangen)

2.2. Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben,
von folgenden Firmen bezogen:

BioRad (Munchen), Sigma (Deisenhofen), Kraft (Duisburg), Riedel-de-Haén (Seelze),
Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), B. Braun (Melsungen).

2.3. Antikorper

Antigen Spezifitat Herkunft | Klon Konjugation | Bezugsquelle
Integrin aM-Chain Rind, Maus CC126 - DPC Biermann,
C3bi (CD11b) Schaf Bad Neuheim
GPllIb/llla Complex | Schaf Maus 35E4 - DPC Biermann,
(CD41/61) Bad Neuheim
Fibrinogen Mensch, Kaninchen | polyklonal |FITC DAKO,

Schaf Danemark

Tab. 2.1. In dieser Arbeit verwendete Antikdrper
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2.4. Tiere

2.4.1. Genehmigung der Tierversuche

Die Tierversuche waren gemdB §8 des Tierschutzgesetzes durch das
Regierungsprasidium Mdinster unter dem Aktenzeichen 23.0835.1.0 (G57/99)
genehmigt. Alle Versuche wurden unter Einhaltung der deutschen Tierschutz-
verordnung durchgeflhrt.

2.4.2. Tiere und Tierhaltung

Die Untersuchungen fir diese Arbeit erfolgten an weiblichen Schwarzképfigen
Fleischschafen, die aus einem landwirtschaftlichen Betrieb in der Region Minster
stammten. Die Schafe waren etwa 9 bis 12 Monaten alt und hatten ein
durchschnittliches Korpergewicht von 35kg (29-53kg). Vor Beginn der Untersuchung
wurden die Schafe in der Gruppe im Tierstall der Zentralen Tierexperimentellen
Einrichtung des Universitatsklinikums Minster in Laufstallhaltung mit Auftriebsltftung
gehalten. Die Laufflaiche betrug etwa 18m2 und war mit Stroheinstreu bedeckt. Die
Fltterung erfolgte mit Heu und einer Kraftfuttermischung. In diesem Stall verbrachten
die Tiere mindestens eine Woche vor Beginn der Versuche. Die Betreuung und
Fltterung der Tiere erfolgte durch die Tierpfleger der Zentralen Tierexperimentellen
Einrichtung. Wahrend der eigentlichen Untersuchung wurden die Schafe in einem
Spezialkafig gehalten, dem so genannten Stoffwechselkéfig. In ihm konnten die Tiere
stehen oder sitzen und hatten jederzeit freien Zugang zu Futter und Wasser. Kot und
Urin fielen durch einen Gitterrost in ein Auffangbehaltnis. Vor und wéahrend der
Versuche wurden die Schafe durchgehend durch eine Tierarztin betreut.

2.5. Durchfiihrung des Versuchs

Am Tag vor der Untersuchung wurden die Schafe in ihrem Gehege eingefangen. Sie
erhielten eine Narkose mit intramuskular applizierten 1000mg Ketamin (Ketanest® S,
Pfizer, Karlsruhe). Nach der Messung des Gewichts wurde den Schafen in die rechte
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Vena jugularis externa unter sterilen Bedingungen in Seldinger-Technik eine
Einflhrschleuse (9F Schleuseneinfiihrbesteck, Arrow, Erding) gelegt und dort mit
Ethicon Vicryl 2/0-Faden (Johnson&Johnson, Belgien) verndht. Uber die Schleuse
erhielten die Schafe dann fir die restliche Dauer der Instrumentierung eine Narkose
mit in regelmaBigen Abstanden intravends appliziertem Propofol (Disoprivan®, Astra
Zeneca, Wedel). Uber die Einfiihrschleuse in der Vena jugularis externa wurde ein
venéser Swan-Ganz Thermodilutionskatheter (Edwards Lifesciences, U.S.A.)
vorgeschoben und in die Lungenstrombahn eingeschwemmt. Uber eine Arteria
femoralis wurde ein arterieller Katheter (18G-Leader-Cath, Vygon, Aachen) unter
sterilen Bedingungen in Seldinger-Technik in die Aorta abdominalis eingebracht und
ebenfalls mit Ethicon Vicryl 2/0-Faden vernaht. Uber die eingebrachten Katheter
konnten fir die Tiere schonend Blutproben gewonnen und ein kontinuierliches
Monitoring der hamodynamischen Parameter durchgefihrt werden. Um einer
iatrogenen Infektion wahrend der Instrumentierung vorzubeugen, erhielten die Schafe
nach der Instrumentierung einmalig 2000mg Cefotaxim (Cefotaxim Abbott®, Abbott,
Wiesbaden) intravends. Die Propofol-Narkose wurde jetzt beendet und die Schafe bis
zum Ende der Untersuchung in die Stoffwechselkafige verbracht. Etwa 10 Minuten
nach der letzten Propofol-Injektion waren die Tiere vollstandig wach und begannen

kurze Zeit spater bereits wieder zu fressen.

Nach etwa 12 Stunden Erholungsphase erfolgte der Beginn der Untersuchung.
Wahrend des gesamten Versuchs erhielten die Schafe eine Dauertropfinfusion mit
Substitutionslésung zur Hamofiltration SH 27 (Braun Schiwa, Glandorf) mit einer
Flussgeschwindigkeit von 3ml/kgKkG/h. Uber den Katheter in der Arteria pulmonalis
wurde den Schafen vor Beginn der Untersuchung gemischt-vendses Blut in einer 10ml-
Citrat-Monovette (Becton Dickinson, Heidelberg) abgenommen und
durchflusszytometrisch untersucht (siehe Kapitel 2.14.). Dieser Wert diente als Nullwert
(Baseline). Jedes Schaf wurde danach randomisiert und einfach-blind einer der
Versuchsgruppen zugeteilt.

Die erste Gruppe (Verum-Gruppe, n=5) erhielt 150ml einer 0,9%-NaCl-Lésung, welche
die jeweilige zu untersuchende Substanz enthielt, intravends appliziert. Dabei erhielten

drei Schafe das Verum der Charge A, zwei Schafe das Verum der Charge B. Der Inhalt
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der infundierten Lésung war den Untersuchern nicht bekannt. Nach 30 Minuten erfolgte
eine weitere Blutentnahme analog zur ersten, um einen Effekt des Verums allein
auszuschlieBen. Direkt im Anschluss an diese Blutentnahme erhielten die Schafe tUber
einen Perfusor eine i.v.-Dauerinfusion mit Lipopolysaccharid (LPS) von Salmonella
typhimurium (Sigma, Deisenhofen) mit einer Dosierung von 10ng/kgKG/min, um ein
SIRS auszulésen. Danach erfolgten Blutentnahmen wie oben beschrieben nach 1
Stunde, 2 Stunden, 4 Stunden, 8 Stunden, 12 Stunden und 24 Stunden (Tab. 2.2.).

Die zweite Gruppe (Placebo-Gruppe, n=9) erhielt 150ml einer 0,9%-NaCl-Lésung ohne
weitere Zusatze intravends appliziert. Den Untersuchern war der Inhalt der Lésung
nicht bekannt. Auch bei diesen Tieren wurde nach 30 Minuten eine Blutenthahme
durchgefihrt. Danach erfolgte ebenfalls die i.v.-Dauerinfusion mit Lipopolysaccharid
und weitere 6 Blutentnahmen wie oben flr die Verum-Gruppe beschrieben (Tab. 2.2.).

Zeitpunkt | Verumgruppen Placebogruppe

— 30 min. | Blutentnahme Baseline Blutentnahme Baseline
—29 min. | 150ml NaCl-Lésung mit Verum i.v. 150ml NaCl-Lésung i.v.

+ 0 min. |Blutentnahme ,Verumeffekt’ Blutentnahme ,Verumeffek?t’
+ 1 min. | Start der LPS-Infusion (10ng/kgKG/min) | Start der LPS-Infusion (10ng/kgKG/min)
+1h Blutentnahme 1. Stunde Blutentnahme 1. Stunde
+2h Blutentnahme 2. Stunde Blutentnahme 2. Stunde
+4h Blutentnahme 4. Stunde Blutentnahme 4. Stunde
+8h Blutentnahme 8. Stunde Blutentnahme 8. Stunde
+12h Blutentnahme 12. Stunde Blutentnahme 12. Stunde
+24h Blutentnahme 24. Stunde Blutentnahme 24. Stunde

Tab. 2.2. Ubersicht iiber den Versuchsablauf fiir die Versuchsgruppen.

Nach der letzten Blutentnahme erfolgte eine schmerzlose Euthanasie der Schafe in
tiefer Propofol-Narkose mit 100ml intravends applizierter 7,45%-Kaliumchloridlésung
(B. Braun, Melsungen), welche einen Herzstillstand auslost.
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2.6. Thrombospondin-1

2.6.1. Aufreinigung des Thrombospondins-1

Thrombospondin-1 (TSP-1) ist ein Protein, das in den a-Granula von Thrombozyten
enthalten ist. Auftkonzentrierte Thrombozyten wurden mit Thrombin aktiviert, woraufhin
diese den Inhalt lhrer a-Granula ausschutteten. Das so freigesetzte Thrombospondin-1
wurde anschlieBend aus der Lésung prapariert.

Die Thrombozyten wurden aus Buffy Coats gewonnen, die vom Deutschen Roten
Kreuz Minster zur Verfligung gestellt wurden. Ein Buffy Coat ist die Restmenge einer
Vollblutspende, der nach Zentrifugation die sedimentierten Erythrozyten und das
Plasma enthommen wurden. In der Restmenge verbleiben vor allem Leukozyten und
Thrombozyten. Jeweils zehn Buffy Coats wurden mit 300ml Buffy Coat-Waschpuffer
vorsichtig vermischt, dann in 40ml-Falcon-Réhrchen (Saerstedt, Ingelheim) gefillt und
anschlieBend far 10 Minuten mit 1400rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert, um die
verbleibenden Erythrozyten vom Plattchenreichen Plasma (PRP) zu trennen. Das PRP
wurde abgenommen und dann fir 10 Minuten mit 2200rpm bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der aus plattchenarmem Plasma (PPP)
bestehende Uberstand abgenommen und verworfen. Im Rdhrchen verblieben
sedimentierte Thrombozyten und Leukozyten, welche vorsichtig in CGSE-Puffer
resuspendiert wurden. Die so entstandene Suspension wurde fir 5 Minuten mit
1400rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Wahrend der Uberstand mit den
enthaltenen Thrombozyten abgenommen und weiterverwendet wurde, konnten die
abzentrifugierten Leukozyten verworfen werden. Durch diese Vorgehensweise wurden
die Thrombozyten der Buffy Coats von Plasma, Erythrozyten und Leukozyten getrennt.
Die thrombozytenreiche Suspension wurde ihrerseits fir 10 Minuten mit 2200rpm bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Der jetzt thrombozytenfreie Uberstand wurde verworfen,
wahrend die verbleibenden Thrombozyten-Pellets vorsichtig in wenigen Millilitern
Aggregationspuffer resuspendiert und anschlieBend vereinigt wurden. Der pH-Wert der
entstandenen Thrombozyten-Suspension wurde mit NaOH auf pH7,6 eingestellt.

Nun erfolgte die Aktivierung der in hoher Konzentration vorliegenden Blutplattchen, um
eine Degranulation und damit die Freisetzung des Thrombospondins-1 aus den a-
Granula zu bewirken. Ausgelést wurde die Thrombozyten-Aggregation, indem die

Suspension mit 2U/ml Rinder-Thrombin (Sigma, Deisenhofen) versetzt wurde. Nach
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mittelstarker Gerinnselbildung wurde die Aktivierung der Thrombozyten mit 11U/ml
Hirudin (Loxo, Dossenheim) beendet, welches als spezifischer Thrombin-Inaktivator
wirkt. Um alle Zellen und Zellreste zu entfernen, wurde die Suspension nun flr 20
Minuten mit 3200rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der zellfreie Uberstand wurde
abgenommen und mit Protease-Inhibitoren versetzt (48uM Leupeptin und 250uM
PMSF), damit die enthaltenen Proteine nicht vorzeitig abgebaut wurden. Uber Nacht
wurde die Lésung bei —80°C eingefroren. Am néchsten Tag wurde die Lésung nach
raschem Auftauen mit 80.000g bei 4-8°C fiir 60 Minuten zentrifugiert, um Fibrinfaden
zu entfernen. AnschlieBend erfolgte die Auftrennung der Ldsungsbestandteile Gber
eine Affinitdts-Chromatographie-Saule (BioRad, Mdinchen). Sie wies einen
Innendurchmesser von 1,8cm auf, war mit 30ml Heparin-Sepharose-Gel (Amersham,
Schweden) befiillt und wurde zunéchst mit Aquilibrierungspuffer aquilibriert. Nachdem
die Lésung vollstandig in die Saule eingelaufen war, wurden die verschiedenen
Proteinbestandteile nacheinander mit Aquilibrierungspuffer mit einem von 150mM iber
250mM und 350mM bis auf 600mM steigenden Natriumchlorid-Gradienten
ausgewaschen. Erst wenn das angeschlossene Photometer anzeigte, dass mit dem
aktuellen Puffer keine Proteine mehr aus der S&ule gewaschen wurden, erfolgte der
Wechsel auf den Puffer mit der nachsthéheren NaCl-Konzentration. Das
Thrombospondin-1 bleibt bei niedrigen NaCl-Konzentrationen an das Gel der S&ule
gebunden, wahrend andere Proteine sich von der Sdule I6sen und mit dem Puffer
ausgespult werden. Erst bei einer NaCl-Konzentration von 600mM wird die Bindung
von Thrombospondin-1 an das Gel getrennt und es wird aus der Saule gewaschen.
Das Eluat wurde mit einem Fraktionssammler (BioRad, Minchen) fraktioniert
aufgefangen (Abb. 2.1.).
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Abb. 2.1. Proteingehalt des fraktioniert aufgefangenen Eluats bei einer NaCl-Konzentration von
600mM mit einem Photometer gemessen und einem Zwei-Kanal-Schreiber aufgezeichnet. TSP-
1= Thrombospondin-1. 1-10: aufgefangene Fraktionen.

AnschlieBend wurde die Reinheit des aufgefangenen Thrombospondins-1 in einer
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) fir kleine Gele (siehe Kapitel 2.8.) nachgewiesen
(Abb. 2.2.). Nach festgestellter Reinheit erfolgte die Aufkonzentrierung und Entsalzung
der Thrombospondin-1-Lésung mit dem Vivaspin-System (Vivascience, Géttingen). Die
Filtrationsgr6Be des verwendeten Filters betrug dabei 30.000Da. 20ml der
Thrombospondin-1-Lésung wurden dafiir in ein Vivaspin-GefaB gegeben und fir 30
Minuten mit 3200rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Dabei wurde die salzhaltige
Lésung abfiltriert, wahrend die Proteine durch den Filter im GefaB zurlickgehalten
wurden. Das abfiltrierte Volumen wurde durch Ca?*-TBS-Puffer wieder aufgefiillt und
erneut for 30 Minuten mit 3200rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Dieser Vorgang
wurde noch zweimal wiederholt, so dass die NaCl-Konzentration der Thrombospondin-
1-Lésung auf etwa 150mM verringert wurde. Die Endkonzentration der aufgereinigten
Thrombospondin-1-Lésung wurde mit einem BCA-Test ermittelt. Der Unterschied
zwischen den Chargen A und B kann aus Schutzgriinden hier nicht genannt werden.



Material und Methoden 41

MGimarker M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
200kDa >
L A < TSP-1
116kDa > - 2
97kDa >
66kDa >
-— aa

Abb. 2.2. Gelelektrophorese (SDS-PAGE) des aufgereinigten Thrombospondins-1 in
reduzierter Form. MGyawer= Molekilgewicht der Markerbanden, M= Marker, 1-10= Fraktioniert
aufgefangenes Eluat, TSP-1= Thrombospondin-1-Monomere.

= Verwendete Puffer und Lésungen:
e Buffy Coat-Waschpuffer (pH6,5):

= 30mM Natriumcitrat
= 100mM Natriumchlorid
= 3mM Kaliumchlorid
=  9,6mM Glucose
= 2mM EDTA

e CGSE-Puffer (pH 6,5):
= 29mM Natriumcitrat
= 120mM Natriumchlorid
= 30mM Glucose
= 5mM EDTA

e Aggregationspuffer (pH 7,8):
= 150mM Natriumchlorid
= 20mM Tris
=  5mM Glucose

=  10mM Calciumchlorid

= 1mM Magnesiumchlorid
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e Aquilibrierungspuffer (pH 7,4):
= 10mM HEPES
= 2mM Calciumchlorid
= 1mM Magnesiumchlorid
= 150mM (250mM, 350mM, 600mM) Natriumchlorid
= 100pM PMSF
= 2uM Leupeptin

e Ca®-TBS-Puffer (pH 7,4):
= 10mM Tris
= 150mM Natriumchlorid
=  2mM Calciumchlorid

2.6.2. Markierung des Thrombospondins-1 mit Fluoresceinisothiocyanat

Um die Thrombospondin-1-Bindung an Thrombozyten und Leukozyten im
Durchflusszytometer nachweisen zu koénnen, wurde es mit dem Farbstoff
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) markiert. Dazu wurde in der aufgereinigten
Thrombospondin-1-Lésung FITC an Celite 10% (Calbiochem, Bad Soden) geldst,
wobei das Konzentrationsverhaltnis zwischen FITC und Thrombospondin-1 1:1 gewahlt
wurde. Fir 48 Stunden wurde die Loésung in Dunkelheit bei 4°C unter leichter
Bewegung inkubiert. Um die nicht gelésten FITC-Bestandteile zu entfernen, wurde die
Lésung far 5 Minuten mit 13.000rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Danach wurde
der Uberstand auf Sephadex G-25M PD-10 Gelfilirationssaulen (Amersham,
Schweden) aufgetragen, die vorher mit Ca*-TBS-Puffer aquilibriert wurden. Die
Eluation der FITC-TSP-1-Komplexe unter Retention der freien FITC-Molekulle in der
Séule erfolgte nach Herstellerangaben mit Ca?*-TBS-Puffer. Um festzustellen, wie viele
FITC-Molekile an ein Thrombospondin-1-Molekil gebunden hatten, wurde das
FITC/Protein-Verhaltnis ermittelt. Hierfir wurde das Eluat photometrisch bei einer
Wellenlange von 280nm (Absorption durch Proteine) und 495nm (Absorption durch
FITC) vermessen. Eine Bindung von durchschnittlich 3-6 FITC-Molekilen an ein
Thrombospondin-1-Molekul wurde dabei erreicht. Die Berechnung des FITC/Protein-
Verhéltnisses (molar F/P ratio) und der Thrombospondin-1-Konzentration, kontrolliert
durch einen BCA-Test, erfolgte nach diesen Formeln:
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e molar F/P ratio = (A4gs X C) / (A2go — (As95 X 0,35))
e Konzentrationtsp (mg/ml) = (Aggo — (A4gs X 0,35)) / Etsp

wobei: C = (MGrsp X e1sp) / (MGErre X &ri7c)
Ayg5 = Absorption bei 495nm (FITC)
Aogo = Absorption bei 280nm (Protein)
MGsp = Molekiilgewicht TSP (450.000Da)
MGt = Molekillgewicht FITC (390Da)
ersp = Extinktionskoeffizient Thrombospondin (1,05)
errc = Extinktionskoeffizient FITC (195)

Die so gewonnene L&sung mit FITC-markiertem Thrombospondin-1 wurde bis zur

endgiiltigen Verwendung bei —80°C eingefroren.

= Verwendete Puffer und Lésungen:
e Ca*-TBS-Puffer (pH 7,4):
= 10mM Tris
= 150mM Natriumchlorid

= 2mM Calciumchlorid

2.7. von-Willebrand-Faktor
2.7.1. Aufreinigung des von-Willebrand-Faktors

Der von-Willebrand-Faktor wurde aus dem Praparat Haemate® HS 500 (Centeon
Pharma, Marburg) gewonnen. Dieses enthélt von-Willebrand-Faktor, Humanalbumin
und den Gerinnungsfaktor VIII. Das Trockenpulver von Haemate® HS 500 wurde in 3ml
Aqua dest. aufgelést. In dieser Losung wurde nach erneuter Zugabe von 3ml Aqua
dest. das Trockenpulver einer weiteren Einheit Haemate® HS 500 gelést. Um den von-
Willebrand-Faktor von den (brigen Bestandteilen des Haemate® zu trennen, wurde
eine  Gelfiltrations-Chromatographie-Saule  (BioRad, = Muinchen) mit einem
Gesamtvolumen von 177ml und einem Innendurchmesser von 1,5cm verwendet. Sie
war mit BioGel A-15-m-medium (BioRad, Mlnchen) befillt und wurde mit vVWF-Puffer
aquilibriert. Nachdem die Haemate®-Ldsung vorsichtig auf die Saule aufgetragen
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worden war, erfolgte die Eluation mit dem vWF-Puffer. Das Eluat wurde fraktioniert
aufgefangen. Dabei enthielt die erste ausgewaschene Proteinfraktion den von-
Willebrand-Faktor, da die ubrigen kleineren Proteine in den Poren des Gels
zurlckgehalten wurden (Abb. 2.3.).

J VWF

Proteingehalt >

Zeit >
123456789 10

Abb. 2.3. Proteingehalt des fraktioniert aufgefangenen Eluats mit einem Photometer gemessen
und einem Zwei-Kanal-Schreiber aufgezeichnet. vVWF= von-Willebrand-Faktor. 1-10:
aufgefangene Fraktionen.

AnschlieBend wurden in einer Gelelektrophorese (SDS-PAGE) fur groBe Gele (siehe
Kapitel 2.8.) die Fraktionen bestimmt, die von-Willebrand-Faktor enthielten (Abb. 2.4.).

Diese Fraktionen wurden vereinigt. Durch einen BCA-Test wurde die Endkonzentration
ermittelt.

= Verwendete Puffer und Lésungen:
e VWF-Puffer (pH 7,35):
= 50mM Tris
= 150mM Natriumchlorid
= 5mM Natrium-Citrat
= 1mM PMSF
= 2uM Leupeptin
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Abb. 2.4. Gelelektrophorese (SDS-PAGE) des aufgereinigten von-Willebrand-Faktor in
reduzierter Form. MGyaner= Molekllgewicht der Markerbanden, M= Marker, 1-7= Fraktioniert
aufgefangenes Eluat, vWF= von-Willebrand-Faktor-Monomere.

2.7.2. Markierung des von-Willebrand-Faktors mit Fluoresceinisothio-
cyanat

Um die Bindung des von-Willebrand-Faktors (vWF) an Thrombozyten im
Durchflusszytometer messen zu kénnen, wurde er leicht modifiziert nach GOTO (1995)
mit dem Farbstoff Fluoresceinisothiocyanat (FITC) markiert. Um das zu erreichen,
wurde in der aufgereinigten VWF-Lésung FITC an Celite 10% (Calbiochem, Bad
Soden) gelést, wobei ein Konzentrationsverhaltnis zwischen FITC und vWF von 1:60
gewahlt wurde. Die Lésung wurde fir 30 Minuten in Dunkelheit bei 4°C unter leichter
Bewegung inkubiert. Um die nicht gelésten FITC-Molekile zu entfernen, wurde die
Lésung anschlieBend fur 5 Minuten mit 13.000rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert.
Danach wurde der Uberstand auf Sephadex G-25M PD-10 Gelfiltrationssaulen
(Amersham, Schweden) aufgetragen, die vorher mit Ca?-TBS-Puffer aquilibriert
wurden. Entsprechend den Herstellerangaben wurden die FITC-markierten vWF-
Molekiile mit Ca®*-TBS-Puffer aus der Saule eluiert, wahrend die freien FITC-Molekiile
in der Saule verblieben. Um festzustellen, wie viele FITC-Molekiile an ein vWF-Molekiil
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gebunden hatten, wurde das FITC/Protein-Verhéltnis ermittelt. Das Eluat wurde zu
diesem Zweck photometrisch bei einer Wellenlange von 280nm (Absorption von
Proteinen) und 495nm (Absorption von FITC) vermessen. Eine durchschnittliche
Bindung von etwa 2 — 4 FITC-Molekilen an ein vVWF-Molekul wurde dabei erreicht. Die
Berechnung des FITC/Proteinverhéltnisses (molar F/P ratio) und der vWEF-
Konzentration, bestatigt durch einen BCA-Test, erfolgte nach diesen Formeln:

e molar F/P ratio = (A4gs X C) / (Azgo — (Ase5 X 0,35))
e Konzentration,we (Mg/ml) = (Azgo — (Ag9s X 0,35)) / Evwe

wobei: C = (MGywe X ewwr) / (MGerire X €ric)
Augs = Absorption bei 495nm (FITC)
Aogo = Absorption bei 280nm (Protein)
MGwe = Molekulgewicht vWF (250.000Da)
MG rc = Molekiilgewicht FITC (390Da)
ewwr = Extinktionskoeffizient vWF (0,7)
errc = Extinktionskoeffizient FITC (195)

Bis zur endgultigen Verwendung wurde die gewonnene Lésung aus FITC-markierten
vWF-Molekdlen bei —80°C eingefroren.

= Verwendete Puffer und Lésungen:
e Ca®-TBS-Puffer (pH 7,4):
= 10mM Tris
= 150mM Natriumchlorid
= 2mM Calciumchlorid

2.8. Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
2.8.1. Durchfithrung der SDS-PAGE

Die Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist ein
Verfahren, Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen. Dabei bindet
Natriumdodecylsulfat (Sodiumdodecylsulfat) an die hydrophoben Regionen eines
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Proteins und erzeugt so negative Ladungen, deren Starke mit dessen MolekilgrdBe
korreliert. Entsprechend dieser Ladungen wandern die Proteine im elektrischen Feld
unterschiedlich schnell durch ein Netz aus Acrylamid-Ketten und kénnen so durch
dieses Verfahren nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden (COOPER, 1981).

Zunachst wurde das Trenngel hergestellt, indem die Trenngel-L6sung nach Aktivierung
der Polymerisation durch den Radikalstarter Ammoniumpersulfat (APS) und den
Katalysator Tetramethylendiamin (TEMED) zwischen zwei nach auBen abgedichtete
Glasplatten gegossen wurde. Nach erfolgter Polymerisation wurde zwischen die beiden
Glasplatten oberhalb des jetzt festen Trenngels ein Kunststoffkamm eingehéangt.
AnschlieBend wurde die Sammelgel-Lésung ebenfalls durch APS und TEMED aktiviert
und zwischen die Zinken des Kunststoffkammes geflllt. Nach erfolgter Polymerisation
des Sammelgels und vorsichtiger Entfernung des Kamms wurde die so hergestellte
Gelplatte in die Elekirophoresekammer eingebracht, welche dann mit
Elektrophoresepuffer befillt wurde. AnschlieBend wurden die aufzutragenden Proben
vorbereitet. Die Proben wurden jeweils in reduzierter Form und in nicht reduzierter
Form eingesetzt. In den reduzierten Proben wurden durch Hitzewirkung Verbindungen
zwischen den einzelnen Molekilen getrennt. Die Vorbereitung erfolgte nach folgendem

Schema:

A. Kleine Gele (10,1cm x 8,2cm)
a) reduzierte Proben:

Zu 50yl einer jeden Probe wurden 50ul Auftragspuffer und 5ul DTE-
Lésung gegeben. Als Marker wurde ein High-Range Prestained SDS-
PAGE Standard-Marker (BioRad, U.S.A.) verwendet. 5ul Marker wurden
mit 10ul Auftragspuffer und 2,5ul DTE-L6sung versetzt. Alle Ansétze
wurden anschlieBend far 5 Minuten in ein 100°C heiBes Wasserbad
gegeben. Nach kurzem Abklhlen wurden erneut in jeden Ansatz 5pl
DTE-Lésung gegeben, und die Proben fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur geschittelt. Nun wurden 10ul IAA-L6sung zu jedem
Ansatz gegeben und fir 15 Minuten bei Raumtemperatur unter
Bewegung inkubiert.
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b) nicht reduzierte Proben:
50ul jeder zu untersuchenden Probe wurden mit 50ul Auftragspuffer und
10pl NEM-Lésung vermischt. Als Marker wurde ebenfalls ein High-
Range Prestained SDS-PAGE Standard-Marker (BioRad, U.S.A.)
verwendet, von dem 5ul mit 10pl Auftragspuffer und 5ul NEM-Lésung
versetzt wurden. Nachdem alle Ansatze fur 10 Minuten bei
Raumtemperatur auf einem Schuttler inkubierten, wurden jeder Probe
10ul 1AA-Lésung zugegeben und erneut far 15 Minuten bei
Raumtemperatur geschittelt.
B. GroBe Gele (18cm x 16¢cm)
a) reduzierte Proben:
80pl der zu untersuchenden Probe wurden zu 60ul Auftragspuffer und
6ul DTE-L6ésung gegeben. Als Marker wurde auch hier ein High-Range
Prestained SDS-PAGE Standard-Marker (BioRad, U.S.A.) verwendet,
von dem 30ul mit 80ul Auftragspuffer und 6ul DTE-Lésung versetzt
wurden. Alle Ansatze wurden anschlieBend flir 5 Minuten in ein 100°C
heiBes Wasserbad gegeben. Nach kurzem Abkihlen wurden erneut
jeweils 6l DTE-Lésung zugegeben, und die Proben fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur auf einen Schiuttler gestellt. Als nachstes wurden
jedem Ansatz 12pl IAA-L6sung zugegeben und die Proben erneut fir 15
Minuten bei Raumtemperatur unter Bewegung inkubiert.
b) nicht reduzierte Proben:
80ul der zu untersuchenden Probe wurden mit 60ul Auftragspuffer und
12ul NEM-Lésung vermischt. Als Marker wurde wieder ein High-Range
Prestained SDS-PAGE Standard-Marker (BioRad, U.S.A.) verwendet,
von dem 30ul mit 80ul Auftragspuffer und 12ul NEM-L&sung versetzt
wurden. Nachdem alle Ansatze fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur auf
einen Schottler waren, wurden jedem Ansatz 12ul 1AA-Lésung
zugegeben und die Proben erneut fir 15 Minuten bei Raumtemperatur
auf den Schttler gestellt.
Nach der Vorbereitung wurden die Proben in die Taschen eingeflllt, die durch den
Kamm im Sammelgel gebildet wurden. Fir die kleinen Gele wurden jeweils 10ul Probe

pro Tasche aufgetragen, fir die groBen Gele wurden jeweils 60ul Probe pro Tasche
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eingesetzt. AnschlieBend wurde eine Spannung an das Gel angelegt. Fir die kleinen
Gele wurde zunachst ein Stromfluss von 7,5mA pro Gel, nach Erreichen der
Trenngelgrenze 25mA pro Gel erzeugt. Fir die groBen Gele wurden 15mA pro Gel,
spater 50mA pro Gel angelegt, bis die schnellste Proteinfraktion das gesamte Gel
durchwandert hatte. Nach Beendigung des Durchlaufs wurde das Gel aus den
Glasplatten entfernt und far 1 Stunde in Gelfixierlésung gelegt. Nach deren Absaugen
wurde dreimal fir jeweils 20 Minuten Ethanol zugegeben und anschlieBend mit der
Wasserstrahlpumpe wieder abgesaugt.

= Verwendete Puffer und L6sungen:

e Trenngel:
= 15ml Acrylamid-Lésung
= 30ml Trenngelpuffer
= 13ml Aqua bidest.
= 30pl TEMED (BioRad, U.S.A.)
= 2ml APS-Lésung
e Acrylamid-Lésung:
= 4M Acrylamid
= 50mM N-N-Methylenbisacrylamid
e Trenngelpuffer (pH 8,8):
= 7mM Natriumdodecylsulfat
= 750mM Tris
e APS-Lésung:
= 92mM Ammoniumpersulfat
e Sammelgel:
= 1,9ml Acrylamid-Lésung
= 6,25ml Sammelgelpuffer
= 4ml Aqua bidest.
= 15ul TEMED (BioRad, U.S.A.)
= 413l APS-Lésung
e Sammelgelpuffer (pH 6,8):
= 7mM Natriumdodecylsulfat
= 250mM Tris
e Ethanol:
= 6,522M Ethanol
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o Elektrophoresepuffer:
= 25mM Tris
= 200mM Glycin
=  3mM Natriumdodecylsulfat
e Auftragspuffer:
= 8M Harnstoff
= 100mM Tris
= 70mM Natriumdodecylsulfat
e DTE-L6sung:
= 200mM Dithioerythreitol in Auftragspuffer
e NEM-L6sung:
= 40mM N-Ethylmalinimid in PBS
e PBS (pH 7,4):
= 137mM Natriumchlorid
= 2,7mM Kaliumchlorid
= 10,3mM Natriumdihydrogenphosphat
= 1,47mM Kaliumdihydrogenphosphat
e |AA-Lésung:
= 778mM lodacetamid in 1:1-Mischung aus Auftragspuffer und BPB-
Ldsung
e BPB-Lbsung:
= 14mM Bromphenolblau in Auftragspuffer
o Gelfixierldsung:
= 12,5mM Methanol
= 1,66M Eisessig (95% Ethansaure)

2.8.2. Silberfarbung der SDS-PAGE

Um die einzelnen Proteinfraktionen im Gel sichtbar zu machen, erfolgte eine
Silberfarbung. Zu dem in der Gelelektrophorese gewonnen Gel wurde Thiosulfat-
Lésung zugegeben und nach einer Minute mit einer Wasserstrahlpumpe vorsichtig
abgesaugt, um eine Hintergrundfarbung zu verhindern. Danach wurde dreimal fir
jeweils 20 Sekunden Aqua dest. zugegeben und anschlieBend abgesaugt. Fir 20
Minuten wurde nun die Silbernitrat-Lésung auf das Gel gefillt, welche anschlieBend
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durch zweimalige Zugabe von Aqua dest. flir etwa 20 Sekunden ausgewaschen wurde.
Das Silbernitrat reicherte sich in den Proteinfraktionen und in den Markersubstanzen
an. Um das Silbernitrat sichtbar zu machen, wurde die Entwickler-Lésung auf das Gel
gegeben und sofort wieder abgesaugt. Ein weiteres Mal wurde Entwickler-Lésung
eingeflllt und dieses Mal erst abgesaugt, nachdem sich eine deutlich Farbung des
Gels eingestellt hatte. Um den Farbevorgang nun zu beenden, wurde zweimal fir
jeweils eine Minute EDTA-L6sung zugesetzt, die danach fir zehn Minuten durch Foto-
Fixierldsung ersetzt wurde. Im Anschluss an dieses Farbeverfahren wurde das Gel
zunachst fir mindestens 30 Minuten in Aqua dest. gewaschen und anschlieBend auf
einem Geltrockner getrocknet.

= Verwendete Puffer und L6sungen:

e Thiosulfat-L6sung:
= 0,8mM Thiosulfatpentahydrat
e Silbernitrat-Lésung:
= 12mM Silbernitrat in Aqua bidest.
» 2mM Formaldehyd
e Entwickler-Losung:
= 566mM Natriumcarbonat
» 16uM Thiosulfat
* 5mM Formaldehyd
e EDTA-L&6sung:
= 13mM Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
e Foto-Fixierlésung:
= 1:10 Verdiinnung von Superfix® Fixierldsung (Tetenal, Norderstedt)
in Aqua dest.

2.9. Gewinnung des Gerinnungsfaktors VIlla und dessen
Markierung mit Fluoresceinisothiocyanat

Zur Gewinnung des Gerinnungsfaktors Vlla (FVIla) wurden 4,8mg Trockenpulver des
Praparats NovoSeven® (Nordisk, Danemark), welches aus rekombinantem Faktor Vlla
besteht, in 4,8ml Ca?*-TBS-Puffer aufgeldst. AnschlieBend wurde diese Lésung mit
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1mg/ml FITC an Celite 10% (Calbiochem, Bad Soden) vermengt und fir 48 Stunden
unter leichter Bewegung bei 4°C in Dunkelheit inkubiert. Die nicht gelésten FITC-
Molekile wurden nach dieser Zeitspanne durch Zentrifugation fur 5 Minuten mit
13.000rpm bei Raumtemperatur aus der Ldsung entfernt. Danach wurde der Uberstand
auf Sephadex G-25M PD-10 Gelfiltrationssaulen (Amersham, Schweden) aufgetragen,
die vorher mit Ca®*-TBS-Puffer aquilibriert wurden. Nach Herstellerangaben wurden die
FITC-markierten FVlla-Molekille mit Ca®*-TBS-Puffer unter Retention der freien FITC-
Molekile eluiert. Um festzustellen, wie viele FITC-Molekile an ein FVila-Molekul
gebunden hatten, wurde photometrisch das FITC/Protein-Verhaltnis ermittelt, indem es
bei einer Wellenldnge von 280nm (Absorption von Proteinen) und 495nm (Absorption
von FITC) gemessen wurde. Dabei wurde eine Bindung von durchschnittlich 0,4 FITC-
Molekilen an ein FVlla-Molekil erreicht. Offenbar reagierten nicht alle FVlla-Molekdle
mit dem Fluoresceinisothiocyanat, so dass auch unmarkierte FVlla-Molekile in der
Lésung vorlagen. Dieses Phdnomen wurde bereits in anderen Arbeiten beschrieben
und hat keinen Einfluss auf die durchgefiihrten Messungen (MCCALLUM, 1996). Die
Berechnung des FITC/Proteinverhéltnisses (molar F/P ratio) und der FVlla-
Konzentration, die zusatzlich durch einen BCA-Test Uberprift wurde, erfolgte nach

diesen Formeln:

e molar F/P ratio = (A4gs X C) / (Azgo — (A405 X 0,35))
e Konzentrationgy, (mg/ml) = (Asgo — (Ases X 0,35)) / Erviia

wobei: C = (MGrviia X €rvita) / (MGrrre X €rrrc)
Aygs = Absorption bei 495nm (FITC)
Asgo = Absorption bei 280nm (Protein)
MGy 12 = Molekilgewicht FVlla (50.000Da)
MG rc = Molekiilgewicht FITC (390Da)
ervia = Extinktionskoeffizient FVIla (1,39)
errc = Extinktionskoeffizient FITC (195)

Bis zur endglltigen Verwendung wurde die gewonnene Lésung aus FITC-markierten

Faktor-Vlla-Molekilen bei —80°C eingefroren.
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= Verwendete Puffer und Lésungen:
e Ca*-TBS-Puffer (pH 7,4):
= 10mM Tris
= 150mM Natriumchlorid

= 2mM Calciumchlorid

2.10. Gewinnung des Gerinnungsfaktors XIll und dessen
Markierung mit Fluoresceinisothiocyanat

Zur Gewinnung des Gerinnungsfaktors Xl (FXIIl) wurde das Trockenpulver von
12501.E. des FXIll-Konzentrats Fibrogammin® HS (Centeon Pharma, Marburg) in 15ml
Aqua dest. aufgelést. Nach der Zugabe von 12,5mg FITC an Celite 10% (Calbiochem,
Bad Soden) und Inkubation fir 12 Stunden unter leichter Bewegung bei 4°C in
Dunkelheit, wurden die nicht gelésten FITC-Molekile durch Zentrifugation fur 5
Minuten mit 13.000rpm bei Raumtemperatur entfernt. Nach Herstellerangaben wurden
die FITC-markierten FXIIl-Molekille mit Ca®*-TBS-Puffer unter Retention der freien
FITC-Molekille in mit Ca®*-TBS-Puffer &quilibrierten Sephadex G-25M PD-10
Gelfiltrationssaulen (Amersham, Schweden) eluiert. Um festzustellen, wie viele FITC-
Molekile an ein FXIlI-Molekll gebunden haben, wurde das Eluat photometrisch bei
einer Wellenlange von 280nm (Absorption von Proteinen) und 495nm (Absorption von
FITC) vermessen. An ein FXIII-Molektl wurden durchschnittlich 2-3 FITC-Molekile
gebunden. Die Berechnung des FITC/Proteinverhéltnisses (molar F/P ratio) und der
FXIlll-Konzentration, die zusatzlich durch einen BCA-Test bestatigt wurde, erfolgte

nach diesen Formeln:

e molar F/P ratio = (A4gs X C) / (A2go — (As95 X 0,35))
e Konzentrationgx (mg/ml) = (Asgo — (Ases X 0,35)) / Erxmi

wobei: C = (MG X grxan) / (MGrire X €rrre)
Ayg5 = Absorption bei 495nm (FITC)
Aogo = Absorption bei 280nm (Protein)
MG = Molekdiilgewicht FXIII (320.000Da)
MGerc = Molekillgewicht FITC (390Da)
erx1 = Extinktionskoeffizient FXIII (1,38)
errc = Extinktionskoeffizient FITC (195)
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Die gewonnene Ldsung aus FITC-markierten Faktor-XIlI-Molekllen wurde bis zur

endgultigen Verwendung bei —80°C eingefroren.

= Verwendete Puffer und Lésungen:
e Ca®-TBS-Puffer (pH 7,4):
= 10mM Tris
= 150mM Natriumchlorid
= 2mM Calciumchlorid

2.11. Markierung von Fibrinogen mit Fluoresceinisothiocyanat

Leicht modifiziet nach XA (1996) wurde Fibrinogen mit dem Farbstoff
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) markiert, um dessen Bindung an Thrombozyten und
Leukozyten im Durchflusszytometer messen zu kénnen. Dazu wurden 10mg humanes
lyophilisiertes Fibrinogen (Enzym Research Labs, U.S.A.) in 5ml Kopplungspuffer
gelést und anschlieBend mit 5mg FITC an Celite 10% (Calbiochem, Bad Soden)
versetzt. Die Lésung wurde im Dunkeln fir 24 Stunden bei Raumtemperatur unter
leichter Bewegung inkubiert. Nicht gel0ste Bestandteile wurden danach durch 5
Minuten dauernde Zentrifugation mit 13.000rpm bei Raumtemperatur abgetrennt und
die FITC-markierten Fibrinogen-Molekile mittels einer Gelfiltrationssaule (BioRad,
Minchen) von den freien FITC-Molekilen getrennt. Die Sé&ule hatte einen
Durchmesser von 1,8cm, war mit 30ml Sephadex-G25-coarse-Gel (Amersham,
Schweden) beflllt und war zuvor mit PBS-Puffer &quilibriert worden. Die Eluation
erfolgte ebenfalls mit PBS-Puffer. Um festzustellen, wie viele FITC-Moleklle an ein
Fibrinogen-Molekul gebunden hatten, wurde das Eluat photometrisch bei einer
Wellenlange von 280nm (Absorption von Proteinen) und 495nm (Absorption von FITC)
vermessen. Im Durchschnitt wurden 6 FITC Molekile an ein Fibrinogen-Molekul
gebunden. Die Berechnung des FITC/Proteinverhéltnisses (molar F/P ratio) und der
Fibrinogen-Konzentration, die durch einen BCA-Test bestatigt wurde, erfolgte nach
diesen Formeln:
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e molar F/P ratio = (A4gs X C) / (A2go — (As95 X 0,35))
e Konzentrationg, (mg/ml) = (Acgo — (Ases X 0,35)) / Egip

wobei: C = (MG X &rp) / (MGEpre X grrre)
Aygs = Absorption bei 495nm (FITC)
Aogo = Absorption bei 280nm (Protein)
MG, = Molekilgewicht Fibrinogen (340.000Da)
MGegirc = Molekilgewicht FITC (390Da)
erip = Extinktionskoeffizient Fibrinogen (1,51)

errc = Extinktionskoeffizient FITC (195)

Bis zur endgiltigen Verwendung wurde die gewonnene Lésung aus FITC-markiertem
Fibrinogen bei —20°C eingefroren.

= Verwendete Puffer und L6sungen:

e Kopplungspuffer:
= 4 5ml| PBS-Puffer
= 0,5ml Natriumcitratiésung (110mM)
= 24yl 5%-Natriumcarbonat-Lésung
o PBS-Puffer (pH 7,4):
= 137mM Natriumchlorid
= 2 7mM Kaliumchlorid
= 10,3mM Natriumdihydrogenphosphat
= 1,47mM Kaliumdihydrogenphosphat

2.12. Markierung des CD11b-Antikorpers und des CD41/61-
Antikorpers mit Biotin

Ein CD41/61-Antikérper, welcher gegen den Fibrinogen-Rezeptor auf Thrombozyten
(Glykoprotein  llb/llla) gerichtet ist, diente als Thrombozyten-Marker im
Durchflusszytometer. Ein CD11b-Antikdrper wurde als Aktivierungsmarker fur
Leukozyten verwendet. Er richtet sich gegen die Untereinheit eines
leukozytenspezifischen Integrins (am). Um den CD11b-Antikérper und den CD41/61-

Antikérper im Durchflusszytometer detektieren zu kénnen, wurden sie zuvor biotinyliert.
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Dazu wurde das Biotin Labeling Kit (Roche Diagnostics, Mannheim) leicht modifiziert
nach Herstellerangaben eingesetzt. Zunachst wurden 6ml des zu biotinylierenden
Antikbrpers  mittels  Centricon-Konzentratoren  (Amicon, U.S.A.) bei einer
FiltrationsgréBe von 30.000Da und Zentrifugation mit 3200rpm bei Raumtemperatur
auf ein Volumen von 1ml aufkonzentriert. Nach Herstellerangaben wurde der Inhalt
eines GefaBes Biotin-7-NHS in 250ul DMSO aufgeldst. AnschlieBend wurde eine 1:10-
Verdlnnung der Biotin-Lésung in DMSO hergestellt und davon 15ul zur Antikérper-
Lésung zugegeben. Es folgte die Inkubation unter leichter Bewegung flr 2 Stunden bei
Raumtemperatur. Die mit Sephadex-G25 beflllte Gelfiltrationssaule des Biotin Labeling
Kit wurde mit 5ml der mitgelieferten Blockierldsung befllt und anschlieBend mit 30ml
PBS-Puffer gespult. Durch die Blockierlésung wurden Bindungsstellen der Sepharose
blockiert, die sonst eine direkte Bindung des Biotin an die Sepharose bewirkt hatten.
Nach der Inkubation wurde die Antikdrper-Lésung auf die so vorbereitete Saule
aufgetragen. Damit das einlaufende Gesamtvolumen zusammen mit der
Antikérperldsung genau 2,5ml betrug, wurde das fehlende Volumen durch PBS-Puffer
erganzt. AnschlieBend wurde der biotinylierte Antikérper mit 3,5ml PBS-Puffer eluiert
und fraktioniert aufgefangen. Mittels photometrischer Vermessung der eluierten
Fraktionen bei einer Wellenlange von 280nm (Absorption von Proteinen) wurden die

Antikdérper enthaltenden Fraktionen bestimmt und anschlieBend vereint.

= Verwendete Puffer und Lésungen:
o PBS-Puffer (pH 7,4):
= 137mM Natriumchlorid
= 2, 7mM Kaliumchlorid
= 10,3mM Natriumdihydrogenphosphat

= 1,47mM Kaliumdihydrogenphosphat

2.13. Proteinkonzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung des Proteingehalts in wassrigen Lésungen wurde ein BCA-Protein-
Assay-Testkit (Pierce, U.S.A.) verwendet, dass nach der Bicinchoninsaure-Methode

arbeitet. Grundlage ist die Biuret-Reaktion, bei der Proteine zweiwertiges zu
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einwertigem Kupfer reduzieren. Diese Kupferionen reagieren dann mit jeweils zwei
Bicinchoninsaure-Molekulen (BCA) zu einem Farbkomplex mit einer starken Absorption
bei 562nm, welche linear mit der Proteinkonzentration ansteigt (SMITH, 1985). Die zu
untersuchende Lbésung wurde dabei mit einer Reihe aus Standardproben mit
bekanntem Gehalt an Rinderserumalbumin verglichen. 25ul der Probe bzw. der
Standardreihe wurden in jeweils eine Vertiefung einer ELISA-Microtiterplatte gefuillt.
Fir jede Probe erfolgte eine Doppelbestimmung. AnschlieBend wurde die
Reaktionslésung des Testkits hergestellt, indem 5ml der Reagenz A mit 100ul der
Reagenz B versetzt wurden. 200ul dieser Reaktionslésung wurden jeweils den
Vertiefungen zugegeben. Nach der Inkubation fur 30 Minuten bei 37 °C wurde die Platte
in einem ELISA-Reader photometrisch vermessen, der die Proben mit einer
Wellenldnge von 578nm messen konnte. Aus dem Vergleich der Absorptionen von
Probe und Standardreihe wurde der Proteingehalt der Probe ermittelt.

2.14. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, das die gleichzeitige Messung
verschiedener physikalischer und biochemischer Eigenschaften von lebenden Zellen
erlaubt, die in einem Fllssigkeitsstrom fokussiert sind. Die zu untersuchenden Zellen
werden dazu in Suspension gebracht und Uber eine Kapillare in das Messgerat
gesaugt, wo sie mittels einer Tragerflissigkeit in die Messkammer transportiert werden.
Der FlUssigkeitsstrom verengt sich auf das Zentrum der Messkammer hin, so dass sich
die Flussgeschwindigkeit von wenigen Zentimetern pro Sekunde auf etwa sieben Meter
pro Sekunde steigert. Gleichzeitig dréangt ein von auBen zuflieBender Huillstrom aus
Tragerflissigkeit die Zellen in die Mitte der Flussigkeitssdule. Dieses als
,nhydrodynamische Fokussierung“ bezeichnetet Phdnomen bewirkt, dass die Zellen
einzeln an der Messstelle vorbeigefiihrt und einzeln vermessen werden kénnen (Abb.
2.5.a). Die Vermessung der Zellen an der Messstelle erfolgt mittels eines Argon-
Lasers, der eine Wellenlange von 488nm aufweist. Der Laser-Strahl trifft die
vereinzelte Zelle in der Messkammer und gleichzeitig werden bis zu 5 Eigenschaften
der jeweiligen Zelle erfasst und aufgezeichnet. Trifft der Lichtstrahl auf die Zelle, wird
das Licht in verschiedener Weise gestreut. Ein Teil des Lichts wird in einem Winkel von
3°-10° gestreut und von einem Detektionssystem axial zum Laserstrahl registriert.
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Dieses Vorwartsstreulicht (Forward Angle Light Scatter [FSC]) enthélt Informationen
Uber die ZellgroBe. Ein anderer Teil des Lichts wird in einem Winkel von etwa 90°
gestreut und orthogonal zum Laserstrahl detektiert. Dieses Seitwartsstreulicht
(Sideward Angle Light Scatter [SSC]) ist abhangig von der Granularitdt und
Membranbeschaffenheit der Zelle (Abb. 2.5.b). Zusétzlich lassen sich verschiedene
Farbstoffe im Durchflusszytometer nachweisen. Verwendung finden hierbei vor allem
die Fluorochrome Fluoresceinisothiocyanat (FITC), R-Phycoerythrin (PE) und Peridin-
Chlorophyll-a-Protein (PerCP). Alle diese Farbstoffe lassen sich spezifisch durch den
Laserstrahl mit der Wellenlange von 488nm anregen. Kehren diese Substanzen in
ihren urspringlichen Energiezustand zurlck, emittieren sie ein Licht mit einer
charakteristischen  Wellenlange, das von einem optischen System im
Durchflusszytometer detektiert wird. Die Emissionswellenlangen der drei oben
genannten Fluorochrome Uberschneiden sich dabei nicht bzw. kaum (FITC: 525nm;
PE: 578nm; PerCP: 680nm), so dass gleichzeitig alle drei Farbstoffe auf einer Zelle
detektiert und getrennt ausgewertet werden kdnnen. Die Fluorochrome kénnen dabei
an Antikérper, Proteine oder andere zellbindende Substanzen gekoppelt sein und so

deren Bindung an die untersuchte Zelle quantisieren.

8 Fluoreszenz

7
55C

Abb. 2.5.a. Hydrodynamische Fokus- Abb. 2.5.b. Strahlengang im Durchflusszytometer. Blick
sierung im Durchflusszytometer. 1= von oben auf die Messkivette. 1= Laserstrahl, 2=
Zellsuspension, 2= Hdllstrom, 3=  Messkiivette, 3= Blockerstreifen, 4= Sammellinse, 5=
Hydrodynamische Fokussierung, 4=  Spiegel, 6= Detektor, 7= Filter, 8= Detektor. (aus:
Laserstrahl, 5= Abfluss. (Abbildung:  RAFFAEL, 1994)

Becton Dickinson, modifiziert)
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Abb. 2.6. Arbeitsplatz am Durchflusszytometer mit computergestitzter Steuerung und
Auswertung.

Fir jede einzelne durch die Messkammer geflihrte Zelle werden also im
Durchflusszytometer bis zu flnf verschiedene Parameter detektiert. Eine vorher
festgelegte Anzahl von Zellen wird vermessen, und die erhaltenen Messwerte werden
anschlieBend computergestitzt ausgewertet. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt als
Histogramm der Haufigkeitsverteilung einer bestimmten Eigenschaft der Zellen oder
als Zweiparameter-Darstellung (Dot Plot), bei der jede einzelne Zelle durch einen
Punkt dargestellt wird und zwei ihrer Eigenschaften miteinander korreliert werden. So
lassen sich verschiedene Zellpopulationen unterscheiden und deren physikalische und

biochemische Eigenschaften feststellen (RAFFAEL, 1994).

2.14.1. Untersuchung von Thrombozyten
2.14.1.1. Gewinnung von Thrombozyten

Uber den zentralvendsen Schenkel des Pulmonalis-Katheters wurde vorsichtig
gemischt-vendses Blut in 10ml-Citrat-Monovetten (Becton Dickinson, Heidelberg)
aspiriert und unverzuglich der Verarbeitung zugefuhrt. Durch schonende Blutabnahme
und kurze Lagerungszeiten wurde einer ungewollten Aktivierung der Thrombozyten
vorgebeugt. Durch Zentrifugation fir 15min mit 1400rpm bei Raumtemperatur wurde
Plattchenreiches Plasma (PRP) von den Ubrigen Blutzellen getrennt und dann den

Versuchen zugefuhrt.
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2.14.1.2. Bestimmung der Thrombozyten-Konzentration

Zur Bestimmung der Thrombozyten-Konzentration im gewonnen Plattichenreichen
Plasma (PRP) wurde das Zellzahlgerat CellCounter 9000 (Serono Baker Diagnostics,
U.S.A.) verwendet. Ein vorgefertigter Messbehélter wurde automatisch durch das
Gerat mit 10ml einer Tragerlésung befillt. In dieses GefaB wurden 40ul des gewonnen
PRP gegeben und nach gutem Durchmischen mit dem Gerat nach Herstellerangaben
im  Prediluted-Modus gemessen. Als Grundlage fir die Berechnung der
einzusetzenden Thrombozyten-Mengen wurde die Thrombozyten-Konzentration auf
dem Ausdruck ,Platelet Histogramm®verwendet.

2.14.1.3. Detektion von Thrombozyten im Durchflusszytometer

Das Plattchenreiche Plasma (PRP) muss zunachst mit einer Pufferlésung verdinnt
werden, damit sich mdglichst wenige Thrombozyten-Aggregate bilden. Um die
problemlose Messung von Einzelzellen im Durchflusszytometer zu gewéhrleisten, wird
zusatzlich GPRP (H-Gly-Pro-Arg-Pro-OH) hinzugegeben, welches die Fibrin-
Polymerisation verhindert. AnschlieBend werden fluorochrommarkierte Proteine oder
Antikérper, deren Bindung an die Blutplatichen untersucht werden soll, zu der
Suspension gegeben. Um eine weitere Reaktion der Zellen zu verhindern, wird danach
Formaldehydlésung zugesetzt. Nach erneuter Verdinnung kdnnen die Thrombozyten
dann vermessen werden (MICHELSON, 2000). Die Proben wurden mit dem
Durchflusszytometer FACScan (Becton Dickinson, Heidelberg) gemessen. Die
Identifizierung der Thrombozyten erfolgte zunéchst in einer Dot Plot-Darstellung, in der
die beiden Parameter Forward Angle Light Scatter (FSC) und Sideward Angle Light
Scatter (SSC) miteinander korreliert wurden. Dabei stellten sich die Thrombozyten des
Schafes etwas kleiner als humane Thrombozyten dar. Damit Verunreinigungen und
Zelltrimmer nicht die Messung beeinflussen, wurde ein Gate gesetzt, in dem die
Thrombozyten ausgewertet wurden. Zellen oder Zelltrimmer, die sich auBerhalb des
Gates befanden, wurden nicht mit in die Messung einbezogen. Um die Bindung von
fluorochrommarkierten Proteinen oder Antikérpern an die Thrombozyten zu beurteilen,
erfolgte die Darstellung der Intensitat der Fluoreszenz auf den erfassten Thrombozyten

in einem Histogramm.
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2.14.1.4. Bindung von Thrombospondin-1,  Gerinnungsfaktor Vlla,
Gerinnungsfaktor XIII und von-Willebrand-Faktor an Thrombozyten ex vivo

Um den aktuellen Aktivierungszustand der Thrombozyten darstellen zu kdnnen,
wurden Thrombozyten ex vivo verarbeitet, d.h. sie wurden nach der Blutenthahme in
ihrem Zustand unverandert der Messung zugefihrt. Die Thrombozyten wurden dazu
mit einer Konzentration von 50.000PLT/ul in einem Endvolumen von 100ul mit Ca®*-
TBS-Puffer eingestellt und mit 1,25mM GPRP (Bachem, Weil am Rhein) versetzt. Um
die  Bindung von  Thrombospondin-1,  von-Willebrand-Faktor —und  der
Gerinnungsfaktoren Vlla und Xlll an die Thrombozyten im Durchflusszytometer
detektieren zu koénnen, wurden die Proteine zuvor mit dem Fluorochrom
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) markiert (siehe Kapitel 2.6., 2.7., 2.9. und 2.10.). Die
so markierten Proteine wurden mit der in Tabelle 2.3. angegebenen Konzentration in
getrennten Versuchsanséatzen zu 100ul der Thrombozyten-Suspension gegeben.

Protein Eingesetzte Konzentration
Thrombospondin-1-FITC 50pg/ml

Gerinnungsfaktor Vlla-FITC 300ug/ml

Gerinnungsfaktor XIII-FITC 300ug/ml
von-Willebrand-Faktor-FITC 75pug/ml

Tab. 2.3. FITC-markierte Proteine, deren Anbindung an Thrombozyten ex vivo untersucht
wurde, und die Konzentration, mit der sie im Versuchsansatz eingesetzt wurden.

Fdr 10 Minuten inkubierten nun die Proteine mit den Thrombozyten. Danach wurde
jeder Ansatz mit 100ul 1%-Formaldehyd-Lésung versetzt und so fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur ohne weitere Bewegung fixiert, um eine weitere Reaktion und
Veranderung der Thrombozyten zu verhindern. Durch die Zugabe von 1ml Ca?*-TBS-
Puffer wurde der Fixationsvorgang beendet und die Ansatze anschlieBend far 10
Minuten mit 2200rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig abgesaugt, um das Formaldehyd und nicht gebundene Molekile aus den
Proben zu entfernen. AnschlieBend wurden diese zeitnah im Durchflusszytometer nach

Zugabe von 300ul Ca®**-TBS-Puffer gemessen.

= Verwendete Puffer und L6sungen:
siehe Kapitel 2.14.1.5.
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2.14.1.5. Bindung von Thrombospondin-1,  Gerinnungsfaktor  Vlla,
Gerinnungsfaktor XIII und von-Willebrand-Faktor an Thrombozyten nach
Aktivierung in vitro

Um den Zustand der Thrombozyten weiter differenzieren zu kénnen, wurde untersucht,
inwieweit die Thrombozyten in vitro noch funktionsfahig sind. Als Aktivierungsmarker
wurde erneut die Anbindung von Thrombospondin-1, von-Willebrand-Faktor und der
Gerinnungsfaktoren Vlla und XllII untersucht, die zur Detektion im Durchflusszytometer
mit FITC markiert wurden (siehe Kapitel 2.6., 2.7., 2.9. und 2.10.). Die Thrombozyten-
Konzentration wurde auf 50.000PLT/ul in einem Endvolumen von 250pl mit Ca®*-TBS-
Puffer eingestellt. Um die Fibrin-Polymerisation zu verhindern, wurde auch diese
Suspension mit 1,25mM GPRP (Bachem, Weil am Rhein) versetzt. Die markierten
Proteine wurden den jeweils getrennten Versuchsansatzen mit der in Tabelle 2.4.
angegebenen Konzentration zugegeben. Die in vitro-Aktivierung der Thrombozyten
erfolgte mit unterschiedlichen aktivierenden Substanzen. Eingesetzt wurden
methyliertes Kollagen Typ |, Thrombin Receptor Activating Peptide (TRAP) und
Ristocetin A. Die aktivierenden Substanzen wurden in jeweils getrennte leere
Probenréhrchen mit der in Tabelle 2.5. angegebenen Konzentration vorgelegt. 100pl
der zuvor hergestellten proteinhaltigen Thrombozytensuspension wurden dann
hinzugegeben, um die Aktivierung der Thrombozyten und ihre Reaktion mit den
markierten Proteinen auszulésen. Nach genau 3 Minuten wurden die Ansatze mit 100pl
1%-Formaldehyd-Lésung versetzt und so fir 30 Minuten bei Raumtemperatur ohne
weitere Bewegung fixiert. So sollte eine weitere Aktivierung der Thrombozyten
verhindert werden. Nachdem 1ml Ca®-TBS-Puffer zur Beendigung der Fixation
zugegeben wurde, erfolgte die Zentrifugation der Proben fir 10 Minuten mit 2200rpm
bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt und die Proben

nach Zugabe von 300ul Ca**-TBS-Puffer zeitnah im Durchflusszytometer gemessen.

Protein Eingesetzte Konzentration
Thrombospondin-1-FITC 50ug/ml

Gerinnungsfaktor Vlla-FITC 300pg/mi

Gerinnungsfaktor XIII-FITC 300pg/mi
von-Willebrand-Faktor-FITC 75ug/ml

Tab. 2.4. FITC-markierte Proteine, deren Anbindung an Thrombozyten nach Aktivierung in vitro
untersucht wurde, und die Konzentration, mit der sie im Versuchsansatz eingesetzt wurden.
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Protein Aktivierende Substanz | Konzentration der Substanz
Thrombospondin-1-FITC Kollagen 1,5ug/ml
Thrombospondin-1-FITC TRAP 50uM

Gerinnungsfaktor Vlla-FITC Kollagen 1,5pug/ml

Gerinnungsfaktor XIlI-FITC Kollagen 1,5pug/ml
von-Willebrand-Faktor-FITC Ristocetin A 0,8ug/mi

Tab. 2.5. FITC-markierte Proteine, deren Anbindung an Thrombozyten nach Aktivierung in vitro
untersucht wurde, mit der jeweiligen untersuchten aktivierenden Substanz und die
Konzentration, mit der diese eingesetzt wurden. TRAP= Thrombin Receptor Activating Peptide.

= Verwendete Puffer und Lésungen:
e Ca®-TBS-Puffer (pH7,4):
= 10mM Tris
= 150mM Natriumchlorid
= 2mM Calciumchlorid

e 1%-Formaldehyd-Lésung:
* 1% Formaldehyd in Ca®*-TBS-Puffer

2.14.1.6. Bindung von Annexin V an Thrombozyten ex vivo und nach
Aktivierung in vitro

Die Messung der Annexin V-Bindung an Thrombozyten erfolgte nach DORMANN (1998).
Um das auf der Zelloberflache gebundene Annexin V im Durchflusszytometer
detektieren zu koénnen, wurde mit FITC gekoppeltes Annexin V verwendet. Die
Thrombozyten wurden in einer Endkonzentration von 50.000PLT/pl in 250ul Ca®*-TBS-
Puffer eingestellt und mit 1,25mM GPRP (Bachem, Weil am Rhein) zur Verhinderung
der Fibrin-Polymerisation versetzt. Der verwendete Ca®-TBS-Puffer wies eine
Calciumkonzentration von 6mM auf, da die Annexin V-Bindung an Thrombozyten
streng calciumabhéangig ist. Nach in vitro-Aktivierung der Thrombozyten mit 3ug/ml
Kollagen wurden die Proben gemeinsam mit den unaktivierten Proben fir die ex vivo-
Messung fur 10 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln geschiittelt. Dann wurden 2yl
einer 1:100-Verdiinnung der Annexin V-FITC-Lésung aus einem Annexin-Kit (Bender
Med Systems, Osterreich) zu den Proben gegeben, die fiir weitere 15 Minuten bei

Raumtemperatur im Dunkeln geschuttelt wurden. Im Anschluss wurden 500ul des
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Ca®*-TBS-Puffers zugegeben, und es erfolgte sofort die Messung im

Durchflusszytometer.

= Verwendete Puffer und Lésungen:
e Ca®-TBS-Puffer (pH 7,4):
= 10mM Tris
= 150mM Natriumchlorid
= 6mM Calciumchlorid

2.14.2. Untersuchung von Monozyten und PMNL

Leukozyten, insbesondere Monozyten und Granulozyten (Polymorphnukleére
Leukozyten [PMNL]), spielen eine wichtige Rolle bei der Entziindungsreaktion, aber
auch bei der Aktivierung und Regulierung der Blutgerinnung. Zur Beurteilung der
Aktivierung von Entziindungs- und Hamostasesystem im Rahmen einer Sepsis, sind
daher neben den Thrombozyten auch die Leukozyten von Interesse. Als Indikatoren flr
diese Interaktion dienen hier die aktivitdtsabhangige Anbindung verschiedener
Proteine, die Prasentation von Oberflachenproteinen und die Bildung von Leukozyten-

Thrombozyten-Assoziaten.

2.14.2.1. Gewinnung von Monozyten, PMNL und Thrombozyten

Die Untersuchung von Monozyten, PMNL (Granulozyten) und deren Interaktion mit
Thrombozyten erfolgte im Vollblut. Daflir wurde gemischt-venéses Blut vorsichtig in
10ml-Citrat-Monovetten (Becton Dickinson, Heidelberg) Uber den zentralvendsen
Schenkel des Pulmonalis-Katheters aspiriert und anschlieBend unverzlglich der

Verarbeitung zugefihrt.
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2.14.2.2. Detektion von Monozyten und PMNL im Durchflusszytometer

Aufgrund ihrer unterschiedlichen GrdéBe und Granularitat, erfasst Uber den Forward
Angle Light Scatter (FSC) und den Sideward Angle Light Scatter (SSC), lassen sich die
einzelnen Zellpopulationen durch ihre Lage im FSC/SSC-Dot Plot unterscheiden. Die
PMNL erscheinen dabei als deutlich abgrenzbare Population relativ groBer Zellen
(hoher FSC) mit ausgepragter Granularitéat (hoher SSC). Diese Population wurde dann
in einem Gate erfasst und die Fluoreszenz auf allen Zellen innerhalb des Gates
gemessen (Abb. 2.7.).
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Abb. 2.7. Links: Detektion von Leukozyten und Thrombozyten im Durchflusszytometer.
Darstellung im FSC/SSC-Dot Plot. Rot dargestellt ist die Population der Granulozyten. Schwarz
dargestellt sind Thrombozyten und Monozyten. Rechts: Darstellung der Fluoreszenz auf den
erfassten Granulozyten im Histogramm, hier am Beispiel der Anbindung des PE-markierten
CD11b-Antikérpers.

Monozyten stellen sich als Zellpopulation dar, die ebenfalls groBe Zellen enthélt (hoher
FSC), aber eine ahnlich niedrige Granularitdt wie Thrombozyten aufweist (mittlerer
SSC). Die Population der Monozyten schlieBt sich daher im FSC/SSC-Dot Plot dicht an
die Zellpopulation der kleineren Blutplattchen an und lasst sich etwas weniger deutlich
von diesen unterscheiden. Auch die Population der Monozyten wurde mittels eines
Gates erfasst und die Fluoreszenz auf diesen Zellen gemessen (Abb. 2.10.). Die
Thrombozyten stellen sich als Zellpopulation links neben den Monozyten dar. Sie
erscheinen als kleine Zellen (niedriger FSC) mit einer geringen Granularitat (niedriger
SSC) und lassen sich etwas undeutlich von den gréBeren Monozyten abgrenzen (Abb.
2.8.).
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Abb. 2.8. Links: Detektion von Leukozyten und Thrombozyten im Durchflusszytometer.
Darstellung im FSC/SSC-Dot Plot. Rot dargestellt ist die Population der Monozyten. R1= Gate,
das die Monozyten erfasst. Schwarz dargestellt sind Thrombozyten und Granulozyten. Rechts:
Darstellung der Fluoreszenz auf den erfassten Monozyten im Histogramm, hier am Beispiel der
Anbindung des FITC-markierten Fibrinogens.

2.14.2.3. Bindung von Fibrinogen an Monozyten und PMNL ex vivo

Ein Indikator fur die Aktivierung des Entzindungs- und Hamostasesystems ex vivo ist
die Anbindung von in vitro zugesetztem Fibrinogen sowohl an Monozyten als auch an
PMNL. Dazu wurden 100ul unverandertes Citrat-Vollblut mit 1,25mM GPRP (Bachem,
Weil am Rhein) zur Verhinderung der Fibrinpolymerisation versetzt. Dann wurde den
Proben Fibrinogen in einer Konzentration von 150ug/ml zugesetzt. Das Fibrinogen
wurde zuvor mit FITC markiert, um es im Durchflusszytometer wahrend der Messung
detektieren zu koénnen (siehe Kapitel 2.11.). Nach dem Zusetzen der Fibrinogen-
Lésung wurden die Proben bei Raumtemperatur inkubiert. Um die Zellen zu fixieren
und so weitere Zellveranderungen zu verhindern, wurden nach 10 Minuten 100l 0,4%-
Formaldehyd-Lésung zugegeben. Die Fixation erfolgte fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur ohne weitere Bewegung. AnschlieBend wurde die Fixation durch die
Zugabe von 2ml Tyrode-HEPES-Puffer beendet und es folgte die Zentrifugation der
Proben far 10 Minuten mit 1700rpm bei Raumtemperatur. Nach dem vorsichtigen
Absaugen des Uberstandes wurde das Vollblut in etwa 300pl Tyrode-HEPES-Puffer
resuspendiert. Um die Proben im Durchflusszytometer artefaktfrei messen zu kénnen,
erfolgte dann die schonende Lyse der Erythrozyten, welche durch ihre groBe Anzahl im

Vollblut die Messung im Durchflusszytometer stark gestért hatten. Dazu wurden den
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Proben 2ml Lyse-Reagenz zugegeben und durch kraftiges Schitteln schnell mit dem
Vollblut vermengt. Sobald die Lyse der Erythrozyten vollstandig abgelaufen und die
Probe durchscheinend klar geworden war, wurde der Lyse-Vorgang durch die Zugabe
von 2ml Tyrode-HEPES-Puffer beendet. AnschlieBend erfolgte die Zentrifugation der
Proben far 10 Minuten mit 1700rpm bei Raumtemperatur. Vorsichtig wurde nun der
Uberstand abgesaugt. Um die Proben griindlich von den Erythrozytenfragmenten zu
befreien, erfolgte noch zweimal die Zugabe von 2ml Tyrode-HEPES-Puffer mit
anschlieBender Zentrifugation. Nach dem letzten Absaugen wurden den Proben 300ul
Tyrode-HEPES-Puffer zugegeben und diese dann zeitnah im Durchflusszytometer

vermessen.

= Verwendete Puffer und Lé6sungen:
siehe Kapitel 2.14.2.6.

2.14.2.4. Beurteilung der Fibrinogen-Bindung an Monozyten und PMNL in vivo

Um die Bindung von Fibrinogen an Monozyten und PMNL beurteilen zu kénnen, die in
vivo stattgefunden hat, wurde das bereits an die Zelloberflache gebundene Fibrinogen
mit einem Fibrinogen-Antikérper nachgewiesen. Um diesen im Durchflusszytometer
detektieren zu kénnen, wurde ein FITC-markierter Antikérper verwendet. 100ul Vollblut
wurden mit 1,25mM GPRP (Bachem, Weil am Rhein) zur Verhinderung der
Fibrinpolymerisation versetzt. Um eine weitere Veradnderung der Zellen in vitro zu
verhindern, erfolgte die Fixation der Zellen mit 100ul 0,4%-Formaldehyd-Lésung. Nach
30mindtiger Fixation ohne Bewegung wurden dem Ansatz 2ml Tyrode-HEPES-Puffer
zugegeben und dieser fir 10 Minuten mit 1700rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert.
Um das Formaldehyd zu entfernen wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt. Nach
dem Resuspendieren der Probe wurden 10ul des Fibrinogen-Antikdrpers zugegeben
und fir weitere 30 Minuten unter leichter Bewegung bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurden 2ml des Tyrode-HEPES-Puffer zugegeben und die Proben flr
weitere 10 Minuten mit 1700rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Damit nicht
gebundene Antikérper aus der Lésung entfernt werden konnten, wurde anschlieBend
der Uberstand abgesaugt. Um die Messung der Proben im Durchflusszytometer
artefaktfrei durchfihren zu kénnen, erfolgte auch hier die Lyse der Erythrozyten nach
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dem in Kapitel 2.14.2.3. beschriebenen Verfahren. Nach der Lyse und dem Waschen

der Probe erfolgte die zeithahe Vermessung der Probe im Durchflusszytometer.

= Verwendete Puffer und Lésungen:
siehe Kapitel 2.14.2.6.

2.14.2.5. CD11b-Expression auf Monozyten und PMNL

Als Indikator fUr die Aktivierung von Leukozyten in vivo kann die CD11b-Expression auf
der Leukozytenoberflache dienen. Dabei handelt es sich um ein
leukozytenspezifisches Integrin (B.om), welches nach Aktivierung an der Oberflache
vermehrt exprimiert wird. Zum Nachweis im Durchflusszytometer wurde ein
monoklonaler CD11b-Antikérper verwendet, welcher zuvor biotinyliert wurde (siehe
Kapitel 2.12.). 100ul Vollblut wurden mit 1,25mM GPRP (Bachem, Weil am Rhein)
versetzt und danach mit 5ul des CD11b-Antikdrpers versetzt. Fir 30 Minuten wurde
das Vollblut mit dem Antikdrper bei Raumtemperatur unter leichter Bewegung inkubiert.
Durch Zugabe von 100ul 0,4%-Formaldehyd-Lésung wurden die Zellen in ihrem
Zustand fixiert. Nach 30mindtiger Fixation bei Raumtemperatur ohne weiterer
Bewegung wurde der Fixationsvorgang durch Zugabe von 2ml Tyrode-HEPES-Puffer
beendet. Nach 10minutiger Zentrifugation der Proben mit 1700rpm bei
Raumtemperatur wurde der Uberstandes abgesaugt, um Formaldehyd und nicht
gebundenen Antikdrper aus der Probe zu entfernen. Danach wurden 5ul PE-markiertes
Extravidin ~ (Sigma, U.S.A.)  zugegeben. Extravidin, ein  modifiziertes
HUhnereiweiBprotein, bindet mit vier Bindungsstellen spezifisch an Biotin, so dass es
Uber die Fluoreszenz des R-Phycoerythrin (PE) im Durchflusszytometer als indirekter
Marker far den biotinylierten Antikdrper dient. Erneut erfolgte die Inkubation far 30
Minuten bei Raumtemperatur unter leichter Bewegung. Nach dem Ende der Inkubation
wurden 2ml Tyrode-HEPES-Puffer zugegeben und die Proben erneut fir 10 Minuten
mit 1700rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nachdem auch hier der Uberstand
vorsichtig abgesaugt wurde, erfolgte die Lyse der Erythrozyten nach dem in Kapitel
2.14.2.3. beschriebenen Verfahren, um die Proben artefaktfrei im Durchflusszytometer
vermessen zu kénnen. Im Anschluss wurden die Proben nach Zugabe von 300ul

Tyrode-HEPES-Puffer zeitnah im Durchflusszytometer vermessen.
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= Verwendete Puffer und L6sungen:
siehe Kapitel 2.14.2.6.

2.14.2.6. Assoziate zwischen Thrombozyten und Monozyten

Ein wichtiger Indikator fir die Aktivierung von Thrombozyten und Leukozyten ist die
Bildung von Thrombozyten-Leukozyten-Assoziaten. Hier wurden die Assoziate
zwischen Thrombozyten und Monozyten untersucht. Sie sind Ausdruck des intensiven
cross-talk zwischen Thrombozyten und Leukozyten. 100ul Vollblut wurden mit 1,25mM
GPRP (Bachem, Weil am Rhein) versetzt, um die Fibrinpolymerisation zu verhindern.
Als Thrombozyten-Marker dienten 5ul eines CD41/61-Antikdrpers, der zuvor biotinyliert
worden war (siehe Kapitel 2.12.). Der Antikdrper richtet sich dabei gegen den
thrombozytéren Fibrinogen-Rezeptor, das GPIIb/llla. Die Inkubation des Vollblutes mit
dem Antikérper erfolgte fur 30 min bei Raumtemperatur unter leichter Bewegung.
Danach wurden die Zellen der Vollblutprobe durch Zugabe von 100ul 0,4%-
Formaldehyd-Lésung in ihrem Zustand fixiert. Nach 30mindtiger Fixation bei
Raumtemperatur ohne weitere Bewegung wurde der Fixationsvorgang durch Zugabe
von 2ml Tyrode-HEPES-Puffer beendet. Es folgte eine Zentrifugation der Proben flr 10
Minuten mit 1700rpm bei Raumtemperatur. Nach dem Absaugen des Uberstandes
wurden 5ul PE-markiertes Extravidin (Sigma, U.S.A.) zugegeben. Extravidin, ein
modifiziertes HihnereiweiBprotein, bindet mit vier Bindungsstellen spezifisch an Biotin,
so dass es uUber die Fluoreszenz des R-Phycoerythrin im Durchflusszytometer als
indirekter Marker fir den biotinylierten Antikérper dient. Erneut erfolgte die Inkubation
fir 30 Minuten bei Raumtemperatur unter leichter Bewegung. Nach dem Ende der
Inkubation wurden 2ml Tyrode-HEPES-Puffer zugegeben und die Proben erneut fir 10
Minuten mit 170rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nachdem auch hier der
Uberstand vorsichtig abgesaugt wurde, erfolgte die Lyse der Erythrozyten nach dem in
Kapitel 2.14.2.3. beschriebenen Verfahren, um die Proben artefaktfrei im
Durchflusszytometer vermessen zu kénnen. Im Anschluss wurden die Proben nach
Zugabe von 300ul Tyrode-HEPES-Puffer zeitnah im Durchflusszytometer vermessen.

Die Darstellung der einzelnen Zellpopulationen erfolgte wiederum nach ihrer GréBe
und Granularitat im FSC/SSC-Dot Plot. Die Monozyten wurden Uber ein Gate erfasst

und die Fluoreszenz auf diesen Zellen gemessen. Der indirekt PE-markierte CD41/61-
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Antikérper hatte an Thrombozyten gebunden und konnte daher die Bindung von
Thrombozyten an die erfassten Monozyten messbar machen. Monozyten, die eine
geringe PE-Fluoreszenz aufwiesen, waren keine Bindung mit Thrombozyten
eingegangen. Monozyten mit einer hohen PE-Fluoreszenz hatten dagegen Assoziate
mit Thrombozyten gebildet und wurden in einem weiteren Gate erfasst (Abb. 2.9.).
AnschlieBend wurde der prozentuale Anteil dieser ,plattchen-positiven Zellen an allen
erfassten Monozyten berechnet, um das AusmaB der Assoziate-Bildung zu
quantisieren.
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Abb. 2.9. Links: Detektion von Leukozyten und Thrombozyten im Durchflusszytometer.
Darstellung im FSC/SSC-Dot Plot. Rot dargestellt ist die Population der Monozyten. R1= Gate,
das die Monozyten erfasst. Schwarz dargestellt sind Thrombozyten und Granulozyten. Rechts:
Darstellung der erfassten Monozyten in Abhangigkeit von der PE-Fluoreszenz (FL2), welche
Thrombozyten markiert. Rot dargestellt sind Monozyten mit geringer Fluoreszenz. Sie haben
keine Thrombozyten gebunden. Griin dargestellt sind Monozyten, die eine deutliche
Fluoreszenz aufweisen, da sie Assoziate mit Thrombozyten eingegangen sind. R2= Gate, in
dem die Monozyten erfasst werden, welche Assoziate mit Thrombozyten bilden.

= Verwendete Puffer und Lésungen:
e Tyrode-HEPES-Puffer (pH 7,4):
= 140mM Natriumclorid
= 2, 7mM Kaliumchlorid
= 0,42mM Natriumdihydrogenphosphat

= 12mM Natriumhydrogencarbonat

= 5,5mM Glucose

= 5mM Hydroxyethylpiperazinylethansulfonsaure (HEPES)
e 0,4%-Formaldehyd-Lésung:

= 0,4% Formaldehyd in Ca®*-TBS-Puffer
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e Lyse-Reagenz:
= 1:10 Verdinnung von IOTest 3 Lysing Solution (Immunotech,

Frankreich) in Aqua dest.

2.15. Als Verum eingesetztes Thrombospondin-1

Das in dieser Arbeit untersuchte und als Verum eingesetzte Thrombospondin-1 wurde
in der Abteilung fur Experimentelle und Klinische Hamostaseologie, Klinik und Poliklinik
fur Anasthesiologie und operative Intensivmedizin des Universitatsklinikums Minster
unter der Leitung von Frau Prof. Dr. rer. nat. B. Kehrel hergestellt und zur Verfigung
gestellt. Es lag in zwei Herstellungschargen vor. Aus Schutzgriinden kann auf den

Unterschied der beiden Chargen hier nicht eingegangen werden.

2.16. Auswertung und Statistik

Die Messungen des Durchflusszytometers wurden mit der Software CellQuest 3.1f
(Becton Dickinson, Heidelberg) ausgewertet. Die grafische Darstellung der Ergebnisse
und die statistische Auswertung erfolgte mittels der Software Excel 2000 (Microsoft,
U.S.A)) und SigmaStat 3.1 (Systat, U.S.A.). Die Ergebnisse wurden als Median +
Standardfehler (S.E.M.) dargestellt. Zur statistischen Auswertung wurde eine
zweifaktorielle Varianzanalyse fur Messwiederholung auf dem Faktor ,Zeit*
durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgten post-hoc-Testungen nach Student-Newman-
Keuls. Fir die Uberlebensstatistk wurde ein Kaplan-Meier-Log-Rank-Test
durchgefuhrt. Als Signifikanzniveau wurde p<0.05 gewahilt.
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3. Ergebnisse

In der Placebogruppe befanden sich zehn Schafe. Bei einem Schaf traten bereits zur
Baseline Uber alle Messwerte maximal erhdhte Aktivierungsparameter der
Thrombozyten auf. Das Tier wurde daraufhin von der Auswertung ausgeschlossen.
Von den neun verbleibenden Schafen starben zwei zwischen der 8. und 12. Stunde,
zwei weitere zwischen der 12. und 24. Stunde des Versuchs. In der Verumgruppe
befanden sich acht Schafe. Hier traten bei drei Tieren zur Baseline pathologisch
erhdhte Aktivierungsparameter auf, so dass auch diese von der Auswertung
ausgeschlossen werden mussten. In der verbleibenden Verumgruppe erhielten drei

Tiere das Verum der Charge A und zwei Tiere das Verum der Charge B.

3.1. Innergruppenvergleich: Placebo

Um eine Aussage zu treffen, welche Parameter sich als friihe Prognoseparameter flr
den Verlauf eines SIRS bzw. einer Sepsis eignen, wurde die Placebogruppe mit
unbehandeltem SIRS in zwei Untergruppen aufgeteilt. Zum einen wurden die finf Tiere
zu einer Gruppe zusammengefasst, welche den gesamten Versuchszeitraum von 24
Stunden Uberlebt hatten, wahrend die Ubrigen vier Tiere, welche vor Ende des
Versuches am SIRS gestorben waren, die andere Untergruppe bildeten. Da der
Messzeitpunkt 8h der letzte Zeitpunkt war, an dem fiir alle Placeboschafe ein Messwert
erhoben werden konnte, erfolgt die Betrachtung hier nur Gber den Verlauf bis zur

achten Stunde.

3.1.1. Thrombospondin-1-Bindung an Thrombozyten

Das Ausmaly der Thrombospondin-1-Bindung an Thrombozyten ex vivo zeigte sich
insbesondere bis zum Zeitpunkt 2h in der Gruppe der Uberlebenden Tiere hdher als in
der Gruppe der gestorbenen Tiere. Zum Messzeitpunkt 1h erreicht dieser Unterschied
das Signifikanzniveau (Abb. 3.1.). Auch nach in vitro-Aktivierung durch Kollagen und

TRAP zeigte sich in der Gruppe der Uberlebenden Tiere tendenziell eine hohere
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Anbindungsfahigkeit als in der Gruppe der gestorbenen Tiere. Zum Zeitpunkt 1h war
dieser Unterschied ebenfalls in allen Messreihen signifikant. Nach Aktivierung durch
50uM TRAP zeigte sich zusatzlich zur Baseline eine signifikant hdhere
Thrombospondin-1-Anbindung (Abb. 3.2. bis Abb. 3.5.).
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Abb. 3.1.: Bindung von Thrombospondin-1-FITC an Thrombozyten ex vivo.
Placebogruppe, gestorbene Tiere (n=4) vs. Placebogruppe, Uberlebende Tiere (n=5).
Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M. Signifikanzen: * p<0.05.
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Abb. 3.2.: Bindung von Thrombospondin-1-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung in
vitro mit 1,5ug/ml Kollagen. Placebogruppe, gestorbene Tiere (n=4) vs. Placebogruppe,
Uberlebende Tiere (n=5). Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M.
Signifikanzen: ** p<0.01.
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Abb. 3.3.: Bindung von Thrombospondin-1-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung mit
1,5ug/ml Kollagen in vitro. Placebogruppe, gestorbene Tiere (n=4) vs. Placebogruppe,
Uberlebende Tiere (n=5). Darstellung als Differenz der relativen Fluoreszenz zur ex vivo
Messung = S.E.M. Signifikanzen: * p<0.05.
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Abb. 3.4.: Bindung von Thrombospondin-1-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung in
vitro mit 50uM TRAP. Placebogruppe, gestorbene Tiere (n=4) vs. Placebogruppe,
Uberlebende Tiere (n=5). Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M.
Signifikanzen: * p<0.05, ** p<0.01.
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Abb. 3.5.: Bindung von Thrombospondin-1-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung mit
50uM TRAP in vitro. Placebogruppe, gestorbene Tiere (n=4) vs. Placebogruppe,
Uberlebende Tiere (n=5). Darstellung als Differenz der relativen Fluoreszenz zur ex vivo
Messung + S.E.M. Signifikanzen: * p<0.05.
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3.1.2. Gerinnungsfaktor Vlla-Bindung an Thrombozyten

In der Gruppe der Uberlebenden Tiere zeigte sich sowohl ex vivo als auch nach in vitro-
Aktivierung durch Kollagen insbesondere bis zum Zeitpunkt 4h eine tendenziell héhere
Anbindung des Gerinnungsfaktors Vlla als in der Gruppe der gestorbenen Tiere. In der
ex vivo-Messung erreichte dieser Unterschied zur Baseline und zu 1h das
Signifikanzniveau (Abb. 3.6.). Nach Aktivierung durch 1,5ug/ml Kollagen zeigte sich der
Unterschied zu den Zeitpunkten 1h und 4h signifikant (Abb. 3.7., Abb. 3.8.).
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Abb. 3.6.: Bindung von Gerinnungsfaktor Vlla-FITC an Thrombozyten ex vivo.
Placebogruppe, gestorbene Tiere (n=4) vs. Placebogruppe, Uberlebende Tiere (n=5).
Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M. Signifikanzen: * p<0.05, ** p<0.01.
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Abb. 3.7.: Bindung von Gerinnungsfaktor Vlla-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung
in vitro mit 1,5ug/ml Kollagen. Placebogruppe, gestorbene Tiere (n=4) wvs.
Placebogruppe, uberlebende Tiere (n=5). Darstellung als Median der Fluoreszenz +
S.E.M. Signifikanzen: * p<0.05.
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Abb. 3.8.: Bindung von Gerinnungsfaktor Vlla-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung
mit 1,5ug/ml Kollagen in vitro. Placebogruppe, gestorbene Tiere (n=4) vs.
Placebogruppe, Uberlebende Tiere (n=5). Darstellung als Differenz der relativen
Fluoreszenz zur ex vivo Messung + S.E.M. Signifikanzen: * p<0.05.
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3.1.3. von-Willebrand-Faktor-Bindung an Thrombozyten

Die ex vivo-Anbindung des von-Willebrand-Faktors lag in der Gruppe der Uberlebenden
Tiere tendenziell Gber der der Gruppe der gestorbenen Tiere. Zum Messzeitpunkt 1h
erreichte dieser Unterschied das Signifikanzniveau (Abb. 3.9.). Nach Aktivierung in
vitro mit 0,8ug/ml Ristocetin lag die Anbindungsfahigkeit in der Gruppe der
Uberlebenden Tiere ebenfalls tendenziell hdher als in der Gruppe der gestorbenen
Tiere und war auch hier zum Zeitpunkt 1h signifikant (Abb. 3.10., Abb. 3.11.).
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Abb. 3.9.: Bindung von von-Willebrand-Faktor-FITC an Thrombozyten ex vivo.
Placebogruppe, gestorbene Tiere (n=4) vs. Placebogruppe, Uberlebende Tiere (n=5).
Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M. Signifikanzen: ** p<0.01.
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Abb. 3.10.: Bindung von von-Willebrand-Faktor-FITC an Thrombozyten nach
Aktivierung in vitro mit 0,8ug/ml Ristocetin. Placebogruppe, gestorbene Tiere (n=4) vs.

Placebogruppe, uberlebende Tiere (n=5). Darstellung als Median der Fluoreszenz +
S.E.M. Signifikanzen: ** p<0.01.
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Abb. 3.11.: Bindung von von-Willebrand-Faktor-FITC an Thrombozyten nach
Aktivierung mit 0,8ug/ml Ristocetin in vitro. Placebogruppe, gestorbene Tiere (n=4) vs.
Placebogruppe, Uberlebende Tiere (n=5). Darstellung als Differenz der relativen
Fluoreszenz zur ex vivo Messung + S.E.M.
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3.1.4. Gerinnungsfaktor XllI-Bindung an Thrombozyten

Sowohl ex vivo als auch nach in vitro-Aktivierung mit Kollagen lag die Anbindung des
Gerinnungsfaktors Xlll in der Gruppe der Uberlebenden Tiere tendenziell iber der der
Gruppe der gestorbenen Tiere. Nach Aktivierung mit 1,5ug/ml Kollagen erreichte dieser
Unterschied zum Messzeitpunkt 1h das Signifikanzniveau (Abb. 3.12. bis Abb. 3.14.)
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Abb. 3.12.: Bindung von Gerinnungsfaktor XIlI-FITC an Thrombozyten ex vivo.
Placebogruppe, gestorbene Tiere (n=4) vs. Placebogruppe, Uberlebende Tiere (n=5).
Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M.
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Abb. 3.13.: Bindung von Gerinnungsfaktor XIII-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung
in vitro mit 1,5ug/ml Kollagen. Placebogruppe, gestorbene Tiere (n=4) vs.
Placebogruppe, uberlebende Tiere (n=5). Darstellung als Median der Fluoreszenz +
S.E.M. Signifikanzen: * p<0.05.
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Abb. 3.14.: Bindung von Gerinnungsfaktor XIII-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung
mit 1,5ug/ml Kollagen in vitro. Placebogruppe, gestorbene Tiere (n=4) vs.
Placebogruppe, Uberlebende Tiere (n=5). Darstellung als Differenz der relativen
Fluoreszenz zur ex vivo Messung + S.E.M als Marker fir die Aktivierbarkeit.
Signifikanzen: * p<0.05.
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3.1.5. Fibrinogen-Bindung an Thrombozyten

Die Fibrinogen-Bindung ex vivo und nach Aktivierung in vitro wurde in einer parallel
durchgefiihrten Dissertation untersucht (DANIELA STOLTE, Dissertation, Medizinische
Fakultat der WWU Minster). Hierbei zeigte sich analog eine héhere Anbindung in der
Gruppe der uberlebenden Tiere im Vergleich zur Gruppe der gestorbenen Tiere. Dieser
Unterschied erreichte zu den Zeitpunkten 1h und 2h das Signifikanzniveau (Abb.
3.15.). Nach in vitro-Aktivierung mit 1,5ug/ml Kollagen lag die Anbindung des
Fibrinogen in der Uberlebenden Gruppe deutlich tber der der Gruppe der gestorbenen
Tiere. Zu den Zeitpunkten Baseline ,Verumeffekt’, 1h, 2h und 4h war der Unterschied
jeweils statistisch signifikant (Abb. 3.16., Abb. 3.17.).
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Abb. 3.15.: Bindung von Fibrinogen-FITC an Thrombozyten ex vivo. Placebogruppe,
gestorbene Tiere (n=4) vs. Placebogruppe, Uberlebende Tiere (n=5). Darstellung als
Median der Fluoreszenz + S.E.M. Signifikanzen: * p<0.05, ** p<0.01. (DANIELA STOLTE,
Dissertation, Medizinische Fakultat der WWU Miinster)
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Abb. 3.16.: Bindung von Fibrinogen-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung mit
1,5ug/ml Kollagen in vitro. Placebogruppe, gestorbene Tiere (n=4) vs. Placebogruppe,
Uberlebende Tiere (n=5). Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M.
Signifikanzen: * p<0.05, ** p<0.001. (DANIELA STOLTE, Dissertation, Medizinische
Fakultat der WWU Minster)
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Abb. 3.17.: Bindung von Fibrinogen-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung mit
1,5ug/ml Kollagen in vitro. Placebogruppe, gestorbene Tiere (n=4) vs. Placebogruppe,
Uberlebende Tiere (n=5). Darstellung als Differenz der relativen Fluoreszenz zur ex vivo
Messung + S.E.M. Signifikanzen: * p<0.05. (DANIELA STOLTE, Dissertation, Medizinische
Fakultat der WWU Miinster)
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3.1.6. Monozyten

In der Untersuchung der Fibrinogen-Bindung ex vivo an Monozyten zeigte sich in der
Gruppe der Uberlebenden Tiere eine tendenziell héhere Bindung als in der Gruppe der
gestorbenen Tiere. Zur Baseline, zur Baseline ,Verumeffekt’, 4h und 8h war dieser
Unterschied statistisch signifikant (Abb. 3.18.). Ahnliches zeigte sich im Nachweis von
in vivo gebundenem Fibrinogen, welches Uber den Fibrinogen-Antikdrper detektiert
wurde. Hier erreichte der Unterschied zum Zeitpunkt 1h das Signifikanzniveau (Abb.
3.19.). Dagegen zeigte sich in der Gruppe der Uberlebenden Tiere eine etwas
geringere CD11b-Expression als in der Gruppe der gestorbenen Tiere. Zur Baseline
,Verumeffekt’, 1h und 2h war dieser Unterschied signifikant (Abb. 3.20.). Der Anteil der
Monozyten-Leukozyten-Assoziate war in der Gruppe der Uuberlebenden Tiere
tendenziell im Verlauf zunachst etwas niedriger, spater etwas hdher als in der Gruppe
der gestorbenen Tiere. Dieser Unterschied erreichte jedoch nicht das Signifikanzniveau
(Abb. 3.21.).
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Abb. 3.18.: Bindung von Fibrinogen-FITC an Monozyten ex vivo. Placebogruppe,
gestorbene Tiere (n=4) vs. Placebogruppe, Uberlebende Tiere (n=5). Darstellung als
Median der Fluoreszenz + S.E.M. Signifikanzen: * p<0.05.
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Abb. 3.19.: Bindung von endogenem Fibrinogen an Monozyten ex vivo (gemessen mit
anti-Fibrinogen-Antikérper-FITC).  Placebogruppe, gestorbene Tiere (n=4) vs.
Placebogruppe, uberlebende Tiere (n=5). Darstellung als Median der Fluoreszenz +
S.E.M. Signifikanzen: ** p<0.01.
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Abb. 3.20.: CD11b-Expression auf Monozyten ex vivo. Placebogruppe, gestorbene
Tiere (n=4) vs. Placebogruppe, Uberlebende Tiere (n=5). Darstellung als Median der
Fluoreszenz + S.E.M. Signifikanzen: * p<0.05.
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Abb. 3.21.: Monozyten-Thrombozyten-Assoziate ex vivo. Placebogruppe, gestorbene
Tiere (n=4) vs. Placebogruppe, Uberlebende Tiere (n=5). Darstellung als Median der
Fluoreszenz + S.E.M.

3.1.7. PMNL

In der Bindung von exogenem Fibrinogen (Fibrinogen-FITC) an PMNL ex vivo zeigte
sich kein Unterschied zwischen den Uberlebenden Tieren und den gestorbenen Tieren
(Abb. 3.22.). Bei Betrachtung der in vivo-Fibrinogen-Bindung, welche Uber einen FITC-
markierten Fibrinogen-Antikdérper quantifiziert wurde, zeigte sich in der Gruppe der
Uberlebenden Tiere eine tendenziell héhere Anbindung, welche zum Zeitpunkt 1h das
Signifikanzniveau erreichte (Abb. 3.23.). Bei den uUberlebenden Tieren zeigte sich eine
geringere CD11b-Expression als in der Gruppe der gestorbenen Tiere. Dieser
Unterschied war zu den Zeitpunkten 1h, 4h und 8h statistisch signifikant (Abb. 3.24.).



Ergebnisse 87

Median Fluoreszenz

Median Fluoreszenz

600

500 -

400 -

300

200 -

100 -

0 — T T T T T T
-1 01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Zeit (h)

—@&— Placebo gestorben —— Placebo Uberlebt

Abb. 3.22.: Bindung von exogenem Fibrinogen (Fibrinogen-FITC) an PMNL ex vivo.
Placebogruppe, gestorbene Tiere (n=4) vs. Placebogruppe, Uberlebende Tiere (n=5).
Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M.
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Abb. 3.23.: Bindung von endogenem Fibrinogen (Fibrinogen-Antikérper) an PMNL ex
vivo. Placebogruppe, gestorbene Tiere (n=4) vs. Placebogruppe, Uberlebende Tiere
(n=5). Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M. Signifikanzen: * p<0.05.
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Abb. 3.24.: CD11b-Expression (CD11b-Antikdrper-Bindung) auf PMNL ex vivo.
Placebogruppe, gestorbene Tiere (n=4) vs. Placebogruppe, Uberlebende Tiere (n=5).
Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M. Signifikanzen: ** p<0.01.

3.2. Intergruppenvergleich: Thrombozyten
3.2.1. Thrombospondin-1-Bindung

Die Bindung von exogenem Thrombospondin-1 (Thrombospondin-1-FITC) an
Thrombozyten zeigte zur Baseline keinen signifikanten Unterschied zwischen der
Placebogruppe und den zwei Verumchargen. Zur Baseline ,Verumeffekt’ zeigt sich kein
signifikanter Unterschied zwischen Placebo und dem Verum der Charge B. Zwischen
Placebo und dem Verum der Charge A =zeigten sich dagegen zur Baseline
,Verumeffekt’ signifikant héhere Fluoreszenzen (p<0.05 und p<0.01).

In der Gruppe der Verumcharge A zeigten sich zu den Zeitpunkten 1h, 2h, 4h und 8h
signifikant hohere Thrombospondin-1-Anbindungen an Thrombozyten als in der
Placebogruppe. Zu den Zeitpunkten 12h und 24h stellte sich wiederum kein
signifikanter Unterschied zur Placebogruppe dar (Abb. 3.25.). In der Gruppe der
Verumcharge B zeigte sich zu keinem Messzeitpunkt ein signifikanter Unterschied zur
Placebogruppe (Abb. 3.26.).
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Abb. 3.25.: Bindung von Thrombospondin-1-FITC an Thrombozyten ex vivo.
Verumgruppe mit Charge A (n=3) vs. Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der
Fluoreszenz + S.E.M. Signifikanzen: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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Abb. 3.26.: Bindung von Thrombospondin-1-FITC an Thrombozyten ex vivo.
Verumgruppe mit Charge B (n=2) vs. Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der
Fluoreszenz + S.E.M.
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3.2.2. Gerinnungsfaktor Vlla-Bindung

In der Anbindung des Gerinnungsfaktors Vlla an Thrombozyten ex vivo zeigte sich im
Vergleich der zwei Verumchargen A und B mit der Placebogruppe zu keinem
Messzeitpunkt ein signifikanter Unterschied (Abb. 3.27., Abb. 3.28.). In der Charge A
zeigte sich jedoch die Tendenz, dass die Faktor Vlla-Anbindung zwischen 1h und 8h
grofler als in der Placebogruppe war. Danach sank die Anbindungsrate unter die der
Placebogruppe, wahrend in der Chargen B die Anbindung in der Verumgruppe zu allen

Zeitpunkten niedriger als in der Placebogruppe war.
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Abb. 3.27.: Bindung von Gerinnungsfaktor Vlla-FITC an Thrombozyten ex vivo.

Verumgruppe mit Charge A (n=3) vs. Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der
Fluoreszenz + S.E.M.
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Abb. 3.28.: Bindung von Gerinnungsfaktor Vila-FITC an Thrombozyten ex vivo.
Verumgruppe mit Charge B (n=2) vs. Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der
Fluoreszenz + S.E.M.

3.2.3. Annexin V-Bindung

In der Annexin V-Bindung an Thrombozyten ex vivo zeigte sich zur Baseline und zur
Baseline ,Verumeffekt’ in beiden Versuchsgruppen kein Unterschied zur
Placebogruppe.

Zu allen Messzeitpunkten in den beiden Verumgruppen gab es keinen signifikanten
Unterschied zur Placebogruppe (Abb. 3.29., Abb. 3.30.). Als Tendenz zeigte sich in der
Verumgruppe der Charge A zwischen den Zeitpunkten 2h und 12h eine niedrigere
Annexin V-Anbindung als in der Placebogruppe. In de Gruppe der Charge B zeigte sich
dagegen bis zum Zeitpunkt 2h eine hohere Annexin V-Bindung an Thrombozyten als in

der Placebogruppe.
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3.29.: Bindung von Annexin V-FITC an Thrombozyten ex vivo. Verumgruppe mit

Charge A (n=3) vs. Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz +
S.E.M.
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Abb. 3.30.: Bindung von Annexin V-FITC an Thrombozyten ex vivo. Verumgruppe mit

Charge B (n=2) vs. Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz +
S.E.M.
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3.2.4. Gerinnungsfaktor XllI-Bindung

Die Gerinnungsfaktor Xlll-Bindung an Thrombozyten zeigte zur Baseline keinen
signifikanten Unterschied zwischen der Placebogruppe und den jeweiligen zwei
Verumchargen. Zur Baseline ,Verumeffekt’ zeigt sich kein signifikanter Unterschied
zwischen Placebo und dem Verum der Chargen A und B. In der Gruppe der
Verumcharge A zeigten sich zu den Zeitpunkten 1h und 2h signifikant hoéhere
Anbindungen an Thrombozyten als in der Placebogruppe (p<0.05 und p<0.01). Es
zeigte sich auch hier die Tendenz, dass die Faktor XllI-Bindung an Thrombozyten bis
12h Uber der der Placebogruppe liegt (Abb. 3.31.). In der Gruppe der Verumcharge B
zeigte sich lediglich zum Messzeitpunkt 2h ein signifikanter Unterschied zur
Placebogruppe (p<0.01) (Abb. 3.32.).
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Abb. 3.31.: Bindung von Gerinnungsfaktor XllI-FITC an Thrombozyten ex vivo.
Verumgruppe mit Charge A (n=3) vs. Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der
Fluoreszenz + S.E.M. Signifikanzen: * p<0.05, ** p<0.01.
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Abb. 3.32.: Bindung von Gerinnungsfaktor XII-FITC an Thrombozyten ex vivo.
Verumgruppe mit Charge B (n=2) vs. Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der
Fluoreszenz + S.E.M. Signifikanzen: ** p<0.01.

3.2.5. von-Willebrand-Faktor-Bindung

Die von-Willebrand-Faktor-Bindung an Thrombozyten zeigte zur Baseline keinen
signifikanten Unterschied zwischen der Placebogruppe und den zwei Verumchargen.
Zur Baseline ,Verumeffekt’ zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen Placebo
und dem Verum der Chargen A und B. In der Gruppe der Verumcharge A zeigten sich
zu den Zeitpunkten 2h und 4h signifikant h6here Anbindungen an Thrombozyten als in
der Placebogruppe (p<0.001). Auch hier zeigte sich die Tendenz, dass bis zu 12h die
vWEF-Anbindung an Thrombozyten héher ist als in der Placebogruppe (Abb. 3.33.). In
der Gruppe der Verumcharge B zeigte sich lediglich zum Messzeitpunkt 2h ein
signifikanter Unterschied zur Placebogruppe (p<0.01) (Abb. 3.34.).
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Abb. 3.33.: Bindung von von-Willebrand-Faktor-FITC an Thrombozyten ex vivo.
Verumgruppe mit Charge A (n=3) vs. Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der
Fluoreszenz + S.E.M. Signifikanzen: *** p<0.001.
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Abb. 3.34.: Bindung von von-Willebrand-Faktor-FITC an Thrombozyten ex vivo.
Verumgruppe mit Charge B (n=2) vs. Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der
Fluoreszenz + S.E.M. Signifikanzen: ** p<0.01.
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3.2.6. Aktivierbarkeit in vitro

3.2.6.1. Aktivierung durch Kollagen

Nach Aktivierung in vitro durch 1,5ug/ml Kollagen zeigte sich in der Thrombospondin-1-
Bindung an Thrombozyten zur Baseline ein signifikanter Unterschied zwischen der
Placebogruppe und der Verumgruppe der Charge A (p<0.05). Auch zur Baseline
Verumeffekt’ und zu den Zeitpunkten 1h, 2h, 4h und 24h zeigte sich in der
Verumgruppe der Charge A eine signifikant hdhere Anbindung nach Aktivierung durch
Kollagen als in der Placebogruppe. Zur Baseline und den Uubrigen Zeitpunkten
erreichten die Unterschiede nicht das Signifikanzniveau (Abb. 3.35.).

In der Gruppe, welche mit der Verumcharge B behandelt wurde, fand sich nach
Aktivierung in vitro mit 1,5ug/ml Kollagen zu den beiden Baselines kein signifikanter
Unterschied in der Thrombospondin-1-Bindung an Thrombozyten im Vergleich mit der
Placebogruppe. Zu den Zeitpunkten 1h, 2h, 4h und 24h zeigte sich eine signifikant
héhere Anbindung als in der Placebogruppe. Tendenziell zeigte sich auch zu den
Ubrigen Zeitpunkten eine hdhere Anbindung (Abb. 3.37.).

Betrachtet man die Differenz zwischen der ex vivo-Messung und der Messung nach
Aktivierung, kann man unabhangig von der Voraktivierung die weitere Aktivierbarkeit in
vitro beurteilen. In allen Messreihen zeigte sich in der Placebogruppe, dass durch die
in vitro-Zugabe von Kollagen keine weitere Zunahme der Anbindung ausgeldst werden
kann. Nach Aktivierung mit 1,5ug/ml Kollagen lief3 sich in der Verumgruppe der Charge
A zu den Zeitpunkten 1h, 2h und 24h, in der Verumgruppe der Charge B zu den
Zeitpunkten 1h und 2h dagegen eine signifikante Zunahme der Thrombospondin-1-
Anbindung feststellen (Abb. 3.36., Abb. 3.38.).
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Abb. 3.35.: Bindung von Thrombospondin-1-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung
mit 1,5pg/ml Kollagen in vitro. Verumgruppe mit Charge A (n=3) vs. Placebogruppe
(n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M. Signifikanzen: * p<0.05, **
p<0.01, *** p<0.001.
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Abb. 3.36.: Bindung von Thrombospondin-1-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung
mit 1,5ug/ml Kollagen in vitro. Verumgruppe mit Charge A (n=3) vs. Placebogruppe
(n=9). Darstellung als Differenz der relativen Fluoreszenz zur ex vivo Messung = S.E.M,
um die Aktivierbarkeit der Thrombozyten darzustellen. Signifikanzen: ** p<0.01, ***
p<0.001.
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Abb. 3.37.: Bindung von Thrombospondin-1-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung
mit 1,5pg/ml Kollagen in vitro. Verumgruppe mit Charge B (n=2) vs. Placebogruppe
(n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M. Signifikanzen: * p<0.05, **
p<0.01, *** p<0.001.
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Abb. 3.38.: Bindung von Thrombospondin-1-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung
mit 1,5pg/ml Kollagen in vitro. Verumgruppe mit Charge B (n=2) vs. Placebogruppe
(n=9). Darstellung als Differenz der relativen Fluoreszenz zur ex vivo Messung = S.E.M.
Signifikanzen: ** p<0.01, *** p<0.001.
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Eine signifikant héhere Anbindung des Gerinnungsfaktors XlIl an Thrombozyten zeigte
sich nach in vitro-Aktivierung mit 1,5ug/ml Kollagen in der Versuchsgruppe, welche mit
dem Verum der Charge A behandelt wurde, zur Baseline ,Verumeffekt’, 1h, 2h, 4h und
8h im Vergleich mit der Placebogruppe (Abb. 3.39.).

In der Verumgruppe der Charge B zeigte sich nach in vitro-Aktivierung durch 1,5ug/mi
Kollagen zu den Zeitpunkten 2h und 4h eine signifikant héhere Bindungsrate von
Faktor XIIl an Thrombozyten als in der Placebogruppe (Abb. 3.41.).

Auch hier wurde die Differenz zwischen der ex vivo-Messung und der Messung nach
Aktivierung betrachtet, um unabhangig von der Voraktivierung die weitere
Aktivierbarkeit in vitro beurteilen zu kénnen. In allen Messreihen zeigte sich in der
Placebogruppe, dass durch die in vitro-Zugabe von Kollagen keine weitere Zunahme
der Anbindung ausgel6st werden kann. Nach Aktivierung mit 1,5ug/ml Kollagen zeigte
sich in der Verumgruppe der Charge A ebenfalls keine signifikante Zunahme der
Anbindung. Auch in der Verumgruppe der Charge B zeigte sich nach Aktivierung mit
1,5ug/ml Kollagen keine signifikante Anderung (Abb. 3.40., Abb. 3.42.).
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Abb. 3.39.: Bindung von Gerinnungsfaktor XIII-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung
mit 1,5ug/ml Kollagen in vitro. Verumgruppe mit Charge A (n=3) vs. Placebogruppe
(n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M. Signifikanzen: * p<0.05, ***
p<0.001.
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Abb. 3.40.: Bindung von Gerinnungsfaktor XIlI-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung

mit 1,5pg/ml Kollagen in vitro. Verumgruppe mit Charge A (n=3) vs. Placebogruppe
(n=9). Darstellung als Differenz der relativen Fluoreszenz zur ex vivo Messung + S.E.M.
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Abb. 3.41.: Bindung von Gerinnungsfaktor XIII-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung
mit 1,5ug/ml Kollagen in vitro. Verumgruppe mit Charge B (n=2) vs. Placebogruppe
(n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M. Signifikanzen: * p<0.05, **
p<0.01.
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Abb. 3.42.: Bindung von Gerinnungsfaktor XIlI-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung
mit 1,5ug/ml Kollagen in vitro. Verumgruppe mit Charge B (n=2) vs. Placebogruppe
(n=9). Darstellung als Differenz der relativen Fluoreszenz zur ex vivo Messung + S.E.M.

In der Annexin V-Bindung an Thrombozyten nach Aktivierung in vitro mit 3,0ug/ml
Kollagen zeigte sich zu allen Messzeitpunkten kein signifikanter Unterschied in der
Aktivierbarkeit zwischen der Placebogruppe und einer der beiden Verumgruppen A
oder B. In der Verumgruppe der Charge A fand sich die Tendenz einer niedrigeren
Annexin V-Bindung an Thrombozyten zwischen den Zeitpunkten 2h und 12h. In der
Gruppe der Charge B lagen die Werte bis auf die Zeitpunkte 2h und 4h tendenziell
Uber denen der Placebogruppe (Abb. 3.43., Abb. 3.45.). In der Differenz zwischen der
Anbindungsfahigkeit in der ex vivo-Messung und der Messung nach
Kollagenaktivierung zeigte sich, dass zu allen Messzeitpunkten keine signifikanten
Unterschiede festzustellen waren (Abb. 3.44., Abb. 3.46.).

In der Bindung des Gerinnungsfaktors Vlla an Thrombozyten zeigte sich nach
Aktivierung in vitro mit 1,5ug/ml Kollagen zu keinem der Messzeitpunkte ein
signifikanter Unterschied in der Anbindung zwischen der Placebogruppe und einer der
beiden Verumgruppen A und B (Abb. 3.47., Abb. 3.49.). Auch in der Differenz zwischen
der Anbindungsfahigkeit in den ex vivo-Messungen und den Messungen nach in vitro-
Aktivierung zeigte sich zu keinem Messzeitpunkt und in keiner Versuchsgruppe eine
signifikante Steigerung der Fluoreszenz (Abb. 3.48., Abb. 3.50.).
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Abb. 3.43.: Bindung von Annexin V-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung mit
3,0ug/ml Kollagen in vitro. Verumgruppe mit Charge A (n=3) vs. Placebogruppe (n=9).
Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M.
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Abb. 3.44.: Bindung von Annexin V-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung mit
3,0ug/ml Kollagen in vitro. Verumgruppe mit Charge A (n=3) vs. Placebogruppe (n=9).
Darstellung als Differenz der relativen Fluoreszenz zur ex vivo Messung + S.E.M.
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Abb. 3.45.: Bindung von Annexin V-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung mit
3,0ug/ml Kollagen in vitro. Verumgruppe mit Charge B (n=2) vs. Placebogruppe (n=9).
Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M.
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Abb. 3.46.: Bindung von Annexin V-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung mit
3,0ug/ml Kollagen in vitro. Verumgruppe mit Charge B (n=3) vs. Placebogruppe (n=9).
Darstellung als Differenz der relativen Fluoreszenz zur ex vivo Messung + S.E.M.
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Abb. 3.47.: Bindung von Gerinnungsfaktor Vlla-FITC an Thrombozyten nach
Aktivierung mit 1,5ug/ml Kollagen in vitro. Verumgruppe mit Charge A (n=3) vs.
Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M.

80

“\ T T T T T T T T T T
9 10 11 121314151617181920212223%1

Zeit (h)

—&— Placebo —— Verum Charge A

Abb. 3.48.: Bindung von Gerinnungsfaktor Vlla-FITC an Thrombozyten nach
Aktivierung mit 1,5ug/ml Kollagen in vitro. Verumgruppe mit Charge A (n=3) vs.
Placebogruppe (n=9). Darstellung als Differenz der relativen Fluoreszenz zur ex vivo
Messung + S.E.M.
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Abb. 3.49.: Bindung von Gerinnungsfaktor Vlla-FITC an Thrombozyten nach
Aktivierung mit 1,5ug/ml Kollagen in vitro. Verumgruppe mit Charge B (n=2) vs.
Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M.
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Abb. 3.50.: Bindung von Gerinnungsfaktor Vlla-FITC an Thrombozyten nach
Aktivierung mit 1,5ug/ml Kollagen in vitro. Verumgruppe mit Charge B (n=2) vs.
Placebogruppe (n=9). Darstellung als Differenz der relativen Fluoreszenz zur ex vivo
Messung + S.E.M.
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3.2.6.2. Aktivierung durch TRAP

Es wurde die Thrombospondin-1-Bindung an Thrombozyten nach in vitro-Aktivierung
durch TRAP untersucht. Im Vergleich der Verumgruppe der Charge A mit der
Placebogruppe zeigte sich nach Aktivierung mit 50uM TRAP eine signifikant héhere
Anbindung von Thrombospondin-1 zur Baseline ,Verumeffekt’, 1h, 2h, 4h und 8h (Abb.
3.51.). In der Verumgruppe der Charge B zeigte sich nach Aktivierung durch 50uM
TRAP zu den Zeitpunkten 2h und 4h eine signifikant hohere Bindung von
Thrombospondin-1-FITC an Thrombozyten als in der Placebogruppe (Abb. 3.53.).

Um zu beurteilen, ob die in vitro-Aktivierung durch TRAP eine Zunahme der
Anbindungsfahigkeit unabhangig von der Voraktivierung auslésen kann, wurde auch
hier die Differenz zur ex vivo-Messung berechnet. In allen Messreihen zeigte sich in
der Placebogruppe, dass durch die in vitro-Zugabe von TRAP keine weitere Zunahme
der Anbindung ausgel6st werden konnte. In der Verumgruppe der Charge A ergab sich
nach Aktivierung mit 50uM TRAP zur Baseline ,Verumeffekt’ ein signifikanter Zuwachs
der Anbindungsfahigkeit von Thrombospondin-1, und bis zur zwdélften Stunde des
Versuches zumindest tendenziell eine héhere Anbindung. In der Verumgruppe der
Charge B zeigte sich nach Zugabe von 50uM TRAP tendenziell ein Zuwachs zu den
Zeitpunkten 2h und 4h, welcher jedoch nicht das Signifikanzniveau erreichte (Abb.
3.52., Abb. 3.54.).
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Abb. 3.51.: Bindung von Thrombospondin-1-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung
mit 50uM TRAP in vitro. Verumgruppe Charge A (n=3) vs. Placebogruppe (n=9).
Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M. Signifikanzen: * p<0.05, ** p<0.01, ***

p<0.001.
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Abb. 3.52.: Bindung von Thrombospondin-1-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung mit 50uM

TRAP in vitro. Verumgruppe mit Charge A (n=3) vs. Placebogruppe (n=9). Darstellung als
Differenz der relativen Fluoreszenz zur ex vivo Messung + S.E.M. Signifikanzen: ** p<0.01.
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Abb. 3.53.: Bindung von Thrombospondin-1-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung
mit 50uM TRAP in vitro. Verumgruppe mit Charge B (n=2) vs. Placebogruppe (n=9).
Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M. Signifikanzen: * p<0.05, ** p<0.01.
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Abb. 3.54.: Bindung von Thrombospondin-1-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung
mit 50pM TRAP in vitro. Verumgruppe mit Charge B (n=2) vs. Placebogruppe (n=9).
Darstellung als Differenz der relativen Fluoreszenz zur ex vivo Messung + S.E.M.
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3.2.6.3. Aktivierung durch Ristocetin A

Die Aktivierbarkeit der Thrombozyten durch Ristocetin wurde anhand der Bindung des
von-Willebrand-Faktors an Thrombozyten untersucht. Nach der Zugabe von 0,8ug/mi
Ristocetin zeigte sich in der Verumgruppe der Charge A zu den Zeitpunkten 2h, 4h und
8h eine signifikant héhere Anbindung als in der Placebogruppe. Alle Ubrigen
Unterschiede erreichten nicht das Signifikanzniveau (Abb. 3.55.). In der Verumgruppe
der Charge B zeigte sich nach Aktivierung mit 0,8ug/ml Ristocetin nur zum Zeitpunkt
2h eine signifikant hohere Anbindung des von-Willebrand-Faktors im Vergleich zur
Placebogruppe (Abb. 3.57.).

In der Differenz zwischen der Anbindungsfahigkeit in der ex vivo-Messungen und den
Messung nach in vitro-Aktivierung durch Ristocetin erreichte zu keinem der
Messzeitpunkte in beiden Versuchsgruppen eine Unterschied das Signifikanzniveau. In
der Verumgruppe der Charge A liel3 sich eine tendenziell héhere Anbindung als in der
Placebogruppe zu den Zeitpunkten 4h und 8h erkennen, welche jedoch nicht statistisch
signifikant wurde (Abb. 3.56., Abb. 3.58.).
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Abb. 3.55.: Bindung von von-Willebrand-Faktor-FITC an Thrombozyten nach
Aktivierung mit 0,8ug/ml Ristocetin in vitro. Verumgruppe mit Charge A (n=3) vs.

Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M. Signifikanzen: *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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Abb. 3.56.: Bindung von von-Willebrand-Faktor-FITC an Thrombozyten nach
Aktivierung mit 0,8ug/ml Ristocetin in vitro. Verumgruppe mit Charge A (n=3) vs.
Placebogruppe (n=9). Darstellung als Differenz der relativen Fluoreszenz zur ex vivo
Messung + S.E.M.
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Abb. 3.57.: Bindung von von-Willebrand-Faktor-FITC an Thrombozyten nach
Aktivierung mit 0,8ug/ml Ristocetin in vitro. Verumgruppe mit Charge B (n=2) vs.

Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M. Signifikanzen:
*** p<0.001.
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Abb. 3.58.: Bindung von von-Willebrand-Faktor-FITC an Thrombozyten nach
Aktivierung mit 0,8ug/ml Ristocetin in vifro. Verumgruppe mit Charge B (n=2) vs.
Placebogruppe (n=9). Darstellung als Differenz der relativen Fluoreszenz zur ex vivo
Messung + S.E.M.

3.3 . Intergruppenvergleich: Monozyten
3.3.1. Fibrinogen-Bindung

In der Fibrinogen-Bindung an Monozyten ex vivo zeigte sich zur Baseline und zur
Baseline ,Verumeffekt’ in beiden Versuchsgruppen kein Unterschied zur
Placebogruppe. Im Vergleich der Verumgruppen der Chargen A und B mit der
Placebogruppe ergab sich auch zu keinem der Ubrigen Messzeitpunkte ein
signifikanter Unterschied. In der Tendenz zeigte sich eine geringfiigig hohere
Fibrinogen-Anbindung als in der Placebogruppe (Abb. 3.59., Abb. 3.60.).
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Abb. 3.59.: Bindung von Fibrinogen-FITC an Monozyten ex vivo. Verumgruppe mit
Charge A (n=3) vs. Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz +
S.E.M.
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Abb. 3.60.: Bindung von Fibrinogen-FITC an Monozyten ex vivo. Verumgruppe mit
Charge B (n=2) vs. Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz +
S.E.M.
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3.3.2. Fibrinogen-Antikorper-Bindung

In der Bindung des Fibrinogen-Antikérpers an Monozyten ex vivo zeigte sich zu keinem
der Messzeitpunkte ein signifikanter Unterschied zwischen der Placebogruppe und
einer der beiden Verumgruppen A und B. In der Gruppe der Charge A fanden sich
jedoch tendenziell niedrigere Werte als in der Placebogruppe, wahrend sich in der
Gruppe der Charge B tendenziell eher hohere Werte in der Bindung des Anti-
Fibrinogen-Antikorpers (Abb. 3.61., Abb. 3.62.).
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Abb. 3.61.: Bindung von Anti-Fibrinogen-Antikérper-FITC an Monozyten ex vivo.
Verumgruppe mit Charge A (n=3) vs. Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der
Fluoreszenz + S.E.M.
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Abb. 3.62.: Bindung von Anti-Fibrinogen-Antikérper-FITC an Monozyten ex vivo.
Verumgruppe mit Charge B (n=2) vs. Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der
Fluoreszenz + S.E.M.

3.3.3. CD11b-Expression

In der Untersuchung der CD11b-Expression auf Monozyten zeigte sich weder in der
Gruppe der Charge A noch in der Gruppe der Charge B zu irgendeinem der
Versuchszeitpunkte ein Unterschied zur Placebogruppe.

In der Tendenz zeigte sich jedoch fast zu allen Versuchszeitpunkten eine etwas
niedrigere CD11b-Expression auf Monozyten in den beiden Verumgruppen als in der
Placebogruppe (Abb. 3.63., Abb. 3.64).
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Abb. 3.63.: CD11b-Expression auf Monozyten ex vivo. Verumgruppe mit Charge A
(n=3) vs. Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M.
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Abb. 3.64.: CD11b-Expression auf Monozyten ex vivo. Verumgruppe mit Charge B
(n=2) vs. Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M.
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3.3.4. Monozyten-Thrombozyten-Assoziate

Bei der Untersuchung des Anteils von Thrombozyten-Monozyten-Assoziaten zeigte
sich zur Baseline und zur Baseline ,Verumeffekt’ in beiden Versuchsgruppen kein
Unterschied zur Placebogruppe.

Auch zu keinem der Ubrigen Messzeitpunkte stellte sich ein signifikanter Unterschied
zur Placebogruppe dar (Abb. 3.65., Abb. 3.66.).
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Abb. 3.65.: Monozyten-Thrombozyten-Assoziate ex vivo. Verumgruppe mit Charge A
(n=3) vs. Placebogruppe (n=9). Darstellung als prozentualer Anteil der Assoziate an
allen Monozyten + S.E.M.
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Abb. 3.66.: Monozyten-Thrombozyten-Assoziate ex vivo. Verumgruppe mit Charge B
(n=2) vs. Placebogruppe (n=9). Darstellung als prozentualer Anteil der Assoziate an
allen Monozyten + S.E.M.

3.4. Intergruppenvergleich: PMNL
3.4.1. Fibrinogen-Bindung

Es wurde die Anbindung von Fibrinogen an PMNL ex vivo untersucht. Zur Baseline und
zur Baseline ,Verumeffekt’ gab es in beiden Versuchsgruppen keinen Unterschied zur
Placebogruppe.

In den Gruppen der Verumchargen A und B ergab sich auch zu keinem der anderen
Messzeitpunkte ein signifikanter Unterschied zur Placebogruppe. In der Gruppe der
Charge A lagen die Werte tendenziell Gber denen der Placebogruppe (Abb. 3.67., Abb.
3.68.).
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Abb. 3.67.: Bindung von Fibrinogen-FITC an PMNL ex vivo. Verumgruppe mit Charge
A (n=3) vs. Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M.
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Abb. 3.68.: Bindung von Fibrinogen-FITC an PMNL ex vivo. Verumgruppe mit Charge
B (n=2) vs. Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M.
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3.4.2. Fibrinogen-Antikorper-Bindung

Bei der Untersuchung der Bindung eines Anti-Fibrinogen-Antikérpers an PMNL fand
sich zur Baseline und zur Baseline ,Verumeffekt’ in beiden Versuchsgruppen keinen
Unterschied zur Placebogruppe.

In der Placebogruppe zeigte sich jeweils zum Messzeitpunkt 1h eine signifikant héhere
Bindung des Antikdrpers an PMNL als in den Gruppen der Verumchargen A und B, in
denen der entsprechende Anstieg zum Zeitpunkt 1h nicht auftrat. Die Ubrigen
Unterschiede erreichten nicht das Signifikanzniveau (Abb. 3.69., Abb. 3.70.).
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Abb. 3.69.: Bindung von Anti-Fibrinogen-Antikérper-FITC an PMNL ex vivo.
Verumgruppe mit Charge A (n=3) vs. Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der
Fluoreszenz + S.E.M. Signifikanzen: *** p<0.001.
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Abb. 3.70.: Bindung von Anti-Fibrinogen-Antikérper-FITC an PMNL ex vivo.
Verumgruppe mit Charge B (n=2) vs. Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der
Fluoreszenz + S.E.M. Signifikanzen: *** p<0.001.

3.4.3. CD11b-Expression

Zur Baseline und zur Baseline ,Verumeffekt’ gab es in beiden Versuchsgruppen keinen
Unterschied in der CD11b-Expression auf PMNL zur Placebogruppe.

In der Versuchsgruppe der Verumcharge A gab es auch zu den Ubrigen
Messzeitpunkten keinen signifikanten Unterschied im Vergleich mit der Placebogruppe
(Abb. 3.71.). In der Versuchsgruppe der Verumcharge B dagegen zeigte sich zu den
Messzeitpunkten 8h und 12h eine signifikant niedrigere CD11b-Expression als in der
Placebogruppe. Die Ubrigen Unterschiede erreichten nicht das Signifikanzniveau.
Dennoch lagen auch hier die Messwerte der Verumgruppe tendenziell unter denen der
Placebogruppe (Abb. 3.72.).
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Abb. 3.71.: CD11b-Expression auf PMNL ex vivo. Verumgruppe mit Charge A (n=3) vs.
Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M.
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Abb. 3.72. CD11b-Expression auf PMNL ex vivo. Verumgruppe mit Charge B (n=2) vs.
Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz + S.E.M. Signifikanzen:
** p<0.01.
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3.5. Intergruppenvergleich: Uberleben

In den Verumgruppen der Chargen A (n=3) und B (n=2) Uberlebten alle Versuchstiere
den gesamten Versuchszeitraum (0% Sterblichkeit). In der Placebogruppe (n=9)
starben zwei Tiere nach der 8. Stunde (22,2% Sterblichkeit), zwei weitere Tiere starben
nach der 12. Stunde (44,4% kumulierte Sterblichkeit). Die Unterschiede in der
Sterblichkeit zwischen den Gruppen erreichten jedoch in einem Kaplan-Meier-Log-
Rank-Test nicht das Signifikanzniveau (Abb. 3.73.).

Anzahl der
lebenden Tiere

Zeit (h)

Abb. 3.73.: Uberleben der Schafe wéhrend des Versuchszeitraums. Dargestellt ist die
Anzahl der lebenden Tiere zu den jeweiligen Messzeitpunkten in den einzelnen
Versuchsgruppen. P (dunkelgrau): Placebogruppe; A (weiss): Verumgruppe der Charge
A; B (hellgrau): Verumgruppe der Charge B.
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4. Diskussion

Sepsis, die Anwesenheit von Bakterien oder deren Produkten im Blutstrom und eine
daraus resultierende UberschieBende systemische Entzindungsreaktion, gehért nach
wie vor zur haufigsten Todesursache auf nicht-kardiologischen Intensivstationen
(SANDS, 1997). Eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie, die zu einer Sepsis bzw.
einem SIRS und deren Folgen flhrt, spielen die beiden eng miteinander verknipften
Vorgange der Inflammation und der Hamostase. Insbesondere die Thrombozyten
stellen dabei ein Bindeglied zwischen den beiden Systemen dar. Nach ihrer Aktivierung
kénnen diese sowohl die Blutgerinnung als auch die Entziindungsreaktion aktiv
verstarken und steuern (AWAD, 2003; TAPPER, 2000; MAVROMMATIS, 2000). Uber die
disseminierte intravasale Gerinnung (DIC) mit Verbrauchskoagulopathie tragen die
Blutplattchen auBerdem zu einem bedeutenden Teil zur Auspragung des
Multiorganversagens bei und damit zur hohen Letalitdt des SIRS (SHARMA, 2003;
IDELL, 2001). Die Aktivierungsvorgange von Thrombozyten und Leukozyten sowie
deren Interaktion im Verlauf eines SIRS standen daher im besonderen Interesse dieser
Arbeit.

Das oligomere Glykoprotein Thrombospondin-1, welches unter anderem aus
thrombozytéren a-Granula stammt, ist an der Rekrutierung ruhender Thrombozyten,
deren Adh&sion und Aggregation maBgeblich beteiligt, kann aber auch
antikoagulatorische Wirkungen haben (KEHREL, 1996; BONNEFOY, 2001; TULASNE,
2001; XIE, 2001). Zudem spielt es im Rahmen von Entzindungsreaktionen
insbesondere des Lungengewebes eine entscheidende Rolle (LAWLER, 1998). In dieser
Arbeit wurde untersucht, in wie weit Thrombospondin-1 auf die UberschieBende
Aktivierung des Gerinnungssystems im Rahmen eines SIRS hemmend wirken kann
und somit eine neue Therapieoption bei der Behandlung der schweren Sepsis und des
septischen Schocks bietet. AuBerdem sollte geprift werden, ob sich bestimmte
Parameter der Aktivierung von Thrombozyten und Leukozyten als frihe
Prognoseparameter flr den Verlauf der Sepsis bzw. des SIRS eignen.

Die  Untersuchungen erfolgten in  einer  prospektiven, randomisierten,
placebokontrollierten, verblindeten, tierexperimentellen Vorstudie. Allen Personen in
direktem Kontakt mit den Tieren und allen an den Laboruntersuchungen beteiligten

Personen war nicht bekannt, ob die Tiere Placebo oder Verum erhalten hatten.
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4.1. Sepsismodell am endotoxinamischen Schaf

Die Untersuchung erfolgte am endotoxindmischen chronisch instrumentierten Schaf.
Durch eine 24stiindige Dauerinfusion mit 10ng/kgKG/min Lipopolysaccharid (LPS) von
Salmonella typhimurium wurde ein SIRS ausgeldst. Neben der Uberwachung der
h&amodynamischen Parameter durch ein invasives Monitoring wurde zu acht
Zeitpunkten der Funktionszustand von Thrombozyten und Leukozyten in
durchflusszytometrischen Messungen bestimmt.

Das Schaf wurde als Versuchstier fir das Sepsismodell ausgewéhlt, da die Schafe
analog zu einem Menschen Uberwacht und behandelt werden konnten. Die Reaktionen
auf die Endotoxingabe und die dafiir nétige Dosierung sind bei Schaf und Mensch sehr
ahnlich (BONE, 1998; VAN DEVENTER, 1990). Die intravendse Endotoxingabe beim
Schaf ist aus diesen Grinden ein etabliertes Modell in der Sepsisforschung (TRABER,
2000; PARKER, 2001).

Nach Induktion des SIRS zeigte sich bei nahezu allen Tieren erwartungsgemaB eine
mehr oder weniger ausgepragte Verschlechterung des Allgemeinzustands. Die Tiere
fraBen nicht mehr und einige legten sich auf den Boden des Kafigs. Im weiteren
Verlauf adaptierten sich einige der Tiere wieder an die Situation und begannen erneut
zu fressen, wahrend andere in dem verschlechterten Allgemeinzustand blieben. Die
aufgetretenen Todesfalle wahrend des Versuches standen in Zusammenhang mit einer
respiratorischen Insuffizienz. Wahrend des gesamten Versuchsablaufes wurden alle
Tiere durch eine Tierarztin betreut. Bei einigen irreversibel prafinalen Tieren wurde aus
ethischen Grlnden eine vorzeitige Euthanasie durch die Tierarztin durchgefihrt.

Durch die unabhangige Tierarztin mussten einige der Schafe, welche verdeckt
vorerkrankt waren und zum Beispiel durch eine deutliche Erhéhung der
Kérpertemperatur auffielen, aus dem Versuch genommen werden und standen daher
fir die Durchfihrung und Auswertung des Versuches nicht mehr zur Verfigung.
Andere Tiere zeigten bereits zur Baseline maximal erhbéhte Aktivierungsparameter der
Thrombozyten und Leukozyten ebenfalls als Ausdruck einer Vorerkrankung, so dass
auch diese nachtraglich aus der Auswertung ausgeschlossen werden mussten.
Aufgrund dieser Umstédnde standen insbesondere in den Verumgruppen deutlich
weniger Schafe fur die Auswertung zur Verfligung als geplant; in der Verumgruppe der
Charge A drei Tiere, in der Verumgruppe der Charge B nur zwei Schafe. In der



Diskussion 125

Verumgruppe der Charge B ist die Berechnung von statistischen Signifikanzen daher
nicht zuldssig. Die Ergebnisse kénnen nur als mdgliche Tendenz betrachtet werden.

4.2. Das Verum Thrombospondin-1

Die am N-terminalen Ende des Thrombospondinmolekils befindliche heparinbindende
Domaéne besitzt drei Aminosauresequenzen, die mit hoher Affinitdt an Heparin und
Heparansulfat-Proteoglykane binden. Dazu z&hlen die Sequenzen ARKGSGRR
(Aminosduren 22-29), MKKTRG (Aminosauren 79-84) und TRDLASIARLRIAKGVN-
DNF (Aminosduren 170-189). Uber diese Sequenzen kann Thrombospondin-1 auch an
Heparansulfat-Proteoglykane auf Zelloberflaichen und an oberflachengebundenes
Fibrinogen binden. Dazu passt die Beobachtung, dass Heparin und Heparansulfat die
Bindung von Thrombospondin-1 an Zelloberflachen verhindern kénnen. Uber diese
Bindungen nimmt die heparinbindende Doméne eine wichtige Funktion in der
Steuerung und Aktivierung der Thrombozyten-Thrombozyten-Interaktion durch
Thrombospondin-1 wahr (CLEZARDIN, 1997; RABHI-SABILE, 1996). Die isolierte N-
terminale Sequenz hat die gleichen Zellbindungseigenschaften wie ein intaktes
Thrombospondinmolekil (CHEN, 1996). Thrombin ist in der Lage, ein 28kDa groBes
Fragment mit der heparinbindenen Domane vom N-terminalen Ende abzuspalten. Der
verbleibende Rest des Thrombospondinmolekils verliert damit die Fahigkeit, an
Heparin oder Heparansulfat-Proteoglykane zu binden (PANETTI, 1999; RABHI-SABILE,
1996).

Thrombospondin-1 kann unterschiedliche Konformationen einnehmen (DETWILER,
1992). Das in dieser Arbeit als Verum eingesetzte Thrombospondin-1 lag in zwei
Chargen vor, die sich chemisch definiert unterschieden und wahrend des Versuchs
unterschiedliche Eigenschaften zeigten. Aus Schutzgriinden kann auf den Unterschied
der beiden Verumchargen hier nicht ndher eingegangen werden.

4.3. Innergruppenvergleich: Placebo

Um festzustellen, ob sich die gemessenen Parameter als friihe Prognoseparameter fr
den weiteren klinischen Verlauf der Sepsis bzw. des SIRS eignen, erfolgte die
Aufteilung der Placebogruppe in zwei Untergruppen, welche dann miteinander
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verglichen wurden. Es erfolgte eine Unterscheidung zwischen Schafen der
Placebogruppe, welche den gesamten Versuchszeitraum Uberlebt hatten (n=5), und
zwischen Schafen der Placebogruppe, welche vor dem Ende des Versuches am SIRS
gestorben waren (n=4).

4.3.1. Thrombozyten

Zu Beginn des SIRS zeigt sich in der Uberlebenden Placebogruppe eine hdhere ex
vivo-Anbindungsfahigkeit von Thrombospondin-1-FITC, Gerinnungsfaktor Vlla-FITC,
von-Willebrand-Faktor-FITC, Gerinnungsfaktor XIII-FITC und von Fibrinogen-FITC.
Zum Zeitpunkt 1h erreicht dieser Unterschied mit Ausnahme des Gerinnungsfaktors
Xlll in den jeweiligen Messreihen das Signifikanzniveau. Bei der Anbindung von
Fibrinogen war auch der Unterschied zum Zeitpunkt 2h signifikant. Insgesamt zeigt
sich hier erneut die Konsistenz der einzelnen Messparameter. Diese Ergebnisse
sprechen angesichts der von LEVI (2004) und YAGUCHI (2004) beschriebenen
Veranderungen der Thrombozyten wéhrend einer Sepsis/SIRS (vgl. Kap. 4.4.8.) dafur,
dass in der Uberlebenden Placebogruppe Thrombozyten vorliegen, deren
physiologische Funktion besser erhalten ist als in der gestorbenen Placebogruppe.
Diese besser erhaltene Funktion im Verlauf des SIRS kénnte eine Erklarung sein,
warum diese Tiere die Erkrankung Uberlebten, wéhrend die anderen Tiere vorzeitig an
den Folgen des SIRS verstarben. Thrombospondin-1-FITC, Gerinnungsfaktor Vlla-
FITC, von-Willebrand-Faktor-FITC, Gerinnungsfaktor XlII-FITC und Fibrinogen-FITC
kdénnten Ober den gleichen Mechanismus, der wahrend der SIRS-Reaktion ausgeldst
wird, an Thrombozyten binden. Die Messung der Anbindung von Thrombospondin-1-
FITC, des Gerinnungsfaktors VIlla-FITC, des von-Willebrand-Faktors-FITC und
insbesondere des Fibrinogen-FITC kénnten sich daher als frihe Vorhersageparameter
fir die Prognose einer schweren Sepsis eignen. In einer klinischen Studie sollte diese
Hypothese daher getestet werden.

Auch hier wurde die zusatzliche Aktivierbarkeit durch Kollagen und TRAP in vitro
betrachtet, um die funktionelle Kapazitdt der Thrombozyten in den beiden
Untergruppen zu vergleichen. Hier zeigten sich nur sehr geringe Unterschiede, welche
nur zu einzelnen Messzeitpunkten signifikant wurden. Der Unterschied in der
Anbindung des Gerinnungsfaktors Vlla zum Zeitpunkt 4h kénnte im Vergleich zur
GrdBenordnung der anderen Unterschiede ein isolierter Messfehler sein, der sich bei
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der sehr kleine Gruppenstérke statistisch auswirkt. Insgesamt erhalt man durch die in
vitro-Aktivierung der Thrombozyten durch Kollagen und TRAP keine zusatzlichen
Informationen bezuglich der Unterscheidung zwischen Tieren, die am SIRS versterben,
und Tieren, welche das SIRS Uberleben. Die Untersuchung der in vitro-Aktivierbarkeit
durch Kollagen oder TRAP scheint sich daher als Prognoseparameter einer Sepsis

eher nicht zu eignen.

4.3.2. Monozyten

In der Fibrinogen-FITC-Bindung an Monozyten zeigte sich sowohl vor Beginn als auch
nach Beginn des SIRS eine signifikant héhere Anbindung in der Placebogruppe der
Uberlebenden Tiere als in der Placebogruppe der gestorbenen Tiere. Schon vor Beginn
des SIRS scheint es in dem Bindungsverhalten der Monozyten einen Unterschied zu
geben, der sich auf das Uberleben einer schweren Sepsis/SIRS auswirken kénnte. In
der Anbindung des Fibrinogen-Antikérpers ergab sich zum Messzeitpunkt 1h eine
signifikant hdhere Anbindung an Monozyten als Ausdruck einer starkeren
Fibrinogenbindung in  vivo. Tendenziell kdnnte dieser Parameter als
Prognoseparameter geeignet sein und sollte daher ebenfalls in einer klinischen Studie
verifiziert werden. Fur die Expression des Rezeptors CD11b ergab sich ein deutlicher
Unterschied zwischen den beiden Untergruppen. In der Gruppe der Uberlebenden
Tiere zeigte sich eine signifikant niedrigere CD11b-Expression als in der Gruppe der
gestorbenen Tiere. Die Monozyten waren im Verlauf des SIRS in der Uberlebenden
Placebogruppe also weniger aktiviert als in der anderen Untergruppe. Die CD11b-
Expression auf Monozyten scheint daher als guter Prognosefaktor in Frage zu
kommen. Auch dies sollte in einer klinischen Studie Uberprift werden. In der
Ausbildung von Thrombozyten-Monozyten-Assoziaten ergab sich kein signifikanter
Unterschied und auch keine eindeutige Tendenz zwischen den beiden Untergruppen.
Das AusmaB der Bildung von Thrombozyten-Monozyten-Assoziaten scheint daher als

Prognosefaktor eher ungeeignet.

4.3.3. PMNL

In der Bindung von Fibrinogen-FITC an PMNL lieB sich zwischen der Placebogruppe
der Uberlebenden Tiere und der Placebogruppe der gestorbenen Tiere Kkein
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Unterschied nachweisen, so dass sich hier kein Prognosefaktor ableiten lasst. Das
AusmafB der Fibrinogenbindung in vivo dagegen, welches Uber die Bindung des
Fibrinogen-Antikérpers erfasst wurde, war in der Uberlebenden Placebogruppe
signifikant gréBer. Aus diesem Parameter kénnte man daher vielleicht auf die
Prognose einer Sepsis/SIRS schlieBen. In der CD11b-Expression auf PMNL zeigte
sich eine hochsignifikant kleinere CD11b-Expression der Gberlebenden Placebogruppe
im Vergleich mit den gestorbenen Tieren. Die PMNL der Uberlebenden Tiere waren,
wie schon fur die Monozyten beobachtet, deutlich weniger aktiviert, so dass sich auch
dieser Parameter sehr gut als friher Prognoseparameter fir den Verlauf einer
schweren Sepsis eignen kdnnte. Beide Parameter sollen auch hier in klinischen

Studien weiter untersucht werden.

4.4. Intergruppenvergleich: Thrombozyten

4.4.1. Baseline und Baseline ,Verumeffekt’

Zur Baseline wurde ein Ausgangswert vor Applikation des Verums und vor Beginn der
LPS-Infusion erfasst. Erwartungsgeman zeigte sich nach AusschluB3 der offensichtlich
vorerkrankten Tiere durch die unabhangige Tierdrztin in nahezu allen Messreihen kein
signifikanter Unterschied zwischen den Verumgruppen und der Placebogruppe, was
die Konsistenz der Messergebnisse bestatigt. Lediglich bei der Untersuchung der
Anbindung des Gerinnungsfaktors XIIl an Thrombozyten und in der Anbindung von
Thrombospondin-1 an Thrombozyten jeweils nach in vitro-Aktivierung fand sich bei vier
einzelnen Messungen isoliert ein signifikanter Unterschied zwischen den Baselines. Da
dieser Effekt isoliert und ohne Entsprechung in korrespondierenden Messungen blieb,
muss hier von einer akzidentell artifiziellen Voraktivierung der Versuchsanséatze
ausgegangen werden.

Die Baseline ,Verumeffekt’ erfasst Veranderungen, welche nach Applikation des
Verums, aber vor Beginn des SIRS aufgetreten sind. Bei den meisten der Messungen
zeigte sich auch hier kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den
Verumgruppen und der Placebogruppe. Bei insgesamt 9 Einzelmesswerten dagegen
zeigte sich in den Verumgruppen dagegen eine signifikant héhere Aktivierung als in der
Placebogruppe. Dies zeigte sich bei der Bindung von Thrombospondin-1 der Charge A
an Thrombozyten ex vivo in. Nach in vitro-Aktivierung zeigte sich auch in folgendenden
Einzelmessungen ein Unterschied zur Baseline ,Verumeffekt’: in der Charge A in der
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Bindung von Thrombospondin-1 nach Kollagen- und TRAP-Aktivierung, von
Gerinnungsfaktor XIlII nach Kollagen- und von-Willebrand-Faktor nach Ristocetin-
Aktivierung. Das als Verum zugefiihrte Thrombospondin-1 der Charge A scheint schon
vor Beginn des SIRS einen geringen aktivierenden Effekt auf die Thrombozyten zu
haben, der sich zwar in den meisten Parametern nicht statistisch signifikant
niederschlagt, aber in einigen Messreihen nachweisbar war. Das Verum der Charge B
hat diesen aktivierenden Effekt nicht gezeigt. Verdeckte Vorerkrankungen der vom
Ziichter gelieferten Schafe erschwerten die Auswertung der Versuchsreihen erheblich.

4.4.2. Thrombospondin-1-Bindung

Thrombospondin-1 kann unter anderem Uber die Rezeptoren Glykoprotein IV (CD36),
IAP (CD47) und den Fibrinogen-Rezeptor Glykoprotein llb/llla an Thrombozyten
binden (BONNEFOY, 2001). Es wurde die Anbindung von in vitro zugesetztem mit FITC
markiertem Thrombospondin-1 untersucht. Da das als Verum eingesetzte
Thrombospondin-1 unmarkiert vorliegt, wurden in den durchflusszytometrischen
Messungen nur die in vitro zugesetzten Thrombospondinmolekile erfasst, nicht aber
das in vivo befindliche als Verum genutzte Thrombospondin-1.

Nach der Induktion des SIRS waren die Thrombozyten so verandert, dass sie in vitro
zugesetztes Thrombospondin-1 banden. In der Verumgruppe der Charge A zeigte sich
im Vergleich zur Placebogruppe nach Beginn des SIRS eine signifikant héhere
Bindung von in vitro zugesetztem Thrombospondin-1. Nach Aktivierung durch LPS
besitzen die Blutplattchen unter Anwesenheit des Verums eine gréBere Fahigkeit
Thrombospondin-1 zu binden. Worauf diese Fahigkeit beruht, muss noch geklart
werden. Dieser Effekt erreicht seinen Gipfel zum Messzeitpunkt 4h und fallt danach
kontinuierlich auf das Niveau der Placebogruppe ab bis zum Zeitpunkt 12h, an dem
kein Unterschied mehr zwischen der Verumgruppe und der Placebogruppe
festzustellen ist. Dies korrespondiert mit der Halbwertszeit von in vivo vorliegendem
Thrombospondin-1, welche bei etwa neun Stunden liegt (DAWES, 1983). Die Fahigkeit
der gesteigerten Thrombospondin-1-Bindung ist vermutlich an die Anwesenheit des
Verums gekoppelt. Sobald das Thrombospondin-1 aufgrund seiner biologischen
Halbwertszeit nicht mehr in ausreichender Konzentration im Organismus vorliegt, lasst
sich auch der oben geschilderte Effekt nicht mehr nachweisen und erreicht das Niveau
der Placebogruppe.
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In der Verumgruppe der Charge B dagegen gibt es nur einen geringen Unterschied zur
Placebogruppe, welcher zu keinem Messzeitpunkt das Signifikanzniveau erreicht. Das
Verum der Charge B ist nicht in der Lage, die erhdhte Bindungsfahigkeit far

Thrombospondin-1 hervorzurufen.

4.4.3. Annexin V-Bindung

Annexin V hat eine hohe Bindungsaffinitdt zu negativ geladenen Phosphatidylserinen,
welche nach Aktivierung von Blutplattchen in groBen Mengen auf deren Oberflache
gelangen und dort eine prokoagulatorische Oberflache ausbilden. Die Anbindung von
in vitro  zugesetztem Annexin V kann daher als Marker fir eine starke
Thrombozytenaktivierung dienen (DORMANN, 1998).

In der Verumgruppe der Charge A zeigte sich tendenziell, dass die Annexin-Anbindung
zwischen der zweiten und zwdlften Stunde unter der der Placebogruppe lag. Auch
wenn dieser Unterschied nicht das Signifikanzniveau erreicht, scheinen unter
Anwesenheit von Thrombospondin-1 der Charge A Thrombozyten vorzuliegen, die in
der SIRS-Reaktion in geringerem MaBe eine prokoagulatorische Oberflache
ausgebildet haben und damit auch weniger stark aktiviert wurde. Die Thrombozyten
der Tiere, welche das Verum der Charge A erhalten hatten, waren wahrend des SIRS
nicht ,prokoagulant® aktiviert.

In der Verumgruppe der Charge B dagegen lag die Annexin-Bindung der
Thrombozyten in den ersten zwei Stunden Uber der der Placebogruppe. Der
Unterschied war jedoch nicht statistisch signifikant. Im weiteren zeitlichen Verlauf
zeigte sich dann kein Unterschied mehr zur Placebogruppe.

4.4.4. Gerinnungsfaktor Vlla-Bindung

Der Gerinnungsfaktor VIlla hat neben seiner Rolle in der plasmatischen
Gerinnungskaskade die Fahigkeit, unter Anwesenheit von Calciumionen direkt an
aktivierte Thrombozyten zu binden, um an deren Oberflache die Bildung von Thrombin
zu bewirken. Da er nicht an ruhende Blutplatichen binden kann, kann die
Untersuchung der in vitro-Bindung von FITC-markiertem Gerinnungsfaktor Vlla als
Parameter fur die Thrombozyten-Aktivierung dienen (LISMEN, 2003; LAU, 2003).
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Nach Beginn des SIRS zeigte sich in der Verumgruppe der Charge A analog zur
Thrombospondin-1-Bindung eine héhere Anbindungsféhigkeit fir den Gerinnungsfaktor
Vlla als in der Placebogruppe. Dieser Effekt halt ebenfalls bis zum Messzeitpunkt 8h
an und féallt dann unter das Niveau der Placebogruppe, sobald die Konzentration des
Verums im Organismus abféllt. Dieser Unterschied zwischen den beiden
Versuchsgruppen erreicht jedoch, vermutlich aufgrund der geringen Gruppenstarken,
zu keinem Messzeitpunkt das Signifikanzniveau. Gerinnungsfaktoren binden far
Calciumionen an negativ geladene Phospholipide der Thrombozytenmembran. Da aber
keine gesteigerte Bindung von Annexin V beobachtet werden konnte, welche
Phosphatidylserin auf der Plattchenoberflache anzeigt, muss eine starkere Anbindung
an negativ geladene Phospholipide der Thrombozyten als Ursache flr den Effekt
ausgeschlossen werden. Die Fahigkeit, Gerinnungsfaktor Vlla wahrend eines SIRS in
Gegenwart von Thrombospondin-1 zu binden, muss daher eine andere, noch nicht
geklarte Ursache haben.

In der Verumgruppe der Charge B dagegen lag die Anbindungsfahigkeit fir den
Gerinnungsfaktor Vlla tendenziell unter der der Placebogruppe. Auch dieser
Unterschied wird zu keinem Zeitpunkt statistisch signifikant, kann aber Hinweis darauf
sein, dass das Verum der Charge B hier einen hemmenden Einfluss auf die Aktivitat
der Thrombozyten haben kénnte. Auch dies korrespondiert mit den unterschiedlichen
Eigenschaften von Thrombospondin-1 in der Charge A und denen von
Thrombospondin-1 in der Charge B.

4.4.5. Gerinnungsfaktor XllI-Bindung

Der Gerinnungsfaktor Xl kann neben seiner F&higkeit Fibringerinnsel
querzuvernetzen, Gber das Glykoprotein llb/llla an die Oberflache von Blutplattchen
binden (DARDIK, 2002).

In der Verumgruppe der Charge A zeigt sich nach Induktion des SIRS eine hdhere
Gerinnungsfaktor XllI-Bindung an Thrombozyten als in der Placebogruppe. Dieser
Effekt fallt dann im Verlauf wieder ab und erreicht zum Zeitpunkt 12h das Niveau der
Placebogruppe. Es liegen in der Verumgruppe Blutplattchen vor, welche mehr Faktor
Xl binden. Dieser Verlauf ist analog zur gemessenen Thrombospondin-1- und
Gerinnungsfaktor Vlla-Bindung. Unter Anwesenheit des Verums ist der oben
geschilderte Effekt nachweisbar, und sobald das Verum in seiner Konzentration im



Diskussion 132

Organismus abfallt, lasst auch dieser Effekt nach. In der Verumgruppe der Charge B
lasst sich eine ahnliche Tendenz nachweisen, allerdings weniger stark ausgepragt. Da
aber eine verstarkte Aktivierung der Thrombozyten mit Annexin V, CD62 und CD63
nicht beobachtet werden konnte, muss auch die verstarkte Anbindung von
Gerinnungsfaktor XIII an Thombozyten im Rahmen des SIRS nach Thrombospondin-1-
Gabe auf einem noch nicht geklarten Phanomen beruhen, welches vermutlich bei allen
analog beobachteten Effekten zu finden ist.

4.4.6. von-Willebrand-Faktor-Bindung

Der von-Willebrand-Faktor (vWF) besitzt in jedem seiner Monomere die Doméane Af.
Diese dient als Bindungsstelle fir das Glykoprotein Iba, welches Teil des
thrombozytaren vVWF-Rezeptors ist (RUGGERI, 2003). Uber die Doméane C2 kann der
von-Willebrand-Faktor auch an den aktivierten Rezeptor GPIIb/llla der Thrombozyten
zu binden (SCHMUGGE, 2003).

Wie auch schon in der Anbindung von Trombospondin-1 und der Gerinnungsfaktoren
X1l und Vlla zeigt sich hier in der Verumgruppe der Charge A, dass nach Beginn des
SIRS eine héhere Bindung des VWF an Thrombozyten stattfindet. Dieser Effekt halt
auch hier nur bis zur zwélften Stunde an, um dann das Niveau der Placebogruppe zu
erreichen. Auch die starkere VWF-Anbindung ist wie die TSP-1-Bindung und die
Bindung der Faktoren XlIl und Vlla an die Anwesenheit von Thrombospondin-1 in einer
bestimmten Konzentration gebunden. Nach Abfallen der Verumkonzentration im
Organismus ist der Effekt der gesteigerten Bindungsfahigkeit nicht mehr nachweisbar.
In der Verumgruppe der Charge B ist dieser Effekt ebenfalls angedeutet, erreicht aber

nicht das Signifikanzniveau.

4.4.7. Aktivierbarkeit in vitro
4.4.7.1. Aktivierung durch Kollagen

Um zusatzlich auch Informationen tber die funktionelle Kapazitat der Thrombozyten zu
erhalten, d.h. die Fahigkeit zu einer weiteren Aktivierung bzw. Steigerung der
Bindungsfahigkeit, erfolgte in vitro die zusatzliche Aktivierung durch Kollagen.

Zunéchst wurde die Thrombospondin-1-Anbindung an Thrombozyten nach Aktivierung

durch Kollagen untersucht. In der Placebogruppe zeigte sich, dass keine weitere in
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vitro-Aktivierung moglich war. Die Blutplatichen der Placebogruppe hatten keine
funktionelle Kapazitdt mehr. Die Bindungsfahigkeit konnte nicht weiter gesteigert
werden. In der Verumgruppe der Charge A dagegen lieB sich durch die Zugabe von
Kollagen noch eine weitere Steigerung der Anbindungsfahigkeit fir Thrombospondin-1-
FITC erreichen, vor allem zu Beginn und gegen Ende des Versuchszeitraums. In der
Verumgruppe der Charge A war die funktionelle Kapazitdt im Gegensatz zur
Placebogruppe noch erhalten. In der Verumgruppe der Charge B zeigte sich ein
ahnlicher Erhalt der funktionellen Kapazitat im Gegensatz zur Placebogruppe.
Allerdings war die funktionelle Kapazitat hier nicht ganz so ausgepragt, und der
Unterschied lieB sich nur in den ersten vier Stunden des Versuches nachweisen. Beide
Verumchargen sind in unterschiedlichem AusmaB in der Lage, die funktionelle
Kapazitat der Thrombozyten im Verlauf des SIRS im Gegensatz zu unbehandelten
Tieren zu erhalten.

In der Anbindung des Gerinnungsfaktors XIII an Thrombozyten nach in vitro-
Aktivierung durch Kollagen zeigte sich in der Placebogruppe kein Zuwachs der
Bindungsfahigkeit. Die Thrombozyten hatten in dieser Gruppe keine funktionelle
Kapazitat mehr. In beiden Verumgruppen hingegen zeigte sich eine gering erhaltene
funktionelle Kapazitat, vor allem in den ersten vier Stunden des Versuchszeitraumes, in
dem sich durch Kollagen eine geringgradige Steigerung der Bindungsfahigkeit far
Gerinnungsfaktor XIII-FITC erzielen lieB, auch wenn der Unterschied nur zu wenigen
Zeitpunkten das Signifikanzniveau erreichte. Stérker ausgepragt war der Erhalt der
funktionellen Kapazitat in der Verumgruppe der Chargen A.

In der Anbindung von Annexin V und des Gerinnungsfaktors Vlla an Thrombozyten
nach in vitro-Aktivierung durch Kollagen zeigte sich zu keinem Zeitpunkt und in keiner
Verumgruppe ein signifikanter oder tendenzieller Unterschied zur Placebogruppe. Es
lieB sich kein Unterschied in der funktionellen Kapazitat fir die Anbindung von
Annexin V und Faktor Vlla nachweisen.

4.4.7.2. Aktivierung durch TRAP

Durch die Aktivierung mit in vitro zugesetztem Thrombin-receptor activating peptide
(TRAP) lieB sich in der Placebogruppe zu keinem der Versuchszeitpunkte eine weitere
Steigerung der Bindungsféhigkeit far Thrombospondin-1 erreichen. In den
Verumgruppen der Chargen A und B zeigte sich tendenziell eine geringe erhaltene
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funktionelle Kapazitat bis zum Messzeitpunkt 8h. Das Signifikanzniveau erreichte
dieser Unterschied jedoch nicht. Insgesamt Ilasst sich eine weitgehende
Ubereinstimmung der Befunde nach in vitro-Aktivierung mit TRAP und Kollagen finden.
Nach Zugabe von Kollagen oder TRAP zeigte sich in den Verumgruppen eine gering
bis maBig erhaltene funktionelle Kapazitat, wahrend in der Placebogruppe keine
zusatzliche Steigerung der Bindungsféhigkeit mehr zu erreichen war.

4.4.7.3. Aktivierung durch Ristocetin A

Um die Fahigkeit der Thrombozyten zu untersuchen, nach in vitro-Aktivierung weiteren
von-Willebrand-Faktor zu binden, erfolgte eine zuséatzliche Aktivierung mit Ristocetin. In
der Placebogruppe lie3 sich wie auch schon nach in vitro-Aktivierung durch Kollagen
und TRAP keine weitere Steigerung der Bindungsféahigkeit hervorrufen, die funktionelle
Kapazitat war erschopft. In der Verumgruppe der Charge A zeigte sich tendenziell eine
geringe zusétzliche funktionelle Kapazitdt zu den Versuchszeitpunkten 4h und 8h,
ohne das Signifikanzniveau zu erreichen. In der Verumgruppe der Charge B zeigte sich
kein Unterschied in der funktionellen Kapazitat. Insgesamt lieB sich in allen
Versuchsgruppen durch die Zugabe von Ristocetin, anders als durch Kollagen und
TRAP, keine signifikante zuséatzliche Steigerung der Bindungsfahigkeit in vitro

hervorrufen.

4.4.8. Zusammenfassung: Thrombozyten

FlUr das Lipopolysaccharid gramnegativer Bakterien konnte in verschiedenen Arbeiten
gezeigt werden, dass es sowohl in verschiedenen Tiermodellen als auch in
menschlichem Vollblut zu einer verstarkten Thrombozytenaggregation fihrt (VINZENT,
2002). Zusatzlich werden Blutplattchen durch Immunglobuline, C-reaktives Protein,
Komplementfaktoren und Interleukin-6 als Akut-Phase-Proteine, sowie durch
freigesetzte Agonisten wie ADP und Serotonin aktiviert, so dass im Verlauf einer
Sepsis bzw. eines SIRS aktivierte Thrombozyten in einem hyperaggregablem Zustand
im Organismus zirkulieren (GAWAZz, 1997). Verschiedene Autoren zeigten jedoch, dass
Blutplattchen von Sepsispatienten in vitro einen geringeren Aktivierungszustand als bei
Gesunden aufweisen (LEVI, 2004; YAGUCHI, 2004). Dieser Effekt wird durch die
Ergebnisse dieser Arbeit bestatigt. In allen Messreihen zeigte sich im Verlauf des SIRS
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in der Placebogruppe keine Steigerung des in vitro untersuchten Aktivierungszustands
bzw. der Bindungsfahigkeiten, sondern tendenziell eine allmahliche Abnahme der
Substratanbindung in vitro. In der Untersuchung der Anbindung von Gerinnungsfaktor
Xl und Gerinnungsfaktor Vlla erreichte diese Abnahme sogar das Signifikanzniveau
(Oh vs. 12h: p<0.05). Der Effekt der abnehmenden Bindungsfahigkeit von
Thombozyten im Rahmen des SIRS muss auf einem bisher noch nicht geklérten
Phanomen beruhen. Diskutiert werden kénnte, dass die hochaktivierten Thrombozyten
bereits in vivo aggregiert haben und daher in in vitro-Experimenten nicht mehr mit
anderen Substraten reagieren kénnen (LEVI, 2004; YAGUCHI, 2004). Letztendlich
mussen hier weitere Untersuchungen folgen, um die Ursache fiir diesen Effekt zu
klaren. Dass bei den Schafen tatsachlich ein schweres SIRS mit
Thrombozytenaktivierung und Verbrauchskoagulopathie vorlag, zeigten der klinische
Zustand, die sich regelhaft ausbildende schwere Thrombozytopenie (Daten nicht
gezeigt) und die bei nahezu jedem Tier post mortem gefundenen teils massiven
inneren Blutungen (blutige Pleuraergiisse, multiple petechiale Parenchymblutungen

und Organh@amatome).

Ein weiterer Effekt bei Sepsispatienten, der bereits in anderen Arbeiten beobachtet
wurde, ist das verminderte Ansprechen der Thrombozyten auf Plattchenagonisten.
Kollagen, ADP oder Adrenalin fihren insbesondere in der Frihphase der Sepsis in
vitro zu einer geringeren Aktivierung der Blutplattchen als bei Gesunden (BOLDT,
1997). Da die Adh&sionsmolekile bei diesen Thrombozyten noch auf der Oberflache
exprimiert werden, sind dies keine ,erschépften® Blutplattchen. Vielmehr kommt es
bedingt durch die Sepsis zu einer funktionellen Stérung wahrscheinlich auf Ebene des
Arachidonsaure-Stoffwechsels. AuBerdem scheinen die Inhaltsstoffe der a-Granula
und die Funktion der dense bodies ebenfalls bei Sepsispatienten verandert, so dass es
zu einem verminderten Ansprechen auf Plattchenagonisten kommt (YAGUCHI, 2004;
VINZENT, 2002). Auch dieser Befund wird durch die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigt.
In der Placebogruppe lieB sich sowohl nach in vitro-Aktivierung durch Kollagen als
auch nach Aktivierung durch TRAP und Ristocetin bei keinem der untersuchten

Parameter eine Zunahme der Aktivierung erreichen.

In der Verumgruppe der Charge A zeigte sich im Gegensatz zur Placebogruppe unter

Anwesenheit von Thrombospondin-1 der Charge A eine gesteigerte Anbindung der



Diskussion 136

Substrate an die Thrombozyten. FUr die Anbindung von Thrombospondin-1,
Gerinnungsfaktor XlII und von-Willebrand-Faktor waren die Unterschiede statistisch
signifikant. Aufgrund der biologischen Halbwertszeit von in vivo vorliegendem
Thrombospondin von etwa neun Stunden (DAWES, 1983) zeigte sich dieser Effekt nur
bis zur achten Stunde des Versuchszeitraums. Die Anwesenheit des Verums im
Organismus erhélt die Anbindungsféhigkeit der Thrombozyten fiir die Substrate,
welche in der Placebogruppe durch das SIRS nicht mehr vorhanden ist. Legt man die
die Befunde aus den Arbeiten von YAGUCHI (2004) und VINZENT (2002) zugrunde, kann
man hier folgern, dass bei den Tieren in dieser Untersuchung die Blutplattchen in ihrer
normale Funktion weniger durch das SIRS beeintrachtigt waren. Dies wurde durch die
Messung der Annexin V-Bindung bestatigt, in der sich zumindest tendenziell eine
entsprechende Abnahme der Phosphatidylserin-Prasentation zeigte. Dies zeigt, dass
sich die Thrombozyten tats&chlich weniger stark in einem prokoagulatorischen Zustand
befanden. Auch in der Aktivierbarkeit in vitro als AusmalB der funktionellen Kapazitat
zeigte sich ein Unterschied zur Placebogruppe. In der Verumgruppe der Charge A lie3
sich durch Kollagen und TRAP eine héhere Anbindung von Thrombospondin-1 und
Gerinnungsfaktor XIlIl als Ausdruck einer erhaltenen funktionellen Kapazitat
nachweisen. In der Anbindung von Gerinnungsfaktor Vlla und Annexin V zeigte sich
kein Unterschied. Die Aktivierung durch Ristocetin zeigte nur eine tendenziell
gesteigerte Anbindung von von-Willebrand-Faktor.

Es ergaben sich hier deutliche Hinweise darauf, dass die mit dem Thrombospondin-1
der Charge A behandelte Tiere geringer aktivierte Thrombozyten mit einer besser
erhaltenen funktionellen Kapazitdt aufwiesen, auch wenn vermutlich aufgrund der
geringen Gruppenstérke nicht alle Unterschiede das Signifikanzniveau erreichten. Die
genaue Ursache der gesteigerten Bindungsfahigkeit der Thrombozyten fir
Thrombospondin-1, Gerinnungsfaktor Vlla, von-Willebrand-Faktor, Gerinnungsfaktor
XIII' und von Fibrinogen bei fehlender Aktivierung muss hier ungeklart bleiben, da aus
Schutzgriinden nicht auf die Struktur des Verums eingegangen werden kann.

In der Verumgruppe der Charge B zeigte sich ein ahnlicher Effekt wie in der Gruppe
der Charge A. Es fand sich eine signifikant starkere Anbindungsfahigkeit fir den
Gerinnungsfaktor ~ Xlll  und  von-Willebrand-Faktor, tendenziell auch fir
Thrombospondin-1. Der Effekt war jedoch nicht so stark ausgepragt und hielt auch nur

bis zur vierten Stunde des Versuchszeitraums an. Wenn auch nicht so stark
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ausgepragt wie das Verum der Charge A, ist das Thrombospondin-1 der Charge B
zumindest tendenziell in der Lage, die Funktion der Thrombozyten wéhrend des SIRS
langer aufrecht zu erhalten. Nachdem die Konzentration des Verums aufgrund der
kurzen biologischen Halbwertszeit unter einen bestimmten Spiegel gefallen ist, in
diesem Falle nach der vierten Stunde, lasst dieser Effekt nach und die Messwerte
erreichen das Niveau der Placebogruppe. Bei den Thrombozyten lieB sich in vitro
durch Aktivierung mit Kollagen und TRAP zumindest in der Anbindung von
Thrombospondin-1 ein Zuwachs der Bindungsfahigkeit erzielen. In der Anbindung von
Gerinnungsfaktor XllI ergab sich nur ein sehr schwacher nicht signifikanter Anstieg. In
der Anbindung von Annexin V, Gerinnungsfaktor Vlla und von-Willebrand-Faktor nach
Aktivierung durch Ristocetin zeigte sich kein Zuwachs der Substratanbindung. Auch
hier fand sich zumindest tendenziell eine geringere funktionelle Kapazitat der
Thrombozyten, welche im Vergleich zur Placebogruppe durch das Verum der Charge B
im Verlauf des SIRS erhalten wird. Der Unterschied zur Verumgruppe der Charge A

erklart sich durch die verédnderte Molekulstruktur des enthaltenen Thrombospondins-1.

4.5. Intergruppenvergleich: Leukozyten

4.5.1. Bindung von exogenem Fibrinogen

Monozyten und PMNL exprimieren auf ihrer Oberflache das B.-Integrin CD11b/CD18
(Mac-1). Es ist auch Rezeptor fir Fibrinogen (RUBEL, 2002; LOSCHE, 2001).

In der Verumgruppe der Charge A lag die Fibrinogen-Bindung an Monozyten zu Beginn
des Versuches tendenziell Uber der in der Placebogruppe. Dieser Unterschied war
jedoch nicht statistisch signifikant. Ab dem Zeitpunkt 8h erreicht die Bindungsféhigkeit
das Niveau der Placebogruppe. Dieser Befund passt zu den Ergebnissen der
Substratbindung an Thrombozyten, in denen sich Unterschiede entsprechend der
biologischen Halbwertszeit des als Verum eingesetzten Thrombospondins-1 nur bis zur
achten Versuchstunde nachweisen lieBen. In der Bindung von Fibrinogen an PMNL
zeigte sich in der Placebogruppe ein deutlicher und rascher Anstieg der
Bindungsfahigkeit nach Beginn des SIRS. Vermutlich liegt dieser Steigerung der
Bindungsfahigkeit fur Fibrinogen eine Konformationsanderung im PMNL-
Fibrinogenrezeptor Mac-1 zugrunde, da die Dichte der Mac-1-Molekiile auf der PMNL-
Membran nicht in gleicher Weise erhéht war. In der Verumgruppe der Charge A

erfolgte dieser Anstieg etwa eine Stunde spéter (Baseline vs. 1h: p=0.96, Baseline vs.
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2h: p=0.036), erreicht daftr aber zumindest tendenziell héhere Werte. Das Auftreten
der starken Bindungsfahigkeit der PMNL fir Fibrinogen erfolgte in der Verumgruppe
der Charge A signifikant spater. Ab dem Zeitpunkt 8h kam es dann zu einem erneuten
Abfall der Anbindungsféhigkeit, was auch hier der biologischen Halbwertszeit des
Verums entsprechen kénnte.

In der Verumgruppe der Charge B ergab sich nach der vierten Stunde des Versuches
zumindest tendenziell eine etwas héhere Anbindung von Fibrinogen an Monozyten als
in der Placebogruppe. Es kdnnten also eher starker aktivierte Monozyten mit einer
vermehrten CD11b-Expression vorgelegen haben. In der Anbindung von Fibrinogen an
PMNL ergab sich kein signifikanter Unterschied. Dennoch erfolgte der Anstieg der
Anbindung nach Beginn des SIRS auch hier tendenziell spéater als in der

Placebogruppe.

4.5.2. Bindung von endogenem Fibrinogen (Anti-Fibrinogen-Antikorper)

In der Bindung des Anti-Fibrinogen-Antikérpers an Monozyten, welcher die in vivo-
Bindung von Fibrinogen an die Leukozyten erfasst, zeigte sich in beiden
Verumgruppen kein signifikanter Unterschied zur Placebogruppe. Lediglich in der
Gruppe der Charge A zeigte sich zumindest tendenziell ab der achten Stunde des
Versuches eine etwas geringere in vivo-Anbindung von Fibrinogen, was fur das
Vorliegen von weniger stark aktivierten Monozyten in vivo sprechen kénnte. In der
Bindung des Antikérpers an PMNL zeigte sich in der Placebogruppe direkt nach
Beginn des SIRS eine hochsignifikante Zunahme (Baseline vs. 1h: p<0.001). Hier
zeigte sich die starke Verédnderung der Bindungsfahigkeit der PMNL fur Fibrinogen
durch das SIRS. In beiden Verumgruppen dagegen fehlte dieser Anstieg. Stattdessen
blieb die in vivo-Anbindung von Fibrinogen an PMNL auf unverandert niedrigem
Niveau. Dieser Unterschied war statistisch hoch signifikant (p<0.001). Beide
Verumchargen kénnten hier einen antiinflammatorischen Effekt auf PMNL gehabt

haben.

4.5.3. CD11b-Expression

In der CD11b-Expresson auf Monozyten =zeigte sich in keiner der beiden
Verumgruppen ein signifikanter Unterschied zur Placebogruppe. In der Verumgruppe



Diskussion 139

der Charge B lag die CD11b-Expression etwas unter der der Placebogruppe, so dass
zumindest tendenziell weniger aktivierte Monozyten vorgelegen haben kénnten. In der
CD11b-Expression auf PMNL zeigte sich in der Placebogruppe direkt nach Beginn des
SIRS wie auch schon in den anderen untersuchten Parametern ein signifikanter
Anstieg (Baseline vs. 1h: p<0.001). Direkt nach Beginn eines SIRS kommt es vermittelt
durch das Interleukin-8 zu einer vermehrten Expression des Integrins Mac-1, dessen
Untereinheit CD11b ist (LEY, 2002; MONNERET, 2003). Daher 148t sich hier auch in
dieser Arbeit die friihe Aktivierung der PMNL durch das SIRS nachweisen. In der
Verumgruppe der Charge A findet sich dieser Anstieg ebenfalls, allerdings findet er hier
signifikant spater statt (Baseline vs. 1h: p=0.9, Baseline vs. 2h: p=0.1, Baseline vs. 4h:
p=0.008). Die Aktivierung der PMNL setzt also unter Anwesenheit des
Thrombospondins-1 der Charge A spater ein. In der Verumgruppe der Charge B bleibt
der Anstieg der CD11b-Expression nach Beginn des SIRS ganz aus. Zu den
Zeitpunkten 8h und 12h ist dieser Unterschied statistisch signifikant. In der
Verumgruppe der Charge A liegen PMNL vor, welche durch die SIRS weniger stark
das fUr die Entzindungsreaktion zentrale Integrin Mac-1 exprimieren und somit
weniger aktiviert sind. Zwischen dem Ausmaf der CD11b-Expression und der Schwere
einer Sepsis bzw. eines SIRS besteht eine Korrelation (RUSSWURM, 2002), so dass
sich hier nach Applikation des Verums der Charge A eine weniger schwere Sepsis
nachweisen laBt. Warum dieser Effekt flir Monozyten in dieser Untersuchung nicht

nachweisbar war, mufB hier ungeklart bleiben.

4.5.4. Monozyten-Thrombozyten-Assoziate

Bei starker Aktivierung von Gerinnungssystem und Abwehrsystem kommt es zur
Ausbildung von direkten Bindungen zwischen Thrombozyten und Monozyten, welche
als Monozyten-Thrombozyten-Assoziate bezeichnet werden. Die Bildung solcher
Assoziate ist vor allem vom Aktivierungszustand der Thrombozyten abhangig (LI,
2000).

In den Verumgruppen der Charge A und B zeigte sich kein Unterschied in der
Ausbildung von Monozyten-Thrombozyten-Assoziaten zur Placebogruppe. Auf die
Interaktion zwischen den beiden Zelltypen hat das Thrombospondin-1 der Chargen A
und B keinen Einfluss.
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4.5.5. Zusammenfassung: Leukozyten

Nach dem Beginn einer durch das Eindringen von Mikroorganismen ausgelésten
Sepsis bzw. SIRS kommt es nicht nur Uber die zytokinvermittelte Expression von
Tissue factor auf Monozyten und Endothelzellen zu einer Aktivierung des
Gerinnungssystems, sondern in erster Linie auch zu einer Abwehrreaktion der innaten
Immunabwehr (JOYCE 2004). Lipopolysaccharid fihrt Gber den leukozytédren Rezeptor
CD14 vor allem zu einer Aktivierung von Monozyten, aber auch von Makrophagen und
PMNL (WATSON, 1994). Insbesondere die Monozyten sind entscheidend am Verlauf
der Sepsis bzw. des SIRS beteiligt. Sie setzen unter anderem die
proinflammatorischen Mediatoren TNF-a, Interleukin-1 und Interleukin-8 frei. Aber auch
PMNL sind an den Vorgangen beteiligt und verstarken ihrerseits die Abwehrreaktion
durch die Freisetzung von Interleukin-1, Interleukin-6, Interleukin-8, TNF-a,
Proteinasen, Wasserstoffperoxid und freien Radikalen. So kommt es zur Beseitigung
von eingedrungenen Mikroorganismen, aber auch zu Schadigungen von kdrpereigenen
Geweben, wie Endothelzellen mit erhéhter Permeabilitdt und Zellen von
Organparenchymen (TRAUTINGER, 1991; HOESEL, 2005).

Nach Auslésen des SIRS durch die Infusion von Lipopolysaccharid kam es
erwartungsgeman zu einer Aktivierung der Leukozyten. Insbesondere bei den PMNL,
bei welchen es sich vor allem um die schnell reagierenden neutrophilen Granulozyten
handelt, zeigte sich in der Placebogruppe schon innerhalb der ersten Stunde eine
deutliche Zunahme in der Funktionsféhigkeit. Die CD11b-Expression und die Bindung
von Fibrinogen an PMNL in vivo und in vitro steigerte sich signifikant und bestatigte
damit die inflammatorische Antwort des Organismus auf das SIRS. Die untersuchten
Werte sind daher empfindliche Parameter, um die Verédnderung der Funktionsfahigkeit
von PMNL nachzuweisen. Bei der Untersuchung der Monozyten mit Hilfe der gleichen
Parameter lieB sich in der Placebogruppe keine Aktivitdtsdnderung der Monozyten
nachweisen. Auch die Bildung von Monozyten-Thrombozyten-Assoziaten blieb im
Verlauf des SIRS in der Placebogruppe weitgehend unveréndert. Es zeigte sich, dass
der Anteil der Monozyten-Thrombozyten-Assoziate im gesamten Verlauf des SIRS
sehr niedrig war, obwohl die Ubrigen Parameter und der klinische Verlauf auf ein
schweres SIRS hinwiesen. Diese Konstellation spricht dafiir, dass ein ein schweres
SIRS mit Multiorganversagen bei den Versuchstieren vorgelegen hat. Im Rahmen
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eines Multiorganversagens lassen sich nur noch sehr wenige Monozyten-
Thrombozyten-Assoziate im Blut nachweisen (GAWAZ, 1997; KIRSCHENBAUM, 2000). Im
Rahmen eines Multiorganversagens binden die Monozyten-Thrombozyten-Assoziate
verstarkt an die entzindlich verédnderten Endothelzellen und werden so aus dem
Blutstrom entfernt. Dies férdert wiederum die lokale Aktivierung der Gerinnung sowie
der Entziindungsreaktion am Endothel, wodurch das Multiorganversagen begtinstigt
wird (ROY, 1994).

In der Verumgruppe der Charge A zeigten die PMNL im Vergleich zur Placebogruppe
in den ersten Stunden des SIRS eine signifikant geringere Fibrinogenbindung in vivo
sowie einen signifikant spateren Anstieg der Fibrinogenbindung in vitro und der
CD11b-Expression. Die PMNL in der Verumgruppe waren also durch das SIRS
weniger stark in ihrer Funktionsféhigkeit verandert als in Placebogruppe. Im weiteren
Verlauf des Versuches zeigte sich dann in allen drei Parametern kein signifikanter
Unterschied mehr zur Placebogruppe. Auch dieser Befund lasst sich durch die kurze
biologische Halbwertszeit des als Verum eingesetzten Thrombospondins-1 erklaren.
Das Verum der Charge A scheint in der Lage zu sein, bei Anwesenheit im Organismus
die Aktivierung der PMNL zu mindern beziehungsweise zu verzdgern. Bei Betrachtung
der CD11b-Expression und der Fibrinogenbindung in vivo und in vitro auf Monozyten
sowie der Assoziatebildung zwischen Thrombozyten und Monozyten zeigte sich in
keinem der Messparameter ein signifikanter Unterschied zwischen der Verumgruppe
der Charge A und der Placebogruppe. Da schon der Verlauf der Messwerte in der
Placebogruppe Uber den gesamten Zeitraum unverandert ist und auch in der
Verumgruppe keine wesentlichen Anderungen aufgetreten sind, ist davon auszugehen,
dass die hier gemessenen Parameter fUr die Beurteilung einer Sepsis bzw. eines SIRS
zumindest im Schafmodell nicht geeignet sind.

In der Verumgruppe der Charge B fand sich im Beginn des SIRS eine geringere
Fibrinogenbindung in vivo sowie am Ende des Versuchszeitraums eine niedrigere
CD11b-Expression auf PMNL als in der Placebogruppe. Die Ergebnisse sind hier
jedoch nicht so konsistent wie in der Verumgruppe der Charge A. Aufgrund der kleinen
Gruppenstarke sind hier eine klare Aussage und eine statistische Auswertung nicht
moglich. In der Untersuchung der Parameter auf Monozyten zeigte sich wie auch

schon in der Verumgruppe der Charge A, dass weder in der Verumgruppe der Charge
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B noch in der Placebogruppe Uber den Verlauf des Versuches signifikante Anderungen
festzustellen waren. Die Untersuchung der Monozyten im Rahmen des SIRS scheint
auch hier keine zusatzlichen Informationen Uber den Zustand des inflammatorischen

Systems zu bieten.
4.6. Intergruppenvergleich: Uberleben

In der Placebogruppe starben von neun Versuchstieren insgesamt vier vor dem Ende
des Versuchszeitraumes. Zwei starben nach der zwdlften Stunde, zwei zwischen der
achten und zwdlften Stunde des Versuches. Insgesamt zeigte sich hier eine kumulierte
Sterblichkeit von 44%, was in etwa der Letalitat der schweren Sepsis beim Menschen
entspricht (BRUN-BOUISSON, 1995; LE GALL, 1995). In den Verumgruppen der Chargen
A und B Uberlebten alle finf Versuchstiere den gesamten Versuchszeitraum. Die
Sterblichkeit in den Verumgruppen betrug 0%. Es zeigt sich somit nominell eine
deutlich geringere Sterblichkeit in den Verumgruppen als in der Placebogruppe. In
einem Kaplan-Meier-Log-Rank-Test erreichte dieser Unterschied jedoch nicht das
Signifikanzniveau, vermutlich aufgrund der geringen Gruppenstarken. Dennoch zeigt
sich hier zumindest tendenziell, dass das als Verum eingesetzt Thrombospondin-1
insgesamt das Uberleben des SIRS verbessert haben kénnte. Die vorgelegte
Untersuchung ist diesbezlglich aufgrund der geringen Zahl der Versuchstiere nur als
Voruntersuchung zu werten. Sie zeigt aber, dass es lohnenswert sein kénnte, in einer
gréBer angelegten Untersuchung der Frage erneut nachzugehen. Da die Unterschiede
zur Placebogruppe in der Verumgruppe der Charge B deutlich geringer ausfielen als im
Vergleich zur Verumgruppe der Charge A, sollte in einer gréBeren Studie nur das
Verum der Charge A mit einer Placebogruppe verglichen werden.
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5. Ausblick

Zur genaueren Erforschung des hier gezeigten Effektes, den das in seinem
Konformationszustand definierte Thrombospondin-1 der Charge A im Rahmen eines
SIRS hat, sollten weitere Untersuchungen folgen.

Eine tierexperimentelle Hauptstudie mit einem deutlich gréBeren Kollektiv als in der
hier vorliegenden Arbeit sollte durchgefihrt werden, um sichere Aussagen treffen zu
kénnen und auch kleinere Unterschiede besser nachweisen zu kdnnen.
Diese Untersuchung kann sich dann auf die Untersuchungsparameter beschranken,
welche in den in dieser Arbeit dargestellten Vorversuchen deutliche Unterschiede zum
Placebo gezeigt haben. Es sollte nur das Thrombospondin-1 der Charge A
Verwendung finden. Aufgrund der kurzen biologischen Halbwertszeit von
Thrombospondin-1 in vivo sollte wahrend einer solchen Untersuchung das Verum
wiederholt in regelm&Bigen Abstédnden appliziert werden, zum Beispiel alle vier oder
acht Stunden.

Fernziel der hier vorliegenden Arbeit war langfristig das Aufdecken neuer
Behandlungsstrategien fiir Sepsis-Patienten. Die Analogie zwischen dem Sepsismodell
im Schaf und der menschlichen Sepsis verspricht eine gute Ubertragbarkeit auf den
Menschen. Nach Durchflihrung einer tierexperimentellen Hauptstudie mit positivem
Ausgang, wére eine Untersuchung an Sepsis-Patienten interessant, um den Effekt des
Thrombospondin-1 auch beim Menschen direkt nachweisen zu kénnen.

In der vorliegenden Arbeit konnten ebenfalls Parameter abgeleitet werden, welche sich
gut als frlhe Prognoseparameter einer schweren Sepsis bzw. eines Systemic
Inflammatory Response Syndrome eignen koénnten. Hier sollten ebenfalls
diagnostische Untersuchungen an menschlichen Sepsis-Patienten durchgefihrt

werden.
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Bezirksregierung Miinster

Bezirksregierung Minster . 48128 Minster

Gegen Empfangsbekenntnis Dienstgebiude

Domplatz 1-3

Telefon: (0251) 411-0
Herrn . Durchwahl: 2110
Dr. med. Uli-Riidiger Jahn Egﬂﬁﬁﬂ
Klinik und Poliklinik fir An&dsthesiologie s———
und operative Intensivmedizin der 2083510 (G 57/99)
Westf. Wilhelms-Universitat Minster 21 )
Albert-Schweitzer-str. 33 . Juni 1999

48149 Minster

Betr.: Tierschutz;
hier: Durchfihrung von Versuchen an Wirbeltieren

Bezug: Ihr Antrag vom 18.05.1999

Genehmigungsbeschedid:

Sehr geehrter Herr Dr. Jahn,

gemall § 8 Tierschutzgesetz (TierSchG) in der Fassung der Be-
kanntmachung vom 25. Mai 1998 (BGBI. I. S. 1105) wird Ihnen die
Genehmigung zur Durchfithrung nachstehenden Versuchsvorhabens
erteilt:

Einfluss der Integrin-Inhibition mit INT-IHB und KES-VI auf
Hamodynamik und Gasaustausch bei experimenteller Endotoxinamie
beim wachen, chronisch instrumentierten Schaf.

Leiter des Versuchsvorhabens sind:

Herr Frau
Dr. med. J6rg Meyer Dr. rer. nat Beate Kehrel
Klinik und Poliklinik fir Klinik und Poliklinik fur
Andsthesiologie und operative Anadsthesiologie und operative
Intensivmedizin der Intensivmedizin - Abteilung fir
Westf. Wilhelms-Universitat experimentelle und klinische
Albert-Schweitzer-Str. 33 Hémostaseologie der

Westf. Wilhelms-Universitat
48149 Miunster Albert-Schweitzer-Str. 33

48149 Minster

Griines Umweltschutztelefon: (0251) 411-3300
c-mail: poststelle@bezreg-muensier.nrw.de @ X-400: C=de, A=dbp, P=dvs-nrw, O=bezreg ter, S=p lle @ Telefax (0251) 411-2525
Konten der Regierungshauptkasse Minster:
Landeszentralbank Niederlassung Monster BLZ: 400 000 00 Konto: 40 001 520
Westdeutsche Landesbank Girozentrale Minster BLZ: 400 500 00 Konto: 61 820

Offentliche Verkehrsmitlel - Buslinien 1. 5. 6., 17 bis Haltestelle Prinzipalmarkt und 2. 10 . 11 . 14. 21 . 64 bis Domplatz
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Stellvertretender Leiter des Versuchsvorhabens ist:

Herr

Dr. med. Uli-Riidiger Jahn
Klinik und Poliklinik fir
Anasthesiologie und operative
Intensivmedizin der

Westf. Wilhelms-Universitiat
Albert-Schweitzer-Str. 33

48149 Minster
Diese Genehmigung gilt bis zum 31.01.2001.

Zur Durchflhrung des Versuchsvorhabens diirfen folgende Tiere
verwendet werden:

30 Schafe.

Auflagen:

Mit dem Versuchsvorhaben darf erst nach Vorliegen dieser
Genehmigung begonnen werden.

Sofern der Leiter des Vérsuchsvorhabens oder sein Stellvertreter
wechselt, ist mir dieser Wechsel unverziiglich anzuzeigen.

Diese Genehmigung wird zuriickgenommen, wenn bei der Erteilung
die Voraussetzungen nach § 8 Abs. 3 TierSchG nicht gegeben
waren.

Sie wird widerrufen, wenn die Voraussetzungen nach § 8 Abs. 3
TierSchG nicht mehr gegeben sind und dem Mangel nicht innerhalb
einer von mir zu bestimmenden Frist abgeholfen wird; sie kann
widerrufen werden, wenn ihre Bedingungen und Auflagen nicht
erfillt werden oder den Vorschriften des § 9 Abs. 2 TierSchG
wiederholt oder grob zuwidergehandelt worden ist.

Ein Antrag auf Verlangerung der Genehmigung ist rechtzeitig vor
Ablauf der Frist bei mir zu stellen.

Das das Versuchsvorhaben iiberwiegend im &ffentlichen Interesse

erfolgt, wird von der Erhebung einer Verwaltungsgebiihr Abstand
genommen.
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Rechtsbehel fsbelehrung:

Gegen diesen Bescheid kann innerhalb eines Monats nach Bekannt-
gabe Widerspruch erhoben werden. Der Widerspruch ist bei mir
unter der oben genannten Anschrift schriftlich oder zur Nieder-
schrift einzureichen.

Sollte die Frist durch das Verschulden eines von Ihnen Bevoll-
machtigten versdumt werden, so wiirde dessen Verschulden Ihnen
zugerechnet werden.

Mit freundlichen Griifen
Im Auftrag

LU,

Dr. Piontkowski



	0. Deckblätter und Zusammenfassung
	INAUGURAL-DISSERTATION
	Timo Pauli 
	ZUSAMMENFASSUNG

	Inhaltsverzeichnis
	Inhaltsverzeichnis

	1. Einführung
	2. Methoden
	Durchflusszytometrie
	Säulenchromatographie
	Gelelektrophorese

	Zentrifugen

	3. Ergebnis
	3.1. Innergruppenvergleich: Placebo

	4. Diskussion
	5. Ausblick
	6. Abkürzungsverzeichnis
	7. Literatur
	Danksagung
	Lebenslauf
	Anhang
	0. Deckblätter und Zusammenfassung
	INAUGURAL-DISSERTATION
	Timo Pauli 
	ZUSAMMENFASSUNG

	Inhaltsverzeichnis
	Inhaltsverzeichnis

	1. Einführung
	2. Methoden
	Durchflusszytometrie
	Säulenchromatographie
	Gelelektrophorese

	Zentrifugen

	3. Ergebnis
	3.1. Innergruppenvergleich: Placebo

	4. Diskussion
	5. Ausblick
	6. Abkürzungsverzeichnis
	7. Literatur
	Danksagung
	Lebenslauf
	Anhang
	0. Deckblätter und Zusammenfassung
	INAUGURAL-DISSERTATION
	Timo Pauli 
	ZUSAMMENFASSUNG

	Inhaltsverzeichnis
	Inhaltsverzeichnis

	1. Einführung
	2. Methoden
	Durchflusszytometrie
	Säulenchromatographie
	Gelelektrophorese

	Zentrifugen

	3. Ergebnis
	3.1. Innergruppenvergleich: Placebo

	4. Diskussion
	5. Ausblick
	6. Abkürzungsverzeichnis
	7. Literatur
	Danksagung
	Lebenslauf
	Anhang
	0. Deckblätter und Zusammenfassung
	INAUGURAL-DISSERTATION
	Timo Pauli 
	ZUSAMMENFASSUNG

	Inhaltsverzeichnis
	Inhaltsverzeichnis

	1. Einführung
	2. Methoden
	Durchflusszytometrie
	Säulenchromatographie
	Gelelektrophorese

	Zentrifugen

	3. Ergebnis
	3.1. Innergruppenvergleich: Placebo

	4. Diskussion
	5. Ausblick
	6. Abkürzungsverzeichnis
	7. Literatur
	Danksagung
	Lebenslauf
	Anhang

