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5 Einleitung
5.1 Hamostase und Blutgerinnung

Die Hamostase ist ein evolutionar konservierter Mechanismus zur Stillung einer
Blutung mit Aufrechterhaltung der Gefaldintegritat. Dieser umfasst verschiedene
Prozesse, die ein Gleichgewicht zwischen regelrechtem Blutfluss, Koagulation
und Umbau bzw. Abbau des entstandenen Blutkoagels nach Reparatur der
Verletzungsstelle ermdglichen (Versteeg, Heemskerk, Levi, & Reitsma, 2013).
Eine Verletzung des Gefalles mit Verlust des physiologischen
GefaRzusammenhalts ist haufig unproblematisch, da das Hamostasesystem
einen kritischen Blutverlust verhindert (Broos, Feys, De Meyer, Vanhoorelbeke,
& Deckmyn, 2011). Das System, welches die Waage zwischen Blutverlust und
Uberreaktion mit Thrombosegefahr halt, ist in drei abgrenzbare Phasen
unterteilt. Die primare Hamostase mit Vasokonstriktion des betroffenen
Gefalabschnitts, Rekrutierung von Thrombozyten, Thrombozytenadhasion
sowie Thrombozytenaggregation beginnt zuerst nach endothelialer Verletzung.
Dann folgt die sekundare Hamostase, als eigentliche Blutgerinnung, welche im
Wesentlichen das Blutkoagel stabilisiert. Im Anschluss folgt die Fibrinolyse,
welche nach Wiederherstellung der Gefaldstrukturen alle angebrachten
Schutzmechanismen wieder entfernt. Das reparierte Gefald ist dann wieder voll
funktionsfahig. Die Hamostase ist abgeschlossen (Sinegre, Teissandier,
Milenkovic, Morand, & Lebreton, 2019).
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5.1.1 Primare Hamostase

Durch eine endotheliale Verletzung kommt es zur Freilegung der
normalerweise verdeckten extrazellularen Matrix. Bei intakter Gefallwand ist
kein Kontakt der Thrombozyten zur extrazellularen Matrix moglich. Durch die
Verletzung andert sich das Adharenzverhalten der Thrombozyten abrupt und es
kommt zur direkten Anlagerung der Thrombozyten an Bestandteile der
extrazellularen Matrix. Die Adhasion selbst erfolgt nicht ungezielt, sondern wird
uber verschiedene Rezeptoren geregelt, die das Anhaften der Thrombozyten
moglich machen (Broos et al., 2011).

Dabei dient der von Willebrand Faktor (vWF) als verbindendes Element
zwischen Gefall und Thrombozyt. vVWF bindet sowohl Kollagene der
extrazellularen Matrix als auch Glykoprotein Iba (GPIba) auf der Oberflache
der noch nicht-aktivierten Thrombozyten. Diese Verbindung uber vWF vermittelt
die Thrombozytenadhasion (Lankhof et al., 1996).

Obwohl die Verbindung von vVWF und GPIba zu Beginn sinnvoll und effektiv ist,
um die Hadmostase einzuleiten, ist dies allein dauerhaft nicht ausreichend und
wurde sich nach einiger Zeit wieder I6sen. Um die Verbindung der
Thrombozyten mit der extrazellularen Matrix zu festigen sind weitere Prozesse
notwendig (Broos et al., 2011). Daflr erfolgt im Anschluss an die
Thrombozytenadhasion die Thrombozytenaktivierung vermittelt durch
Glykoproteinrezeptor VI (GPVI). Die Aktivierung ist gekennzeichnet durch die
Freisetzung der Inhaltsstoffe der Thrombozytengranula. Wichtige Bestandteile
der Thrombozytengranula sind zum Beispiel Adenosintriphosphat (ADP),
Kalziumionen und Thromboxan A2. Die verschiedenen Inhaltsstoffe tragen zum
weiteren Ablauf der primaren Hamostase bei und bewirken unter anderem eine
positive Ruckkopplung und somit die weitere Aktivierung anderer
Thrombozyten (Versteeg et al., 2013).

Durch die Thrombozytenaktivierung werden mehrere parallel ablaufende
Mechanismen ausgeldst. Die Aktivierung fuhrt zur VergréofRerung der
Thrombozytenoberflache durch einen sogenannten ,shape change® der
Thrombozyten mit Ausbildung von Pseudopodien und zugleich wird
Glykoprotein lIb/Illa (GPlIb/Illa) auf der Thrombozytenoberflache exprimiert.

Dies ermdglicht nachfolgend die Bindung von Fibrinogen (Fl) an die
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Thrombozyten. Dieser Prozess wird als Thrombozytenaggregation bezeichnet
(Brinkhous & Mason, 1972; Niewiarowski & Thomas, 1966).

Die zahlreichen Fibrinogen-Brlicken zwischen den Thrombozyten fihren zur
Bildung eines dichten Thrombozyten-Netzwerks. Das Thrombozyten-Netzwerk
ist zunachst nur einfach verknupft und wird als sogenannter weil3er
Plattchenthrombus bezeichnet. Dieser kann nicht dauerhaft den Scherkraften
im Gefal standhalten, sodass zur Reparatur des Gefalles die weiteren
Mechanismen der sekundaren Hamostase notwendig sind (Born, 1970; Detser,
Stampfl, & Wetzstein, 1965). Der Ubergang der primaren Hamostase in die
sekundare Hamostase wird durch die Expression von Phospholipiden auf der
Oberflache der Thrombozyten als Cofaktoren der Gerinnung vermittelt (Rouser,
1958).

Subendothelial
matrix

v

Platelet

- =
activation ( R
BS e J Activation, | GP lIbflla 4
<f5%. (A
“ApbpYY, U 74 Fibrirogen

I
AvgV VY P

Abbildung 1: Adhasion, Aktivierung und Aggregation der Thrombozyten

Ausgeldst durch eine Verletzung des Endothels mit Freilegung der subendothelialen Matrix
kommt es zur Adh&sion der Thrombozyten an Kollagene vermittelt durch vWF. Die
nachfolgende Thrombozytenaktivierung erfolgt iber GPVI mit Freisetzung von ADP, Serotonin
und Thromboxan A2 (TxA2) der Thrombozytengranula. Durch VergréRerung der
Thrombozytenoberflache und Vernetzung Uber Fibrinogen mit Hilfe des GPIlIb/llla erfolgt die
Ausbildung eines Thrombozyten-Netzwerks (Halkar & Lincoff, 2016).
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5.1.2 Sekundiare Hamostase

Ziel der sekundaren Hamostase ist, die bisher bei der primaren Hamostase
entstandene Thrombozytenformation zu festigen. Dies umfasst vor allem die
Transformation des verbindenden Fibrinogens (FI) zu Fibrin (Fla) (Davie &
Ratnoff, 1964). Wahrend man initial von einem Kaskadensystem ausging,
welches zwei strikt getrennte Startpunkte hat und Uber zwei verschiedene
Wege in einem gemeinsamen Endweg mundet, geht man heute davon aus,
dass es sich um Uberlappende Prozesse, die nicht zeitlich nacheinander,
sondern vielmehr synchron ablaufen, handelt (Monroe & Hoffman, 2006;
Versteeg et al., 2013).

Im Fall einer Verletzung der Endothelzellschicht mit Verlust der Integritat
zwischen den Endothelzellen werden darunter liegende Schichten aus glatter
Muskulatur und Fibroblasten freigelegt und dem Blutfluss prasentiert. Dabei
wird aus dem betroffenen Gewebe viel Tissue Factor (TF) freigesetzt, welcher
dann die sekundare Hamostase startet. Daflir bindet TF an Proconvertin (FVII).
Dies fuhrt zur Aktivierung von FVII zu FVlla. Durch die Verbindung von TF und
FVlla entsteht ein Komplex, welcher im Weiteren unter anderem FX zu FXa
spaltet. FXa erganzt den bisherigen Komplex, sodass der sogenannte
Prothrombinasekomplex entsteht. Die Verknlpfung von TF und Vlla fahrt auch
zu Aktivierung kleinerer Mengen des Christmas-Faktors (FIX). Im Anschluss
beginnt die Amplifikation. Das durch den Prothrombinasekomplex gebildete
Thrombin fahrt zur Festigung des Thrombozyten-Netzwerks durch die
Aktivierung von Fibrinogen zu Fibrin. Thrombin aktiviert jedoch auch zusatzlich
weitere Thrombozyten und fihrt zur Rekrutierung der Hilfsfaktoren wie
Proaccelerin (FV) und antihamophiles Globin A (FVIII). Dies fuhrt zu einem sich
selbst verstarkenden Mechanismus, da die Kombination von aktiviertem
antihamophilem Globin A (FVIlla) und aktiviertem Chrismas-Faktor (FIXa) tUber
Aktivierung von FX zur Bildung von mehr Thrombin fuhrt. Zusatzlich fuhrt
Thrombin auch zur Spaltung und Aktivierung von Faktor XI (FXI) zu aktiviertem
Faktor XI (FXla). Die folgende Ausbreitungsphase der sekundaren Hamostase
bendtigt als Ausgangsbasis die negative Oberflache der Thrombozyten und ist
unabhangig von TF. Der zuvor aktivierte FXla konvertiert jetzt mehr FIX zu

FIXa. In Komplexform mit FVIlla entsteht so die Mdglichkeit wieder mehr
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Thrombin zu produzieren, welches in der Folge dann weiter Fibrinogen zu
Fibrin spaltet (Versteeg et al., 2013).

Die zahlreichen Prozesse, die sich gegenseitig aktivieren, mussen einem
Kontrollsystem unterliegen, da sonst die Gefahr der Uberreaktion mit
Thrombusbildung und Verschluss des GefalRes mit Ischamie des
nachfolgenden Gewebeabschnittes besteht. Die beiden effektivsten Inhibitoren
sind Protein C und Protein S. Ihre Aktivierung erfolgt frihzeitig durch
Endothelzellen. Durch anschlielfende Bindung von Thrombomodulin und
Thrombin wird Protein C aktiviert. Dieser Mechanismus hat zwei Vorteile fur die
Inhibition der sekundaren Hamostase. Zum einen ermadglicht die Aktivierung
von Protein C die Spaltung der assistierenden Faktoren FVa und FVllla. Dies
verhindert die weitere Vervielfachung der Thrombinproduktion und zum
anderen wird das die Gerinnung férdernde Thrombin durch diesen
Mechanismus dem System entzogen (Zhao et al., 2019).

Weitere wichtige Inhibitoren sind vor allem Substanzen wie Antithrombin. Der
Effekt des Antithrombins kann therapeutisch genutzt und hundertfach durch
den Einsatz von Heparin verstarkt werden. Auch TF kann spezifisch durch
Tissue Factor Protease Inhibitor (TFPI) gehemmt werden (Versteeg et al.,
2013).

Hilfsfaktoren IKoaguIation

Vil/Villa :
Kompl MG |
|
I
Va< I
b")(a ® [
I
XI/Xla & |
- : Fibrinogen
Amplifikation IX/IXa t— I1/1la "
I o ' Stabiler
& 1 Fibrin Plittchenthrombus
k X/Xa

Initiation

Prothrombinase-Komplex

I I T

Abbildung 2: Die Prozesse der sekundaren Hamostase verlaufen
synchron.
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Durch Tissue Factor aus dem verletzten Gewebe wird Uber die Aktivierung von FVlla und FXa
der Prothrombinase-Komplex gebildet. Der Prothrombinase-Komplex flhrt zur Bildung von
Thrombin welches den Plattchenthrombus durch die Aktivierung von Fibrinogen zu Fibrin
stabilisiert. Thrombin aktiviert zusatzlich weitere Faktoren wie FIX, FXI und die die
Hilfsfaktoren FV und FVIII und ermdglicht somit eine Autoamplifikation (verandert, Versteeg et
al., 2013).

5.2 Fibrinolyse

Nach vollstandiger Rekonstruktion der verletzten Gefallwand, muss das
Blutkoagel abgebaut werden (Astrup, 1956; Fearnley & Lackner, 1955; R. G.
Macfarlane & Biggs, 1948). Die sogenannte Fibrinolyse wird durch Gewebs-
Plasminogen-Aktivator (tPA) initiiert und fuhrt dazu, dass Plasminogen zu
Plasmin gespalten wird (Longstaff, 2018). Neben tPA gibt es weitere
Substanzen, die ebenfalls zur Spaltung von Plasminogen fihren. Zu diesen
Substanzen zahlen unter anderem Urokinase Plasminogen Aktivator (uPA) und
Streptokinase. Letzteres ist hauptsachlich in Bakterien zu finden (Bugge et al.,
1996; Cook, Skora, Gillen, Walker, & McArthur, 2012). Das gebildete Plasmin
interagiert mit Fibrin. Fibrin wird dadurch in l6sliche Spaltprodukte, sogenannte
D-Dimere, getrennt. Hierdurch wird das stabilisierende Fibrinnetz zwischen den
Thrombozyten aufgeldst. Ebenso wie die primare und sekundare Hamostase
bendtigt das Fibrinolysesystem einen Regulationsmechanismus, um eine
Uberreaktion zu verhindern. Die wichtigsten Inhibitoren fiir dieses System sind
Plasminogen Aktivator Inhibitor 1 (PAI-1) und a2-Antiplasmin. Ein weiterer
Inhibitor ist Thrombin-aktivierbarer Fibrinolyse-Inhibitor (TAFla). Dieser wird
durch den Thrombomodulin-Thrombin-Komplex aktiviert und zusatzlich auch
durch Plasmin (Longstaff, 2018).
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5.3 Thrombin und sein Vorlaufer Prothrombin
5.3.1 Prothrombin Aktivierung

Thrombin ist eine der wichtigsten Serinproteasen im Gerinnungssystem und
wird von seinem Vorlaufer Prothrombin gebildet. Prothrombin selbst ist das
inaktive Zymogen von Thrombin und wird als Prepro-Prothrombin Uberwiegend
von Hepatozyten freigesetzt (Davie & Kulman, 2006). Prepro-Prothrombin
besteht aus unterschiedlichen Einheiten, die abgespalten bzw. posttranslational
modifiziert werden mussen bis funktionsfahiges Thrombin entsteht. Prepro-
Prothrombin besteht aus einer kurzen Signaleinheit gefolgt von einer Gla-
Domane, zwei Kringle Domanen (Kringle-1 und Kringle-2) sowie der
entscheidenden terminal-carboxylierten Protease-Domane, die nach
vollstandiger Prozessierung das Thrombin Molekul darstellt (Z. Chen, Pelc, &
Di Cera, 2010).

5.3.1.1 Vitamin K-abhangige Carboxylierung

Nach Entfernung der Signaleinheit wird Pro-Prothrombin zur weiteren
Verarbeitung zum endoplasmatischen Retikulum (ER) transportiert
(Nelsestuen, Zytkovicz, & Howard, 1974). Im endoplasmatischen Retikulum
wird eine Gamma-Carboxylierung vorgenommen. Zur Gamma-Carboxylierung
wird der Vitamin-K-Zyklus bendtigt. Der gamma-carboxylierte Anteil macht es
dem Prothrombin méglich, mit Ca2+ lonen zu interagieren. Uber die
gebundenen Ca2+ kann eine Verbindung zur negativen Oberflache der
Thrombozyten mit entsprechender Aktivierung eingegangen werden (Suttie,
1985; Ulrich, Furie, Jacobs, Vermeer, & Furie, 1988). Fiur die Katalyse ist die
Gamma-Carboxylase verantwortlich und bendtigt reduziertes Vitamin K als
Cofaktor. Wahrend der Reaktion wird Vitamin K zu Vitamin-K-2,3-Epoxid
oxidiert. Obwohl Vitamin K auch in gewissen Mengen durch die Nahrung
aufgenommen wird, ist dieser Anteil nicht ausreichend, um den Prozess
aufrecht zu erhalten. Deswegen gibt es zusatzlich alternative Wege im Korper,
um reduziertes Vitamin K zu gewinnen. Der genutzte Anteil an Vitamin K wird in
einem Kreislauf recycelt und wiederverwendet. Die dafir notwendige Vitamin-

K-Epoxid-Reduktase katalysiert oxidiertes Vitamin K zu Vitamin K. Dieses wird
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im Folgeschritt durch die Vitamin-K-Reduktase erneut reduziert, sodass als
Endprodukt reduziertes Vitamin K entsteht (Tie & Stafford, 2016).

Nach der Carboxylierung der Gla-Domane und vor der eigentlichen Aktivierung
durch die Prothrombinase wahrend der Gerinnung muss das Propeptid noch
abgespalten werden. Als Endresultat wird der NH2-Terminus von Prothrombin
sichtbar. Das fertige Prothrombin wird in das Blut freigesetzt (Davie & Kulman,
2006).

5.3.1.2 Bildung von Thrombin wahrend der Koagulation

Das freigesetzte Prothrombin besteht noch aus einem NH2-Terminus, der Gla-
Domane, Kringel-1- und Kringel-2-Domane, der eigentlichen Protease und dem
COOH-Terminus. Zur Aktivierung bendtigt das Prothrombin den
Prothrombinase-Komplex, welcher wahrend der Koagulation durch FXa, FVa,
Kalziumionen und Phospholipiden gebildet wird. Der entstandene Komplex
spaltet das Prothrombin an zwei definierten Stellen. Die erste Stelle befindet
sich bei R320. Durch die Spaltung an dieser Stelle entsteht Meizothrombin.
Meizothrombin enthalt die beiden Bruchstucke, welche noch uber eine
Disulfidbriicke verknupft sind. Die zweite Schnittstelle befindet sich bei R271,
welche im Meizothrombin hinter der Kringle-2-Domane zu finden ist. Durch die
Spaltung dieser Stelle entsteht zum einen das sogenannte Fragment 1+2,
welches alle Domanen vom NH2-Terminus bis zur Kringle-2-Domane enthalt.
Dieses Fragment wird zu einem spateren Zeitpunkt zwischen den beiden
Kringle-Domanen gespalten. Zum anderen entsteht Thrombin. Dieses besteht
aus den verbliebenen beiden Domanen, die bei der ersten Spaltung mit einer
Disulfidbricke verbunden wurden. Das entstandene Thrombin ist direkt
funktionsfahig (Davie & Kulman, 2006; Leem, Jeong, Won, Shin, & Kim, 2016).

5.3.2 Regulation der Genexpression von Thrombin

Obwohl Thrombin durch das Gerinnungssystem kontrolliert wird, muss die
Produktion und Freisetzung des Prothrombin streng reguliert werden, um das
Gleichgewicht zu halten (Danckwardt, Hentze, & Kulozik, 2013).

Es gibt verschiedene Zelltypen, die fahig sind, Thrombin zu produzieren.

Dennoch wird die Hauptproduktion von den Hepatozyten der Leber
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ubernommen (Davie, Fujikawa, & Kisiel, 1991). Einen weiteren grof3eren Anteil
an der Produktion haben Neuralzell-Linien (Dihanich, Kaser, Reinhard,
Cunningham, & Monard, 1991) und Epithelialzell-Linien (Motta et al., 2019).
Zusatzlich kommt dem Thrombin wahrend der Entwicklung eine besondere
Rolle zu, da eine Vielzahl von Zellen wahrend der embryonalen Entwicklung
auch in der Lage ist, Prothrombin zu bilden (W. Y. Sun et al., 1998).

Lange ist der Mechanismus der posttranskriptionalen F2 messenger RNA
(mRNA) Regulierung unbekannt gewesen und die Hochregulierung der
Expression des F2-Gens durch externe Anregung wurde erst kurzlich entdeckt.
Im Fall von Zellstress oder Entzindungsprozessen wird p38 Mitogen aktivierte
Proteinkinase (p38 MAPK) aktiviert. Diese Kinase nimmt entscheidenden
Einfluss auf die mMRNA-Expression. Der gesamte Mechanismus basiert auf
3’End-Prozessierung der mRNA. Entscheidend ist dabei ein sogenanntes
upstream sequence element (USE). Die p38 MAPK phosphoryliert
Inhibitorproteine Fuse-binding protein 2 (FBP2) und Fuse-binding protein 3
(FBP3) des USE. Diese verlassen daraufhin das USE und ermdglichen somit
das Andocken anderer Proteine, die die 3’End-Prozessierung fordern. Mit dem
Abschluss der 3’End-Prozessierung kommt es zur Hochregulation der F2-Gen-
Expression, wenn bestimmte Einflisse wie Stress oder Entziindung auf die F2

produzierenden Zellen einwirken (Danckwardt et al., 2011).

5.3.3 Molekulare Mechanismen des Thrombinsignalweges

Neben der wichtigen Funktion in der Gerinnung, kann Thrombin auch
Zellablaufe regulieren, indem ein zellulares bzw. biochemisches Signal erzeugt
wird. Dies wird durch Protease-aktivierte Rezeptoren (PARs) ermdglicht. Diese
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren bendtigen Thrombin als Aktivator. Die PARs
sind besondere Rezeptoren, da sie ihren passenden Liganden permanent
gebunden haben. Dieser ist jedoch maskiert und wird erst durch die Abspaltung
einer Schutzgruppe durch Thrombin freigelegt. Die von Thrombin genutzte
Spaltstelle befindet sich zwischen der N-terminalen- und C-terminalen-
Exodomane des Rezeptors (Coughlin, 2000). Durch den Spaltprozess am
Rezeptor wird ein neuer N-Terminus freigelegt, der dann als voll
funktionsfahiger Ligand an den zugehdrigen Rezeptor bindet (Vu, Hung,

21



Wheaton, & Coughlin, 1991). Es konnen auch zusatzlich weitere externe
Agonisten an den Rezeptor binden und eine zellulare Reaktion auslosen.
Dieser Mechanismus ist aber weniger effektiv (J. Chen, Ishii, Wang, Ishii, &
Coughlin, 1994; P. J. O'Brien et al., 2000). Im Anschluss an die Entfernung der
Schutzgruppe durch Thrombin wird der Rezeptor phosphoryliert, durch
Lysosomen prozessiert und abgebaut. Der abgebaute PAR-Rezeptor an der
Zelloberflache wird dann aus einem intrazellularen PAR-Rezeptor-Pool ersetzt,
sodass wieder schnell eine erneute Signalubermittlung ermoglicht wird.
Allerdings gibt es auch Zelllinien, die nicht Uber einen solchen intrazellularen
Pool verfugen und Ersatz nur Gber den langeren Weg der Proteinsynthese
ermdglichen kénnen (Coughlin, 2000).

Dabei gibt es nicht nur einen PAR-Rezeptor, sondern mehrere. Bis jetzt wurden
vier PARs im Menschen und in der Maus entdeckt. Nur PAR1, PAR3 und PAR4
kdénnen durch Thrombin gespalten und aktiviert werden (Ishihara et al., 1997;
Kahn et al., 1998; Rasmussen et al., 1991; W. F. Xu et al., 1998). PAR2
hingegen wird durch andere Substrate wie Trypsin, Vlla oder Xa aus dem
Gerinnungssystem gespalten (Camerer, Huang, & Coughlin, 2000; Molino et
al., 1997). Die PAR-Expression auf der Oberflache der Thrombozyten im
Menschen und in der Maus ist nicht identisch. Wahrend menschliche
Thrombozyten PAR1 und PAR4 auf ihrer Oberflache exprimieren, ist die
Oberflache der Maus-Thrombozyten mit PAR3 und PAR4 ausgestattet (Kahn et
al., 1998). PAR1 kann als G-Protein mit G12/13, Gq und Gi interagieren und
dadurch das Signal in die Zelle weiterleiten (Barr, Brass, & Manning, 1997;
Hung, Wong, Vu, & Coughlin, 1992; Offermanns, Laugwitz, Spicher, & Schultz,
1994). Durch die Rezeptoraktivierung wird Guanosintriphosphat (GTP) in
Guanosindiphosphat (GDP) umgebaut. Dies wiederum flhrt zum
Phosphorylierungsprozess der intrazellularen Ga-Subuntereinheit. Durch die
Aktivierung der Ga-Subuntereinheit trennt sich diese in weitere
Subuntereinheiten auf (Gieseler, Ungefroren, Settmacher, Hollenberg, &
Kaufmann, 2013). Diese a-Untereinheiten wiederum fuhren zum Beispiel zu
Konformationsanderung der Thrombozyten (Klages, Brandt, Simon, Schultz, &
Offermanns, 1999; Offermanns, Mancino, Revel, & Simon, 1997; Vouret-

Craviari, Boquet, Pouyssegur, & Van Obberghen-Schilling, 1998) sowie
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Sekretion und Aktivierung der Thrombozyten (Offermanns, Toombs, Hu, &
Simon, 1997; S. J. Taylor, Chae, Rhee, & Exton, 1991).

PAR1, PAR3 und PAR4 sind alle ahnlich in ihrer Funktion und kbnnen Sekretion
und Aktivierung der Thrombozyten ausldsen, allerdings weisen sie wesentliche
Unterschiede bezuglich der Substrataffinitat auf. Wahrend PAR1 (im
Menschen) und ahnlich dazu PAR3 (in der Maus) eine hohe Affinitat zu
Thrombin hat und bereits bei nur geringen Thrombinkonzentrationen aktiviert
werden kann, hat PAR4 (im Menschen und in der Maus) eine vergleichsweise
geringe Affinitdt und kann nur im Fall von besonders hohen
Thrombinkonzentrationen aktiviert werden (Ossovskaya & Bunnett, 2004). Im
Falle eines Verlustes der PAR1 Funktion kann PAR4 auch eine
Thrombozytenaktivierung auslésen, wenn die Thrombinkonzentration hoch
genug ist. Im Gegensatz dazu ist PAR3 nicht fahig, ein Signal in die Zelle zu
leiten. Dieser Rezeptor kann lediglich PAR4 in Mausen aktivieren, wenn die
Thrombinkonzentration gering ist und PAR4 noch nicht selbstandig arbeiten
kann (Coughlin, 2000).

PAR-Signalweiterleitung und entsprechende Thrombinkonzentrationen kdnnen
auch Einfluss auf die Integritat der Endothelzellbarriere oder auf die Apoptose
nehmen. Ist die Thrombinkonzentration niedrig, so kann uber PAR-Rezeptoren
ein protektiver Effekt auf die Endothelzellbarriere und Zellen im Allgemeinen
ausgelost werden. Mit steigenden Thrombinkonzentrationen verkehrt sich der
Effekt durch Kommunikation Uber PAR-Rezeptoren ins Gegenteil und es kommt
zu einer zunehmenden Leckage der Endothelzellbarriere und vermehrt zu
Apoptose (Bae, Kim, Park, & Rezaie, 2009; Donovan, Pike, Cotman, &
Cunningham, 1997). Zudem kann PAR-Signallubertragung zur hdheren
Expression von Adhasionsmolekilen auf der Oberflache von Endothelzellen
fihren und die Produktion von weiteren Signalmolekllen erhéhen. Diese
konnen dann Neutrophile und Monozyten mobilisieren. Am Ende kdnnen sich
Thrombozyten und Leukozyten anheften und zur weiteren Thrombinproduktion
beitragen (Palabrica et al., 1992).

Mit steigender Thrombinkonzentration kommt es dann zur Degranulation von
Mastzellen und zur Entwicklung eines inflammatorischen Milieus (Cirino et al.,
1996).
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Zusammenfassend haben PAR-Rezeptoren eine bedeutende Rolle fur die
Signaltbertragung durch Thrombin. Sie ermdglichen viele verschiedene
Funktionen. Hauptsachlich regulieren sie Thrombozytenanheftung,
-degranulation und -aggregation, aber sie spielen auch eine wichtige Rolle in
Prozessen, die Zellbiologie, Endothelzellentwicklung,

Endothelzellzusammenhalt und Entzindung regulieren.

5.3.4 Thrombinfunktion

Thrombin ist ein Schlisselmolekul der Gerinnung, hat aber dartuber hinaus
pleiotrope Effekte in vielen anderen Bereichen. Beispiele flur die vielfaltige
Funktion finden sich zum Beispiel in der embryonalen Entwicklung (W. Y. Sun
et al., 1998; Xue et al., 1998), Tumorgenese (Falanga, Marchetti, Vignoli, &
Balducci, 2003; Palumbo, 2008; Wojtukiewicz, Hempel, Sierko, Tucker, & Honn,
2016) und in entzlindlichen Prozessen (D. Chen & Dorling, 2009). Dies erklart
sich durch die Expression von PAR auf nahezu allen Kérperzellen (Lanuza et
al., 2003; S. R. Macfarlane, Seatter, Kanke, Hunter, & Plevin, 2001; Martorell et
al., 2008; Ossovskaya & Bunnett, 2004).

5.3.4.1 Koagulation
Wie zuvor ausgeflihrt, hat Thrombin eine wichtige Funktion im
Gerinnungsprozess und kann paradoxerweise zur Aufrechterhaltung des
Gleichgewichtes sowohl zu einem prothrombotischen als auch zu einem
antithrombotischen Zustand fuhren (Griffin, 1995). Die Hauptaufgabe beruht in
der Aktivierung von Fibrinogen (Fl) zu Fibrin (Fla), um das noch instabile
Blutkoagel zu sichern. Zur Optimierung und Unterstutzung des Prozesses
aktiviert Thrombin FXIII, welcher dann die Fibrinmonomere verbindet und zur
weiteren Stabilisierung fuhrt (Fear, Miloszewski, & Losowsky, 1984). Thrombin
aktiviert aullerdem FXI und die Hilfsfaktoren FV und FVIII zur Amplifikation und
weiteren Aktivierung von Prothrombin (Versteeg et al., 2013). Die Hemmung
der Fibrinolyse durch Thrombin aktivierbarer Fibrinolyse Inhibitor (TAFla) hat
Einfluss auf den prothrombotischen Ablauf (Longstaff, 2018).
Im Gegensatz dazu kann Thrombin aber auch durch die Aktivierung von Protein
C zu einem antithrombotischen Status beitragen. Protein C inaktiviert in der
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Folge FVa und FVllla und verhindert damit das weitere Voranschreiten der
Gerinnung (F. B. Taylor, Jr., Peer, Lockhart, Ferrell, & Esmon, 2001).
Interessanterweise ist der pro- oder antithrombotische Effekt von Thrombin
auch abhangig von der Konzentration und der Freisetzungsrate des Thrombins.
Eine langsame Freisetzungsrate fuhrt zu einem antithrombotischen Status mit
gesteigerter Blutung, sofern die Endothelzellbarriere intakt ist (Lee, 1962;
Quick, Hussey, Harris, & Peters, 1959; Siller-Matula et al., 2010).

5.3.4.2 Angiogenese, Metastasierung und Tumorgenese

Thrombin wird auch in Verbindung mit Tumoren gebracht. Zwischen den beiden
gibt es eine wechselseitige Beeinflussung. Wahrend der Tumor das Risiko fir
eine vendse Thromboembolie (VTE) steigert (Key et al., 2016; Khalil et al.,
2015; Wun & White, 2009), kénnen Thrombin und auch andere
Gerinnungsfaktoren das Voranschreiten eines Tumors durch Unterstlitzung des
Tumorwachstums, der Angiogenese und der Metastasierung beschleunigen
(Adams et al., 2015; Falanga et al., 2003; Steinbrecher et al., 2010).
Tumorzellen triggern die Gerinnung, indem sie Polyphosphate und
Entzindungsmediatoren freisetzen. Diese flihren zur Freisetzung von Tissue
Factor (TF) (Key et al., 2016; Palumbo, 2008; N. Zhang et al., 2016). TF
wiederum fuhrt zur Hochregulation der Thrombinbildung. Thrombin selbst ist in
den Prozess der Tumormetastasierung involviert. In der experimentellen
Hemmung von Thrombin konnte eine signifikante Reduktion der
Metastasierung gezeigt werden (Palumbo, 2008; Wojtukiewicz et al., 2016).
Der maligne Einfluss des Thrombins auf Tumore ist neben weiteren
Tumorentitaten am besten im Kolorektalkarzinom untersucht. Thrombin
beeinflusst beim Kolorektalkarzinom vor allem Tumorgenese, -wachstum und
-metastasierung. Allgemein wird das Gerinnungssystem in Zusammenhang mit
der Tumorgenese gebracht, da Zustande, die Einfluss auf das
Gerinnungssystem haben, wie zum Beispiel Faktor-V-Leiden, das Risiko flr ein
Kolorektalkarzinom bis zu 6-fach erhdhen (Adams et al., 2015; Steinbrecher et
al., 2010; Turpin et al., 2014; Vossen, Hoffmeister, Chang-Claude, Rosendaal,
& Brenner, 2011). Dies korreliert mit Befunden auf Zellebene, welche zeigen,

dass PAR1 als wichtigster Thrombinrezeptor in bestimmten malignen Tumoren
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signifikant hoher exprimiert wird (Garcia-Lopez, Gutierrez-Rodriguez, &
Herranz, 2010).

5.3.4.3 Entzindung

Neben dem Einfluss auf Zellproliferation und Tumormalignitat hat Thrombin
auch einen Einfluss auf das Entzindungsgeschehen. Dieses wird durch die
Gerinnung gestartet. Aktivierte Thrombozyten setzen verschiedene
proinflammatorische Mediatoren frei (Chung, Park, Lee, Eo, & Kim, 2010;
Gleissner, von Hundelshausen, & Ley, 2008; Koenen et al., 2009; Sachais et
al., 2007; Vendrov et al., 2010).

Der Start der Entzindung kann aber nicht nur in den Thrombozyten initiiert
werden, vielmehr kann Thrombin auch direkt mit dendritischen Zellen (DC)
interagieren. Durch ein Uber PAR1 Ubertragenes Signal werden diese durch
Thrombin stimuliert ebenfalls Zytokine zu produzieren. Dieses Thrombinsignal
fuhrt dann auch zu einer Veranderung der Oberflachenrezeptoren der
dendritischen Zellen. Unter anderem werden Human-Leukozyte-Antigen-
Rezeptoren (HLA)-DR und CD86 auf der Oberflache hochreguliert. Durch die
Aktivierung der dendritischen Zellen werden auch allogenische T-Zellen
aktiviert (Kissel et al., 2006; Osugi, Vuckovic, & Hart, 2002; Yanagita,
Kobayashi, Kashiwagi, Shimabukuro, & Murakami, 2007).

Daruber hinaus werden weitere Immunzellen wie Leukozyten, Monozyten,
naturliche Killer-Zellen und Mastzellen aktiviert, die den entzindlichen Prozess
unterstutzen und verstarken (Schmaier, 2008). Die zunehmende
proinflammatorische Umgebung nimmt Einfluss auf das Gefallsystem. Durch
den Effekt auf die Endothelzellen kann Thrombin die Permeabilitat des
Gefalksystems erhéhen und fuhrt somit zur Leckage. Thrombin erhdht ebenfalls
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und seinen zugehorigen zellularen
Rezeptor. VEGF selbst erhoht die Endothelzellproliferation. Im Endeffekt fuhrt
Thrombin durch Stimulation von VEGF zur Amplifikation des
Permeabilitatsproblem und gleichzeitig zu einer proangiogenetischen
Umgebung (P. Kumar et al., 2009; Petaja, 2011; Rickles, Patierno, &
Fernandez, 2003; Rukoyatkina et al., 2009; Tsopanoglou & Maragoudakis,
2004; P. Zhang, Ozdemir, Chung, Robertson, & Dong, 2011). Das Endothel
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kann auch den Entzindungsprozess regulieren. Es kann sowohl pro- als auch
antiinflammatorische Effekte unterstitzen (Bombeli, Mueller, & Haeberli, 1997).
Im Fall einer intakten Endothelzellschicht Gberwiegen antiinflammatorische
Effekte. Durch das Endothel wird die Thrombinaktivierung reduziert und eine
massive Durchwanderung des Endothels durch Leukozyten wird verhindert.
Sobald das Endothel beschadigt wird, andert sich die Situation und es kommt
durch die Endothelzellen neben der Produktion von Mediatoren wie
Chemokinen (Bevilacqua, Nelson, Mannori, & Cecconi, 1994; Springer, 1990),
zur Aktivierung von Prothrombin. Dieses neu generierte Thrombin fuhrt dann
zur Aggravation der Entzindung (D. Stern, Nawroth, Handley, & Kisiel, 1985;
D. M. Stern, Carpenter, & Nawroth, 1986).

Fast alle proinflammatorischen Effekte des Thrombins werden tUber PAR1
ubermittelt. Es gibt aber auch einige wenige, die iber PAR 3 (in der Maus) oder
uber PAR4 (in der Maus und im Menschen) weitergeleitet werden. Der
Signalweg, der Uber PAR3 Ubermittelt wird, fihrt zur vermehrten Herstellung
von Interleukin-8 (IL-8) (Garcia, Gulati, & Levy, 2010). Interleukin-8 hat
chemotaktische Wirkung uber Rekrutierung und Aktivierung von Neutrophilen.
Zusatzlich werden durch IL-8 auch Monozyten und ihre Adhasion am Endothel
beeinflusst (Gerszten et al., 1999). Verglichen mit anderen Interleukinen, bleibt
die IL-8-Konzentration stabil uber den Zeitverlauf der Entzindung (Remick,
2005). Thrombin kann ebenfalls Einfluss auf die Bildung von Interleukin-6 (IL-6)
in Endothelzellen und vaskularen glatten Muskelzellen nehmen. IL-6 kann die
Entzindung ebenfalls auslésen und steigern. Der Einfluss des Thrombins auf
den Entzindungsprozess ist vielfaltig, dieser sollte jedoch mit Bedacht
betrachtet werden, da einige der genannten Thrombineffekte bisher nur in
Zellkulturen untersucht wurden. Die Zellkulturumgebung ist nur bedingt
vergleichbar mit der Situation in vivo, da haufig das Zusammenspiel der
Thrombininhibitoren nicht bertcksichtigt werden kann und nur ein Teil eines
komplexen Zusammenspiels abgebildet wird und somit die Realitat in vivo ggf.

nur bedingt widergespiegelt wird (Popovic et al., 2012).
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5.3.4.4 Atherosklerose

Ein weiterer Aspekt von Thrombin auf den Entzindungsprozess betrifft die
Atherosklerose. Atherosklerose ist eine Gefallerkrankung, die durch
Gefallveranderungen durch chronische Entzindungsprozesse entsteht. Die
Erkrankung ist hauptsachlich durch Umwelteinflisse und genetische
Risikofaktoren bestimmt (ten Cate, 2012). Allerdings kann Thrombin eine
Schlisselrolle zukommen und den Entwicklungsprozess der Atherosklerose
durch Steigerung der Freisetzung von Entzindungsmediatoren beschleunigen.
Die Freisetzung der Entzindungsmediatoren wie Zytokine und Chemokine
sowie die Aktivierung verschiedener Zellentypen wie Monozyten,
Endothelzellen und vaskulare glatte Muskelzellen fluhrt insgesamt zur
Destabilisierung der Gefallwand (Borissoff, Spronk, Heeneman, & ten Cate,
2009; Chung et al., 2010; Martorell et al., 2008; Vergnolle, Derian, D'Andrea,
Steinhoff, & Andrade-Gordon, 2002). Vor allem die Aktivierung der Monozyten
fuhrt zur entscheidenden Auslésung der gefahrlichen Plaquebildung (Aukrust et
al., 2008; Gerszten et al., 1999). Die Situation wird zusatzlich verschlimmert,
da Thrombin auch das fur die Atherosklerose pathogenetische Anheften des
Low-Density-Lipoproteins (LDL) an die glatten Muskelzellen der Gefallwand
férdert und so ebenfalls zur Plaquebildung beitragt (lvey & Little, 2008).

Es kommt zur ausgepragten klinisch relevanten Atherosklerose mit Gefahr der
Ruptur des Plaques und massiver Thrombozytenaktivierung mit
entsprechenden klinischen Konsequenzen (lwaki, Sandoval-Cooper,
Brechmann, Ploplis, & Castellino, 2006).

5.3.5 Extrahepatische Prothrombinexpression und seine Bedeutung

Neben den grollen Mengen an Prothrombin, welche in den Hepatozyten der
Leber exprimiert werden, gibt es auch andere Gewebe, die ebenfalls
Prothrombin in unterschiedlichen Mengen exprimieren kénnen. Beispiele fur
solche Gewebe sind vor allem das zentrale Nervensystem (CNS),
lymphatisches Gewebe, Nieren, Herz, gastrointestinale Schleimhaut und die
Lunge (Dihanich et al., 1991; Ito et al., 2013; Motta et al., 2019; Stapleton,
Timme, & Ryall, 1998).
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5.3.5.1 Zentrales Nervensystem

Die Bildung von Prothrombin im zentralen Nervensystem spielt eine wichtige
Rolle wahrend der embryonalen Entwicklung. Besonders der Cortex und das
Cerebellum zeigen extrahepatische F2-Expression. Auch andere Zelllinien des
zentralen Nervensystems produzieren Prothrombin. Wahrscheinich tragt das
gebildete Prothrombin zu neuronalen Regulationsprozessen bei, sodass eine

protektive Rolle flr die Neuronen vermutet werden kann (Dihanich et al., 1991).

5.3.5.2 Lymphatisches Gewebe

Diverse lymphatische Gewebe wie Thymus, Milz, Knochenmark und
Lymphknoten zeigen signifikant hohe extrahepatische
Prothrombinexpressionen. Die zugrundeliegende Funktion konnte noch nicht

eindeutig bestimmt werden (Danckwardt Lab, nicht publiziert).

5.3.5.3 Niere

Prothrombin steht auch in Zusammenhang mit Nierensteinerkrankungen durch
Calciumoxalatsteine. Die Steine bilden sich im Harntrakt und fuhren zu
Obstruktionen. Bestimmte Menschen sind dafir anfalliger als andere. Ein
Fragment von Prothrombin, welches die Bezeichnung Urinary Prothrombin
Fragment 1 (UPFT1) tragt, konnte durch die Immunhistochemie in luminalen
Zellen des distalen Tubulus dargestellt werden. Dieses Fragment inhibiert die
Steinbildung. Neben einer moglichen UPFT1-Quelle durch Prothrombin
Fragmente Gber den durch die Niere verlaufenden Blutstrom, wird in den
Nieren selbst Prothrombin hergestellt, welches der Steinbildung entgegenwirkt
(Stapleton et al., 1998).

5.3.5.4 Herz

Thrombin als Teil des Gerinnungssystems hat zudem eine wichtige Rolle bei
verschiedenen Herzerkrankungen. Zum Beispiel ist bekannt, dass Thrombin
Vorhofflattern triggern kann. Neben dem normalen Thrombinanteil, der Uber
den Blutstrom an das Herz geliefert wird, konnte durch Immunhistochemie
gezeigt werden, dass es im Herz selbst eine eigene Prothrombin-Expression
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durch verschiedene Gewebe gibt. Prothrombin wird im Herzen nicht in allen
Anteilen in vergleichbarer Menge produziert. Es wird zwar im Myo-, Endo- und
Subendokard des linken Atriums und des linken Ventrikels gebildet, allerdings
ist die Menge linken Atrium signifikant hoher als im linken Ventrikel (Ito et al.,
2013).

5.3.5.5 Darmschleimhaut

Das Epithel des Kolons setzt bei Zellstress und Entzindung verschiedene
Proteasen frei. Aktives Thrombin ist unter diesen Proteasen zu finden und tragt
zum Schutz der epithelialen Oberflache bei. Dabei wird die Prothrombin-
Expression durch die Darmflora des Verdauungstraktes reguliert (Motta et al.,
2019).

5.3.5.6 Lunge

Verglichen mit der Niere, dem Herzen, dem Cerebrum und dem Cerebellum ist
in der Lunge eine noch hohere F2-Expression zu finden (Danckwardt Labor,
nicht publiziert). Die ldentifikation der F2 exprimierenden Zellen und die
Funktion der spezifischen F2-Freisetzung in der Lunge ist noch nicht eindeutig

erforscht und Hauptziel dieser Arbeit.
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5.4 Ziel des Projekts

Jenseits der essenziellen Rolle im Gerinnungssystem hat Thrombin einen
Einfluss auf entziindliche Prozesse. Uber die PAR1- Signalweiterleitung kann
Thrombin zur Freisetzung verschiedener Zytokine fihren und entscheidend zu
einem proinflammatorischen Milieu beitragen (Kissel et al., 2006; Osugi et al.,
2002; Yanagita et al., 2007).

Eine solche proinflammatorische Umgebung ist zum Teil auch im Verlauf einer
Sepsis gegeben. Sepsis, als weltweites Gesundheitsproblem, fuhrt zu
Lungenerkrankung, welche im Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS)
enden kann (Mehaffey et al., 2018). Die Untersuchung einer Prothrombin-
Expression in der Lunge kann wesentliche Einblicke in potenzielle
therapeutische Strategien wahrend der Sepsis liefern und ggf. in Zukunft eine
Veranderung des klinischen Verlaufs herbeifuhren. Wahrend die
extrahepatische Prothrombin-Expression in der Lunge bereits entdeckt wurde
(Danckwardt Labor, nicht publiziert), zielt dieses Projekt darauf ab, den
genauen zellularen Ursprung der Prothrombin-Expression im Thorax bzw. in
der Lunge zu identifizieren und weitere Erkenntnisse Uber die moglichen
Funktionen einer solchen Prothrombin Expression im Allgemeinen und in

Hinblick auf eine Sepsis zu erforschen.
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6 Material und Methoden

6.1 Puffer und Losungen

Puffer
10x TGS

10x TBS

1x TBS-T

1x Blotting Puffer

Ponceau S

BAL-Waschpuffer

IMDEM-AM-Medium

MACS-Puffer

Zusammensetzung
TRIS 0,25M

Glycin 1,92M

SDS 1%

pH 8,6

Tris 0,2M

NaCl 1,5M

pH 7,6

10x TBS 10%

Tween 20 0,1%

pH 7.6

TRIS 48mM

Glycin 30mM
Methanol 20%Prepro-
Prothrombin

SDS 0,037%
Ponceau S 0,1%
TCA 7%

PBS

FBS 2%

EDTA 0,5M 0,004%
IMDM high glucose
ITS 1%

OVA (10mg/ml) 2,5%
Murine GM-CSF 0,2%
Penicillin + Streptomycin 1%
(Doxycyclin (10 ug/ml) 0,1%)
PBS (1x)

FBS 0,5%

EDTA 2mM
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Western-Blot

Western-Blot

BAL-Extraktion

AM-Zellkultur

MACS-Sortierung



FACS-Puffer PBS (1x) FACS-Analyse
FBS 0,5%

RIPA Lysis-Puffer sodium chlorid 150 nM Protein-Isolierung
NP-40 1%
sodium deoxycholate 0,5%
SDS 1%
Tris, 50 mM pH 8.0
1x Protease Inhibitor

Water

6.2 Primer
Primer Sequenz
mAtp2a2-F2 GACAGATGTTGGTGCAATACAAG
mAtp2a2-R2 CAAACATGCGCTGTGAGAAG
6.3 Antikorper
Antikorper Konjugation Hersteller Art.-Nr. Verwendung
Siglec-f-Antibody  Anti-mouse,  Miltenyi 130-112- MACS-

PE Biotec Inc. S Sortierung
Thrombin-AK - Santa-Cruiz sc-271449 Western-Blot

Biotechnology
TLR4-Antikérper - Santa-Cruiz sc-293072 Western-Blot
(25) Biotechnology
Anti-Maus-I1gG Peroxidase SIGMA A9044- Western-Blot
2ML

(Gesamtmolekil)-
Peroxidase
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6.4 Weitere Materialien
6.4.1 Chirurgische Materialien

Material Hersteller Art.-Nr

Isofluran piramal critical care 9714675
Deutschland GmbH

Dox Food: Ssniff Spezialitaten A115D71004
GmbH

M-Z low phyt. +1.000

mg/kg Doxycycline RED

[1150 ppm DOX hyclate]

10 mm, sterilis. 25 kGy

Nanoabsorbable Braided FST 18020-60
Silk Suture Size 0
Reusable Feeding FST 18060-20

Needle Gauge 20

6.4.2 Assays
Material Hersteller Art.-Nr
LEGEND MAX Mouse biolegend 444107
MIF ELISA Kit
mouse TNF apha invitrogen 88-7324-88
uncoated ELISA Kit
Luciferase Assay Promega E1501
System
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6.4.3 Zellkultur

Material
Phorbol-12-myristat-13-
acetat (PMA)

Lipopolysaccharides
from Echericha coli
0111:B4

murine GM-CSF
Fetal bovine serum
(FBS)

ITS supplement

Albumin from chicken
egg white (OVA)
Penicillin/Streptomycin
Dulbecco’s phosphate
buffered saline (DPBS)
(1x) [-]CaCL2 [-]MgCI2
IMDM high glucose
EDTA Disodium Salt
Solution, 0.5 Molar in
Water for Molecular
Biology

Gelatine

Trypanblau-Lésung

Cell culture Lysis 5x
reagent

NucBlue Live Cell Stain
ReadyProbes reagent
SiO2 dust particles
Carbon nanopowder
Calf Thymus DNA
Solution 10 mg 5x 1ml
Recombinant Mouse
SP_D Protein, CF

Hersteller
SIGMA

SIGMA
preprotech

gibco

SIGMA
SIGMA
gibco
gibco

ATCC
SIGMA

SIGMA
SIGMA

Promega
Invitrogen
SIGMA
invitrogen

R&D Systems
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Art.-Nr
P8139

L2630

315-03-20UG

10270-106

13146
A5503-1G
15140-122
14190-094

30-2005
E7889-100ML

G1393-100ML
18154
E153A

R37605

633100-25G

15633-019

6839-SP-050



6.4.4 MACS-Sortierung

Material Hersteller Art.-Nr
Dulbecco’s phosphate gibco 14190-094
buffered saline (DPBS)

(1x) [-]CaCL2 [-]MgCI2

Fetal bovine serum gibco 10270-106
(FBS)
Anti-PE MicroBeads Miltenyi Biotec Inc. 130-105-639
Ultra Pure 2ml
MidiMACS Seperator Miltenyi -
LS Columns Miltenyi 130-042-401
Pre-Seperation Filters Miltenyi 130-041-407
(30um)
6.4.5 FACS
Material Hersteller Art.-Nr
Dulbecco’s phosphate gibco 14190-094

buffered saline (DPBS)
(1x) [-[]CaCL2 [-]MgCI2

Fetal bovine serum gibco 10270-106
(FBS)

Fixable Viability Dye Invitrogen 65-0865-14
eFluor™ 780

FcR Blocking Reagent, Miltenyi 130-092-575
mouse

BV421 anti-mouse biolegend 117329
CD11c

CD11c Monoclonal Invitrogen 12-0112-82
Antibody (M1/70), PE

BV480 Rat Anti-Mouse BDbioscience 746668
Siglec-F

CD64 Monoclonal Invitrogen 46-0641-82
Antibody PerCP-Fluor

710
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6.4.6 Western Blot

Material

Protein Assay Dye
Reagent Concentrate
Bovine Serum Albumin
(BSA)
2-Mercaptoethanol
TEMED

4x Laemmli Sample
Buffer

PageRuler™ Prestained
Protein Ladder, 10 bis
180 kDa

TRIS

Tweeen 20

NaCl

HCL 37

NaOH 40 %

Glycin

cOmplete Protease
Inhibitor, Ultra tablets,
EDTA free

Milchpulver

SDS Solution 20%
Rotiphorese Gel 30
(37,5:1)

Methanol >99%
Sodium desoxycholate
Triton X 100

Ethanol vergallt >99,8%
Essigsaure ROTIPURAN
100%, p.a.

Ponceau S

Amersham Hybond P
0,045 PVDF Blotting
membrane

ECL-Select Western
Blotting detection
Reagent

Hersteller

biorad

SIGMA

ROTH
biorad
biorad

ThermoFisher Scientific

ROTH
ROTH
ROTH
SIGMA
ROTH

ROTH
Roche

ROTH
biorad
ROTH

ROTH
SIGMA
ROTH
ROTH
ROTH

SIGMA
Amersham

Amersham
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Art.-Nr
500-0006

A7030

4227 1
161-001
1610747

26616

4855.3
9127.2
3957.2
258148-500ML
4347.1

3908.3
6538282001

T145.2
161-0418
3029.1

8388.1
30970-25G
3051.2
K928.3
3738.5

P3504-10G
1060029

RPN2235



6.4.7 Genomische PCR

Material Hersteller Art.-Nr
miScript SYBR Green Qiagen 218073
PCR Kit

96 PCR Plate Holbrand Sarstedt 721979102
Flach

Heatsealing Film Eppendorf 30127838

6.4.8 Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller Art.-Nr
Inject F 1ml Braun 0166017V
CryoTube Vials ThermoScientific 377267
Reagiergefal 1,5ml Safe  Sarstedt 72706400
Seal

Multiply-Pro Gefal? 0,2, Sarstedt 72737002
PP

50 cellstar tubes 15mi greiner-bio-one 188-261-N
Falcon 50ml Falcon 252070
Polypropylene Conial

Tube

Cell Strainer 40 um Nylon Falcon 352340

25 ml serological pipette  greiner-bio-one 760 180/25ml
cellstar

10 ml serological pipette  greiner-bio-one 607 180/10ml
cellstar

5 ml serological pipette greiner-bio-one 606 180/5ml
cellstar

combitips advanced 5ml Eppendorf 30089456
VWR Disponsable prestle VWR international 431-0094
1,5ml

Cellculture Micro Plate 96 greiner-bio-one 655182
well, F-Bottom

Cellculture 48-Well, PS, greiner-bio-one 677102
Transparent

Microplate, PS, 96 well, F- greiner-bio-one 655075
Bottom, white

Nunc MaxiSorp™ Invitrogen 44-2404-21
Flacher Boden

96-PCR Platte Sarstedt 72.1979.102
Halbrand, transparent,

high profile
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6.4.9 Gerate

Material Hersteller

Centrifuge 5424R Eppendorf

Centrifuge Rotina 420R Hettich

CS-15R Centrifuge Beckmann

(Plattenzentrifuge)

Mikroskop DMIL Leica

Sterilwerkbank HERAsafe Kendro
Labaratory Products

Brutschrank Binder

SW23 Wasserbad Julabo

ChemiDoc™MP Imaging biorad

System

Standard Power Pack P25 Biometra

Fastblot Biometra

Multigel Biometra

GloMax Discover Promega

Microplate Reader
CFX Connect Real Time biorad

System

Flexcycler Analytik Jena AG
FACSymphony A5 bdbiosciences
ELISA reader azure Biozym

bisosystems
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6.5 Tiermodelle
6.5.1 D-Insight Mausmodell

Das D-Insight (DI) Mausmodell ist durch das Danckwardt-Labor entwickelt
(nicht publiziert) und enthalt ein knock-in Allel. Dieses dient zur Visualisierung
der Prothrombin-Expression Uber eine Luciferase, welche in den Prothrombin-
Locus integriert wird. Das knock-in Allel enthalt nicht nur einen Lumineszenz-
Reporter, sondern ebenfalls einen weiteren Lumineszenz-Reporter und
zusatzlich ein Fluoreszenz-Reporter zur F2-Expressions-Darstellung und -
Dynamik durch nicht-invasive Bildgebung. Neben der Renilla-Luciferase
(Abbildung 3, RLuc8.6, Pink), Firefly-Luciferase (Abbildung 3, FLuc2CP Gelb)
als Lumineszenz-Reporter und iRFP (Abbildung 3, Rot) als Infrarot-
Fluoreszenz-Reporter gibt es zusatzlich auch einen Flag-Tag (Abbildung 3,
Flag) und ein Diphterie-Toxin (Abbildung 3, DTR) im knock-in Allel fir weitere
Untersuchungen (Danckwardt Labor, nicht publiziert).

ATG STOP

. I. III Il . natural 3UTR
|

P28

Y FZA
|  |Fisa]ReR [BFR] |Fiucocr

536 nm T 7120m* 813nm
L——— knock in allele ——!

ATG o2 - STOP

| I | I I Fluc2CP natural 3'UTR

P24 F2A F2A STQP

F2 protein F2 expression dynamics
Circulating Cell resident

Abbildung 3: Visualisierung der Prothrombin-Expression iliber einen
Lumineszenz-Reporter sowie einen Fluoreszenz-Reporter in einem

transgenen D-Insight Reporter-Mausmodell.

Das Mausmodell enthalt ein Knock-In Allel mit zwei Lumineszenz-Reportern (RLuc8.6 und
FLuc2CP) sowie einen Fluoreszenz-Reporter (iRFP) zur Detektion der Prothrombin-
Expression und der Sekretionsdynamik (Danckwardt Labor, nicht publiziert).
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6.5.2 F2-Knockdown (F2-KD) Mausmodell

Das F2-Knockdown (F2KD) Mausmodell beruht auf dem Prinzip induzierbarer
RNA-Interferenz (RNAI), durch welche bestimmte Gene gezielt ausgeschaltet
werden konnen. Die mRNA von Prothrombin (F2) kann durch eine short-
hairpin-RNA (shRNA) gezielt abgebaut werden. Die shRNA wird durch den tet-
Promotor (H1-tetO) reguliert. Unter normalen Bedingungen wird H1-tetO durch
einen Repressor (itetR) gehemmt. In der Konsequenz wird die shRNA nicht
gebildet und die Prothrombin-mRNA entsprechend nicht abgebaut. Der
Repressor selbst kann aber unter bestimmten Bedingungen durch die Gabe
von Doxycyclin (Dox) als Futterzusatz inhibiert werden. Durch das Binden des
Doxycyclins an den tet-Repressor kommt es zu dessen Dissoziation vom tet-
Promotor (H1-tetO). Durch diesen Mechanismus kann die shRNA gebildet
werden, sodass es zum spezifischen Knock-down des Prothrombins (F2)

kommt (Danckwardt Labor, nicht publiziert).
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Abbildung 4: Doxycyclin fihrt zum Abbau der mRNA von Prothrombin im
F2KD Mausmodell.

Der F2-Knockdown ist abhangig von der Doxycyclin-Gabe als Futterzusatz. Doxycyclin
inhibiert den zuerst gebildeten Repressor (itetR), welcher dann nicht mehr and den Promotor
(H1-tetO) der short-hairpin-RNA (shRNA) binden kann. Durch das Aufheben der Inhibierung
kann die shRNA gebildet werden. Diese bindet gezielt an die mMRNA von Prothrombin und
fuhrt zu deren Abbau (Danckwardt Labor, nicht publiziert).
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6.5.3 CD11¢c-CRE Mausmodell

Das CD11c cre Mausmodell ist ein spezifisches Knock-out Mausmodell, in
welchem speziell Prothrombin (F2) in Zellen mit dem Oberflachenmarker
CD11c ausgeschnitten wird. Die cre-Rekombinase ist eine Genschere. Sie
kann F2 als Zielgen entfernen, wenn dieses durch Rekombinase-Stellen am
Anfang bzw. am Ende gekennzeichnet ist. Als Rekombinase-Stellen dienen
sogenannte LoxP Stellen. Damit die cre-Rekombinase F2 nicht ubiquitar
ausschneidet, ist ihre Expression an die Expression des Oberflachenmarkers
CD11c gekoppelt. Da Alveolarmakrophagen CD11c besitzen und nur wenige
andere Zellen CD11c positiv sind, bietet dieses Modell einen Prothrombin

knock-out, der fast nur die Lungen betrifft.

Abbildung 5: Die cre-Rekombinase ermoglicht einen Prothrombin-

Knockout in CD11c exprimierenden Zellen.
Far den spezifischen F2 knock-out in der Lunge ist die cre-Rekombinase an die Expression
des Alveolarmakrophagen Oberflachenmarker CD11c gebunden. LoxP Seiten werden als

Rekombinase-Stellen zum Herausschneiden von F2 durch die cre Rekombinase bendtigt
(Probst- und Danckwardt-Labor, nicht publiziert).
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6.6 Bronchioalveolarlavage Extraktion

Zur Gewinnung von Bronchioalveolarlavage (BAL-Fluid) werden die Mause mit
Isofluran euthanasiert. Der notwendige zweite Schritt erfolgt durch Ausbluten
nach Leberschnitt.

Aufgrund der geringen Zellgewinnung wird das BAL-Fluid gepoolt. Abhangig
vom nachfolgenden Versuch variiert die Anzahl der gepoolten Mause. Zur
Gewinnung von ca. einer Millionen Zellen fur Zellkulturexperimente werden
sieben Mause pro Versuchsgruppe gepoolt. Fur die Proteinextraktionen mit
nachfolgendem Western-Blot-Verfahren werden pro Versuchsgruppe jeweils
drei Mause bendotigt.

Nach dem Erléschen der Schnappatmung werden die Reflexe Uberprift. Sobald
diese ausbleiben, wird die Thorax- und Abdomenregion freigelegt.

Nach Entfernung der ventral liegenden Speicheldrisen wird die Trachea mit
Hilfe von leicht gebogenen Pinzetten befreit und mit einem Faden
umschlungen. Ein Knoten zur spateren Abdichtung wird vorgelegt. Nach
stabiler Fixierung der Trachea, wird diese mit einem Einschnitt, der ca. ein
Drittel des Durchmessers der Trachea umfasst, eroffnet. Es folgt die
Einfihrung der Schlundsonde in die er6ffnete Trachea. Zur Abdichtung wird der
vorgelegte Knoten Uber der Sonde vorsichtig zugezogen.

Es folgt der Anschluss einer 1ml-Injektions-Spritze mit 0,9 ml BAL-Waschpuffer
mit nachfolgender Injektion der FlUssigkeit in die Lunge. Zur Verteilung und
Durchmischung der Flussigkeit in der Lunge wird der Thorax vorsichtig mit dem
stumpfen Ende einer Pinzette ca. zehn Mal komprimiert. Die Flissigkeit wird
wieder in die Spritze zurickgezogen und in einem 50 ml Reagiergefal} auf Eis
gesammelt. Bei Aspiration der Flussigkeit kommt es zu einem geringen
Flussigkeitsverlust. Statt der injizierten 0,9 ml werden durchschnittlich 0,7 ml
zurickgewonnen. Pro Maus erfolgen sechs Waschvorgange. Zur spateren
Kontrolle der Maus-Linie wird von jeder Maus ein Teil der Leber mit entfernt
und bei -80°C eingefroren.

Nach Abschluss der Waschvorgange wird das gepoolte BAL-Fluid fur 15 min
bei 300 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird abgesaugt. Die Zellen werden in

1 ml Zellkulturmedium aufgenommen und ausgezahlt.
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6.7 Zellzahlungen

Die Zellen werden in der Neubauer-Zahlkammer untersucht. Zur Vorbereitung
werden 20 yl Zellsuspension mit 20 ul Trypanblau gemischt. 10 ul dieser
Mischung werden dann in die mit einem Deckglas fixierte Neubauer-Kammer

appliziert. Die im Mikroskop sichtbaren 4 Quadrate mit einem Volumen von

10 ml werden ausgezahlt. Zur Berechnung wird folgende Formel verwendet:

Zellzahl=——— « Verdiinnung Trypanblau * Kammerfaktor * Endvolumen
Quadratanzahl

Diese ist bei Einsetzen der im Versuch verwendeten Bedingungen aquivalent

zu folgender Formel:

Zellzah|=§ *2 % 10000 * 1
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6.8 Sortiermethoden
6.8.1 Magnetic Cell Separation (MACS)-Sortierung

Zur Gewinnung der Siglec f+ Alveolarmakrophagen wird das Magnetic Cell
Separation (MACS)-Sortierungssystem von Miltenyi verwendet.

Nach BAL-Extraktion wird die BAL-Suspension fir 15 min bei 300 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen. Die Zellen werden mit MACS-

Waschpuffer resuspendiert. Es erfolgt die Auszahlung der Zellen. Fir eine
optimale MACS-Sortierung werden ca. 10° Zellen benétigt. Zur Entfernung von

Aggregaten und gréRReren Partikeln werden die Zellen durch ein Pre-Separation
Nylonnetz gegeben. Die gefilterte Suspension wird erneut fur 10 min 300 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wird abgesaugt. Die Zellen werden in 45 yl MACS-
Puffer resuspendiert. Im Anschluss werden 5 ul Anti-siglec-f-PE Antikdrper
hinzugegeben. Nach grindlicher Durchmischung wird die Suspension zur
Inkubation fir 10 min bei 2-8°C in den Kihlschrank gestellt. Nach Ablauf der
Zeit werden 1-2 ml MACS-Puffer hinzugegeben. Es wird erneut fir 10 min bei
300 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen. Das Pellet wird in 80 pl
MACS-Puffer resuspendiert und es werden 20 ul Anti-PE Microbeads Ultra
Pure hinzugefugt. Die Suspension wird erneut bei 2-8°C im Kihlschrank
inkubiert. Es erfolgt die Hinzugabe von 1-2 ml MACS-Puffer und Zentrifugation
bei 300 x g. Der Uberstand wird aspiriert und das Pellet in 500 yl MACS-Puffer
resuspendiert. Die LS-Saulen werden im MACS-Seperator befestigt und mit
500 pl MACS-Puffer vorgespllt. Sobald die Flussigkeit durchgelaufen ist, wird
die Zellsuspension auf die Saule gegeben und der Durchfluss mit unmarkierten
Zellen wird in einem 50 ml Reagiergefaly aufgefangen. Die Saule wird
insgesamt drei Mal mit MACS-Puffer gewaschen. Danach wird die Saule aus
dem magnetischen Separator getrennt und auf ein 15 ml Reagiergefald gestellt.
Die Saule wird nun mit 1 ml MACS-Puffer ausgewaschen zur Abloésung der
gelabelten Zellen. Diese werden im Anschluss mit der Neubauer-Kammer

ausgezahlt.
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6.8.2 Flow Zytometrie/ Fluorescence-activated cell sorting (FACS)

Nach Gewinnung des BAL-Fluids aus den Mausen wird die Suspension drei

Mal mit FACS-Puffer gewaschen und jeweils fir 10 min bei 300 x g

zentrifugiert. Das gewonnene Zellpellet wird im Anschluss fur die Flow

Zytometrie vorbereitet. Die folgende Tabelle enthalt das Staining in Phosphate
Buffered Saline (PBS) fir ein Volumen von 2500 pl.

Marker/Antikorper

APC-Cy7 (Fixable
Viability Dye eFluor™
780)

FcR Blocking Reagent,
mouse

CD11c

Siglec f
CD64
CD11b

Fluoreszenz-

Kanal

BV421 (Violet)

BV480 (Violet)
BB710 (Blau)
PE (Gelbgrin)

Verdiinnung

1:1000

1:100

1:500

1:500
1:500
1:500

Verwendetes

Volumen

2,5 ul

25 l

5l

5l
5 ul
5 ul

Nach intensiver Durchmischung wird die Suspension fur 60 min inkubiert. Im

Anschluss wird erneut drei Mal mit FACS-Puffer gewaschen. Die Messung

erfolgt am FACSymphony A5.
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6.9 Zellkultur

Die Zellkultur wurde vorrangig fur Stimulations-Tests fur Luciferase-Assays,
MIF-Assays und TNFa-Assays durchgeflhrt.

Nach BAL-Extraktion und Zellzahlung in der Neubauerkammer wurden
abhangig vom nachfolgenden Assay unterschiedliche Anzahlen von Zellen

ausgesat.

6.9.1 Gelatine-Pre-Coating

Unabhangig davon werden alle Zellkulturplatten (Cellculture Micro Plate 96 well,
F-Bottom) aufgrund der geringeren Adharenz von Alveolarmakrophagen mit
einer Gelatine Beschichtung vorbehandelt. Hierflr wird die Gelatine 1:10 mit
dem verwendeten Zellkulturmedium verdunnt. Pro Well werden 150 pl der
Gelatine-Verdinnung appliziert. Nach einer Stunde Inkubation bei 37°C kann
die Gelatine-Suspension abgesaugt werden. Die Zellkulturplatte ist dann

gebrauchsfertig.

6.9.2 Zellkultur fur Luciferase-Assays

Fur Luciferase-Assays werden D-Insight Gesamt-BAL-Zellen und MACS-
sortierte D-Insight Siglec f+ Zellen, sowie jeweils auch Wildtyp (B6)-Zellen, mit
einer Zellzahl von 20000/Well in 96er-Zellkulturplatten ausgesat. Der Versuch
wird pro Versuchsgruppe in Triplikaten durchgeflihrt. Die Zellen werden fur 24h
bei 37°C inkubiert. Der Zellkulturiberstand wird abgesaugt. Die Zellen werden
mit Hilfe des Cell culture Lysis 5x Reagent lysiert. Pro Well werden dabei 125 pl
1x Lysereagenz appliziert. Es folgt eine Inkubation von 5 min. Im Anschluss werden
die Zellen zusatzlich mit Ultraschall (2x 10 Zyklen) auf Eis behandelt. Das Lysat wird
in 1,5 ml Reagiergefal3e tberfuhrt und fur 15 min bei 4°C und maximaler
Geschwindigkeit zentrifugiert. Die Lysate werden direkt fur Luciferase-Assays

verwendet oder kénnen bei -80°C eingefroren werden.

6.9.3 Zellkultur fiir MIF-Assays

Die Wildtyp Gesamt-BAL-Zellen und die CD11c cre BAL-Gesamt-Zellen werden

nach Extraktion mit einer Zellzahl von 20000/Well in einer 96er-Zellkulturplatte
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mit 200 pl Zellkulturmedium ausgesat. Der Versuch wird pro Versuchsgruppe
und Behandlung in Triplikaten durchgeflihrt. Die Zellen werden flr 24h bei
37°C inkubiert. Es folgt eine Stimulation der Zellen flir 24h mit LPS, wobei die
Halfte der Wells pro Versuchsgruppe als Kontrolle dienen und mit PBS
behandelt werden. Es werden 100 pl LPS (100 ng/ml) bzw. 100 yl PBS pro Well
appliziert. Zusatzlich werden pro Well jeweils 100 ul Medium hinzugegeben.
Nach Ablauf der Stimulationszeit wird der Uberstand in 1,5 ml Reagiergefale
uberfuhrt und bei -80°C eingefroren. Die in der Zellkulturplatte verbliebenen
Zellen werden pro Well mit 50 yl NucBlue Reagenz behandelt. Nach einer
Inkubation von 20 min wird das Fluoreszenzsignal gemessen und zur spateren

Normalisierung der Ergebnisse verwendet.

6.9.4 Zellkultur fur TNFa-Assays

Die Wildtyp Gesamt-BAL-Zellen und F2KD-Gesamt-BAL-Zellen werden
aufgrund der Sensitivitat des Assays nach Extraktion mit einer Zellzahl

von 150000/Well in einer 48-Well-Zellkulturplatte ausgesat. Die Extraktion
erfolgt in diesem Fall nach in vivo Behandlung der Tiere mit Doxycyclin-Futter
fur 14 Tage. Der Versuch wird pro Versuchsgruppe und Behandlung in
Triplikaten durchgefuhrt. Die Zellen werden fur 24h bei 37°C mit 260 pl
Zellkulturmedium mit Doxycyclin inkubiert. Es folgt eine Stimulation der Zellen
fir 24h je zu einem Drittel bezogen auf die Anzahl der Wells mit LPS, Phorbol-
12-myristat-13-acetat (PMA)+LPS oder PBS.

Es werden 130 ul LPS (100 ng/ml), 130 ul PMA+LPS (100 ng/ml) oder 130 pl
PBS pro Well appliziert. Zusatzlich werden pro Well jeweils 130 l
Zellkulturmedium mit Doxycyclin hinzugegeben. Nach Ablauf der
Stimulationszeit wird der Uberstand in 1,5 ml Reagiergefafte Gberfiihrt und bei
-80°C eingefroren. Die in der Zellkulturplatte verbliebenen Zellen werden pro
Well mit 50 pl NucBlue Reagenz behandelt. Nach einer Inkubation von 20 min
wird das Fluoreszenzsignal gemessen und zur spateren Normalisierung der

Ergebnisse verwendet.
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6.9.5 Zellkultur-Stimulation

D-Insight und Wildtyp Gesamt-BAL-Zellen werden mit einer Zellzahl

von 100000/Well in einer 48-Well-Zellkulturplatte ausgesat und fur 24h bei
37°C inkubiert. Der Versuch wird pro Versuchsgruppe und Stimulation in
Triplikaten durchgefuhrt. Das Medium wird abgesaugt und je 130 pl der
einzelnen Stimulatoren bzw. 130 yl PBS als Kontrolle appliziert. Zusatzlich

werden 130 pl Zellkulturmedium hinzugegeben.

Stimulation Konzentration
MIF 5 pg/ml
Siliciumdioxid (SiO2) 10 pg/ml
Carbon Nanopartikel (CNP) 0,4 pg/ml
DNA 1 pg/ml
RNA 1 pg/mi
Surfactant Protein D (SFTPD) 5 pg/ml

Nach Ablauf der Inkubationszeit von 24h wird der Zellkulturiberstand
abgesaugt. Die Wells werden mit PBS gespdlt. Die Zellen werden mit Hilfe des
Cell culture Lysis 5x reagent lysiert. Pro Well werden dabei 125 pl 1x Lysereagenz
appliziert. Es folgt eine Inkubation von 5 min. Im Anschluss werden die Zellen
zusatzlich mit Ultraschall (2x 10 Zyklen) auf Eis behandelt. Das Lysat wird in 1,5 ml
Reagiergefal3e tberfuhrt und fir 15 min bei 4°C und maximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert. Die Lysate werden direkt fur Luciferase-Assays verwendet oder kdnnen

bei -80°C eingefroren werden.
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6.10 Luciferase-Assay

Zelllysate von D-Insight und Wildtyp-Gesamt-BAL-Zellen und Siglec-f-BAL-
Zellen werden verwendet. Zusatzlich wird zur Kontrolle der Methode pro
Messreihe eine Verdunnungsreihe von 1:10 bis 1:10000 eines Leberlysats mit
0,7 g Leber/ml Lysatreagenz mitgefuhrt. Der Versuch wird pro Versuchsgruppe
und Messpunkt mit Triplikaten ausgefihrt. Es wird das Luciferase Assay System
(Promega) benutzt. Die Durchfiihrung erfolgt nach Herstellerangaben. Die Messung
der Luciferase wird in einer weilRen 96-Well Platte (Microplate, PS, 96 well, F-
Bottom, white) durchgefiihrt. Pro Well werden 20 pl Lysat appliziert. Die Messung
erfolgt im GloMax Microplate Reader (Promega), dabei werden pro Well 100 ul des
Luciferase Assay System Reagenz uber den integrierten Injektor appliziert. Dies
ermoglicht eine direkte Messung und Erfassung des schnell abfallenden Luciferase-
Signals nach Kontakt mit dem Reagenz. Die Integrationszeit betragt 10 s.

Zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse wird der Anteil genomischer DNA in
den Lysaten der Bronchioalveolarlavage und der Leber Gber eine genomische PCR
mit Hilfe von miScript SYBR Green (Quiagen) bestimmt. Das Luciferasesignal der
Proben wird ins Verhaltnis zum Anteil der genomischen DNA gesetzt. Die
Durchfiihrung des miScript SYBR Green Verfahrens ist in Abschnitt 6.12.1 erlautert.
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6.11 ELISA
6.11.1 Macrophage Migration Inhibiting Factor (MIF) Assay

Die Macrophage Migration Inhibiting Factor (MIF)-Konzentrationen aus
Zellkulturiberstand werden mit Hilfe des LEGEND MAX Mouse MIF ELISA Kits
gemessen. Die Durchfihrung erfolgte gemaf Herstellerangaben. Pro Versuch
werden Standardkonzentrationen und Proben in Duplikaten ausgefthrt.

Das Kit enthalt vorbehandelte Mikroplatten-Strips mit je 8 Wells. Abhangig von
der verwendeten Anzahl der Proben plus Standard mussen entsprechende
Strips im passenden Halter befestigt werden. Pro Well werden 50 pl Puffer B
appliziert. Es folgen 50 pl Standard oder Probe. Die Wells werden mit einer
Plastikfolie verschlossen. Die Platte inkubiert fir 2 Stunden auf einem
Plattenrotierer bei 200 rpm.

Im Anschluss wird der Inhalt der Wells verworfen und die Platte mindestens 4-
mal mit ca. 300 pl/Well 1x Waschpuffer gewaschen. Die Platte wird zum
Entfernen des Waschpuffers mehrfach auf Papier ausgeschlagen.

Pro Well werden im nachsten Schritt 100 yul Mouse MIF Detection Antibody
hinzugeflugt. Die Platte wird erneut verschlossen. Die Inkubation erfolgt eine
Stunde unter standiger Bewegung. Im Anschluss wird der Inhalt verworfen.

Es muss erneut 4-mal gewaschen werden. Nach dem Ausklopfen werden pro
Well 100 pl Avidin-HRP Losung pipettiert. Die Platte wird verschlossen und
inkubiert fur 30 min unter stdndiger Bewegung. Der Inhalt wird erneut
verworfen. Es wird 5-mal mit 300 ul/Well 1x Waschpuffer gewaschen.

Dann werden 100 pl Substrat Solution F pro Well hinzugefligt. Die
Inkubationszeit betragt 15 min. Entsprechend der enthaltenen Menge MIF farbt
sich das Well in einer intensiveren oder weniger intensiven blauen Farbe. Um
die Reaktion zu stoppen werden 100 pl Stopp Solution hinzugefligt. Die
Absorption wird bei 450 nm innerhalb von 20 min mit Hilfe des ELISA Readers
von Biozym gemessen. Die gemessenen Konzentrationen werden mit den

Ergebnissen der NucBlue Messung aus der Zellkultur normalisiert.
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6.11.2 Tumor Necrosis Factor alpha (TNFa) Assay

Die Tumor Necrosis Factor alpha (TNFa)-Konzentrationen aus
Zellkulturiberstand werden mit Hilfe des mouse TNF alpha uncoated ELISA Kit
(Invitrogen) gemessen. Die Durchfuhrung erfolgt gemall Herstellerangaben.
Zur Detektion von TNFa wird die 96-Well-ELISA Platte (Nunc MaxiSorp ™
Flacher Boden, Invitrogen) vorbehandelt. Pro Well werden 100 pl Capture
Antibody (1:250 in Coating Puffer) pipettiert. Die Platte wird mit Folie
verschlossen und Uber Nacht bei 4°C inkubiert.

Der Inhalt der Wells wird im Anschluss entfernt. Die Wells werden 4-mal mit
300 pl/Well Waschpuffer gewaschen. Nach jedem Waschschritt wird die Platte
zur Entfernung aller Flussigkeitsreste auf Papier ausgeschlagen. Zum Blocken
werden pro Well 200 pl 1x ELISA/ELISPOT Diluent pipettiert.

Die Inkubationszeit betragt eine Stunde unter standiger Bewegung bei
Raumtemperatur. Es folgt ein Waschschritt. Die Verdinnung des Standards in
ELISA/ELISPOT Diluent wird durchgeflhrt. Alle Standardverdinnungen und
Proben werden in Duplikaten gemessen. Es werden je Standard oder Probe
100 pl/ Well appliziert. Die Platte wird zur Maximierung der Sensitivitat tber
Nacht bei 4°C inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wird erneut vier Mal gewaschen.
Es werden 100 ul Detection-Antibody (1:250 in ELISA/ELISPOT Diluent)
hinzugeflugt. Die Platte wird fur eine Stunde bei Raumtemperatur unter
standiger Bewegung inkubiert. Es folgen erneut vier Waschschritte. Pro Well
werden 100 ul Streptavidin-HRP (1:100 in ELISA/ELISPOT Diluent) pipettiert.
Die Platte wird verschossen und fir 30 min unter standiger Bewegung
inkubiert. Der folgende Waschschritt wird 6-mal ausgefuhrt. Im Anschluss
werden 100 pl/Well 1x TMB-Solution hinzugefugt und far 15 min inkubiert. Zur
Verhinderung weiterer Reaktionen werden 100 pl/Well Stopp Solution
dazugegeben. Das entstandene Farbspektrum wird bei 450 nm mit Hilfe des
ELISA Readers (Biozym) ausgelesen. Die Ergebnisse werden mit den NucBlue

Ergebnissen aus der Zellkultur normalisiert.
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6.12 Molekulare Methoden
6.12.1 Genomic PCR

Fur die Messung der genomischen DNA wird miScript SYBR Green (Qiagen)
verwendet. In einer 96 Well Platte (96-PCR-Platte Halbrand, transparent, high
profile) werden 15 yl Mastermix zu 5 ul Lysat pipettiert.

Mastermix (1x):

Reagenz Volumen
miScript SYBR Green 10 pl
Primer forward (mAtp2a2-F2) 0,6 pl
Primer reverse (mAtp2a2-R2) 0,6 pl
Wasser 3,8 ul

Alle Proben werden in Duplikaten gemessen. Nach dem Pipettieren wird die
Platte mit Folie thermisch verschlossen. Die Platte wird gemischt und
anschliel3end fur eine Minute mit einer Plattenzentrifuge zentrifugiert. Das
fluoreszierende miScript SYBR Green wird bei Bindung an DNA durch birorad
real time PCR detektiert. Der Analysezyklus ist im Folgenden abgebildet.

95°C 95°C 95°C
00:15:00 00:00:15 00:00:05
Go
00:00:30 o —2& |
00:00:05
00:00:30
2
39x

Abbildung 6: Zyklen des vollautomatisierten Verfahrens zur
Quantifizierung genomischer DNA.

Auswertung und Analyse erfolgt mit dem CFX Connect Manager.
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6.12.2 Protein Isolierung

Die Zellen nach BAL-Extraktion werden mit eiskaltem PBS gewaschen und fir
10 min bei 300 x g zentrifugiert. Das Pellet wird mit 100 ul eiskaltem Ripa-
Lyse-Puffer geldst und far 30 min unter mehrmaligem Mischen auf Eis
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wird fir 20 min bei 4°C und
maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Dadurch kommt es zur Auftrennung in
drei Phasen. Die unterste Schicht enthalt das Pellet aus Zellresten. Die oberste
Schicht enthalt Lipide. Zwischen beiden Schichten befinden sich die Proteine.
Diese werden in ein neues 1,5 ml Reagiergefald uberfihrt und bei -80°C

gelagert.

6.12.3 Bradford-Assay

Die Proteinkonzentration wird mit Hilfe des Bradford-Assays gemessen. Zur
Herstellung einer Standardkurve wird mit Bovin Serum Albumin (BSA) 2 pg/ul
eine Verdlinnungsreihe mit Ripa-Lyse-Puffer (1:20) hergestellt. Die
Proteinlysate werden ebenfalls 1:20 verdunnt. Alle Proben und Standards
werden in Triplikaten gemessen. Es werden 10 ul Standard oder Probe in eine
flache, transparente 96-Well-Platte pipettiert. Im Anschluss wird 200 pl/Well 1:5
verdunntes Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Biorad) hinzugefugt. Zur
vollstdndigen Reaktion wird fur finf Minuten bei Raumtemperatur unter
standiger Bewegung inkubiert. Die Proteinkonzentration wird bei 595 nm mit
Hilfe des ELISA Reader (Biozym) ermittelt.

6.12.4 Western Blot

Zur Darstellung der Proteine werden diese in einem ersten Schritt
elektrophoretisch tber Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-Page) aufgetrennt. Dabei laufen die aufgetragenen Proteine (30 pg oder
50 ug, vorbereitet mit NUPAGE/Laemmli und B-Mercaptoethanol) zuerst durch

ein Sammelgel und anschlielend durch ein Trenngel.
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Sammelgel (1x):

Reagenz Volumen
MQ-Wasser 2395 ul
30% acryl/bis (37.5:1) 560 ul
1.5M Tris (pH 6.8) 1000 pl
20% SDS 20 pl
TEMED 5 ul
10% APS 20 pl
Trenngel (1x, 8ml, 8%):

Reagenz Volumen

MQ-Wasser 3775 ul
30% acryl/bis (37.5:1) 2135 yl
1.5M Tris (pH 8.8) 2000 pl
20% SDS 40 pl
TEMED 10 pl
10% APS 40 pl

Das Gel wird in der Multigel-Kammer eingespannt und die Kammer wird mit 1x
TGS-Lauf-Puffer geflllt. Nach Entfernung aller vorhandenen Luftblasen und
Beflllung der Wells mit dem Marker (PageRuler Prestained Protein Ladder, 10
bis 180 kDa) und den Proben wird die SDS-Page mit 25 mA/Gel fir zwei
Stunden gestartet. Nach Ablauf der Zeit bzw. Durchlauf der Proben wird das
Gel mit den nun aufgetrennten Proteinen in das Blot-Transfer-Gerat Gberfuhrt.
Zum Transfer werden drei Filterpapiere, die Polyvinyliden (PVDF)-Membran
(Amersham Hybond P 0,045 PVDF Blotting membrane), das Gel und erneut drei
Filterpapiere aufeinandergestapelt. Die Membran wird zuvor flur zwei Minuten in
Methanol aktiviert und anschlieend im 1x Blotting Puffer gespdult. Die
Filterpapiere werden ebenfalls zuvor im 1x Blotting Puffer getrankt. Das Bot-
Transfer-Gerat wird verschlossen und zusatzlich beschwert. Der Transfer wird
bei 0,5 mA/cm?, wobei 50 mA nicht Gberschritten werden sollten, fur 1,5

Stunden gestartet. Nach Ablauf des Transferprozesses wird die Membran in
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destilliertem Wasser gespult. Ponceau S Staining wird genutzt, um die

gleichmalige Proteinladung zu verifizieren. Nach Entfernung des Ponceau S
mit Tris-buffered saline with Tween20 (TBS-T) wird die Membran zur
Blockierung unspezifischer Bindungen fur 30 min in 5% Milch in TBS-T
inkubiert. Die Bindung des primaren Antikdrpers (AK) in 5% Milch in TBS-T
erfolgt Gber Nacht. Die Membran wird drei Mal fur funf Minuten in TBS-T

gewaschen. AnschlieRend erfolgt die Inkubation mit dem sekundaren AK in 5%

Milch in TBS-T fur eine Stunde bei Raumtemperatur. Die AK werden in

folgenden Konzentrationen genutzt.

F2-Darstellung:

Antikorper Konzentration
Primarer AK Thrombin-AK 1:1000
Sekundarer AK Anti-Mouse 1:5000
TLR4-Darstellung:
Antikorper Konzentration
Primarer AK TLR4-Antikorper 1:1000
Sekundarer AK Anti-Mouse 1:5000

Nach Ablauf der Inkubationszeit wird die Membran erneut drei Mal gewaschen.

Es erfolgt die Detektion des Proteinsignals Uber ECL-Select Western Blotting

detection Reagent im ChemiDoc Imaging System.
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7 Ergebnisse

7.1 Identifikation des zellularen Ursprungs der F2-Expression in der

Lunge bzw. im Thorax

Die Versuche zur Identifikation der F2 exprimierenden Zellen in der Lunge bzw.
des Thorax basieren auf bestehenden Daten des Danckwardt-Labors. Bei der
Suche nach extrahepatischer Thrombin-Expression wurde mit Hilfe des IVIS
Spektrum Imaging Systems durch eine nicht-invasive in vivo Bildgebung in D-
Insight-Mausen die an Lumineszenz-Reporter gekoppelte Expression von F2 in
verschiedenen Organen dargestellt. Die Ablichtung der Lunge und der Rippen
ex vivo zeigt sowohl in Biolumineszenz als auch in Fluoreszenz eine

annahrend gleichmalige F2-Expression (Abbildung 7).

Luminescence

4000

3000

Luminescence Fluorescence

1000
Counts

Abbildung 7: Die Lungen und Rippen verfiugen uber eine extrahepatische

F2-Expression.

Unter den moglichen Zellen, die Ursprung einer solchen Expression sein
kénnten, sind die Alveolarmakrophagen aufgrund bisheriger wissenschaftlicher
Erkenntnisse die wahrscheinlichste Quelle. Sie sind vielfaltig in ihrer Funktion
und tragen entscheidend zu pro- und antiinflammatorischen Prozessen in der
Lunge bei. Ihr Anteil am Bronchioalveolarlavage (BAL) ist nicht unerheblich und die
genaue Zusammensetzung der BAL als Anteil des Lungenkompartments ist wichtig
zum Verstandnis der gewonnen Ergebnisse. Zur Untersuchung der BAL werden

Oberflachenmarker der Zellen genutzt (Abbildung 8).
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Alveolarmakrophagen sind vor allem durch den Oberflachenmarker Siglec f
gekennzeichnet. Dieser ist jedoch nicht einzigartig flr Alveolarmakrophagen. Neben
Alveolarmakrophagen verfiigen eosinophile Granulozyten ebenfalls tGber diesen
Oberflachenmarker. Ihre Anzahl in der Bronchioalveolarlavage ist allerdings zu
vernachlassigen. Der Anteil der Alveolarmakrophagen wird mit ca. 94% angegeben.
Lungenschadigende Faktoren kénnen den prozentualen Anteil aber deutlich
vermindern (Blaschke, Eklund, Skog, & Danielsson, 1985).

Eigene Analysen als Ausgangvoraussetzung fur alle folgenden Versuche zeigen
einen prozentualen Anteil von 94,6% an der gesamten BAL (Abbildung 9).

PHENOTYPES OF MYELOID CELLS IN THE NORMAL MOUSE LUNG

Marker Eosinophils Neutrophils Plasmacyteid DCs CD1 03+ DCs CDllb+ DCs AM IM Ly6 C+ Mo/A P L}'ISC_ Mo/AEP

1 CD45 + + + + + + o+ + +
2 CDllb + + - - + - o+ + +
3 CDllc - - + + + + o+ - =
4 CD24 + + + + + - - - -
5 CD64 - - - - - + o+ + +
6 Ly6C - + + - + - - + _
7 MHCO = - + + + + 4+ — -
& CDI4 - - NT - &= + + _ _
9 CD36 - - NT + & + + e -
10 CD103 - - - + - - - - -
11 CD206 - - - - + + + - -
12 SiglecF + - - - - + - — -
13 Ly6G - + - - - - - - _
14 F4/80 + - - - + + o+ + +
15 PDCA-1 - - + - - - - - -

Abbildung 8: Myeloische Zellen in der Lunge von Mausen verfiigen liber
unterschiedliche Oberflaichenmarker.

Alveolarmakrophagen (AM) sind positiv fur Siglec f, CD11c und F4/80. Im Vergleich zu Interstitiellen
Makrophagen (IM) besitzen sie keinen CD11b Marker (Misharin, Morales-Nebreda, Mutlu, Budinger, &
Perlman, 2013).
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Abbildung 9: Alveolarmakrophagen haben den groBten prozentualen
Anteil an der BAL.
Markierte BAL-Zellen mit CD64 (Blau, BB700), CD11c (Violett, BV421), Siglec f (Violett, BV480) sowie

CD11b (Gelbgriin, PE) wurden mit dem BD FACSymphony A5 (BD Bioscience) gemessen. Der Anteil
der Alveolarmakrophagen (Siglec f + und CD11b -) an den Zellen der BAL betréagt 94.6%.

Ob und in welchem Umfang eine F2-Expression durch Alveolarmakrophagen in
der Lunge stattfindet, wird durch Biolumineszenz-Bildgebung der Zellen des
Bronchioalveolarlavage von D-Insight Mausen untersucht. Die nachfolgenden
Messungen in BAL-Zelllysaten (Abbildung 10) sind zur genomischen DNA
normalisiert und pro Messung wurde jeweils eine Verdiunnungsreihe aus Leberlysat
zur Kontrolle der Methode mitgefuhrt. Die Messung erfolgte im ersten Schritt aus
der gesamten Zellpopulation einer BAL mit Hilfe des GloMax Discover Microplate
Reader (Promega). Im Anschluss erfolgte die Messung des Signals speziell aus den
Alveolarmakrophagen der BAL. Hierzu wurden die Zellen mit Hilfe des fir
Alveolarmakrophagen typischen Oberflachenmarker Siglec f durch MACS-Sortierung
aufgetrennt.
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Abbildung 10: Firefly-Luciferase-gekoppelten Prothrombin (F2)-
Expressionen in BAL und Siglec f+ Zellen.

A. Prothrombin (F2)-Expression in Leberlysaten. Prothrombin (F2) ist erhéht in der Leber. Zur
Methodenkontrolle werden Leberlysat-Verdiinnungen mitgefiihrt. B. Dargestellt sind Lysate
von Zellen eines unsortierten BAL-Fluids (B6 total BAL und DI total BAL), sowie von MACS-
Sortierten Siglec f+ Zellen (B6 siglec f+ BAL und DI siglec f+ BAL). Das Signal wird jeweils im
Verhaltnis zu einem Leberlysat mit 70 mg dargestellt. Die Ergebnisse sind zum genomischen

Kontent normalisiert. Daten sind dargestellt als Mittelwerte mit Standardabweichung.
(Students T-Test, p=0,05, *p<0,01, ** p<0,001 und ns= nicht signifikant, n=3)

Es bestatigt sich eine erhohte Prothrombin (F2)-Expression in den Leberzellen
durch das gekoppelte Firefly-Luciferase (FLUC)-Signal im Vergleich zur Wildtyp
(B6) Leber (Abbildung 10). Mit 70 mg Leberlysat wird ein Firefly-Luciferase
Signal von 3901 als Mittelwert erfasst. Das Hintergrundsignal von B6 mit 70 mg
Leberlysat liegt im Mittel bei 17. Durch die Ergebnisse der Verdinnungsreihe in
dem Bereich von 70 mg bis 0,007 mg lasst sich eine annahrend lineare
Erfassung des Signals als Methodengrundlage annehmen. Die vorbekannte
extrahepatische F2-Expression in der Lunge, welche durch In-vivo Imaging
System (IVIS)- Bildgebung entdeckt wurde (Abbildung 7), lIasst sich in der BAL
reproduzieren. Das FLUC-Signal der Gesamtzellpopulation der BAL (DI total
BAL) mit einem Mittelwert von 2196 ist signifikant erhdht im Vergleich zum
Wildtyp (B6) mit einem Mittelwert von 16 (p=0,0026). Obwohl die BAL-
Zellpopulation zu ca. 94% aus Alveolarmakrophagen besteht, wird die
Zellpopulation des BAL-Fluids mit Siglec f sortiert, um eine Bestatigung der

Alveolarmakrophagen als Ursprung der in der Lunge gemessenen F2-
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Produktion zu gewinnen. Das FLUC-Signal der Siglec f+ D-Insight Zellen liegt
im Mittel bei 729 und ist mit einem p-Wert von 0,0077 signifikant erhéht zur
Wildtyptkontrolle (B6 siglec f+ BAL) mit einem FLUC-Mittelwert von 14. Die
Darstellung in Abbildung 10B ist zur genomischen DNA normalisiert, sodass ein
direkter Vergleich des Signals aus den BAL-Zellen bzw. den
Alveolarmakrophagen mit dem Signal der Leber mdglich ist. Bezogen auf jede
einzelne Zelle ist das Signal von Alveolarmakrophagen hoch und entspricht
56,3% des FLUC-Signals der Leberzellen.

Zur Bestatigung der Prothrombin Expression auf Proteinebene der Lunge wird

das Western-Blot Verfahren gewahlt.

Pro-thrombin

Leber ' BAL ! BAL
F2KD 'F2KD| B6 B6 B6 |F2KD.F2KD, F2 Eco11
Ctrl ' Dox :totalulungnlungi Ctrl Doxi Flox' cre

1 1 1 1 1 1
: ! BAL' :after: : ed’
! | 'BAL! '

1 1 1

] 1

1

]

1 B

Pre-thrombin

Pre-thrombin/thrombin

Abbildung 11: BAL-Lysate enthalten Prothrombin.
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Abgebildet sind Leberproteinlysate, von F2KD Mausen mit und ohne Doxycyclin, Proteinlysate
aus BAL-Extraktion (B6) im Vergleich zu Proteinlysaten aus einer vollstandigen Lunge (B6)
und Proteinlysaten aus einer Lunge nach BAL-Extraktion (B6), sowie BAL-Extraktionen aus
F2-Knockdown (F2KD) und F2-Knockout (CD11c cre) mit korrespondierenden Kontrollen.
Protein S Staining der Membran zur Kontrolle der Proteinladung von 30 pg Protein pro Bande
(unteres Gelbild). Reprasentatives Bild aus sieben Experimenten.

Verglichen wurde das F2-Signal anteilig am Proteinlysat. Dabei werden
Prothrombin (72 kDa), Pre-Thrombin (52 kDa) und kombiniertes Pre-
Thrombin/Thrombin (33 kDa) erfasst (Abbildung 11).

Die Prethrombin-Expression ist im Knockdown (F2KD mit Doxycyclin (Dox)-
Futter) sichtbar in den Leberzellen herunterreguliert im Vergleich zur
Kontrollbande (F2KD Citrl liver). Die Kontrolle, welche ohne Doxycyclin Futter
nicht Gber die entsprechende Regulierung des Promoters verfligt, zeigt die
normal von Leberzellen zu erwartende F2-Epressionen. Dies veranschaulicht,
dass Veranderungen in der F2-Expression mit Hilfe dieses Verfahrens qualitativ
erfassbar sind. In der Wildtyp (B6)-Lunge lasst sich Pro- und Prethrombin als
extrahepatische F2-Expression erfassen (Abbildung 11, Spur 5).

Das BAL-Fluid enthalt erkennbare Mengen Prethrombin und bestatigt die
Ergebnisse aus dem Firefly-Luciferase Versuchsaufbau (Abbildung 11, Spur 4).
Korrelierend dazu zeigt eine Lunge nach BAL-Extraktion im Vergleich zur
normalen Lunge deutlich weniger Signal (Abbildung 11, Spur 6).

Eine vollstandige Signalausléschung ist nicht realistisch, da bei einer BAL-
Extraktion trotz repetitiver Waschvorgange nicht alle Alveolarmakrophagen
herausgeldst werden kdnnen und bis zu einem Drittel der Alveolarmakrophagen
in der Lunge verbleiben. BAL-Lysate von Knockdown (F2KD mit Dox-Futter)-
bzw. Knockout (CD11cre)-Tieren zeigen ebenfalls deutlich weniger F2-
Expression (Abbildung 11, Spur 8 und 10), wenn sie im Zusammenhang mit
ihren jeweiligen Kontrollen (F2KD Ctrl BAL bzw. F2floxed BAL, Abbildung 11,
Spur 7 und Spur 9) betrachtet werden.

Insgesamt betrachtet bestatigen die Experimente die Annahme der
Alveolarmakrophagen als eine Quelle der extrahepatischen Prothrombin (F2)-

Expression in der Lunge.
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7.2 Potenzielle funktionale Rolle der extrahepatischen Prothrombin (F2) -

Expression in den Alveolarmakrophagen

Die nachgewiesene erhdhte Prothrombin (F2)-Expression in den
Alveolarmakrophagen, welche auf zellularem Niveau im vergleichbaren
Ausmal} wie bei Leberzellen zu finden ist, lasst darauf schlielen, dass F2
entscheidende funktionelle Bedeutung zukommen muss. Moégliche Funktionen
und Interaktionen in zellularem Signalablauf wurden untersucht und sind im

Folgenden dargestelit.

7.2.1 Einfluss der F2-Expression in Alveolarmakrophagen auf das

Gesamtiiberleben im Sepsis Modell

Unter Annahme einer wichtigen Rolle der F2-Expression in den
Alveolarmakrophagen wird der Einfluss des Proteins auf das Gesamtiuberleben
im Sepsis Modell im Vergleich zu F2-Knockout (CD11c cre)-Tieren untersucht.
Cd11c cre x F2floxed Mause sind spezifische Knockout-Mause, deren CD11c
positiven Zellen nicht Uber F2 verfugen (Siehe Material und Methoden, Kap.
6.5.3.). Da Alveolarmakrophagen Uber CD11c als Oberflachenmarker verfigen,
bietet dieses Model im Vergleich zum F2KD-Knockdown Modell eine
spezifischere Moglichkeit Mause zu untersuchen, bei denen uberwiegend nur
Alveolarmakrophagen nicht Gber F2 verfigen. Dies ermdglicht die Gewinnung
genauerer Erkenntnisse Uber die Funktion des Prothrombins in den
Alveolarmakrophagen und der Lungenumgebung. 33 CD11c cre x F2floxed
Mause und 19 F2 floxed Kontrollmause wurden nach Injektion einer Dosis LPS
(12,5 ug/20 g KG) infiltriert. Das Uberleben wurde lber einen Zeitraum von 100

Stunden beobachtet und stiindlich erfasst.
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Abbildung 12: Ein F2-Knockout in Alveolarmakrophagen hat keinen

Einfluss auf das Gesamtiiberleben im Sepsis Modell.

A. Uberleben mit und ohne F2-Expression in Alveolarmakrophagen bezogen auf die
Gesamtpopulation der Mause. B-C. Auftrennung nach Geschlecht. D-E Auftrennung nach
Alter. Dargestellt sind die Ergebnisse fur jingere Mause im Alter von 10-15 Wochen und fir
altere Mause im Alter von 18-26 Wochen.

Die bisher unbekannte Funktion der F2-Expression in Alveolarmakrophagen
bietet im Sepsis Modell mit entsprechender LPS-Dosis und stindlicher
Verlaufsbeobachtung Gber 100 Stunden keinen Gesamtuiberlebensvorteil im

Vergleich zu CD11c cre x F2floxed Knockout (Abbildung 12, Panel A).
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Eine genauere Aufschlisselung der Ergebnisse nach Geschlecht und Alter
zeigt ebenfalls keinen Uberlebensvorteil fir einzelne Gruppen (Abbildung 12,
Panel B-E).

7.2.2 Einfluss der F2-Expression auf Macrophage Migration Inhibiting

Factor (MIF) als inflammatorisches Treiber-Zytokin in der Lunge

Obwohl die F2-Expressionen in Alveolarmakrophagen zu keinem
Gesamtlberlebensvorteil fihren, ist ein Effekt auf pro- bzw.
antiinflammatorische Prozesse anzunehmen. Es wurde untersucht, ob die F2-
Expression in Alveolarmakrophagen Einfluss auf die Bildung und Freisetzung
von Microphage Migration Inhibiting Factor (MIF) hat.

MIF ist ein Zytokin, welchem eine entscheidende Rolle sowohl in dem
angeborenen als auch in dem erworbenen Immunsystem zugeschrieben wird.
Bisherige wissenschaftliche Erkenntnisse deuten darauf hin, dass MIF Gber
verschiedene Signalwege in der Pathogenese von Sepsis, Entziindungen und
Autoimmunprozessen relevant ist. MIF kommt vor allem in Zellen der
Immunantwort, wie dendritischen Zellen, T-Zellen, Monozyten und
Makrophagen, vor (Calandra & Roger, 2003). Unter den Subpopulationen der
Makrophagen verfugen auch Alveolarmakrophagen Uuber MIF, wobei besonders
in alteren Mausen héhere Konzentrationen gemessen wurden (Lafuse et al.,
2019). MIF wird nicht wie andere Zytokine ausschlieRlich auf ein bestimmtes
Signal hin produziert und freigesetzt, sondern auch in intrazellularen Pools
gesammelt, sodass eine ,Baseline-Produktion® von MIF stattfindet. Mit Hilfe
von MIF-defizienten Mause konnte ein Zusammenhang der MIF-Produktion mit
der Expression von TLR4 hergestellt werden (Ohkawara et al., 2006). TLR4 als
Rezeptor fur LPS ist wichtig zur Aktivierung proinflammatorischer Prozesse
nach Kontakt mit dem Endotoxin der Bakterien. Ein vorbestehender MIF-Pool
im Zytoplasma garantiert eine schnelle Reaktion und Hochregulierung von
TLR4 Rezeptoren bei Infektion (Roger, David, Glauser, & Calandra, 2001).
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Abbildung 13: MIF reguliert verschiedene Signalwege in

Alveolarmakrophagen.

MIF kann entweder klassisch Uber einen Rezeptor (CD74) oder per Endozytose in die Zelle
aufgenommen werden. MIF fuhrt Uber die Bindung an JUN-activation domain binding Protein
(JAB1) zur Inaktivierung dieses Proteins. In der Folge kommt es zur Inhibierung der
Proliferation und zum Zellzyklusarrest mit Apoptose. MIF phosphoryliert extracellular signal
regulated kinase 1 und 2 (ERK1/2). Dies fuhrt einerseits im Downstream zur Hemmung von
p53 als Tumorsuppressor Protein p53 und andererseits zur Transkription weiterer Proteine der
E26 transformation-specific (ETS) Familie. Dies bewirkt, dass weitere Signalwege aktiviert,
verschiedene Zytokine wie TNFalpha und 1112 freigesetzt und die Expression von TLR4
hochreguliert werden. MIF kann aulRerdem der durch Glucocorticoide ausgeldsten Inhibierung
der Freisetzung weiterer Zytokine durch Inhibierung des Signalwegs entgegenwirken
(verandert, Calandra & Roger et al., 2003).
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Der Einfluss der F2-Expression in Alveolarmakrophagen auf die Bildung und
Freisetzung von MIF wurde Gber einen MIF ELISA in CD11c cre Knockout-
Mausen untersucht. Die Zellen wurden nach Extraktion in Zellkultur gebracht
und fur 24h mit LPS stimuliert. Die MIF-Freisetzung in den Zellkulturuberstand
wird nachfolgend dargestellt (Abbildung 14). Normalisierung uber NucBlue live

cell Staining der ausgesaten Zellen.
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Abbildung 14: Prothrombin erhoht MIF-Sekretion in Alveolarmakrophagen.

Die MIF-Konzentration im Zellkulturiberstand nach 24-stindiger Stimulation mit LPS wird in
pg/ml erfasst. Abgebildet sind die Ergebnisse fur den Wildtyp (B6) mit F2-Expression im
Vergleich zum Knockout ohne F2-Expression jeweils mit und ohne LPS-Stimulation.
Normalisierung anhand des NucBlue live cell Signals der ausgeséaten Zellen. Daten sind
dargestellt als Mittelwerte mit Standardabweichung. (Students T-Test, p=0,05, *p<0,01, **
p<0,001 und ns= nicht signifikant, n=3)

In Wildtyp Kontrollmausen (B6) wurde eine Baseline MIF-Produktion von 235
pg/ml festgestellt. Nach Stimulation der Alveolarmakrophagen mit 100 ng/ml
LPS stieg die MIF-Produktion um 889 pg/ml auf 1124 pg/ml. Die erhéhte
Freisetzung von MIF ist mit einem p-Wert von 0,002 signifikant. In CD11c cre
Knockout Alveolarmakrophagen, welche nicht Uber eine F2-Expression

verfiigen, kam es bei Stimulation mit LPS nicht zu einem signifikanten Anstieg
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der MIF-Produktion (p=0,06). Die gemessenen Werte liegen im Mittel bei 710
pg/ml. Die Ausgangskonzentration der jeweiligen Alveolarmakrophagen pro
Gruppe ist nicht unterschiedlich (p=0,222) und entsprechend vergleichbar. Dies
zeigt, dass die F2-Produktion in Alveolarmakrophagen entscheidend zur

Steigerung des immunologisch bedeutsamen Zytokins MIF beitragt.

7.2.3 Einfluss der F2-Expression in Alveolarmakrophagen auf die Tumor

Necrosis Factor alpha (TNFa)-Produktion und -Freisetzung

Da eine gesteigerte MIF-Produktion auch zu erhohten Tumor Necrosis Factor
alpha (TNFa) fahrt (Calandra, Bernhagen, Mitchell, & Bucala, 1994), wurde der
Einfluss der F2-Expression in Alveolarmakrophagen auf die TNFa-Produktion
und -Freisetzung separat untersucht. Die Alveolarmakrophagen wurden in
Zellkultur gebracht und mit LPS (100 ng/ml) stimuliert. Die Freisetzung von
TNFa in den Zellkulturiberstand wurde mit Hilfe eines TNFa-ELISA (Invitrogen)

ermittelt. Die Normalisierung erfolgte anhand des NucBlue live cell Staining der
ausgesaten Zellen.
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Abbildung 15: Prothrombin-Depletion inhibiert TNFa-Sekretion.
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Dargestellt sind TNFa-Konzentration von nicht stimulierten, sowie PMA+LPS- und LPS-
stimulierten Alveolarmakrophagen mit (wt Dox) und ohne (F2KD Dox) F2-Expression. Die
Normalisierung erfolgt mit NucBlue live cell Staining der ausgesaten Zellen. Daten sind
dargestellt als Mittelwerte mit Standardabweichung. (Students T-Test, p=0,05, *p<0,01, **
p<0,001 und ns= nicht signifikant, n=4)

Es wurde die TNFa-Produktion von Alveolarmakrophagen mit F2-Expression
(wt Dox) und ohne F2-Expression (F2KD Dox) jeweils mit und ohne LPS bzw.
PMA+LPS-Stimulation untersucht. Ohne Stimulation war die ,Baseline
Produktion® in Alveolarmakrophagen mit (456 pg/ml) und ohne F2-Expression
(394 pg/ml) vergleichbar (p=0,240) (Abbildung 15).

Sowohl bei Stimulation mit PMA+LPS als auch bei LPS allein kam es zu einem
signifikanten Unterschied in den Zellreihen. Durch die LPS-Stimulation kam es
in Alveolarmakrophagen mit F2-Expression zu einem signifikanten Anstieg
(p=0,038) der TNFa-Produktion auf 1119 pg/ml wahrend Alveolarmakrophagen
ohne F2-Expression mit 456 pg/ml auf Basisniveau verblieben. Dies zeigt, dass
die F2-Expression in Alveolarmakrophagen zu einer erhohten Produktion und

Freisetzung von TNFa flhrt.

7.2.4 Einfluss von Macrophage Migration Inhibiting Factor (MIF) und
anderen Stimulatoren auf die F2-Expression in

Alveolarmakrophagen

Alveolarmakrophagen sind durch ihre Lokalisation in der Lunge dem speziellen
Lungenumfeld exponiert und mit diversen Substanzen in Kontakt. Einen
Einfluss solcher Substanzen auf Alveolarmakrophagen und speziell F2 als
moglichen Signalweginduktor der Inflammation ist denkbar und wurde im
Folgenden untersucht. Hierzu wurden Alveolarmakrophagen des D-Insight
Reporter-Mausmodells in Zellkultur gebracht und 24h mit unterschiedlichen
Substanzen stimuliert. Die jeweilige F2-Expression wurde uber Detektion der

Firefly-Luciferase mit dem GloMax Discover Plate Reader (Promega) erfasst.
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Abbildung 16: Surfactant Protein D und MIF steigern die Prothrombin-

Expression.

Abbildung der F2-Expression in Alveolarmakrophagen nach 24-stindiger Stimulation mit CNP,
SiO2, DNA, RNA, MIF und SpD. Das Signal wird Uber die an die F2-Expression gekoppelte
Firefly-Luciferase der D-Insight Alveolarmakrophagen mit Hilfe des Glomax Discover Plate
Reader erfasst. Die Normalisierung der Daten erfolgt mit NucBlue live cell Staining der
Zelllysate. Daten sind dargestellt bezogen auf die Baseline Expression von D-Insight
Alveolarmakrophagen ohne Stimulation als fold change mit Standardabweichung. (Students T-
Test, p=0,05, *p<0,01, ** p<0,001 und ns= nicht signifikant, n=4)

Feinstaub stellt ein globales Gesundheitsproblem dar und die menschliche
Lunge ist im Lauf des Lebens hohen Mengen an Feinstaub ausgesetzt. Diese
kdnnen zu chronischen Lungenerkrankungen fihren (Constantine et al., 1959).
Ein modglicher Einfluss von Feinstaub auf die F2-Expression und nachfolgend
ausgeldste inflammatorische Prozesse wurde untersucht. Als Surrogat-
Parameter flr Feinstaub wurden die Alveolarmakrophagen mit Carbon
Nanopartikeln (CNP) in einer Konzentration von 0,4 pg/ul untersucht. Die

Analysen ergaben keinen signifikanten Unterschied (p=0,687). Demnach
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scheint die Exposition gegenuber Feinstauben nicht zu einer Steigerung der
F2-Expression zu fuhren.

Siliciumdioxid (SiO2), oder auch Quarzstaub, ist heute noch haufig in
industriellen Bereichen anzutreffen und eine Gefahr fur die Lunge (Krefft, Wolff,
& Rose, 2020; Quaintance, 1934). Nach chronischem Kontakt mit SiO2 kann es
zur Silikose in der menschlichen Lunge kommen, welche dann durch die
Aktivierung von Fibroblasten zu einem spateren Zeitpunkt zur Fibrose fuhrt
(Monso et al., 1990). Die genauen Mechanismen sind bis heute Gegenstand
der aktuellen Forschung. Angenommen wird, dass die Alveolarmakrophagen
als Hauptphagozyten der Lunge eine entscheidende Rolle spielen. Durch die
Phagozytose von SiO2 kommt es in den Alveolarmakrophagen zur Apoptose.
Durch den Apoptoseprozess werden die Zellinhalte der Alveolarmakrophagen
in die Alveolen der Lunge freigesetzt. Dies fuhrt zur Aktivierung einer
inflammatorischen Kaskade, welche zur Aktivierung der Fibroblasten und
nachfolgend zur letalen Fibrose flhrt. Entscheidend ist die Auslésung der
Apoptose in den Alveolarmakrophagen. Bekannt ist bisher eine Ausldsung uber
Beschadigung der Lysosomen bei Phagozytose des SiO2-Staubs (Hu, Zhao,
Al-Humadi, Yin, & Ma, 2006; S. Tan & Chen, 2021) .

Der Einfluss von Thrombin auf die Pathomechanismen der Lungenfibrose
wurde bereits erforscht. Die orale Applikation von Dabigatran zeigte, dass eine
direkte Inhibierung von Thrombin die profibrotische Entwicklung von
Myofibroblasten in der Lunge hemmt (Bogatkevich, Ludwicka-Bradley, & Silver,
2009). Denkbar ware demnach auch eine Auslésung der Apoptose durch die
Steigerung der F2-Expression und nachfolgende MIF-Signalwege. Eine solche
Moglichkeit wurde durch Stimulation der D-Insight Alveolarmakrophagen in vitro
mit 10 yg/ml SiO2 untersucht. Interessanterweise zeigte sich in dem Versuch,
dass SiO2 tatsachlich zu einer geringen Hochregulation fihrt, wenn auch
formal nicht signifikant. Dies legt nahe, dass die intrathorakale Prothrombin-
Expression einen wichtigen Modulator fur die Fibrose darstellt.

Neben LPS als Endotoxin sind auch DNA- und RNA-Bestandteile moglicher in
die Lunge eindringender Pathogene und wurden auf ihren Einfluss auf die F2-
Expression hin untersucht. DNA und RNA wurden jeweils in einer Konzentration

von 1 ug/ml verwendet. Weder nach Stimulation mit DNA noch mit RNA lassen
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sich signifikante Veranderungen der F2-Expression messen, wobei die
Exposition mit DNA zu einem knapp nicht signifikantem (p=0,059) geringen
Anstieg fihrte. Ein Einfluss von pathogener DNA oder RNA auf die F2-
Expression in Alveolarmakrophagen lasst sich demnach nicht feststellen.
Durch die Stimulation von Alveolarmakrophagen mit MIF sollte untersucht
werden, ob MIF, welches durch Prothrombin vermehrt gebildet und freigesetzt
wird, im Sinne eines autoregulatorischen Prozesses auch Einfluss auf die F2-
Expression nehmen kann. Es zeigte sich, dass die 24-stundige MIF-Stimulation
der Alveolarmakrophagen zu einem geringfugigen Anstieg des Firefly
Luciferase-Signals fuhrt (Abbildung 16). Die F2-Expression liegt bei 1,332.
Obwohl dies im Vergleich nur minimale Veranderungen sind, ist das Ergebnis
mit einem p-Wert von 0,005 signifikant. Demnach fuhrt MIF zu einer
geringfligigen F2-Expressionserhohung. Die reduzierte MIF-Sekretion nach
Prothrombin-Knockout in Alveolarmakrophagen (Abbildung 14) deutet auf einen
autoregulatorischen Mechanismus.

Die Alveolarmakrophagen selbst sind in den Alveolen der Lunge speziell von
Surfactant umhullt. Eine Beeinflussung der Alveolarmakrophagen durch ihr
direktes Umfeld ist denkbar. Surfactant selbst besteht aus den Surfactant
Proteinen A bis D und diversen Phospholipiden. Ein solche Mdglichkeit wurde
durch Stimulation der Alveolarmakrophagen mit Surfactant Protein D (SFTPD)
in einer Konzentration von 5 pg/ml untersucht.

Es zeigte sich, dass die F2- Expression deutlich durch SFTPD beeinflusst wird.
Es kam zu einer 4,2-fachen Induktion der F2-Expression in
Alveolarmakrophagen. Der Unterschied ist mit einem p-Wert von 0,003

signifikant.

7.2.5 Einfluss der F2-Expression in Alveolarmakrophagen auf die Toll-

like-Receptor 4 (TLR4)-Expression

Alveolarmakrophagen bendtigen zur Detektion von LPS und zur folgenden
Aktivierung von inflammatorischen Signalwegen den Toll-like-Rezeptor-4
(TRL4) auf ihrer Oberflache (Janardhan et al., 2006). Aufgrund bisheriger
Ergebnisse ware ein Einfluss der F2-Expression in Alveolarmakrophagen auf
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die Produktion von TLR4 denkbar. Ein moglicher Zusammenhang wurde durch

die Darstellung von TLR4 aus BAL im Western Blot Verfahren analysiert.

DOX DOX  DOX DOX 100% 75% 50% 25%
B6 F2KD B6 F2KD
liver liver BAL BAL

A o

100
TLR4 (96kDa) — — D e - DOX  DOX
180 B6 F2KD

B BAL BAL

- -

Fold change 0,48 0,29
— - (adjusted vol.)

Abbildung 17: Reduktion der TLR4-Expression im Prothrombin-
Knockdown.

A. Darstellung von TLR4 (96kDa) mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens. Aufgetragen sind je
30 ug Proteine. Dargestellt sind Leberlysatproteine vom Wildtyp (B6) und F2-Knockdown
(F2KD) mit Doxycyclin als Kontrolle. Es folgen Proteinextraktionen aus BAL-Fluid (Wildtyp
(B6) und F2- Knockdown (F2KD)) mit Doxycyclin. B. Genauere Darstellung der beiden BAL-
Fluid Proteine nach Signalabdeckung der starkeren z.T. liberlagernden Signale der
Leberbanden mit ldngerer Belichtungszeit. Abgebildet ist zusatzlich jeweils der Fold change
nach Abgleich mit Membranhintergrund und Ponceau S. C. Darstellung der Proteinladung mit
Ponceau S.

In den Leberlysaten von Wildtyp (B6) und F2-Knockdown (F2KD) liel3 sich

TLR4 in der erwarteten Grof3e von 96 kDa darstellen (Abbildung 17, Spur 1+2,
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Spur 5-8). Anhand der Konzentrationskurve (100-25%) ist erkennbar, dass
unterschiedliche Mengen visualisierbar sind. Die TLR-4-Expression des BAL-
Fluids ist deutlich niedriger, verglichen mit den Leberlysaten. Da es bei
langerer Belichtung zur schlechteren Darstellung dieser durch die
SignaltUberlagerung der anderen Banden kam, wurden diese noch einmal
separat langer belichtet. Es zeigte sich, dass im BAL-Fluid Wildtyp (B6) ein
starkeres Signal verglichen mit dem BAL-Fluid F2-Knockdown (F2KD) sichtbar
ist. Dies deutet auf eine Reduktion der TLR4-Produktion um 40% hin, wenn F2
in den Alveolarmakrophagen nicht vorhanden ist. Die Sensibilitat der
Alveolarmakrophagen fur LPS ist folglich méglicherweise abhangig von der F2-
Expression in den Zellen. Kommt es zur Reduktion der F2-Produktion in

Alveolarmakrophagen, so ist die TLR4-Expression vermindert.

74



8 Diskussion
8.1 Alveolarmakrophagen

Als ansassige Phagozyten sind die Alveolarmakrophagen auf der luminalen

Seite der Alveolen angesiedelt.

8.1.1 Kolonisation der Lunge durch Makrophagen

Die Kolonisation der Lunge durch die Alveolarmakrophagen beginnt bereits
wenige Tage nach der Geburt. Die angesiedelten Alveolarmakrophagen
verfugen uber die Fahigkeit sich selbst zu erneuern. Dabei gibt es drei
Subpopulationen der Makrophagen, die in unterschiedlichen Wellen wahrend
der embryonalen und postnatalen Entwicklung in die Lunge immigrieren.
Wahrend der Embryonalwoche 10,5 kommen F4/80 positive Makrophagen aus
dem Dottersack in der Lunge an und besetzen das Interstitium. Anschliel3end
folgt die Besiedlung durch embryonale Mac2 positive Makrophagen aus der
fetalen Leber. Zu diesem Zeitpunkt der Entwicklung sind sie ebenfalls im
Interstitium zu finden. Zu einem spateren Zeitpunkt verlassen sie das
Interstitium und immigrieren in den Alveolarraum und bilden die
Alveolarmakrophagen. Die Migration allein reicht dafir aber nicht aus,
tatsachlich wird der Granulozyten-Makrophagen stimulierende Faktor (GM-
CSF) als Wachstumsfaktor benétigt, um die fetalen Monozyten in
funktionsfahige Alveolarmakrophagen zu differenzieren. Falls es zu einem GM-
CSF-Mangel zu diesem Zeitpunkt kommt, konnen die fetalen Monozyten nicht
korrekt auf die durch Lipopolysaccharid (LPS) induzierte Toll-like-Rezeptor-4
(TLR4)-Aktivierung reagieren. Dies fuhrt dazu, dass die Phagozytose oder
Prozessierung oberflachlicher Lipide nicht moglich ist (Guilliams et al., 2013;
Trapnell, Carey, Uchida, & Suzuki, 2009).

Die F4/80 positiven Makrophagen, die initial vom Dottersack in das Interstitium
der Lunge gewandert sind, andern noch einmal ihren Ort und gehen in das
Submesothel perivaskularer Gebiete. Das frei gewordene Interstitium wird dann
im Anschluss durch neue F4/80 positive Makrophagen aus dem Knochenmark
besiedelt (Guilliams et al., 2013; Morrison, Hemmati, Wandycz, & Weissman,
1995; S. Y. Tan & Krasnow, 2016).
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Abbildung 18: Kolonisation der Lunge durch Makrophagen.

Makrophagen immigrieren in die Lunge in drei unterschiedlichen Wellen und aus drei
verschiedenen Orten wahrend der embryonalen und postnatalen Entwicklung. In E10,5
wandern F4/80 positive Makrophagen vom Dottersack (grin) in das Interstitium ein, Mac2+
Makrophagen aus der Leber (blau) kommen hinzu (Guilliams et al., 2013). Nach der ersten
postnatalen Woche andern die beiden Zellpopulation ihren Ort. F4/80+ Makrophagen gehen in
das Submesothel perivaskular. Mac2+ werden zu den Alveolarmakrophagen im Alveolarraum.
F4/80+ Zellen (rot) vom Knochenmark besiedeln zuletzt das freigewordene Interstitium (S. Y.
Tan & Krasnow, 2016).

8.1.2 Oberflachenmarker der Alveolarmakrophagen und Klassifikation

Alveolarmakrophagen verfligen tUber andere Oberflachenmarker und
erscheinen so als gesonderte Linie der Makrophagen in der Lunge. lhre
Fluktuationsrate im Jahr betragt 40 Prozent (Maus et al., 2006; Mody &
Meyers, 1988). Allerdings kann die Population der Alveolarmakrophagen im
Fall von Zellstress oder Entzindung durch andere immigrierende Makrophagen
unterstutzt werden. Diese verhalten sich dann ahnlich zu Alveolarmakrophagen
(Guilliams et al., 2013; Hashimoto et al., 2013; Hussell & Bell, 2014; Yona et
al., 2013). Durch die Spezialisierung kdnnen Alveolarmakrophagen nicht wie
andere Makrophagen klassifiziert werden. Sie unterscheiden sich auch von
anderen spezialisierten Makrophagen wie Kupffer Zellen (Leber) oder
Osteoklasten (Knochen) (Geissmann et al., 2010; Gordon & Taylor, 2005).
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Sie sind zudem von den anderen Makrophagen abzugrenzen, die ebenfalls die
Lunge besiedeln, wie zum Beispiel interstitielle Makrophagen. Zudem erscheint
es so, dass sich speziell die Alveolarmakrophagen der Alveolen von den
Makrophagen der etwas groReren Luftwege unterscheiden und nicht identisch
sind. Dies ist allerdings noch Gegenstand der aktuellen Forschung (Hussell &
Bell, 2014).

Als Teil des angeborenen Immunsystems sind Alveolarmakrophagen direkt
involviert, wenn es dazu kommt, den Korper vor eindringenden Pathogenen
durch den Luftweg zu schitzen. Sie konnen Debris und apoptotische Zellen
entfernen und die proinflammatorische oder ggf. die antiinflammatorische
Antwort des Korpers regulieren. Diese Antwort bedarf einer guten
Feinregulierung. Eine starke proinflammatorische Antwort auf harmlose
Antigene oder Zellschrott ist ebenso gefahrlich wie eine antiinflammatorische
Reaktion auf pathologische Antigene. Ein solches Regulationssystem wird
durch unterschiedliche Subpopulationen von Alveolarmakrophagen moglich
(Hussell & Bell, 2014). Der Pool der Alveolarmakrophagen lasst sich in M1-
Makrophagen und M2-Makrophagen aufteilen, wobei der Anteil der M1 -
Makrophagen an der Gesamtpopulation deutlich gréRer ist als der Anteil der
M2-Makrophagen. Sie werden als proinflammatorische Regulatoren
beschrieben und haben Eliminierungseigenschaften (Napoli et al., 2013; C.
Song et al., 2019). Im Gegensatz dazu tragen M2-Makrophagen zur Reparatur
des Endothels bei und férdern Proliferation. Verglichen mit den M1
Makrophagen nehmen die M2-Makrophagen eine antiinflammatorische Rolle
ein (Allard, Panariti, & Martin, 2018; Mills, 2015; Mills, Kincaid, Alt, Heilman, &
Hill, 2000). Obwohl M2-Makrophagen wichtig sind, um Entzindungen zu
verhindern, kdbnnen sie als antiinflammatorische Mediatoren eine Nische flr
attackierende Pathogene darstellen. Diese Pathogene kdnnen sogar
Alveolarmakrophagen zum M2-Phenotyp zwingen, sodass sich ein Vorteil fur
die Pathogene ergibt (Buchacher, Ohradanova-Repic, Stockinger, Fischer, &
Weber, 2015; Fields, Benson, & Besser, 2002).

Manche Studien zeigen allerdings, dass Alveolarmakrophagen nicht
notwendigerweise streng als M1- oder M2-Phenotyp klassifiziert werden

kdnnen. Tatsachlich ist der Schlussel zu einem funktionalen Zusammenspiel
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aller Makrophagen auf der luminalen Seite der Lunge nicht die theoretische
Zuordnung zu einem der beiden Kategorien, sondern das Zusammenspiel des
gesamten lokalen Mikroenvironments der Lunge in den unterschiedlichen
Situationen (Hussell & Bell, 2014).

Wie andere Zellen auch, exprimieren Alveolarmakrophagen unterschiedliche
Oberflachenmarker. Cluster of Differentiation 11b (CD11b) als bekannter
Oberflachenmarker auf Interstitialmakrophagen ist nicht auf
Alveolarmakrophagen exprimiert. Stattdessen findet sich dort CD11c. Dieser
wiederum ist nicht auf den anderen beiden Makrophagentypen exprimiert (Guth
et al., 2009; Zaynagetdinov et al., 2013). CD11c spielt eine wichtige Rolle flur
die Funktion der Alveolarmakrophagen. Durch die strukturelle Verknlipfung von
CD11c mit Cluster of Differentiation 18 (CD18) kann eine Integrin-ahnliche
Funktion ausgelost werden. Als gemeinsamer Rezeptor kdnnen sie die
Phagozytose von Komplement 3b (C3b)-markierten Partikeln einleiten und
fordern (Malhotra, Hogg, & Sim, 1986).

Alveolarmakrophagen, besonders M2-Makrophagen, exprimieren aul3erdem in
hohen Mengen Cell surface transmembrane glycoprotein CD200 receptor 1
(CD200R). Dieser ist im Vergleich bei Interstitialmakrophagen deutlich niedriger
und bei Peritonealmakrophagen sehr gering auf der Oberflache vertreten
(Snelgrove et al., 2008). CD200 als Ligand von CD200R wird vom
respiratorischen Epithel produziert und sezerniert. Die Verbindung des
Rezeptors mit seinem passenden Liganden ist wichtig fir die Inhibierung von
myeloischen Zellen und T-Zellen (Hatherley & Barclay, 2004; Snelgrove et al.,
2008).

Der Mannose Rezeptor (CD206), welcher ebenfalls auf der Oberflache der
Alveolarmakrophagen zu finden ist, funktioniert auf ahnliche Art und Weise wie
CD200R. Dieser erkennt vom Immunsystem noch unmarkierte Mikro-
organismen in den Luftwegen der Lunge. Das durch den Rezeptor folgend
ausgeloste Signal verhindert, dass Alveolarmakrophagen massiv
proinflammatorische Mediatoren freisetzen und fuhrt so zur Inhibition einer
proinflammatorischen Uberreaktion (Neese, Standing, Olson, Castro, & Limper,
1994, Steele et al., 2003).
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Die Oberflache der Alveolarmakrophagen ist auflerdem durch verschiedene
Rezeptoren der Trigger-Rezeptoren auf myeloiden Zellen (TREM)-Familie
gekennzeichnet. Diese immunregulatorischen TREM konnen
proinflammatorische und antiinflammatorische Eigenschaften annehmen.
Wahrend TREM1 proinflammatorische Antworten vorantreibt und besonders
hoch nach TLR-Aktivierung exprimiert wird, ist TREM2 fir den
antiinflammatorischen Part zustadndig und wird ebenso wie TREM1 nach TLR-
Aktivierung hochreguliert, zur Verhinderung einer Uberreaktion (Gao, Dong,
Liu, & Niu, 2013; Habibzay, Saldana, Goulding, Lloyd, & Hussell, 2012).

Ein weiterer Rezeptor, der besonders hoch auf der Oberflache der
Alveolarmakrophagen exprimiert ist, ist sialic acid-binding immunoglobulin-like
lektin F (SIGLEC-F) in Mausen. Im Menschen gibt es analog dazu sialic acid-
binding immunoglobulin-like lektin 8 (SIGLEC-8) als Oberflachenmarker auf
den Alveolarmakrophagen. Es gibt diesen Rezeptor zwar nicht in anderen
Makrophagen, wohl aber in geringen Mengen auch bei eosinophilen
Granulozyten. Bei den Eosinophilen ist SIGLEC-F vor allem involviert in die
Apoptose und die Reduktion der Entzindung nach Antikdrperbindung. Die
genaue Funktion des SIGLEC F bzw. des SIGLEC 8 in den
Alveolarmakrophagen ist allerdings noch nicht weiter erforscht (Mao et al.,
2013; D. J. Song et al., 2009; M. Zhang et al., 2007).

Ein bekannter inhibitorischer Rezeptor der Alveolarmakrophagen ist der
Interleukin-10 Rezeptor. Dieser steuert proinflammatorischen Aktionen der
Alveolarmakrophagen durch die Aktivierung der Janus Kinase 1 (JAK1)
entgegen (Murray, 2005, 2006).

8.1.3 Alveolarmakrophagen Aktivierung und Signalleitung

Der Alveolarmakrophage ist in einem stadndigen Balanceakt zwischen
proinflammatorischer Aktivierung und antiinflammatorischer Inhibierung.
Welche Seite am Ende uUberwiegt, hangt mafRgeblich der Signalleitung der
Alveolarmakrophagen, der Signalgebung durch das alveolare Epithel, dem
Vorhandensein einer intakten Epithelbarriere und weiteren Faktoren ab
(Hussell & Bell, 2014).
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8.1.3.1 Proinflammatorische Signalwege

Zu den Rezeptoren, die proinflammatorische Signalwege aktivieren, gehdéren
vor allem TLR2, TLR4, Tumor Necrosis Factor Receptor (TNFR), Interferon
Gamma Rezeptor 1 (IFNGR) und Interleukin Rezeptor 1 (IL-1R). TLR2 und
TLR4 erkennen pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPs) und I6sen
mehrere Effekte aus (Hussell & Bell, 2014).

Auf der einen Seite kdnnen durch Interleukin-10 Rezeptor (IL-10R) ausgeldste
inhibitorische Signale gehemmt werden (Fernandez, Jose, Avdiushko, Kaplan,
& Cohen, 2004) und auf der anderen Seite kdnnen gleichzeitig wichtige
Zytokine wie Tumor Necrosis Factor alpha (TNFa) aktiv freigesetzt werden.
Speziell TLR4 kann durch LPS aktiviert werden. Das nachgeschaltete Signal,
ausgelost durch das LPS, involviert Myeloid Differentiation Factor 88 (MyD88).
MyD88 verhalt sich wie ein Adapter und Ubertragt das Entzindungssignal durch
Mitglieder der IL-1R-assozierten Kinase (IRAK) Familie und durch Tumor-
Nekrose-Faktor-Rezeptor-assoziierter Faktor 6 (TRAF6). Im Anschluss
aktivieren TIR-domain-containing adapter-inducing interferon- (TRIF) und
MyD88 durch ihre Signalwege beide den nuklearen Faktor kappa light chain
enhancer der B-Zellen (NFkB), welcher dann wiederum die Freisetzung von
proinflammatorischen Zytokinen initiiert. TNFa ist dann in der Lage an Tumor
Necrosis Factor Receptor 1 (TNFR1) auf dem alveolaren Epithel anzudocken.
Dies fuhrt zur weiteren Kommunikation mit dem nahe gelegenen Kapillarepithel
(Kawai & Akira, 2006; Kuebler, Parthasarathi, Wang, & Bhattacharya, 2000).
Oxidativer Stress kann auch durch gesteigerte Exozytose und Bildung von
TLR4 zur proinflammatorischen Situation der Alveolarmakrophagen beitragen
(Powers et al., 2006).

Ein weiterer Faktor, der zur hoheren Expression von TLR4 auf der Oberflache
von Alveolarmakrophagen flhrt, ist der Macrophage Migration Inhibiting Factor
(MIF). MIF wird schon bei der LPS-Stimulation von den Alveolarmakrophagen
freigesetzt und beeinflusst durch verschiedene Signalwege positiv die
proinflammatorischen Eigenschaften der Alveolarmakrophagen. Neben einer
Erhéhung der TLR4-Expression, kann MIF auch weitere Zytokine freisetzen

und zur Inhibition antiinflammatorischer Signalwege, welche durch Bindung von
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Glucocorticoiden initiiert werden, fuhren (Calandra et al., 1994; Calandra &
Roger, 2003).

Ein weiteres Molekil, welches ebenfalls durch LPS-Stimulation der
Alveolarmakrophagen freigesetzt wird, ist Macrophage inflammatory protein-1
alpha (MIP-1a). MIP-1a intensiviert die Entzindung durch die Rekrutierung von
Neutrophilen (Quintero, Knolle, Cala, Zhuang, & Owen, 2010; Shanley, Schmal,
Friedl, Jones, & Ward, 1995).

8.1.3.2 Antiinflammatorische Signalwege

Um die Balance zu erhalten und proinflammatorische Uberreaktionen zu
vermeiden, kdnnen Alveolarmakrophagen auch antiinflammatorische
Signalwege aktivieren. Die Alveolarmakrophagen kdnnen Ioslichen TLR4 in ihre
Umgebung abgeben. Dieser verhalt sich wie ein Decoy-Rezeptor und ist in der
Lage das LPS aus den Luftwegen zu binden. Dies fihrt in der Konsequenz
dazu, dass das frei gebundene LPS nicht mehr an den TLR4-Rezeptor der
Alveolarmakrophagen-Oberflache binden kann. Es verhindert somit ein
Ausldsen des proinflammatorischen Signals (Iwami et al., 2000). Eine andere
Mdoglichkeit eines antiinflammatorischen Signals wird durch microRNAs
ermoglicht. Es gibt verschiedene microRNAs wie let-7e, miR-155, miR-181c
und miR125b. Sie werden hauptsachlich durch LPS aktiviert und regulieren
wichtige Gene, die zum LPS-induzierten TLR-Signalweg beitragen und
uberwiegend die LPS-Sensitivitat des Systems im Sinne einer
antiinflammatorischen Situation regulieren (Androulidaki et al., 2009).
Manche dieser microRNAs kdnnen auch das MyD88-NFkB-System und die
damit verbundene Freisetzung von Zytokinen, inhibieren oder zu héheren
Sekretionsraten vom antiinflammatorischen IL-10 fihren (Sheedy et al., 2010;
Taganov, Boldin, Chang, & Baltimore, 2006) .

Zudem haben manche Molekulle der IRAK-Familie beide Funktionen und
kdnnen nicht nur proinflammatorisch tber NFKB wirken, sondern auch
antiinflammatorisch Uber die Inhibierung von IRAK-1 (Kobayashi et al., 2002).
Eine weitere antiinflammatorische Strategie involviert Efferozytose.
Efferozytose ist eine spezielle Form der Phagozytose bei der speziell

apoptotische Zellen aufgenommen und abgebaut werden. Dieser Prozess
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verhindert, dass proinflammatorische und toxische Mediatoren aus dem
Zellplasma dieser apoptotischen Zellen freigesetzt werden. Dadurch wird die
Umgebung auf der luminalen Seite der Lunge nicht Gberschwemmt mit
Entzindungsmediatoren und ein Entzindungsmilieu wird effektiv begrenzt
(Ortega-Gomez, Perretti, & Soehnlein, 2013). Die Aufnahme der apoptotischen
Zellen fihrt zudem zur weiteren Sekretion antiinflammatorischer Mediatoren
wie dem transforming growth factor (TGF-81) und Prostaglandin E2 (PGE2)
(Fadok et al., 1998; Hoffmann et al., 2005; Huynh, Fadok, & Henson, 2002).
Ein starkes proinflammatorische Signal ist das geschadigte alveolare Epithel
selbst wahrend der Entziindung. Um dieses Signal unverzuglich in seinem
Ausmal} zu minimieren, ist eine sofortige Reparatur des alveolaren Epithels
durch M2-Alveolarmakrophagen notwendig. Dieser Weg ist aufwandig, aber die
wichtigste antiinflammatorische Strategie der Alveolarmakrophagen (Ortega-
Gomez et al., 2013; Y. Xu et al., 2016).

8.1.3.3 Cross-talking Signal zwischen Alveolarmakrophagen und
alveolarem Epithel
Aktuelle Studien deuten darauf hin, dass Alveolarmakrophagen mit Hilfe eines
Calciumaustauschs uber Gap Junctions mit dem alveolaren Epithel und
untereinander kommunizieren. Das Kalzium wird durch den pathogenen
Einfluss mobilisiert und Uber die Gap Junction zunachst in das alveolare
Epithel und Uber dieses mit weiteren Gap Junctions in andere
Alveolarmakrophagen geschickt. Das hohe intrazellulare Kalzium aktiviert
wahrscheinlich diese Alveolarmakrophagen, die das Entzindungsgeschehen
weiter steigern. Dies weist darauf hin, dass Alveolarmakrophagen eine Art
Wachterfunktion einnehmen und aktiv Informationen tber ein Pathogen
weiterleiten (Westphalen et al., 2014). Diese Kommunikation Uber die Gap
Junctions kann allerdings nicht nur in die eine, sondern auch in die andere
Richtung ablaufen. Das alveolare Epithel exprimiert TLR2 und TLR4. Beide
Rezeptoren sind in der Lage PAMPS zu erkennen und fuhren zu ansteigenden
Kalziumkonzentrationen im alveolaren Epithel. Dieses Kalzium kann dann

umgekehrt Gber die Gap Junctions zu den Alveolarmakrophagen geleitet
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werden, sodass die Signalubertragung auch in die umgekehrte Richtung
funktioniert (Thorley et al., 2011; Tomita, Sakurai, Ishibashi, & Maru, 2011).

Ein weiteres ,Cross-talk-Modell“ zwischen den Alveolarmakrophagen und dem
alveolaren Epithel schlie3t Mikropartikel ein. Die Mikropartikel enthalten viele
antiinflammatorische Mediatoren und haben eventuell eine regulatorische Rolle
in der Phagozytose. Sie werden speziell von Alveolarmakrophagen sezerniert
und kénnen vom alveolaren Epithel aufgenommen werden. Nach erfolgreicher
Aufnahme I6sen die enthaltenen Mediatoren diverse Prozesse aus, welche in
der Folge zu Inhibition der entzindlichen Situation in der Lunge fuhren
(Bourdonnay et al., 2015).

8.2 Sepsis

Sepsis ist eine lebensbedrohliche Erkrankung und beruht im Wesentlichen auf
einer Fehlregulation des Immunsystems, welche im Fall einer Entzindung
schadlich fur den eigenen Korper wird. Obwohl das Erkrankungsbild der Sepsis
schon lange bekannt ist, bleibt sie bis heute ein globales Gesundheitsproblem.
Allein im Jahr 2017 starben weltweit 48,9 Millionen Menschen aufgrund einer
Sepsis und weitere 11 Millionen Menschen starben an den Folgen
sepsisassoziierter Probleme. Im Vergleich aller globalen Todesursachen, macht
der Anteil der Todesfalle durch Sepsis etwa 20 Prozent aus (Rudd et al., 2020).
Uberlebende leiden an den langfristigen Folgen wie kognitive
Beeintrachtigungen, Depressionen, Angstzustanden, posttraumatische
Belastungsstorungen, Fatigue und andere physische und psychische
Einschrankungen (Prescott & Costa, 2018). Um das Uberleben der Patienten
mit Sepsis zu verbessern, ist es wichtig Mechanismen und Signalwege der

Sepsisentstehung zu erforschen und zu verstehen.

8.2.1 Definition und Abgrenzung der Begrifflichkeiten

Es gibt viele verschiedene Begriffe, um eine Sepsis zu definieren. Die meisten
dieser Begriffe wie zum Beispiel die schwere Sepsis wurden aufgrund
klinischer Beobachtungen eingefihrt. Frihere Klassifikationen beschrieben vor
allem drei Phasen: Sepsis, schwere Sepsis und septischer Schock. Sepsis

selbst beschrieb eine Infektion, welche den Kdrper systemisch schadigt. Im Fall
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einer hinzukommenden Organdysfunktion kommt es zur nachsten Phase, die
als schwere Sepsis definiert wurde. Sobald es zusatzlich entweder zur
Hyperlaktatamie (>2mmol/l) oder alternativ zur Hypotension kommt, ist die
Phase des systemischen Schocks erreicht worden (Bone et al., 1992).

Diese Begriffe in ihrer urspringlichen Bedeutung sind nicht langer Teil des
dritten internationalen Konsensus zur Definition von Sepsis und dem
septischen Schock (Sepsis-3). Die Begriffe bzw. Phasen Sepsis und schwere
Sepsis wurden uUberarbeitet. Die frihere Sepsis wird nun als Infektion
bezeichnet und die schwere Sepsis wird durch den eigentlichen Begriff Sepsis
ersetzt. Der septische Schock (Sepsis-3) verbleibt in der aktuellen
Klassifikation. Die Sepsis selbst ist begleitet durch akute Organdysfunktionen,
die durch ein Sequential-Organ-Failure-Assessment (SOFA)-Score identifiziert
werden konnen. Dieses Score-System hilft bei der Beurteilung zur Funktion der
Lunge, der Leber, der Nieren, des Kreislaufs und der Vigilanz. Zur
Vereinfachung kann auch der quickSOFA (qSOFA)-Score benutzt werden. Eine
Veranderung von zwei Punkten in dem Score ist definierend fur die Sepsis
(Cecconi, Evans, Levy, & Rhodes, 2018).

Von dem Begriff Sepsis ist das systemic inflammatory response syndrome
(SIRS) zu unterscheiden. Die Kriterien fur ein SIRS wie erhdhte
Korpertemperatur (>38°C), gesteigerte Atemfrequenz (>20/min), erhohte
Herzfrequenz (>90/min) und Leukozytose oder Leukopenie sollten nicht mehr
zur Definition einer Sepsis herangezogen werden. Es gibt viele andere
Ursachen fur eine SIRS wie zum Beispiel Polytraumen, Operationen und
Ischamie. Die Anwesenheit von SIRS-Kriterien machen eine Sepsis zwar
wahrscheinlicher, aber die Abwesenheit dieser Kriterien schlielen eine Sepsis
nicht aus. Um eine Sepsis frih und sicher zu diagnostizieren ist der neuere
SOFA-Score ausschlaggebend (Seymour et al., 2016; Shankar-Hari et al.,
2016; Singer et al., 2016).

Eine frUhe Intervention mit Antibiotika in der ersten Stunde ist Uberlebens-
wichtig. FUr jede Stunde, in der noch keine angemessene Behandlung
stattfindet, steigt das Risiko an der Sepsis zu versterben um circa sieben
Prozent (A. Kumar et al., 2006).
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8.2.2 Pathophysiologie der Sepsis

Friher wurde die Sepsis in zwei Phasen unterteilt. Zuerst kommt es zu einer
proinflammatorischen Phase, welcher im Anschluss eine immunsuppressive
Phase folgt. Aktuelle Studien zeigen, dass diese nicht strikt aufeinander folgen
mussen, sondern beide Phasen auch simultan auftreten konnen. Dies ist
sowohl abhangig vom Einfluss des Pathogens als auch vom Immunsystem des
Patienten. Ein Groldteil der Pathophysiologie einer Sepsis insbesondere der
Entstehung der Organdysfunktionen ist noch Teil der aktuellen Forschung
(Hotchkiss & Karl, 2003; Hotchkiss, Monneret, & Payen, 2013; Hotchkiss &
Opal, 2010).

Ein Haupttrigger der Sepsis, welcher zur Organdysfunktion flhrt, ist das
Gerinnungssystem. Es wird durch die LPS-induzierte Aktivierung von PAMPs
getriggert. Das aktivierte Gerinnungssystem fuhrt zur Bildung von Fibrinnetzen,
die es ermoglichen Bakterien auf eine mechanische Art einzufangen. Dies
verhindert das Einwandern in das Gewebe oder den Blutstrom (Loof et al.,
2011; M. O'Brien, 2012; H. Sun, Wang, Degen, & Ginsburg, 2009). In der Folge
ist ein fruhzeitiges klinisches Eingreifen in die Gerinnung durch die Behandler
bei Sepsispatienten kritisch (Kipnis et al., 2004; Robriquet et al., 2006).
Tissue Factor erscheint als wahrscheinlichster Mediator fir die Stimulation der
Gerinnung wahrend der Sepsis. Allerdings ist noch nicht vollstandig bekannt,
welches Event und welche Zellen zur massiven Freisetzung von TF fuhren
(Dellinger et al., 2013; Dhainaut et al., 2005; Kipnis et al., 2004; Robriquet et
al., 2006).

Ein zu spates Eingreifen birgt jedoch die Gefahr, dass die Gerinnung aul3er
Kontrolle gerat und es in schweren Fallen zur disseminierten intravaskularen
Koagulation (DIC) kommt. Die DIC fuhrt dann im weiteren Verlauf zur
Entstehung zahlreicher kleiner mikrovaskularen Thromben, die schlussendlich
zum schweren Organversagen und zur Blutung nach Verbrauch aller
Thrombozyten und Gerinnungsfaktoren beitragt (Angus & van der Poll, 2013;
Hardaway, Williams, & Vasquez, 2001; Iskander et al., 2013).

Theoretisch konnte die prokoagulatorische Situation durch die Fibrinolyse in
Schach gehalten werden, da der Plasminogenaktivator wahrend der Sepsis

ebenfalls erhdht ist. Allerdings wird die Fibrinolyse schnell durch erhdhte
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Mengen von Plasminogen Aktivator Inhibitor (PAl) und Thrombin-aktivierbaren
Fibrinolyse Inhibitor (TAFI) gestoppt. Insgesamt ist die Sepsis also eher von
einer Hypofibrinolyse begleitet. Dies steigert weiter die thrombotische Gefahr
wahrend der Sepsis (Emonts et al., 2008; Kidokoro, Iba, & Hong, 2000).
Tatsachlich konnten einige Studien zeigen, dass es eine Korrelation zwischen
erhdhten PAI-Konzentrationen und Organversagen gibt (Semeraro, Ammollo,
Semeraro, & Colucci, 2010).

Aullerdem tragt der Konzentrationsabfall von Antithrombin (AT) und aktiviertem
Protein C (APC) als wichtige Gegenregulatoren der Hdmostase ebenfalls zum
Organversagen und der erhdhten Mortalitat bei (Dellinger et al., 2013; Dhainaut
et al., 2005).

Auch steigende Schadigungen des GefalRendothels treiben durch Entzindung
die Sepsis weiter voran und tragen zur weiteren Verschlimmerung des

Organversagens bei (Schouten, Wiersinga, Levi, & van der Poll, 2008).

8.3 Interpretation der Ergebnisse

Die Rolle des Prothrombins in der Gerinnung ist allgemein bekannt. Die
extrahepatische Expression von F2 und mdégliche Funktionen in Bezug auf das
System der Lunge wurde in dieser Arbeit mit Hilfe der D-Insight-, F2-
Knockdown- und Cd11c cre- Knockout-Tiermodelle genauer untersucht und

analysiert.

Die im Labor vorbekannte Feststellung der extrahepatischen F2-Expression in
der Lunge (Abbildung 7) konnte reproduziert werden. Mit Hilfe von Firefly-
Luciferase-Analysen aus Bronchioalveolarlavage-Zellen wurden
Alveolarmakrophagen als Ursprung der F2-Expression identifiziert (Abbildung
10). Obwohl dies eindeutige Ergebnisse sind, lassen die Experimente unklar,
ob die Alveolarmakrophagen alleinige Quelle des Signals sind. In Abbildung 7
ist das Firefly-Luciferase Signal des Zwischenrippenraums am oberen Rand
der messbaren Skala. Da die Verteilungsdichte der Alveolarmakrophagen mit
ca. einem Alveolarmakrophagen pro drei Alveolen nicht sehr hoch ist, erscheint
das gemessene Signal zu stark unter der Annahme, dass Alveolarmakrophagen

die einzigen F2-exprimierenden Zellen sind. Auch die Ergebnisse aus den BAL-
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Lysaten unterstreichen diese Differenz (Abbildung 10). Durch die
Normalisierung der Ergebnisse zur genomischen DNA mussten die Ergebnisse
aus der gesamten BAL mit dem der Siglec f+ Zellen annahrend
ubereinstimmen. Dies ist allerdings nicht der Fall. Tatsachlich betragt das
FLUC-Signal der Siglec f+ Zellen nur 33,1% des FLUC-Signals des BAL-
Gesamtzelllysats. Es besteht allerdings die Moéglichkeit, dass die
Alveolarmakrophagen durch den Prozess der MACS-Sortierung stressbedingt
ihre Aktivitat einstellen und entsprechend weniger F2 produzieren. Eine
Erholung der Alveolarmakrophagen in Zellkultur konnte nicht ermdglicht
werden, da Alveolarmakrophagen nur schwer kultivierbar sind und innerhalb
weniger Stunden oder Tage ihre Zellaktivitat vollstandig einstellen. Flr diese
Annahme spricht, dass der Gesamtanteil der Alveolarmakrophagen am
Bronchioalveolarlavage 94,6% entspricht und die verbleibenden 5,4% variabler
Zellen nicht ausreichend das ,Delta“ zwischen den Luciferase-Signalen der
gesamten BAL und der Siglec f+ Zellen erklaren kénnen (Abbildung 10).

Eine Beteiligung anderer Zellen am starken F2-Signal der Lunge kann aber
nicht ganzlich ausgeschlossen werden und bedarf weiterer Experimente.
Nichtsdestotrotz verfligen Alveolarmakrophagen uber eine F2-Expression. Die
Expression in den Alveolarmakrophagen ist insgesamt nicht zu
vernachlassigen. Vergleicht man die F2-Expression der Alveolarmakrophagen
mit derjenigen der Leber kommt man zu dem Schluss, dass bezogen auf den
einzelnen Alveolarmakrophagen die gemessene Prothrombin-Expression sehr
hoch ist. Legt man die Theorie zu Grunde, dass die Alveolarmakrophagen bei
der MACS-Sortierung inaktiviert werden und setzt das Signal des gesamten
Bronchioalveolarlavage als Alveolarmakrophagen-Signal zu Grunde, so betragt
die F2-Expression der Alveolarmakrophagen 56,3% der F2-Expression in
Hepatozyten. Dies legt die Vermutung nahe, dass das Prothrombin in den
Alveolarmakrophagen eine entscheidende Rolle haben muss.

Betrachtet man allerdings die Anzahl der Alveolarmakrophagen in der Lunge im
Vergleich zu der Anzahl der Leberzellen, so ist das Signal der Leber insgesamt
deutlich hoher und die extrahepatische Lungenexpression insgesamt eher
niedrig. Trotzdem wirft die Entdeckung eines fur den einzelnen

Alveolarmakrophagen so starken F2-Signals Fragen nach der Funktion in
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Bezug auf die Lunge auf. Besonders, da sich das von Alveolarmakrophagen
gebildete Prothrombin aufgrund der raumlichen Lage der Alveolarmakrophagen
luminal befindet. Der Alveolarmakrophage kénnte moglicherweise sogar die
einzige Quelle fur luminal gelegenes Prothrombin sein. Denn mit einer Grolde
von 72 kDa kann das intravasale Prothrombin ahnlich zu anderen intravasalen
Proteinen wie zum Beispiel Albumin unter normalen Umstanden nicht nach
extravasal gelangen und verbleibt strikt vaskular.

Untersucht wurden die moglichen Funktionen der luminalen F2-Expression der
Alveolarmakrophagen im Kontext proinflammatorischer Immunprozesse in der
Lunge. Obwohl die F2-Expression in der Lunge insgesamt nicht das
Gesamtlberleben in der Septikamie beeinflusst (Abbildung 12), wurden mit
Hilfe des Experimentsetups einige Interaktionen von F2 mit immunologisch

wichtigen Signalwegstationen im Alveolarmakrophagen entdeckt.

Bedeutende Funktion im Gesamtbild kommt der MIF-Produktion durch F2-
Expression zu. MIF als Zytokin vor allem der angeborenen Immunitat ist an der
Pathogenese verschiedener immunologisch getriggerter Erkrankungen
beteiligt, deren Ursprung haufig in der Lunge zu finden ist. Eine dieser
Erkrankungen ist z.B. die Sepsis. Sie ist bis heute ein globales
Gesundheitsproblem mit hoher Letalitat und die Heilung an Sepsis erkrankter
Menschen ist schwierig und gelingt oft nicht. Einblicke in die Regulation von
MIF kénnen zum Erkenntnisgewinn und ggf. zuklnftig zur Verbesserung der
Behandlung fihren. Wie in Abbildung 14 dargestellt, konnte eine Involvierung
von F2 in die Produktion und Freisetzung von MIF in Alveolarmakrophagen
nachgewiesen werden. Wahrend die MIF-Produktion nach Stimulation mit LPS
in Wildtyp Alveolarmakrophagen signifikant ansteigt, bleibt eine signifikante
Steigerung der MIF-Produktion in F2-Knockout-Alveolarmakrophagen aus.
Kritisch muss allerdings betrachtet werden, dass es bei genauerer Analyse zu
einem minimalen Anstieg in den Knockout Alveolarmakrophagen kommt. Dieser
Anstieg betragt immerhin 31% des Anstiegs in Wildtyp Alveolarmakrophagen.
Dies ist zwar mit einem p-Wert von 0,06 formal nicht signifikant und kann dem
Zufall der Messungen unterliegen, allerdings hatte eine weitere, hier nicht

durchgefuhrte Versuchsreihe ggf. das Ergebnis in Richtung Signifikanz
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verschieben konnen. Dies legt die Vermutung nahe, dass die F2-Expression
zwar malfigeblich fur die MIF-Produktion und Freisetzung verantwortlich ist,
aber wahrscheinlich nicht alleiniger Trigger ist und weitere Faktoren
unabhangig von F2, wenn auch nur geringfugig, zur Steigerung von MIF
beitragen kénnen.

Die bisherigen gewonnenen Erkenntnisse des Zusammenhangs zwischen F2-
Expression und MIF-Freisetzung werden zusatzlich durch die Untersuchungen
zu TNFa unterstutzt. Bisherige wissenschaftliche Bemuhungen haben bereits
den Zusammenhang zwischen MIF und TNFa hergestellt (Calandra et al.,
1994). Die hier erarbeiteten Ergebnisse zur Abhangigkeit der TNFa-Produktion
von der F2-Expression in den Alveolarmakrophagen (Abbildung 15), bestatigen
das Bild einer immunologischen Kaskade, die durch F2 aber MIF zur
Freisetzung von TNFa und nachfolgenden Effekten fihrt.

Ebenfalls in Zusammenhang mit MIF steht die Expression von TLR-4. In MIF-
Knockdown-Mausen konnte bereits eine Minderung der TLR4-Expression
nachgewiesen werden (Roger et al., 2001).

Durch die in Abbildung 17 dargestellten Versuchsergebnisse wird auch hier
verifiziert, dass die durch MIF bekannte Steuerung der TLR4-Expression
abhangig von der F2-Expression der Alveolarmakrophagen ist. Eine 100%ige
Herunterregulation wird nicht erreicht, allerdings wurde im Versuchsaufbau das
Knockdown-Modell verwendet, was nicht zu 100% zur Depletion von F2 im
Vergleich zu einem Knockout-Modell fihrt, weshalb ein vollstandiges
Ausbleiben der TLR-4 Expression nicht zu erwarten ist. Zusatzlich ist davon
auszugehen, dass wie bereits vermutet, weitere Faktoren die MIF- und TLR-4-
Expression unabhangig von F2 regulieren kdnnen. Insgesamt bieten die

bisherigen Ergebnisse die Annahme des folgenden dargestellten Modells.
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SFTPA histones

Abbildung 19: Potenzielles pro-inflammatorisches Signal durch die F2-

Expression in den Alveolarmakrophagen mit autoregulatorischer Schleife.

Ubersicht tber die aufgrund der Versuchsergebnisse gewonnen Erkenntnisse der Signalwege
von Prothrombin in Alveolarmakrophagen. Vermutete, aber nicht explizit nachgewiesene
Zusammenhange sind mit Fragezeichen gekennzeichnet und sind Bestandteil der Diskussion
dieser Arbeit.

Es ergibt sich durch die F2-Expression in Alveolarmakrophagen ein
Hauptvektor der Signalkaskade. Dieser ist in der Abbildung 19 anhand der
intensiv schwarzen Pfeile sichtbar. Die extrahepatische F2-Expression in den
Alveolarmakrophagen flhrt zur gesteigerten Produktion von TLR-4-Rezeptoren.
Durch die dann gesteigerte Integration dieser Rezeptoren in die Zelloberflache,
wurden die Alveolarmakrophagen sensibler fir LPS von Pathogenen der
Lunge. So kdnnte bei kleinsten Mengen von LPS bereits eine
proinflammatorische Reaktion ausgeldst werden. Durch die intrazellularen
Mechanismen der TLR-4 kdme es folglich zur gesteigerten Produktion und

Freisetzung von Macrophage Migration Inhibiting Factor (MIF). Die einzelnen

90



Unterpunkte dieses Signalwegs zwischen TLR4 und MIF sind allerdings noch
unklar. Wahrscheinlich ist eine Aktivierung der MIF-Produktion und Induktion
auf transkriptioneller Ebene Uber NfkB (Kim et al., 2017). Die intraalveolare
Thrombinverfugbarkeit wirde somit die Suszeptibilitat der
Alveolarmakrophagen gegenuber LPS modulieren.

Eine direkte Aktivierung der MIF-Synthese durch Prothrombin kann allerdings
nicht ausgeschlossen werden und ist durchaus, ggf. auch zusatzlich, moglich.
Dies ist in der Abbildung 19 anhand des gepunkteten Pfeils dargestellt.

Der genaue Prozess muss in weiteren Experimenten analysiert werden.

Die nun freigesetzten MIF-MolekUlle dienen als Treiber-Zytokin und fuhren zur
weiteren Aktivierung des Alveolarmakrophagen, welcher dann auch unter
anderem TNFa bildet und freisetzt. Durch diesen von F2 modulierten Prozess,
entsteht durch den Alveolarmakrophagen ein proinflammatorisches Umfeld in

der Lunge.

Diese proinflammatorische Reaktion wirde zusatzlich durch einen
autoregulatorischen Prozess verstarkt. Ein Teil des freigesetzten MIF aus den
Alveolarmakrophagen kann durch Endozytose wieder in den
Alveolarmakrophagen aufgenommen werden. Die Ergebnisse in Abbildung 16
zeigen, dass MIF regulatorische Wirkung auf die F2-Expression hat und zu
einer geringfugigen, aber signifikanten Erhéhung von F2 fuhrt. Erhdhte F2-
Expression fuhrt dann wieder zur erhéhten MIF-Bildung. Dies wirde einem
autoregulatorischem positiven Feedback-Loop gleichkommen, wonach MIF die
F2-Expression in den Alveolarmakrophagen induziert, sodass bei drohender
Gefahr durch Endotoxine von Pathogenen schnell proinflammatorische
Ressourcen mobilisiert werden konnten. Dieser Aspekt kdnnte zusatzlich durch
einen integrierten kleinen Loop unterstutzt sein. Das wiederaufgenommene MIF
kann uber Aktivierung von EPK1/2 und der nachfolgenden ETS-Familie
ebenfalls die Produktion und Expression von TLR4 steigern (Roger et al.,
2001).

Weitere Ergebnisse aus Abbildung 16 zeigen, dass die im

Alveolarmakrophagen durch F2 ausgeldste proinflammatorische Schleife auch
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durch die Umgebung der Alveolarmakrophagen beeinflusst werden kann. Durch
Stimulation der Alveolarmakrophagen mit Surfactant Protein D (SFTPD) als
wichtiger Bestandteil des den Alveolarmakrophagen umhitllenden Surfactants,
wird die F2-Expression um das Vierfache erhoht. Surfactant Protein D ist
ebenso wie Surfactant Protein A (SFTPA) als Teil der C-Typ-Lektin-Familie in
die Erkennung von verschiedenen Pathogenen wie Viren, Bakterien und Pilzen
involviert (Brummer & Stevens, 2010; Sano et al., 2006; Silveyra & Floros,
2012). So konnten neben LPS als Endotoxin auch weitere Bestandteile von
Pathogenen Uber SFTPD zur Aktivierung der F2-abhangigen pro-
inflammatorischen Schleife fihren. Obwohl hier nicht untersucht, gibt es
Hinweise, dass SFTPA im Gegensatz zu SFTPD ggf. inhibitorisch auf F2 wirken

konnte, da es einen verstarkten Abbau von TLR4 bewirkt (Freundt et al., 2022).

Eine Beeinflussung der F2-Expression durch weitere pathogene Faktoren wie
RNA konnte bisher nicht nachgewiesen werden (Abbildung 16). Allerdings
kommt es in dem Versuch mit DNA trotzdem zu einem geringfligigen Anstieg in
der F2-Expression. Obwohl dieser mit einem p-Wert von 0,059 formal nicht
signifikant ist, stellt sich die Frage, ob DNA eventuell doch Teil eines
Aktivierungsprozess der F2-Expression sein konnte und das experimentelle
Setup mit stark aufgereinigter DNA ohne Histone und weitere immunologische
Bestandteile aus der Lungenumgebung einen solchen Prozess nicht erfassen
kann. Dies wird vor allem durch die Beobachtung untermauert, dass Histone in
Kombination mit DNA als Bestandteil von Neutrophil Extracellular Traps (NETSs)
nach Fragmentierung zu TLR4 Aktivierung und Rekrutierung fuhrt
(Tsourouktsoglou et al., 2020). Ein solcher Zusammenhang konnte hier nicht
explizit untersucht werden und erfordert weitere Experimente.

Eine weitere Verstarkung der TLR4-Expression in einer zweiten kleinen
Schleife ist durch Fibrinogen (F1) vorstellbar. Fibrinogen kann Uber
Rekrutierung von diversen Chemokinen Funktionen von TLR4 induzieren. Dies
fuhrt zur Aktivierung von NFKB (Sitrin, Pan, Srikanth, & Todd, 1998; Smiley,
King, & Hancock, 2001).

Der Einfluss von F2 auf F1 ist allerdings noch nicht nachgewiesen und

erfordert weitere Experimente.
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Bisherige beschriebene Mechanismen dienen uberwiegend der Verstarkung
des dargestellten proinflammatorischen Loops. Damit es zu keiner extremen
proinflammatorischen Uberreaktion in den Alveolarmakrophagen kommt,
mussen ahnlich wie bei anderen Kaskaden auch inhibitorische Prozesse
eingreifen. Die Steigerung der Inflammation kénnte durch die Lebenszeit der
Alveolarmakrophagen eingeschrankt sein. Durch deren Turnover kame es zur
Termination des proinflammatorischen Autoloops. Vorstellbar ist auch, dass
bestimmte Substanzen uUber pro- als auch anti-inflammatorische Funktionen
verfugen. Surfactant Protein D kann neben seiner expressionssteigernden
Wirkung auf F2 in Alveolarmakrophagen auch die proinflammatorischen Effekte
des freigesetzten TNFa inhibieren (Hortobagyi et al., 2008). Dies geschieht in
ahnlicher Weise auch durch Surfactant Protein A (Alcorn & Wright, 2004).

Ein weiterer Angriffspunkt einer Regulierung der proinflammatorischen
Signalwege setzt am TLR4 an.

Phosphorylated Heat Shock Protein 27 (pHSP27) bzw. Heat Shock Protein 25
(Hsp25) in murinen Zellen, kann LPS induzierte Entzindung durch
endozytotische Aufnahme, Ubiquitinierung und anschlielenden Abbau
verhindern. Dies ist in erster Linie fir Thp1-Zellen nachgewiesen (Li et al.,
2019). Ein Nachweis speziell fir Alveolarmakrophagen und der Zusammenhang
der F2-Expression mit pHSP27 ist denkbar, aber bisher noch nicht

nachgewiesen.

8.4 Limitationen der Arbeit

Die Arbeit zeigte, dass Alveolarmakrophagen eine Quelle der extrahepatischen
Prothrombin-Expression sind. Die luminale F2-Expression fuhrte zur
gesteigerten Expression von TLR4 und gesteigerten Sekretion von MIF und
TNFa. Dies kdnnte im Wesentlichen zu einem proinflammatorischen Milieu
beitragen. Die F2-Expression unterliegt dabei wahrscheinlich sowohl einer
Autoregulation durch MIF als auch einer Regulation durch andere Substanzen
aus der Lungenumgebung wie Surfactant Protein D.

Einschrankend sei hier anzumerken, dass die Ergebnisse der Arbeit nur im

Rahmen der Untersuchung von Mausmodellen gewonnen wurden. Der
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Nachweis einer Prothrombin-Expression und deren mogliche Funktion in
Alveolarmakrophagen des Menschen ist nicht erfolgt.

Aufgrund der schweren Anzucht von Alveolarmakrophagen in der Zellkultur und
dem damit verbundenen hohen Aufwand in der Mauszucht erfolgten die
Versuche in geringer Anzahl. Weitere Versuche konnten Veranderungen in der

Signifikanz ergeben.

8.5 Empfehlungen fur zukiinftige Forschung

Kunftige Arbeiten kdnnten durch Gewinnung von Bronchioalveolarlavage des
Menschen und Luciferase-Assays eine Prothrombin-Expression im Menschen
nachweisen. Zur Gewinnung weiterer Einblicke in eine moégliche Funktion der
Prothrombin-Expression in Alveolarmakrophagen kdnnten einige der in dieser
Arbeit verwendeten Experimente abgewandelt werden. So konnte zum Beispiel
ein moglicher inhibitorischer Einfluss von Surfactant Protein A auf die
Prothrombin-Expression durch Stimulation von Alveolarmakrophagen aus D-
Insight-Mausen in Zellkultur mit SFTPA und anschliefiender Messung der
Prothrombin-Expression mit Hilfe des Luciferase-Assays erfolgen.

Auch der Einfluss von DNA kénnte durch Verwendung von nicht aufgereinigter
DNA mit noch vorhandenen Histonen durch Zellkultur-Stimulation und
Luciferase-Assays untersucht und erneut evaluiert werden.

Durch die Verwendung von Alveolarmakrophagen aus F2-Knockdown- oder F2-
Knockout-Mausen ware auch die Untersuchung eines Einflusses von
Prothrombin auf pHSP27 oder F1 durch entsprechende ELISA-Kits denkbar.
Da das Gesamtuberleben durch einen alveolaren F2-Kockout nicht verandert
wird, aber die intraalveolare Thrombinverfugbarkeit vermutlich die
Suszeptibilitat der Alveolarmakrophagen gegentber LPS moduliert, kdnnten
Versuche mit Thrombin-Inhibitoren genauere Erkenntnisse uber die fur einen
Uberlebensvorteil bendtigte Thrombinmenge in den Alveolarmakrophagen bei

inflammatorischen Erkrankungen bewirken.
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9 Zusammenfassung

Prothrombin wird bekanntermafien hauptsachlich in der Leber exprimiert.
Dennoch gibt es extrahepatische Prothrombin-Expression. Der Ursprung der
Prothrombin-Expression der Lunge lasst sich auf den Alveolarmakrophagen als
wichtigen Regulator der angeborenen und erworbenen Immunitat in der Lunge
zurtckfuhren. Die hier gewonnenen Ergebnisse und weitere Erkenntnisse aus
der wissenschaftlichen Literatur ermoéglichen es proinflammatorische Prozesse
speziell in Alveolarmakrophagen naher zu beleuchten. Die F2-Expression in
den Alveolarmakrophagen bringt in einem Sepsismodell zwar keine
Veranderung im Gesamtiberleben, dennoch kommt der F2-Expression eine
wichtige Funktion in der Ausldsung und Kontrolle von proinflammatorischen
Prozessen zu.

Es konnte nachgewiesen werden, dass die F2-Expression zur Steigerung von
Toll-like-Rezeptor-4, Macrophage Migration Inhibiting-Factor und Tumor
Necrosis Factor alpha fuhrt. Des Weiteren zeigen die Experimente, dass eine
Regulation der F2-Expression Uber Macrophage Migration Inhibiting Factor und
Surfactant Protein D moglich ist.

Es entsteht ein Gesamtbild eines Alveolarmakrophagen, der Prothrombin-
gesteuert proinflammatorische Signalwege aktiviert und zur Ausschittung von
Zytokinen fuhrt. F2 spielt dabei eine wesentliche Rolle und kann durch intra-
und extrazellulare Faktoren beeinflusst werden.

Die sich selbst steigernde proinflammatorische Schleife, die durch F2 gestartet
wird und uber die Expression und Aktivierung von TLR-4 zur Ausschuttung von
MIF und nachfolgend auch zur Ausschuttung von TNFa fuhrt, kann
entscheidend zu bestimmten akuten Lungenerkrankungen beitragen.

Ebenso wie andere Kaskaden, ist diese Schleife nicht unkontrolliert und
antiinflammatorische Faktoren fihren wahrscheinlich zu einem Gleichgewicht.
Maoglich ist auch eine Terminierung der Schleife durch den Untergang der
Prothrombin-exprimierenden Zellen. Die Untersuchung der genauen
Zwischenschritte bzw. ggf. auch Stérungen dieser hier erarbeiteten
Reaktionsschleifen kann zu dem Verstandnis inflammatorischer
Lungenerkrankungen beitragen und sollte zur Verbesserung von Therapien

weiter Ziel der Forschung bleiben.
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