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Einleitung und Fragestellung

1. Einleitung und Fragestellung

Aktiviertes Protein C (APC) ist eine Serinprotease, die eine zentrale Rolle in der Regulation
der Gerinnungsaktivierung des Blutes spielt. Sie wirkt gerinnungshemmend, indem sie die zur
Thrombinbildung bendtigten Kofaktoren Faktor V (FV) und Faktor VI (FVIII) durch
proteolytische Spaltung inaktiviert (Dahlbiack und Villoutreix, 2005b). Die im Plasma
vorliegende APC-Aktivitat hat dementsprechend einen unmittelbaren Einfluss auf die FVIII-
Aktivitat. Im Fall von therapeutisch eingesetzten FVIII-Konzentraten, zum Beispiel in der
Substitutionstherapie zur Behandlung der Haimophilie A beim Menschen, kann eine erhohte
Sensitivitat (Empfindlichkeit) fiir APC zu einer verminderten therapeutischen Wirksamkeit
der FVIII-Konzentrate fiihren. Untersuchungen zur APC-Sensitivitit von verschiedenen
FVIII-Praparaten existieren bisher nur wenig und wurden mit lediglich drei unterschiedlichen
FVIII-Prapartaten durchgefiihrt (Khrenov et al., 2006).

Zur FVIII-Substitutionstherapie stehen in Deutschland 13 zugelassene humane FVIII-
Praparate zur Verfiigung (Rote Liste, 2006). Bei FVIII-Praparaten wird unterschieden
zwischen plasmabasiertem (pb) FVIII und rekombinant (r) hergestelltem FVIII. Weitere
Unterschiede bestehen aufgrund enthaltener bzw. angewendeter Zusatzstoffe (unter anderem
menschliche oder tierische Proteine) sowie durchgefiihrte Virusabreicherungs- und
Inaktivierungsverfahren (Kessler, 2005).

Die Bestimmung der FVIII-Aktivitdt erfolgt durch Messung der aktivierten partiellen
Thromboplastinzeit (aPTT) im Einstufen-Gerinnungstest und durch Messung mit
chromogenem Testverfahren. Der in fritheren Zeiten angewendete Zweistufen-Gerinnungstest
wird heute fast nicht mehr zur FVIII-Messung eingesetzt. Unterschiede zwischen den
Messmethoden und innerhalb einer Messmethode bei der Durchfithrung durch verschiedene
Labore treten trotz Weiterentwicklung und Standardisierung der Methoden zur FVIII-
Messung auf (Barrowcliffe et al., 2002). Diskutiert werden eine Vielzahl an Ursachen fiir
Messunterschiede zwischen Einstufen-Gerinnungstest und choromogenem Test. In diesem
Zusammenhang werden auch Unterschiede im Aktivierungsprofil der einzelnen FVIII-
Préaparate bei der Aktivierung durch Thrombin in Betracht gezogen (Hubbard et al., 2002a).
Auch Unterschiede in der APC-Empfindlichkeit von FVIII-Praparaten werden als eine der
moglichen Ursachen fiir Messdiskrepanzen zwischen Einstufen-Gerinnungstest und
choromogenem Test diskutiert (Khrenov et al., 2006).

Die Hemmung der antikoagulatorischen Aktivitit von APC konnte einen neuen
therapeutischen Ansatzpunkt in der Behandlung der Hiamophilie A darstellen. Obschon die
existierenden FVIII-Produkte eine sichere und wirksame Behandlung der Erkrankung
gewihrleisten, existieren verschiedenartige Bemiihungen zur Weiterentwicklung der
vorhandenen FVIII-Konzentrate. Die hohen Kosten der Substitutionstherapie und die
Entwicklung von Hemmkorpern im Verlauf der Behandlung sind die wesentlichen Griinde fiir
die Versuche zur Fortentwicklung von FVIII-Priparaten (Mannucci, 2002; 2003). Einen der
Ansatzpunkte der Forschung bilden Maflnahmen zur Verldngerung der FVIlla-Halbwertszeit.
Neben Entwicklungen zur Verhinderung des spontanen Zerfalls des instabilen FVIIIa-
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Einleitung und Fragestellung

Molekiils ist ein weiterer Aspekt der Forschung der Eingriff in die proteolytische FVIIla-
Inaktivierung durch APC (Graw et al., 2005). Hierzu zahlt auch der Einsatz von APC-
Inhibitoren. Experimente zeigten, das entwickelte synthetische APC-Inhibitoren von
Bedeutung sein konnten, um den FVIII-Gehalt bei der Hamophilia A-Erkrankung zu steigern
(De Nanteuil et al., 2006). Absicht eines solchen Eingriffs in die APC-Aktivitit ist das
Erreichen einer verringerten FVIII-Menge, die zur Normalisierung der Himostase appliziert
werden muss bzw. eine Verlangerung des Applikationsintervalls.

Einen moglichen Weg zur Entwicklung eines spezifischen APC-Inhibitors bildet die Selektion
von APC-spezifischen DNA-Aptameren (HS02), die von der Arbeitsgruppe
Potzsch/Miiller/Mayer der Universitdtsklinik und Universitdt Bonn entwickelt und hergestellt
wurden und fiir diese Arbeit verwendet werden konnten. Aptamer-Ausgangssequenzen
(Volllangenaptamere) bestehen aus einer Linge von 70-80 Nukleotiden. Minimalmotive
(minimale Bindungsmotive) von Aptameren stellen verkiirzte Varianten der Aptamer-
Ausgangssequenz dar, bei denen die nicht fiir die Bindung an das Target (Zielmolekiil)
erforderlichen Nukleotid-Sequenzen entfernt worden sind (Jayasena, 1999).

Die vorliegende Arbeit beinhaltet zwei Ziele. Zum einen sollte die proteolytische Aktivitit
von APC bei der FVIlla-Inaktivierung verschiedener FVIII-Praparate und die APC-
Sensitivititen dieser FVIII-Praparate gegeniiber der Inaktivierung durch APC vergleichend
iiberpriift werden. Fiir die Untersuchung standen zehn verschiedene humane FVIII-Préparate,
fiinf pb- und fiinf rFVIII-Priparate zur Verfiigung. Zu Beginn der Versuchssreihe sollten
diese zehn FVIII-Priparate funktionell analysiert und hierzu die vergleichende Bestimmung
der FVIII-Aktivitdit mit verschiedenen Messmethoden und die vergleichende Thrombin-
vermittelte Aktivierung untersucht werden.

Als zweiter Teil dieser Arbeit sollte der Einfluss des in der Arbeitsgruppe hergestellten APC-
DNA-Aptamers HS02 auf die proteolytische APC-Aktivitit bei der FVIlla-Inaktivierung
tiberpriift werden. Falls der HS02-Ausgangssequenz hierbei ein Effekt zugeordnet werden
kann, sollte das Minimalmotiv der HS02-Aptamer-Varianten ermittelt werden.

In dieser Arbeit wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

1. Unterscheiden sich die in dieser Arbeit eingesetzten fiinf humanen pb- und fiinf
rFVIII-Priaparate bei der Aktivitdtsbestimmung durch zwei verschiedene Einstufen-
Gerinnungstests und chromogenen Test?

2. Unterscheiden sich die in dieser Arbeit eingesetzten fiinf pb- und fiinf rFVIII-
Priparate in der Thrombin-vermittelten Aktivierung?

3. Konnen Unterschiede in der proteolytischen APC-Aktivitdt bei der Inaktivierung der
aktivierten fiinf pb- und finf rFVIII-Priparate und in der APC-Sensitivitat dieser
FVIII-Préaparate ermittelt werden?

4. Welchen Einfluss hat das von der Arbeitsgruppe hergestellte APC-Aptamer HS02 auf
die proteolytische Aktivitdit von APC in Hinblick auf die APC-induzierte FVIlla-
Inaktivierung?

5. Kann ein Minimalmotiv der von der Arbeitsgruppe hergestellten APC-Aptamere HS02
auf der HS02-Original-Sequenz basierenden Aptamer-Varianten ermittelt werden?
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Literaturiibersicht

2. Literaturiibersicht

2.1. Hamostase

GemiB Definition ist die Himostase die Beendigung einer Blutung. Praktisch wird der Begriff
Hamostase allerdings synonym mit dem Begriff Gerinnung verwendet und umfasst den
gesamten physiologischen Prozess, durch den die Fluiditit und Zirkulation des Blutes
beendet wird (Aird, 2005).

Das Blutgerinnungssystem besteht aus pro- und antikoagulatorischen Faktoren, die unter
normalen Bedingungen im Gleichgewicht zueinander stehen (Aird, 2005). Auf der einen Seite
findet eine stindige Gerinnungshemmung statt, um unkontrollierte und generalisierte
Gerinnungen im Blutkreislauf zu verhindern. Andererseits erfordert eine Verletzung der
GefdBwand eine lokale Blutstillung durch das Gerinnungssystem, die auf den Ort der
Schéadigung begrenzt ist.

Storungen im Hamostasesystem fithren zur Verschiebung des Gleichgewichtes und resultieren
in einer erhohten Blutungsneigung oder begiinstigen die Entstehung von Thrombosen. Eines
der existierenden Schemata zur Klassifizierung der Himostase unterteilt in primire (zellulare)
und sekunddre (plasmatische) Hamostase. Zellkomponenten und Proteinkomponenten der
Hamostase arbeiten hoch koordiniert und voneinander abhingig (Aird, 2005). Zum
physiologischen Gleichgewicht zwischen Gerinnungsaktivierung und Gerinnungshemmung
tragt auch das fibrinolytische System bei. Dieses bewirkt neben dem Schutz vor iiberméBiger
Fibrinbildung die Auflosung des Fibringerinnsels an der regenerierten Verletzungsstelle
(Spronk et al., 2003).

2.1.1. Primare Hamostase

Die primdre Hamostase besteht aus einer Vielzahl von aufeinander abgestimmten
Wechselbeziehungen zwischen Gewebekomponenten, Plasmaproteinen und Thrombozyten
und erreicht den primdren Verschluss einer Gefa3verletzung durch Bildung eines instabilen
Thrombozytenthrombus. Ausgelost wird die primdre Hamostase, sobald infolge der
Schadigung einer GefaBwand Blut mit subendothelialem Gewebe in Kontakt kommt.
Wesentliche Prozesse von Thrombozyten wihrend der Bildung eines Plattchenpfropfs sind
Adhédsion, Sekretionsvorgdnge, morphologische Verdnderungen und Aggregation am
verletzten Gefdl3bereich.

Die primédre Adhdsion der Thrombozyten an subendotheliale Strukturen vermittelt der von-
Willebrand-Faktor (vWF) (Dahlback, 2005). Dessen Produktion findet hauptsdchlich in
Endothelzellen statt. Auch Megakaryozyten produzieren vWF, wodurch das Protein auch in
der alpa-Granula von Thrombozyten vorliegt (Lenting et al., 2007). Der vWF ist ein
multimeres Glykoprotein aus iiberwiegend identischen Untereinheiten, die etwa 250 kDa
aufweisen. Die MolekiilgroBe der Proteine erstreckt sich iiber vWF-Dimere (etwa 500 kDa)
bis hin zu Spezies mit mehr als 40 Untereinheiten und iiber 10 Millionen Da. Der vWF agiert
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als Briickenmolekiill zwischen Thrombozyten und Subendothel. Diese Adhdsion von
Thrombozyten an den Bereich einer Gefa3verletzung vermitteln grole vVWF-Multimere (high-
molecular-weight multimers, HMW) (Sadler et al., 2006). Dabei bindet der vWF zum einen
an Kollagenfasern und zum anderen an Thrombozyten iiber deren Oberflachenrezeptor
Glykoprotein Ib-V-IX. Durch Interaktion mit Kollagen und Glykoproteinen des Subendothels
tritt die Aktivierung der Thrombozyten ein. An aktivierten Thrombozyten werden wiahrend
der Adhdsion morphologische Umwandlungen induziert. An der Thrombozytenmembran
werden negativ geladene Phospholipide entlassen. Die Ausbildung von Pseudopodien dient
der Verankerung weiterer Thrombozyten.

Durch Sekretion von Thromboxan A2 und der Abgabe von Adenosindiphosphat, Calcium und
Serotonin aus der Thrombozytengranula aktivierter Plattchen erfolgt die Aktivierung und
Rekrutierung von weiteren Thrombozyten und die Kontraktion der GefdBmuskulatur.

Weiter finden an aktivierten Thrombozyten Konformationsinderungen von Glykoprotein IIb-
Illa und die Exposition von Bindungsstellen fiir Adhisionsproteine wie Fibrinogen, vWF,
Fibronectin und Thrombospondin statt. Diese Proteine formen wihrend der Bildung des
Thrombozyten-Aggregats Briicken zwischen Thrombozyten.

Die Ausbildung des instabilen Thrombozyten-Thrombus l4uft in zeitlicher Koordination mit
dem Vorgang der sekundiren Hamostase. Diese setzt bereits wahrend der Thrombozyten-
Aggregation ein und fithrt zu einer Thrombin-Generierung mit nachfolgender Entstehung
eines Fibrinnetzes, welches den Thrombus stabilisiert (Dahlback, 2005).

2.1.2. Sekundire Hiamostase

In der sekunddren Hamostase fiihrt eine Kaskade von Reaktionen der beteiligten
Gerinnungsfaktoren zur Bildung von Fibrin. Die Gerinnungsfaktoren zirkulieren im Blut als
inaktive Vorstufen (Proenzyme und Pro-Kofaktoren), die in einzelnen Schritten in ihren
aktiven Zustand tberfiithrt werden. Das Endprodukt Fibrin kann iiber einen extrinsischen
(exogenen) Weg oder intrinsischen (endogenen) Weg gebildet werden. Beide Systeme
miinden in der Aktivierung von Faktor X (FX), woran sich iiber eine gemeinsame Endstrecke
die Generierung von Thrombin (Faktor Ila, FIla) und anschlieBend die Bildung von Fibrin
reiht. Als wichtigster Ausloser des Blutgerinnungssystems gilt der exogene Mechanismus
durch Tissue-Faktor (TF) (Spronk et al., 2003). Die intrinsische Kaskade ist in erster Linie in-
vitro im Bereich der Diagnostik von Relevanz. Insgesamt konnen nach heutiger Ansicht
exogene und endogene Kaskade der Hamostase nicht getrennt betrachtet werden. Vielmehr ist
der Prozess der Himostase ein ineinander gefiigtes Netzwerk mit eingegliederten positiven
und negativen Riickkopplungen (Feedback-Loops) (Gomez und Mc Vey, 2006).

Die Serinproteasen Faktor II (Prothrombin), VII, IX und X sind Vitamin-K-abhéngige
Proteine. Damit diese Proteine ihre aktive Form erhalten, miissen Glutamat-Reste in einer
Vitamin-K-abhédngigen enzymatischen Reaktion durch die Gamma-Glutamyl-Carboxylase in
Gamma-Carboxyglutamat-Reste umgewandelt werden (Berkner, 2000, Spronk et al., 2003).
Einer der Hauptmerkmale der plasmatischen Gerinnung ist, dass die einzelnen Schritte {iber
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die Bildung von multimolekularen Komplexen aus Gerinnungsfaktoren verlaufen, die sich
optimal auf negativ geladenen Phosphilipiden (PL) anordnen konnen. Die
Membranoberflaichen werden gebildet von aktivierten Thrombozyten, Mikropartikeln,
Endothelzellen und anderen Zellen.

Die einzelnen Komplexe formen sich aus Vitamin-K-abhéngigen Serinproteasen sowie einem
nicht enzymatischen Kofaktor und setzen, abhingig von zweiwertigen Calcium-Ilonen,
Substrate um. Die Substrate der trimolekularen Enzym-Komplexe stellen dabei selber
Proenzyme dar, die nach ihrer Aktivierung als Enzymkomponente im nachfolgenden
Komplex agieren (Butenas und Mann, 2002).

2.1.2.1. Extrinsisches System

Die Initiierung der Blutgerinnung findet durch Kontakt von aktiviertem Faktor VIIa (FVIIa)
mit Tissue Faktor (TF) statt. TF ist ein integrales Membranprotein, welches von zahlreichen
Geweben exprimiert wird. Extravaskuldrer TF wird dem Blutstrom im Fall einer Verletzung
oder Aktivierung des Endothels ausgesetzt. Dies kann eintreten bei einer Perforation der
GefaBwand, durch Chemikalien oder inflammatorische Zytokine. Tissue Faktor und FVIIa,
die in aktiver Form bereits in geringen Mengen im Blut vorliegen, formen den FVIIa-TF-
Faktor-Komplex (extrinsische Tenase). Dieser Komplex aktiviert FX und Faktor IX (FIX)
und fordert auch die Aktivierung von FVIIL. Die durch die extrinsische Tenase entstandene
Menge an aktiviertem FX (FXa) ist begrenzt und bildet aus Prothrombin das Thrombin in
einem picomolaren Konzentrationsbereich. Dieses Thrombin kann keine ausreichende Fibrin-
Polymerisierung erreichen. Es bewirkt in einem positiven Feedback-Loop die proteolytische
Aktivierung der Prokofaktoren Faktor V (FV) und FVIII sowie die partielle Aktivierung von
Thrombozyten. Aktivierter Faktor IX (FIXa) formt mit seinem Kofaktor FVIIla den
intrinsischen Tenase-Komplex. Dieser aktiviert FX in einer 100-fach hoheren Rate als der
FVIla-Tissue-Faktor-Komplex und ist dabei der Hauptaktivator von FX (Butenas und Mann,
2002).

FXa bildet mit dem Kofaktor FVa den Prothrombinase-Komplex, welcher der primére
Aktivator von Prothrombin ist.

Der intrinsische Tenase- und der Prothrombinase-Komplex fiihren zur explosionsartigen
Bildung von Thrombin und Fibrin. Entstandenes Thrombin verstirkt seine eigene Bildung,
indem es Faktor XI (FXI) in einem positiven Feedback-Loop und weiteren FV und FVIII
aktiviert. Aktivierter Faktor Xla (FXIa) ist dadurch in der Lage, FIXa-unabhingig vom TF —
FVIla-Komplex zu bilden (Butenas und Mann, 2002). Das gebildete Thrombin ist auch
potenter Aktivator von Thrombozyten. Aktivierte Thrombozyten stellen zum einen
Phospholipidoberflachen fiir die Anordnung der Aktivierungs-Komplexe bereit, entlassen
aber auch Molekiile der Himostase, die die Thrombin-Bildung sowohl beschleunigen als auch
inhibieren konnen. Aus der Speichergranula der Thrombozyten werden als prokoagulatorisch
wirkende Molekiile FV, FIX, FXI, vWF, Fibrinogen und Plasminogen Aktivator Inhibitor-1
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freigesetzt. Ebenfalls kann der antikoagulatorische Tissue factor pathway inhibitor (TFPI)
abgegeben werden (Gomez und McVey, 2006).

Einer der Hauptfunktionen von Thrombin ist die Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin.
Dabei entstehen durch Spaltung Fibrinmonomere, die nach Polymerisierung den priméren
Thrombozytenthrombus vernetzen und stabilisieren. Eine zusitzliche Stabilisierung des
Gerinnsels wird durch die Aktivierung von Faktor XIII (FXIII) durch Thrombin erzielt.
Aktivierter Faktor XIII (FXIIIa) bewirkt die kovalente Querverbindung der Fibrinfasern. Die
entstandene Abdichtung der Gefdlverletzung erreicht einen dauerhaften Stillstand der
Blutung (Crawley et al. 2007).

2.1.2.2. Intrinsisches System

Die Fibrinbildung iiber die endogene Route besteht aus einer Kaskade an Protease-
Reaktionen. Wenn Blut in Kontakt mit anionischen Oberflichen (Kontaktaktivierung) wie
Kaolin, Sulfatide, Phospholipide oder Glas (Riddel et al., 2007; Yarovaya et al., 2002)
kommt, bildet sich aus Faktor XII (FXII, Hageman Faktor) aktiver Faktor XIla (FXIla). High
Molecular Weight Kinogen (HMWK) kann als Kofaktor an der FXIla-Bildung beteiligt sein.
Reichert sich eine geringe Menge an FXIla an, bildet dieser unter Mitwirkung von HMWK
aus Prékallikrein (PK) Kallikrein. In einer positiven Riickkopplung beschleunigt das gebildete
Kallikrein wiederum die FXIla-Generierung. Durch FXIla wird FXI proteolytisch gespalten
und entstandener FXIa erreicht seinerseits durch Spaltung die Aktivierung von FIX zu FIXa
(Riddel et al., 2007). Der generierte FIXa ist in der Lage, mit FVIIla den intrinsischen
Tenase-Komplex zu formen.

In vivo wird der Kontaktaktivierung allerdings keine ausschlaggebende Rolle zur Auslosung
einer physiologisch bedeutsamen Gerinnungsaktivierung zugeschrieben. Ein Mangel an FXII,
PK und Kinogen sind beispielsweise nicht mit einem Auftreten von Blutungen verbunden.
Des Weiteren ist fiir die Bildung des intrinsischen Tenase-Komplexes nicht alleine der
Mechanismus iiber die Kontaktaktivierung erforderlich. Wie zuvor aufgefiihrt, kann FIX
direkt durch den extrinsischen TF-FVIla-Komplex aktiviert werden (sogenannte Josso-
Schleife) und FXI kann direkt durch Thrombin aktiviert werden (Spronk et al., 2003).

2.1.3. Inhibitoren der Gerinnung

Zum Schutz vor einer liberschieBenden Gerinnung sowie zur Herabregulation der Thrombin-
Generierung an der Stelle einer Verletzung spielen antikoagulatorisch-wirkende
Mechanismen eine wesentliche Rolle. Die wichtigsten Inhibitoren der Blutgerinnung sind
TFPI, Antithrombin (AT) und APC.

TFPI greift in die Initiierung der extrinsischen Kaskade der Gerinnung ein. Der Inhibitor TFPI
bindet an FXa, inaktiviert diesen und bildet einen quaterndren Komplex mit dem TF-FVIIa
Komplex. Dadurch ist der extrinsische Tenase-Komplex inaktiviert. TFPI zirkuliert im Blut
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gebunden an Lipoproteine. In dieser Formation ist TFPI inaktiv. Der grofite Pool an aktiven
TFPI ist an der Oberfliche von Endothelzellen lokalisiert. Auch Thrombozyten speichern
TFPL

AT gehort zur Protein-Superfamilie der Serin—Protease-Inhibitoren (Serpine). Es ist der
wichtigste physiologische Inaktivator von Thrombin und hemmt dieses irreversibel durch
Komplexbildung (TAT-Komplex). AT alleine hemmt nur wenig effektiv. Das im Organismus
vorliegende Glykosaminoglykan Heparansulfat sowie das als Antikoagulanz eingesetzte
Heparin wirken katalysatorisch auf die Aktivitit von AT und steigern dessen hemmende
Wirkung auf die Gerinnung. Physiologische Bedeutung hat AT durch Begrenzung des
Gerinnungsprozesses auf den Verletzungsbereich. AT inaktiviert des Weiteren andere
Serinproteasen. Es hemmt neben Thrombin in erster Linie FXa und auBBerdem FIXa, FXIa und
FXIla (Gomez et al., 2005).

Auf den inhibierenden Eingriff von APC in den Hamostase-Prozess, der durch proteolytische
Inaktivierung der Kofaktoren FVa und FVIIla erfolgt, wird in nachfolgenden Kapiteln (2.2.5.
und 2.3.6.) ausfiihrlich eingegangen.

2.2. Das Protein-C-System

Das wihrend der Blutgerinnung in groBBen Mengen gebildete Thrombin besitzt eine zentrale
Rolle in der Himostase. Thrombin hat sowohl pro- als auch anitkoagulatorische Funktionen,
agiert antifibrinolytisch und beeinflusst inflammatorische Prozesse (Crawly et al., 2007). Die
wichtigsten prokoagulatorischen Wirkungen entfaltet Thrombin durch die Aktivierungen von
FV, FVIII, FXI, FXIII sowie Thrombozyten (Di Cera, 2007). Durch die Aktivierung des im
antikoagulatorischen Protein-C-System zentral wirkenden Protein C (PC) wirkt Thrombin
hemmend auf die Blutgerinnung. Das Protein-C-System ist ein hocheffektiver Mechanismus,
der seine gerinnungshemmende Wirkung iiber die APC-induzierte Inaktivierung der
Kofaktoren FVa und FVIila ausiibt und hierdurch die Herunterregulierung der
prokoagulatorischen Aktivitit von Thrombin erreicht. Die Hauptkomponenten des Protein-C-
Systems sind Thrombin, Thrombomodulin (TM), endothelialer Protein-C-Rezeptor (EPCR),
PC und Protein S (PS) (Esmon, 2003).

Genetische Defekte im Protein-C-System, wie ein heterozygoter PC- oder Protein S-Mangel
und die APC-Resistenz, bilden ein Risiko fiir vendse Thrombosen (Anderson und Spencer,
2003). Die Hauptursache der hereditiren APC-Resistenz ist ein an der APC-Spaltstelle
Arginin (Arg) 506 mutierter FV/Va (Faktor V Leiden). Der Gendefekt bedingt eine
unzureichende Spaltung und Inaktivierung von FVa (Castoldie et al., 2004).

2.2.1. Thrombomodulin

Thrombomodulin ist ein membranstindiger Rezeptor auf Endothelzellen. Das Molekiil ist
eine wichtige Komponente zur Regulierung der Aktivititen des Gerinnungssystems. So
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bewirkt die Bindung von Thrombin an TM eine Anderung der Thrombin-Substratspezifitit,
wodurch sich dieses in ein antikoagulatorisches Enzym umwandelt. Das endotheliale TM
formt hochaffine Komplexe mit Thrombin (Weiler und Isermann, 2003). TM inhibiert unter
anderem durch die Blockierung der Thromibin Exosite 1 die prokoagulatorischen
Eigenschaften von Thrombin (Dahlbédck und Villoutreix, 2005a).

Dem entgegen erhoht der TM-Thrombin-Komplex um mehr als das 1000-fache die Spezifitit
von Thrombin gegeniiber PC und dessen Aktivierung zu APC (Di Cera, 2007).
Thrombomodulin ist auf dem gesamten Gefiaendothel vorhanden. Das Kapillarsystem hat
eine besonders hohe Konzentration des Rezeptors und der iiberwiegende Teil von Thrombin
kann infolgedessen fast vollstdndig durch TM eingefangen und vom Blutgerinnsel entfernt
werden. Dadurch wird eine iibermdBige intravaskuldre Fibringenerierung durch Thrombin
verhindert und eine schnelle Aktivierung von PC erreicht (Esmon, 2003).

2.2.2. Protein C

Das spiter als Protein C bezeichnete Molekiil wurde 1960 von Mammen entdeckt. Unter der
Annahme, dass es sich bei dem Molekiil um ein Derivat des Prothrombin handelt, erfolgte die
Benennung als Autoprothrombin II-a. In voneinander unabhédngigen Studien im Jahr 1976
wurde die Vitamin-K-Abhingigkeit des Molekiils und die antikoagulatorische Wirkung des
Proteins aufgezeigt, dessen Bezeichnung fortan Protein C lautete (Mather et al., 1996). PC ist
das Zymogen von APC, welches im Plasma in einer Konzentration von 40 pM vorliegt
(Griffin et al., 2007). Die Synthese von PC ist Vitamin-K-abhédngig und findet iberwiegend in
der Leber statt. Die PC-Produktion erfolgt in Form eines einkettigen Polypeptids. Der grofite
Teil des gebildeten PC (etwa 80 %) wird durch Entfernung eines Lysin (Lys)-Arginin (Arg)-
Dipeptids in ein zweikettiges Molekiil gespalten (Perera et al., 2000). Durch eine
Disulfidbriicke zwischen den Positionen Cystein (Cys) 141 und Cystein 277 werden die
beiden Molekiilketten miteinander verbunden. Auf der leichten Kette von PC
(Molekulargewicht 25 kDa) liegen die Aminosiurereste 1 bis 155, die schwere Kette
(Molekulargewicht 41 kDa) beherbergt die Aminosaurereste 158-419.

Am PC-Molekiil ereignen sich posttranslationale Modifikationen, die fiir die
antikoagulatorische Funktion von APC notwendig sind. An der leichten Kette werden die
ersten neun Glutamat-Reste durch die Vitamin-K-abhingige Gamma-Glutamyl-Carboxylase
in Gamma-Carboxyglutamat-Reste liberfiihrt. Die Position Aspartat (Asp) 71 wird modifiziert
zu Beta-Hydroxyaspartat. An der schweren Kette erfolgen vier Glykolysierungen an
Asparagin (Asn)-Sdureresten (Asn97, Asn248, Asn 313, Asn329) (O'Brien et al., 2006).

Die Domainenstruktur der leichten Kette gliedert sich in eine Gamma-Carboxy-
Glutaminsdure-Domine (Gla) und zwei dem Epidermal Growth Faktor (EGF) verwandte
Doménen (EGF1 und EGF 2) (Dahlbiack und Villoutreix, 2005a). Auf der schweren Kette
befindet sich das aus 12 Aminosduren bestehende Aktivierungspeptid. Am C-terminalen Ende
der schweren Kette liegt die enzymatische Serin-Proteasen-Domine mit dem katalytischen
Zentrum. Das aktivierte Protein C ist eine Trypsin-dhnliche Serinprotease mit einer hierfiir

8



Literaturiibersicht

typischen katalytisch aktiven Triade: Histidin (His)211, Asp257 und Serin (Ser)360 (Mosnier
und Griffin, 2006).

Der Gamma-Carboxy-Glutaminsdure-Doméane kommt wesentliche Bedeutung im APC-
Molekiil zu. Deren posttranslational entstandene Gamma-Carboxy-Glutaminsdure-Reste sind
erforderlich fiir die Bindung von Calcium-lonen, welche eine strukturelle Umbildung der
Domine bewirken. Die korrekt gefaltete und an Calcium-Ionen gebundene Gamma-Carboxy-
Glutaminsdure-Domaine bindet an negativ geladene Phospholipide, die auf der Oberflache von
aktivierten Endothelzellen und Thrombozyten exponiert sind und auf denen APC die
prokoagulatorisch wirkenden Kofaktoren FVa und FVIIIa inaktiviert (Preston et al., 2006).
Uber die an Calcium gebundene Gamma-Carboxy-Glutaminsiure-Domine erfolgt des
Weiteren die Bindung an EPCR, wodurch unter anderem eine effektive PC-Aktivierung
ermdoglicht wird.

Die Funktionen der EGF-Doménen sind noch nicht vollstindig verstanden. Vermutet wird ein
Einfluss der Doménen auf die Interaktion mit Proteinen wie FVa, FVIIla und PS (Dahlbick
und Villoutreix, 2005a).

Disulfidbriicke
— -H._J [—— A \ z )
Gla EGF1 EGF2 Serinprotease
Leichte Kette Schwere Kette

Abbildung 1: Schematische Darstellung des humanen Protein C (modifiziert nach Wikipedia-
Die freie Enzyklopadie, Boghog 2011).

2.2.3. Aktiviertes Protein C

Die Aktivierung von PC wird ausgelost bei der Spaltung durch Thrombin an PC- Position Arg
169 und der daraus resultierenden Entfernung des Aktivierungspeptids (Griffin et al., 2007).
Die Rate dieser Reaktion ist um das 1000-fache gesteigert, wenn Thrombin an endotheliales
TM gebunden ist (Dahlbéack und Villoutreix, 2005b). Fiir die Erkennung und Aktivierung von
PC durch den Thrombin-TM-Komplex ist die Bindung von Calciumionen an hochaffine
Calcium-Bindestellen auf der Oberflache der Protease-Domédne (Loop 70-80, calcium-binding
loop) erforderlich (Bae et al., 2007). Die PC-Aktivierung durch den Thrombin-TM-Komplex
kann zusitzlich um das etwa 20-fache gesteigert werden, wenn PC iiber seine Gamma-
Carboxy-Glutaminsdure-Domine an endothelialem EPCR gebunden ist (Esmon, 2003). Das
EPCR-Molekiil beschleunigt die Thrombin-induzierte PC-Aktivierung, indem es die
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Ausrichtung des Zymogens zur GefiaBoberfliche und dadurch die Orientierung zum
Thrombin-TM-Komplex bewirkt.

Generiertes APC bleibt kurzzeitig an EPCR gebunden. Dissoziiertes APC bildet auf Endothel
oder Thrombozyten mit PS Komplexe und spaltet dort FVa/VIlla. Das voriibergehend an
EPCR gebundene APC besitzt eine andere Substratspezifitit. Dieses mit EPCR assoziierte
APC-Molekiil kann Protease-aktivierter Rezeptor 1 spalten, wodurch zytoprotektive
Zellsignale initiiert werden. Neben einer antikoagulatorischen Funktion besitzt APC somit
auch zytoprotektive Eigenschaften, die anti-inflammatorische und antiapoptotische
Aktivititen beinhaltet (Griffin et al., 2007).

Plattchenfaktor 4 kann ebenfalls eine Erh6hung der APC-Bildung erreichen. Plattchenfaktor 4
ist ein Protein aus der alpha-Granula von Thrombozyten, welches eine Erhdhung der Affinitit
von PC fiir den Thrombin-TM-Komplex bewirkt (Van de Wouver et al., 2004).

2.2.4. Protein S

Protein S ist ein Vitamin-K-abhingiges Glykoprotein. Seine Synthese findet in erster Linie in
der Leber aber auch in Endothelzellen und moglicherweise auch in Megakaryozyten statt.

PS besitzt eine hohe Affinitit fiir negativ geladene Phospholipidmembranen und formt einen
membrangebunden Komplex mit APC. Dabei wirkt PS als Kofaktor von antikoagulatorisch
aktivem APC bei der Inaktivierung von FVa und FVIlla. Die APC-Bindestelle befindet sich
vermutlich auf der EGF 1-Domine von PS. Ebenfalls beteiligt an der Wechselwirkung mit
APC sind Gamma-Carboxy-Glutaminsidure-, EGF 2 - und die Thrombin-sensitive Doméne
des PS-Molekiils. In der Zirkulation sind etwa 60-70 % des PS in einem nicht-kovalenten
Komplex reversibel an Komplementfaktor C4b gebunden. Die Komplexbildung fiihrt zum
Verlust der APC-Kofaktor-Funktion von PS. Vermutet wird, dass PS den Abstand zwischen
dem aktiven Zentrum des APC-Molekiils und der Membran von Phospholipiden verkiirzt.
Dies kann wichtig sein fiir die geeignete Anordnung von APC im Hinblick auf die
Spaltstellen an FVa und FVIIIa (Dahlback und Villotreix, 2005b).

2.2.5. Antikoagulatorische Aktivitit von APC

Aktiviertes Protein C bindet an anionische Phospholipide auf der Oberfliche von
Endothelzellen. Dort bildet APC mit seinen Kofaktoren multimolekulare Komplexe und
inaktiviert seine Substrate FVa und FVIlla durch enzymatische Proteolyse.

Am FVa-Molekiil spaltet APC drei Peptidbindungen an den Positionen Arg306, Arg506 und
Arg679. Die Proteolyse an Arg506 ist kinetisch begiinstigt und erfolgt unabhéngig von PS.
Nach dieser Spaltung verbleibt dem FVa durch eine reduzierte FXa-Kofaktor-Aktivitit noch
eine restliche prokoagulatorische Aktivitit. Die weitere APC-induzierte Spaltung an Arg306
wird durch PS gefordert und fiihrt zur Dissoziation der A2-Domine des FVa-Molekiils. Durch
die Spaltungen wird die vollstindige Inaktivierung von FVa erreicht. Die Proteolyse an
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Arg679 scheint fiir die FVa-Inaktivierung von geringer Bedeutung zu sein (Dahlbiack und
Villoutreix, 2005a; Sun et al., 2004).

An der FVIlla-Inaktivierung ist neben PS auch FV als APC-Kofaktor beteiligt. Der genaue
Ablauf wird im Kapitel 2.3.6. beschrieben.

2.2.6. Regulation der APC-AKktivitit im Plasma

Die Regulation der APC-Aktivitat im Plasma findet hauptsachlich durch die Serpine Protein
C-Inhibitor (PCI), al-Proteinase-Inhibitor und Plasminogen Aktivator Inhibitor-1 statt.
Einfluss auf die Aktivitit von APC im Plasma hat wahrscheinlich auch das nicht zur Familie
der Serpine zdhlende a,-Makroglulin (Rezaie, 2003).

Den bedeutensten physiologischen Inhibitor von APC stellt PCI dar. Die inhibitorische
Aktivitit von PCI kann hierbei durch die Anwesenheit des Glykosaminglykans Heparin
entscheidend gesteigert werden. So binden APC und PCI an ein gemeinsames Heparin-
Molekiil, was zur Ausbildung eines terniren Komplexes fiihrt (Huntington und Li, 2009).
Hierbei ist der zu beachtende beschleunigende Effekt proportional zum Molekulargewicht des
beteiligten Heparin-Molekiils (Aznar et al., 1996). Dabei konnte eine minimal notwendige
Lange von 8 Monosachariden identifiziert werden (Li et al., 2007).

2.3. Faktor VIII

2.3.1. Faktor VIII-Gen

Das humane FVIII-Gen ist auf dem langen Arm des Chromosoms X in der Region Xq28
lokalisiert und zirka 186 Kilobasen groB. Die genetische Information erstreckt sich auf 26
Exons, die eine messenger RNA von zirka 9 Kilobasen codieren. Zwischen den codierten
DNA-Sequenzen liegen als nichtcodierende Nukleotidfolgen 25 Introns. Das FVIII-
Vorlauferprotein umfasst 2351 Aminosdauren (AS), von dem ein Signalpeptid aus 19
Aminosduren abgespalten wird (Bowen, 2002).

2.3.2. Faktor VIII-Protein

FVIII wird als Einzelketten-Polypeptid aus 2332 Aminosiuren mit einem Molekulargewicht
von etwa 300 kDa sezerniert. Die Hauptsynthese des Proteins findet in der Leber in
sinusoidalen Endothelzellen statt. Vermutet wird, dass die Produktion von FVIII auch in Milz,
Lunge und Niere erfolgt (Lenting et al., 2007). Der normale FVIII-Spiegel im Plasma betrigt
1 nmol/L (Vlot et al., 1998). Das FVIII-Molekiil besteht aus einer Doménenstruktur, die sich
aufgrund interner Sequenzhomologien in A-, B-, und C-Doménen gliedert. Angeordnet sind
diese in der Reihenfolge Al (AS 1-336), A2 (AS 373-710), A3 (AS 1690-2019), B (AS 741-
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1648), C1 (AS 2020-2172 ) und C2 (AS 2173-2332). Diese Struktur ist identisch mit der
Domainenanordnung im FV-Molekiil.

Die A-Dominen weisen untereinander eine Homolgie von etwa 30 % auf und zeigen
aullerdem auch Homologien zu FV und dem kupferbindenden Plasmaprotein Ceruloplasmin.
Auch die Sequenzen der C-Doménen sind dhnlich wie die C-Doménen von FV.

Im Gegensatz hierzu besitzt die Aminosiduresequenz der B-Doméne weder Homologien zur
B-Doméne von FV, noch zu anderen Proteinen. Die Doméne hat einen hohen Gehalt an
Glykosylierungen iiber Stickstoffbindungen.

Die Struktur von FVIII weist zwischen den Dominen saure Regionen (al, a2, a3) auf, die eine
hohe Dichte der Aminosduren Asparaginsdure und Glutaminsdure besitzen (Lenting et al.,
1998). Das Segment al (AS 337-372) schlieBBt sich unmittelbar an die Al-Doméine und a2
(AS 711-740) unmittelbar an A2 an. Vor A3 befindet sich a3 (AS 1649-1689). Insgesamt
ergibt sich somit die nachfolgende Doménenstruktur von Faktor VIII (NH;)-Al-al-A2-a2-B-
a3-A3-C1-C2 (COOH) (Abb. 2).

Von den stattfindenden posttranslationalen Modifikationen am FVIII-Molekiil ist die
Sulfatierung von Tyrosinresten innerhalb der sauren Regionen a2 und a3 erforderlich fiir die
biologische Funktion des FVIIIL. Diese tragen zur Kofaktor-Funktion und vWF-Bindung bei
(Fay, 2004).

Infolge von intrazelluliren Proteolysen wihrend der Sekretion in die Blutbahn ist der
zirkulierende FVIIII ein herterodimeres Molekiil aus leichter und schwerer Kette. Die
Spaltung an Argl648 zwischen den Dominen B und A3 fiihrt zur Entstehung dieser
heterodimeren Form. Im Plasma sind vor der FVIII-Aktivierung zusitzliche Thrombin-
induzierte Proteolysen zwischen Aminosdurerest 741 und 1313 mdglich (El-Maarri et al.,
2005). Dadurch besteht FVIII im Blut aus einheitlich aufgebauten leichten Ketten mit A3-C1-
C2 (80 kDa) sowie heterogen ausgebildeten schweren Ketten, die unterschiedlich grof3e oder
gar keine B-Domidnen aufweisen. Die minimale GroBe der schweren Kette aus Al-A2-
Dominen hat ein Molekulargewicht von 90 kDa. Abhingig vom Ausbildungsgrad der B-
Doméne kann sich das Molekulargewicht der Kette bis hin zu 210 kDa erstrecken (Vlot et al.,
1998).

Uber ein zweiwertiges Metall zwischen Al und A3 sind leichte und schwere Kette nicht-
kovalent verbunden. Vermutlich handelt es sich hierbei um Kupferionen. Fiir die Ausbildung
der FVIII-Kofaktor-Aktivitit sind auBerdem zweiwertiges Calcium und Magnesium
essentiell, die die Konformation des Heterodimers beeinflussen (Fay, 2004).

Fiir die prokoagulatorische Aktivitit von FVIlla als Kofaktor bei der FXa-Generierung ist die
B-Domine nicht erforderlich (Toole et al., 1986, Pipe et al., 2005). Die B-Domine ist stark
glykosyliert. Im Bereich der FVIII-B-Doméne befinden sich 18  Stickstoff-
Glykolysierungsstellen von Asparagin. Im Vergleich zum Volllingen-Molekiil bildet B-
Doméne-deletierter (BDD) FVIII (BDD-FVIII) eine hohere Rate an messenger-RNA-
Generierung und des priméren Translatations-Produktes. Dennoch weist BDD-FVIII keine
stark gesteigerte Sekretionsrate auf (Pipe et al., 2005). Es wurde festgestellt, dass die B-
Domine wesentliche Bedeutung bei der intrazelluldren Biosynthese von FVIII hat. Durch die
Interaktion mit Chaperon-Proteinen ist die B-Doméne intrazellulir an der Faltung und
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Sekretion des FVIII beteiligt (Makogoneneko et al., 2005). Relevant ist diese Doméne auch
fiir den intrazellularen Transport des FVIII vom Endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-
Apparat (Zhang et al., 2005). Untersuchungen zeigten, dass die Effizienz der Sekretion des
FVIII-Proteins von der Grée und vom Oligosaccharid-Gehalt der B-Domine abhingig ist
(Pipe et al., 2005). Wahrscheinlich ist die B-Doméne auch beteiligt an der FVIII-Clearance
iiber Asialoglycoprotein-Rezeptor, der die Endozytose aus dem Blut vermittelt
(Makogoneneko et al., 2005).

A1 al A2 a2 B 23 A3 Cl | C2

N

Schwere Kette Leichte Kette

Abbildung 2: Anordnung der FVIII-Dominen auf schwerer und leichter Kette (modifiziert
nach Ngo et al., 2008).

2.3.3. Faktor VIII-vWF

Im Blut zirkulieren 95-98 % des FVIII in einem nicht-kovalenten Komplex mit seinem
Tragerprotein vWF (Lenting et al., 2007). FVIII bindet an vWF mit hoher Affinitdt, ermittelt
wurde eine Dissoziationskonstante (Kd) von 0,3 nM. Die Bindungsregionen des vWF an das
FVIII-Molekiil liegen im Bereich der leichten Kette. An der aminoterminalen Region der
leichten Kette bindet vWF im Bereich der Aminosdurereste 1649-1689. Am
carboxyterminalen Ende sind die Positionen 2303-2332 in C2 als weiterer Bindungsbereich
fir vWF ermittelt worden. Neuere Untersuchungen vermuten einen sich auf a3-CI1-C2
ausdehnenden Interaktionsbereich von vWF an FVIII (Fay, 2004).

Fir seine Funktion als FVIII-Tragerprotein ist die Grofe des vWF-Molekiils nicht
entscheidend und nicht nur high-molecular-weight Multimere sind fiir diesen Vorgang von
Bedeutung. Jedes der vWF-Monomere ist in der Lage, ein FVIII-Molekiil zu binden. In vivo
tragen jedoch nur 1-2 % der vorliegenden vVWF-Monomere FVIII (Castaman et al., 2003). Die
Halbwertszeit von FVIII in der Zirkulation hingt entscheidend von der Bindung an vWF ab.
Durch den Komplex mit vWF erhdht sich die FVIII-Halbwertszeit von 2-3 Stunden auf 12-14
Stunden (Kaufman und Pipe, 1999). Die Wirkung des vWF beruht auf einer Reihe von
Mechanismen. Zum einen erhoht vWF die Stabilitét der Interaktion von leichter und schwerer
Kette. vWF schiitzt FVIII auBerdem vor proteolytischem Abbau durch Phospholipid-bindende
Proteasen wie APC und FXa. Des Weiteren stort vVWF die Bindung von FVIII an negativ
geladene Phospholipidoberflichen, z.B. an Thrombozyten. AuBlerdem inhibiert vWF die
Bindung von FVIII an FXa, wodurch dessen Beitritt zum FX-Aktivierungskomplex verhindert
wird. Nicht an vVWF gebundener FVIIIL, der frei im Blut zirkuliert, wird schnell abgebaut {iber
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die Aufnahme durch Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein 1. Low Density
Lipoprotein Receptor-related Protein 1 ist ein zellularer Membranrezeptor der Low Density
Lipoprotein-Rezeptorfamilie. Die Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein 1-
vermittelte Entfernung von freiem FVIII aus der Blutbahn wird unterstiitzt durch weitere
Rezeptoren, die ebenfalls die Fahigkeit zur Aufnahme von FVIII besitzen. Dabei handelt es
sich in erster Linie um LDL-Rezeptor und Heparansulfat-Proteoglykane (Lenting et al.,
2007).

2.3.4. Faktor VIII-Aktivierung

Das FVIII-Heterodimer hat keine biologische Aktivitat. Aktiv wird der Prokofaktor FVIII
nach limitierter proteolytischer Aktivierung durch Thrombin und FXa. Gebildeter FVIlla
kann als Kofaktor von FIXa im Tenase-Komplex wirken (Lentling et al, 1998). Thrombin gilt
als physiologischer Hauptaktivator von FVIII (Eaton et al., 1986a; Pieters et al., 1989). Im
Vergleich zur Aktivierung durch FXa bewirkt die Aktivierung durch Thrombin eine hohere
prokoagulatorische Aktivitit des FVIII (Nogami et al., 2000; Parker et al., 1997).

Wihrend der Thrombin-vermittelten FVIII-Aktivierung finden Proteolysen an 3 Arg-Ser-
Peptid-Bindungen (Arg740, Arg372 und Argl689) innerhalb des FVIII-Molekiils statt (Eaton
et al., 1986a; Regan und Fay, 1996). Im Zuge der Spaltung an Arg740 wird die B-Doméne,
beziehungsweise ihre Fragmente, von der schweren Kette entfernt und mit der Spaltung an
Position Arg372 werden die Al - und A2-Doménen getrennt. Dadurch bilden sich 50-kDa A1
und 40-kDa A2 Untereinheiten. Mit weiterer Proteolyse an Aminosédureposition Argl689 in
der leichten Kette wird die saure Region a3 am aminoterminalen Ende von A3 frei, wodurch
eine 70- kDa A3-C1-C2-Untereinheit hervorgeht (Bhopale und Nanda, 2003; Eaton et al.,
1986a; Myles et al., 2002). Fiir den Prozess der Thrombin-vermittelten FVIII-Aktivierung
wird eine geordnete Abfolge der drei Spaltungen vermutet. Die Proteolyse an Arg740 wird als
initialer Vorgang betrachtet, der die iibrigen Spaltvorginge an den Positionen Arg372 und
Argl689 erleichtert und effiziert (Newell und Fay, 2007).

Eine wesentliche Bedeutung bei der FVIII-Aktivierung besitzen Exosite I (Anion-binding-
exosite I) und Exosite II (Anion-binding-exosite II) des Thrombin-Molekiils. Exosite I und
Exosite II sind Erkennungsdominen, tiber die Thrombin makromolekulare Substrate und
Kofaktoren erkennt. Diese Regionen liegen abseits des aktiven Zentrums und sind durch eine
hohe Dichte basischer Reste charakterisiert. Wichtig fiir die Spaltvorginge an den FVIII-
Positionen Arg372 und 1689 ist Exosite I. Exosite II scheint hingegen von groBerer
Bedeutung fiir die Spaltung an Arg 372 zu sein. Einfluss auf die FVIII-Aktivierung hat
aullerdem der 50er-Insertionloop von Thrombin. Auch die Bindung von Natriumionen an der
Natrium-Bindestelle des Thrombin-Molekiils wirkt sich auf die Vermittlung der FVIII-
Aktivierung aus. Sind Natriumionen an Thrombin gebunden, besitzt dieses eine hohere
Effizienz bei der Spaltung von FVIII und auch FV (Myles et al., 2002).

Als eine der Bindungsstellen fiir Thrombin an FVIII wurde die C2-Doméne der leichten Kette
identifiziert. Die Bindung von Thrombin an diesen FVIII-Bereich ist fiir die Proteolyse an
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Arg 1689 verantwortlich (Nogami et al., 2000). Weitere Resultate weisen darauf hin, dass mit
Natrium besetzte Thrombin-Molekiile signifikant hohere Affinititen fiir die Interaktion mit
A1l im Vergleich zum Kontakt zur A2-Domine besitzen. Die Wechselwirkung mit der A2-
Domine des FVIII-Molekiils scheint hingegen relativ unabhingig davon zu sein, ob
Natriumionen an Thrombin gebunden sind. Vermutet wird auerdem, dass die Region 389-
394 in der A2-Doméne mit Thrombin iiber deren Exosite II interagiert, wodurch die Spaltung
an Position 740 von FVIII vermittelt wird (Nogami et al., 2005).

Auch FXa aktiviert FVIII durch limitierte Proteolyse an den Spaltstellen Arg372, Arg740 und
Argl689. Zusitzlich spaltet FXa an Position Argl721 (Saenko et al., 1999). Der bei der
Thrombin-vermittelten FVIII-Aktivierung beobachtete geordnete Ablauf der Proteolysen, der
eine initiale Spaltung an Arg740 zeigte, wurde beim Vorgang der FXa-induzierten
Proteolysen in einem weniger starken Ausmal} festgestellt. Vermutet wird daher, dass
verschiedene Mechanismen bei der FVIII-Aktivierung durch Thrombin und FXa existieren
(Newell und Fay, 2007).

2.3.5. Faktor VIIla

FVIIla ist ein ein heterotrimeres Protein aus den Untereinheiten A1, A2 und A3-C1-C2.
Zwischen den Al und A3-C1-C2-Untereinheiten verbleibt die Metallionenbindung. Die A2-
Untereinheit ist mit dem AI1-A3-C1-C2-Dimer nur schwach {iber elektrostatische
Wechselwirkungen assoziiert. Die Verbindung von A2 mit dem Dimer ist reversibel. Etwa

90 % der Bindungsenergie fiir die Assoziation von A2 mit dem Heterodimer stammt aus der
Interaktion mit Al.

Bei der Spaltung an Position 372 wird eine Stelle fiir die Interaktion mit FIXa freigelegt (Fay
et al., 2001). Durch Abspaltung von a3 bei der Proteolyse an Argl689 wird FVIII von seinem
Tragerprotein vVWF entlassen (Lollar et al., 1988; Nogami et al., 2000). Infolge der Trennung
vom VWF ist FVIII in der Lage, an anionische Phospholipdoberflichen (auch Thrombozyten)
zu binden.

Der gebildete FVIIla besitzt die Fahigkeit, FIXa zu binden und als dessen Kofaktor im
Tenase-Komplex zu wirken. Durch FVIIla wird der durch FIXa katalysierte Umsatz von FX
zu FXa in einer GroBenordnung von einigen Zehnerpotenzen beschleunigt (Fay, 2004;
Rosenblum et al., 2002; Van Dieijen et al., 1981). Der genaue Mechanismus der Kofaktor-
Aktivitit von FVIII im intrinsischen Tenase-Komplex ist immer noch unzureichend
aufgeklart (Fay, 2004).

Die Anordnung des intrinsischen Tenase-Komplexes wird durch Protein-Lipid und Protein-
Protein-Interaktionen vermittelt. Die Bindung von FVIIla und FIXa an negativ geladenen
Phospholipid-Oberflachen erfolgt mit hoher Affinitat (Kd-Werte ~ 1 nM und ~ 15 nM). Die
fiir die Interaktion mit FIXa entscheidenden Bereiche im FVIIla-Molekiil befinden sich
wahrscheinlich in A2 und A3. An A3 wurde der Aminosdurebereich von R 811 bis 1818
identifiziert. In der A2-Untereinheit R 484-509 und R 558-565. Nur wenige Einblicke liegen
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zur Verbindung von FVIIla mit FX vor. Ermittelt werden konnte als Faktor X-Bindungsstelle
der Bereich R 336- 372 von FVIIIa (Fay, 2004).

Zwei Funktionen des FVIIla als Kofaktor bei der FX-Aktivierung, die bereits friih festgestellt
wurden, sind die Erhohung der katalytischen Konstante der Generierungsreaktion und die
Steigerung der Menge an Phospholipid-gebundenem FIXa. Es wurde gezeigt, dass eine
positive Korrelation zwischen der Rate der FXa-Generierung und der FX-Bindung an FVIIla
besteht. Deshalb wurde eine regulatorische Rolle des FVIIla-FX-Komplexes bei der FX-
Aktivierung angenommen. Diese Annahme stimmte mit der Feststellung {iberein, dass die
angezeigte Michaelis-Konstante der FX-Aktivierung von der FVIIla-Konzentration abhangig
ist. Die Autoren der entsprechenden Studie vermuten, dass der Regulationsmechanismus der
FXa-Generierung durch den FVIIla-FX-Komplexes darin besteht, Substrat (FX) an der
Phospholipidmembran bereitzustellen. AuBerdem wird die Hypothese angebracht, dass der
FVIlla-FX-Komplex, und nicht FX, das tatsichliche Substrat bei der FX-Aktivierungs-
Reaktion ist (Panteleev et al., 2005).

2.3.6. Faktor VIlla-Inaktivierung

Die Aktivitit von FVIIla ist nur wenig stabil und zerfillt bei physiologischem pH-Wert
spontan. Ursache fiir die Instabilitit des FVIIla ist die spontane Dissoziation der A2-
Untereinheit. Die Ablosung von A2 vom aktivierten Molekiil ist ein reversibler Prozess, der
eine FVIIla-Halbwertszeit von etwa 2 Minuten bewirkt (Parker et al., 2006). Dieser FVIII-
Inaktivierungsprozess stellt den primidren Vorgang dar, der zur Abschwichung des
intrinischen  Tenase-Komplexes fiihrt. Der APC-induzierten irreversiblen FVIlla-
Inaktivierung durch Proteolyse wird kein grofer Anteil an der Herunterregulierung des
Tenase-Komplexes zugeschrieben. Demgegeniiber ist die APC-induzierte FVa-Inaktivierung
vermutlich weitestgehend fiir die Verringerung der Aktivitit des Prothrombinase-Komplexes
verantwortlich.

APC spaltet FVIIla an Aminosdure-Resten Arg336 der Al-Doméne und Arg562 in der A2-
Doméne. Beide Spaltvorgidnge am FVIIIa-Molekiil wirken sich auf die enzymatische Aktivitit
von FIXa bei der FXa-Generierung aus. Die Spaltung an Arg336 verdndert die
Wechselwirkung zwischen den FVIlla-Untereinheiten A1 und A2, was sich unter anderem in
reduzierten Werten der katalytischen Konstanten der FX-Aktivierung durch den intrinsischen
Tenase-Komplex auswirkt (Fay, 2004). Die Proteolyse an Arg562 findet an einer
entscheidenden Stelle fiir den Kontakt zwischen FVIIla mit FIXa {iber dessen Loop 558-565
statt (Fay, 2004).

In einer jiingeren Untersuchung konnte gezeigt werden, dass die Spaltung an Arg336, im
Gegensatz zur Proteolyse an Position 562, keine vollstindige Inaktivierung von FVIlla
erreicht (Gale et al., 2008). In der Studie von Gale et al. (2008) konnten die APC-vermittelten
proteolytischen Spaltungen sowohl isoliert voneinander als auch separiert von der FVIIla-
Inaktivierung aufgrund von Dissoziation der A2-Untereinheit analysiert werden. Die
Einfiihrung einer Disulfidbriicke zwischen den A2- und A3-Untereinheiten in FVIII-
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Varianten verhinderte die spontane Ablésung von Al vom FVIIla-Molekiil. Die
proteolytische Spaltung an Arg336 ereignete sich in der Untersuchung dabei mit einer 6-fach
hoheren Geschwindigkeit. Bereits eine frithere Studie konnte eine schnellere Spaltung an
Arg336 durch APC als an 562 ermitteln (Varfay et al., 2006). Diese Studie analysierte
weiterhin den Einfluss der in vivo vorliegenden APC-Kofaktoren PS und FV auf die FVIlla-
Inaktivierung durch APC. Sowohl PS als auch FV bewirken eine Erh6hung die Proteolyserate
an beiden APC-Spaltvorgiangen. FV erreicht eine Steigerung der Spaltungsrate allerdings nur
in Gegenwart von PS. Beide APC-Kofaktoren erzielen eine groBere Steigerung der
Spaltungen an Arg562. Insgesamt ergab die Studie, dass in Gegenwart beider APC-
Kofaktoren, die Proteolyse an Position 336 nur 2-fach schneller ablauft als an Arg562,
weshalb beiden Spaltungen eine signifikante Bedeutung bei der FVIII-Inaktiverung
zugeschrieben wird.

Féhig zur proteolytischen FVIlla-Inaktivierung sind auch FXa und FIXa. Beide Proteasen
spalten FVIIla an Position Arg336. Die Spaltung durch FIXa geschieht {iber einen
verlangerten Zeitverlauf und wurde erst bei einer hohen Konzentration der Protease
beobachtet. FXa spaltet zusitzlich an Lys36 der Al-Untereinheit und weist langsame
katalytische Raten fiir die Spaltvorgdnge an FVIIla auf. Die Proteolyse an Lys36 verdndert
vermutlich die Konformation der A1-Untereinheit von FVIIla, wodurch die Affinitdt der Al-
fir die A2-Untereinheit beeinflusst wird. Der physiologische Stellenwert der FVIIla-
Inaktivierung durch FXa-induzierte Proteolyse verbleibt noch zu bestimmen. Es existiert die
Annahme, dass FXa in vivo zur Abschwichung der Aktivitit des intrinsischen Tenase-
Komplexes beitragt (Fay, 2004).

2.4. Himophilie A

Die Hémophilie A ist eine X-chromosomal-rezessiv vererbte Blutgerinnungsstorung. Ihre
Ursache sind Mutationen im FVIII-Gen, die zu einem Mangel oder Dysfunktion von FVIII
fiihren. Als Folge liegt im Organismus eine verringerte FVIII-Aktivitdt vor. Die Inzidenz der
Erkrankung betrigt etwa 1:10000 Geburten (Manucci, 2002). Begriindet durch die X-
chromosomal-rezessive Vererbung, leiden in der Regel Jungen und Ménner an der
Erbkrankheit, deren X-Chromosom die mutierte Erbanlage tragt. Frauen sind iiberwiegend
Ubertrigerin der Himophilie A (Plug et al., 2006).

Unterschieden werden verschiedene Schweregrade der Hamopophilie A, die der
verbleibenden FVIII-Restaktivitit zugeordnet werden. Leichte Form (FVIII-Restaktivitit 6-30
%), mittelschwere Form (FVIII-Restaktivitat 1-5%) und schwere Form (FVIII-Restaktivitit
unter 1 %). Patienten mit der schweren Form der Hamophilie A zeigen hiufig
Spontanblutungen und Blutungen nach unbedeutenden Traumata, die sich vorzugsweise in
Muskeln und Gelenken ereignen (Manucci, 2002). Der Normbereich liegt bei einerFVIII-
Restaktivitdt von 70-150 %.

Die der Hamophilie A zu Grunde liegenden genetischen Defekte sind in liber 90 % der
Patienten Nonsense- oder Missense-Punktmutationen und bei etwa 5-10 % der erkrankten
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Personen  Deletionen. Seltenere Mutationstypen sind Insertionen und chromosomale
Rearrangements wie Inversionen. Ausnahme ist die Intron-22-Inversion, die bei Patienten mit
schwerer Hamophilie A der haufigste Molekulardefekt ist (Bowen, 2002). Bereits mehr als
200 Mutationen im FVIII-Gen sind bisher identifiziert worden. Eine Datenbank der
verschiedenen Mutationstypen der Hamophilie A kann iiber Internet eingesehen werden
(Manucci, 2002). Die verschiedenen Mutationstypen konnen zu Defekten in der Expression,
Sekretion, und/oder Halbwertszeit von FVIII in der Zirkulation fithren. Manche Hamophilie
A-Mutationen bilden stabilen aber dysfunktionalen FVIII (Shen et al., 2007).

Basis der Behandlung der Hamophilie A ist die intravendse Substitution von FVIIL. Durch
die Entwicklung von hochgereinigten pbFVIII-Konzentraten aus Spenderplasmen, gelang in
den 1970er Jahren ein grundlegender Fortschritt, der den Beginn der modernen
Substitutionstherapie bedeutete (Mannucci, 2003). Neben der prophylaktischen Therapie wird
die  On-Demand-Therapie  unterschieden. @~ Die  On-Demand-Therapie ist eine
Bedarfsbehandlung, bei der FVIII im Fall von auftretenden Blutungen appliziert wird
(Oldenburg und Barthels, 2008; Srivastava, 2002).

Die Kontamination von Plasma-FVIII-Konzentraten mit Krankheitserregern stellt ein
potentielles Infektionsrisiko fiir Hamophilie A-Patienten dar. Insbesondere die Ubertragung
von HIV-und Hepatitis C-Viren erforderte Anfang der 80er Jahre die Einfithrung von Virus-
inaktivierenden = Verfahrensschritten in den Herstellungsprozess der FVIII-Konzentrate
(Mannucci et al.,, 2001). Seit Anfang der neunziger Jahre stehen rFVIII-Priparate zur
Verfiigung. Moglich wurde die In-vitro-Expression von humanem FVIII durch die
Aufklarung der Struktur des FVIII-Gens 1984 sowie erreichten Fortschritten in den
molekularbiologischen Technologien (Pipe, 2005; Saenko et al., 2003). Mit Refacto (Wyeth)
steht seit 1999 auch ein kommerzielles B-Doménen-deletiertes rekombinantes FVIII-Préaparat
(BDD-rFVIII) zur Verfiigung. Die Produktion von rekombinantem FVIII erfolgt in tierischen
Baby Hamster Nieren — oder Chinese Hamster Ovar-Zellkulturen. Entsprechend der Zusitze
von tierischen oder menschlichen Proteinen (in der Zellkultur oder als FVIII-Stabilisator)
gehoren rekombinante Priparate verschiedenen Produkt-Generationen an (UKHCDO, 2003).
In der dritten Generation (Advate, Baxter) sind diese Proteine weder in der Zellkultur noch in
den einzelnen Herstellungsschritten eingesetzt worden (Kessler, 2005).

Bei etwa 30 % der Patienten mit schwerer und mittelschwerer Hamophilie A entwickeln sich
Alloantikorper gegen infundierten FVIIL. Die Immunreaktion tritt im Allgemeinen innerhalb
des ersten Jahres der Substitutionstherapie auf (Lollar, 2004).

Der Gehalt an FVIII wird in Internationalen Einheiten (IE, International Units, IU) pro ml
Ampulleninhalt angegeben. Zur besseren Vergleichbarkeit erfolgt die Angabe auch in IE/ml.
Definiert ist eine IE FVIII-Aktivitit als diejenige Menge, die in 1 ml normalem Humanplasma
vorliegt. Die Angabe durch die MalBeinheit Prozent findet bei der laborchemischen
Bestimmung der FVIII-Aktivitiat, hauptsdchlich zur Untersuchung von Patientenproben,
Anwendung. Dabei handelt es sich um Relativprozente, die sich auf ein Standard-
Normalplasma beziehen. Zur Beschreibung der spezifischen Aktivitit der FVIII-Priparate gilt
die Definition IE/mg Protein, nach der sich die Priparate auch in verschiedene Reinheitsgrade
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unterscheiden lassen. Hochgereinigte Konzentrate weisen FVIII in sehr hoher Konzentration
auf. Andere Proteine als FVIII sind nur in sehr geringer Mengen bzw. gar nicht vorhanden.
Die Konzentrate sind rekombinant hergestellt oder hochgradig gereinigt (z.B. mit
monoklonalen Antikdrpern). FVIII-Konzentrate mit mittlerem Reinheitsgrad enthalten als
weiteren Faktor vWF in einer nicht standardisierten Menge (Barthels und Schramm, 2004).
Das in dieser Arbeit eingesetzte Produkt Haemate HS (Dade Behring) stellt eine Ausnahme
dar und beinhaltet einen standardisierten Gehalt vWF. Dieses FVIII-Konzentrat ist sowohl zur
Behandlung der Hamophilie A als auch zur Behandlung des von-Willebrand-Syndroms
zugelassen.

Die verschiedenen Reinheiten der FVIII-Konzentrate sind das Ergebnis von unterschiedlichen
Verfahrensmethoden, die zur Reinigung und Fremdproteinentfernung sowie zur
Virusinaktivierung- und Reduzierung angewendet werden. Wesentliche Verfahren bei der
Herstellung von FVIII-Priparaten sind Préazipitationen (pbFVIII) und verschiedene Formen
der Chromatographie. Allen derzeit erhdltlichen rFVIII-Préparaten ist gemeinsam, dass sie
unter anderem mit Hilfe der Immunoaffinititschromatographie gereinigt werden. Dabei
werden murine monoklonale Antikorper gegen humanen FVIII eingesetzt. Hauptma3nahmen,
die zur Eliminierung und Reduzierung von Viren angewendet werden, sind Filtrationen,
Solvent-Detergens-Verfahren, Pasteurisierungen und Trockenhitzebehandlungen. Diese
Techniken schiitzen vor der Ubertragung von lipid-umhiillten Viren. Nicht-umbhiillte
Pathogene wie Parvovirus B19 konnen die Prozesse iiberleben (Key und Negrier, 2007;
UKHCDO, 2003).

2.5. Aptamere
2.5.1. Aptamere und ihre funktionellen Eigenschaften

Aptamere sind kurze, einzelstringige (ss, single-stranded) Nukleinsduren (ssDNA oder
ssRNA-Molekiile). Der Begriff Aptamer entstammt dem lateinischen Wort ,,aptus® (passend)
und dem Griechischen ,,meros“ (Teilchen) (Mayer und Famulok, 2007). Aptamere falten eine
spezifische dreidimensionale Struktur, die es ihnen ermdglicht, genau passend an ihr
Zielmolekiil (Target) zu binden (Jayasena, 1999). Im Jahr 1990 berichteten die beiden
Forschungsgruppen Ellington und Szostak (1990) sowie Tuerk und Gold (1990) erstmals von
der Entwicklung von RNA-Aptameren. Bis heute sind Aptamere gegen eine Bandbreite von
Molekiilen gewonnen worden. Selektiert wurden Aptamere gegen kleine Zielmolekiile wie
(beispielsweise) Metallionen, Nukleinbasen, Aminosduren, Aminoglycoside, Farbstoffe,
Antikorper, Antibiotika, Peptide, Aminosduren, biologische Kofaktoren, wie z.B.
Nikotinamidadenindinukleotid, Proteine und auch lebende Zellen und Viren. Die Generierung
von Aptameren erfolgt durch einen In-vitro-Selektions- und Amplifikationsprozess, der als
SELEX (Systematic Enrichment of Ligands by Exponential Amplification) bezeichnet wird
(sieche Punkt 2.5.4.).
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Aptamere kennzeichnen sich durch eine hohe Target-Spezifitat. Der hohe Grad der Spezifitit
ermdglicht es Aptameren, selektiv ihr Zielmolekiil zu binden und auch eng verwandte
Molekiile von diesem zu unterscheiden. Unterschieden werden konnen bereits D-und L-
Enantiomere chiraler Molekiile und kleine strukturelle Verdnderungen wie Methyl- und
Hydroxylgruppen (Jayasena, 1999).

Aptamere binden ihr Zielmolekiil mit hoher Affinitit. Die Dissoziationskonstanten liegen
hierbei im picomolaren bis nanomolaren Bereich (Becker et al., 2005; Nimjee et al., 2005b).
Aptamer-Affinitat und Aptamer-Spezifitat konnen wahrend des Selektionsvorgangs moduliert
werden und ergeben sich unter anderem durch die Art der Komplexbildung, die durch
»adaptive recognition erfolgen kann. Bei dieser Bindung konnen sich sowohl
Konformationsianderungen am Aptamer als auch am Target ereignen. Nach der rdumlichen
Faltung um den Liganden (adaptive folding) erhalten die Aptamere eine stabile und definierte
Konformation (Famulok und Mayer, 2005; Hermann und Patel, 2000).

Im Allgemeinen bilden ein oder zwei Strukturmotive die Basis eines Apatmers. Vorwiegend
formen Aptamere verschiedene Haarnadelschleifen-Strukturen (hairpins), Pseudoknoten und
Quadruplex-Strukturen (Kulbachinsky, 2007). Die wichtigsten Interaktionen, die bei der
Assoziation mit dem Epitop des Target-Molekiils auftreten, sind neben Passgenauigkeit
(molecular shape complementarity), Wasserstoftbriickenbindungen, elektrostatische
Wechselwirkungen sowie Stapelwechselwirkungen (stacking interactions), die sich zwischen
den planaren Basen der Nukleotide ausbilden (Hermann und Patel, 2000). Aptamere tendieren
dazu, die biologische Funktionen ihrer Zielmolekiile zu verdndern. In den meisten Fillen
inhibieren Aptamere die Aktivitit des Target-Molekiils. Nur wenige der bisher identifizierten
Aptamere zeichnen sich durch eine stimulierende Wirkung aus (Kulbachinsky, 2007).

Die Fahigkeit von Aptameren zur Target-Bindung und Target-Inhibierung konnte sowohl in
vitro und in Zellkulturen als auch im lebenden Tiermodell aufgezeigt werden (Mayer und
Jenne, 2004).

2.5.2. Vorteile von Aptameren im Hinblick auf ihre Anwendung

Die Fahigkeiten, ein Zielmolekiil zu binden und zu inaktivieren, ldsst vielfach den Vergleich
von Aptameren mit Antikdrpern zu. Die Bindung an ein Target erfolgt bei beiden
Molekiilklassen mit dhnlicher Affinitat und Selektivitiat. Aptamere werden durch chemische
Synthese vollstindig in vitro hergestellt, die klassische Produktion von Antikérpern findet
hingegen in Tieren oder tierischen Zellkulturen statt. Aptamere konnen aufgrund der in-vitro-
Synthese auch gegen toxische und nicht-immunogene Target-Molekiile selektiert werden. Das
Herstellungsverfahren von Aptameren gewihrleistet die Produktion von hochreinen
Oligonukleotiden, die eine gleichbleibende Aktivitit aufweisen. Chargenabhingige
Qualitatsschwankungen, denen Antikorpern unterliegen, treten bei Aptameren nicht auf. Auch
liegen bisher keine Hinweise dafiir vor, dass Aptamere immunogen sind (Luzi et al., 2003;
Nimjee et al., 2005a).
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Ein Vorteil von Aptameren gegeniiber Antikorpern besteht darin, dass ihre Herstellung nicht
unter physiologischen Bedingungen erfolgen muss. Die Selektionsbedingungen (zum Beispiel
niedriger pH-Wert, Losungsmittel, Temperatur) konnen den vorherrschenden Gegebenheiten
des Anwendungsbereiches angepasst werden (Mairal et al., 2008). Aptamere besitzen eine
grofle Stabilitdt gegeniiber hohen Temperaturen. Denaturierungen sind reversibel. Bereits
innerhalb weniger Minuten konnen Aptamere wieder ihre aktive Konformation annehmen.
Auch Wiederverwendungen von Aptameren und Lagerungen fiir eine langere Zeitdauer sind
moglich. Antikorper sind hitzeempfindlich und denaturieren bei zu hohen Temperaturen
irreversibel (Jayasene, 1999).

Aufgrund der chemischen Herstellungsmethode ist es moglich, Aptamere gezielt zu
modifizieren. Neben Modifizierungen, die der Erhéhung von Affinitit, Spezifitit und
Stabilitdt dienen, konnen Aptamere auch mit verschiedenen Funktionen ausgeriistet werden.
Beispielsweise konnen wihrend der Synthese Reportermolekiile wie fluoreszierende Gruppen
oder Affinitdtsmarker eingebracht werden (Mayer und Jenne, 2004).

Wegen der Empfindlichkeiten gegeniiber Nukleasen, miissen besonders bei einer in-vivo-
Applikation von RNA-Aptameren nukleaseresistente Modifikationen an den zur Synthese
verwendeten Nukleotiden eingefiihrt werden. Die In-vitro-Halbwertszeit von unmodifizierten
RNA-Oligonukleotiden in Plasma betrdgt nur wenige Sekunden, bei der DNA liegt sie im
Bereich von 30-60 Minuten (White et al., 2001). Haufig durchgefiihrt werden stabilisierende
Modifikationen an 2’-Positionen. Beispielsweise durch Einbau einer 2’Fluoro- oder 2’-
Aminogruppe an der 2’-Position der Ribose (Eaton und Pieken, 1995; Famulok et al.; 2000).
Zum Schutz vor Exonukleasen konnen an den 5" und 3’-Enden der Aptamere Schutzgruppen
(Cap-Strukturen) angehidngt werden (Pendergrast et al., 2005). Die Verlingerung der
Halbwertszeit von RNA-Aptameren kann auch durch die Applikation von ,,Spiegelmeren®
verlangert werden. Anstatt den natiirlich vorkommenden rechtsdrehenden (D = dexter, rechts)
D-RNA’s oder D-DNA’s werden die L-konfigurierten (L = laevus, links) Enantiomere
eingesetzt (Breaker, 2004, Kulbachinsky, 2007). Diese spiegelbildlichen L-RNA’s werden
nicht durch Nukleasen abgebaut, da sie diese nicht als Substrat erkennen. Durch Konjugation
mit Polyethylenglykol oder anderen Molekiilen mit einem hohen Molekulargewicht (high-
molecular-weight molecules) wird eine zu schnelle renale Filtration und Exkretion der kleinen
Aptamer-Molekiile verhindert (White et al., 2000; Zhang et al., 2004).

Eine weitere positive Eigenschaft der Aptamere besteht darin, dass ihre Aktivitit durch ein
aptamerspezifisches Antidot reguliert werden kann. Die Moglichkeit, die Wirkung eines
Aptamers zu regulieren, ist von wesentlichem Interesse bei einer therapeutischen Anwendung
von Aptameren. Es handelt sich bei diesen Aptamer-Gegenmitteln um Antisense-Molekiile,
die an Aptamere durch komplementiare Basenpaarung binden. Die Wirkung eines Aptamers
kann dadurch unverziiglich aufgehoben werden (Mayer und Famulok, 2007; Rusconi et al.,
2002).
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2.5.3. Einsatzgebiete von Aptameren

Hohe Affinitat und Spezifitiat ermoglichen vielfiltige Einsatzmdglichkeiten von Aptameren.
Sie finden Einsatz als molekulare Werkzeuge in der Grundlagenforschung von Biomolekiilen
(Target-Validierung) sowie in der Diagnostik, Arzneimittelforschung und Therapie.

2.5.3.1. Target-Validierung

Aufgrund der Fahigkeit, die Funktionen von Proteinen zu inhibieren, sind Aptamere auch zur
Validierung von Target-Molekiilen geeignet. Die Target-Validierung umfasst die Aufklarung
von Protein-Funktionen, die Identifizierung von Proteinen als mutmaBliche Verursacher von
Krankheiten sowie deren Zugingigkeit/Empfanglickeit fiir therapeutische Eingriffe. Eine
Vorgehensweise auf dem Gebiet der Target-Validierug besteht darin, den Funktionsverlust
eines Proteins durch genetische Inaktivierung auf Genom — oder Transkriptionsebene zu
erreichen (Proske et al., 2005). Als Alternative hierzu bieten Aptamere einige Vorteile. Einer
der wesentlichen Vorteile ist, dass Aptamere nicht das Gen, sondern das Protein ausschalten
und das Auftreten von pleiotropen Effekten umgangen werden kann. Die Analyse von Target-
Molekiilen mit Hilfe von Antikorper und Peptiden aus Phagendisplaybibliotheken erfolgt
ebenso wie bei der Anwendung von Aptameren durch direkte Wirkung auf das Zielprotein.
Nachteilig an diesen Technologien ist unter anderem die geringe Spezifitit, die die Peptide
aus Phagendisplaybibliotheken aufweisen. Antikorper sind nur schwer gegen Zielmolekiile im
Zellinneren einsetzbar. Sogenannte Intramere ermoglichen, dank der Entwicklung von
geeigneten Intramer-Expressions-Systemen, auch die Selektion von Aptameren gegen
intrazelluldre Target-Proteine und die Analyse von Proteinen im Inneren von Zellen (Mayer
und Jenne, 2004).

2.5.3.2. Diagnostik

Aptamere eignen sich als Detektionsreagenzien in vielen Sparten der klinischen Diagnostik.
Hierbei bieten Aptamere eine interessante Perspektive zu den hiufig benutzten Antikorpern.
Beispielsweise konnte anhand von Aptameren in einem sogenannten proximity-ligations
assay der Nachweis einer zeptomolaren Konzentration eines Proteins gezeigt werden. Das
stellt eine 1000-fache Sensitivitditszunahme im Vergleich zum konventionellen

ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) dar (Proske et al., 2005). Potenzielle
Anwendung konnen Aptamere unter anderem auch bei Western blots, Microarrays, in vivo
Imaging und Immunoprezipitation finden. Bereits friih setzten Drolet at al. (1996) Aptamere
in einem ELISA-ahnlichen Format, dem Enzyme-linked oligonucleotid assay, ein (Mayer und
Jenne, 2004). Der Enzyme-linked oligonucleotid assay verwendete Aptamere gegen den
Angiogenesefaktor VEGF (Vascular Endothelial Growth Faktor) und erwies sich als wirksam
zur Konzentrationsmessung des Zielproteins in einer biologischen Probe. Eine weitere
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Moglichkeit zur Detektion von Target-Molekiilen sind sogenannte Aptamer beacons, die die
Erkennung eines Zielmolekiils direkt in ein optisches Signal umwandeln. Hierzu besitzen
Aptamer beacons ein eingebautes Fluorophor, von dem bei struktureller Verdnderung des
Aptamers bei der Target-Bindung ein fluoreszierendes Signal ausgeht. Hamaguchi et al.
(2001) generierten ein solches Anti-Thromin-Aptamer, bei dem in Abwesenheit des
Zielmolkiils die fluorophore Gruppe durch einen als ,,Quencher” (Fluoreszenz-Loscher)
fungierenden komplementaren Nukleotid unterdriickt wird (Proske et al., 2005). Die durch die
Bindung des Thrombins induzierte Strukturdnderung fiihrt zur Entlassung des Quenchers und
zur Ausbildung eines Fluoreszenzsignals. Aptamere wurden auch erfolgreich als
Detektionsreagenz im Bereich von bioanalytischen Testsystemen getestet. Liss et al. (2002)
setzten Aptamere im Quarzkristall Biosensor ein. Die Studie arbeitete mit DNA-Aptameren
fiir humanes Immunglobulin E und zeigte, dass Aptamere in Bezug auf Spezifitit und
Sensitivitdt equivalent zu Antikdrpern sind. Ein relevanter Vorteil besteht darin, dass
Aptamere mit 5-25 kDa relativ kleine Molekiile sind. Aufgrund dessen konnen sich Aptamere
zur Verbindung mit Oberflichen in einer groferen Dichte anordnen und eine hohe
Wirksamkeit des Detektionsbereich erreichen (Mayer und Jenne, 2004).

Anwendung finden Aptamere ebenfalls als molekulare Erkennungswerkzeuge in der
analytischen Chemie. In diesem Bereich sind Aptamere vorzugsweise als immobilisierte
Liganden in Separationstechnologie wie Affinititskapillarelektrophorese und der
Kapillarelektrochromatographie verwendet worden (Luzi et al., 2003).

Aptamere sind auch interessant als histologischer Tumormarker. Blank et al. (2001)
generierten Fluoreszein-konjugierte Aptamere zur Diagnose eines Gliablastoms des Gehirns
(Proske et al., 2005). .

An ihr Target gebundene Aptazyme besitzen katalytische Aktivitit. Aptazyme sind
zusammengesetzt aus  katalytisch  aktiven = Ribozymen (RNA-Molekiile) oder
Desoxyribozymen (DNA-Molekiile) und einem Aptamer. Die Wirkung der Aptazyme erfolgt
tiber allosterische Enzymaktivitit (allosterische Ribozyme bzw. Desoxyribozyme). Hierbei
erfolgt die Modulation der katalytischen Aktivitit durch die Bindung eines Effektors an die
Rezeptor-Doméne (Aptamer), wodurch eine Strukturdnderung induziert wird. Diese fiihrt zur
Auslosung der katalytischen Reaktion durch die katalytische Domine (Ribozym oder
Desoxyribozym) (Breaker, 2004; Luzi et al., 2003). Aptazyme kdnnen auch zur Target-
Detektion benutzt werden. Beispielsweise kann durch den Einbau eines Fluorophors und eines
Fluorozenz-16schenden Molekiils (Fluoreszenz-Quencher) in die katalytische Domine die
Bindung eines Target-Molekiils durch eine Anderung des Fluoreszenzsignals ermittelt werden
(Famulok und Mayer, 2005).

2.5.3.3. Therapie

Aptamere sind als Therapeutika auf den Gebieten der Anti-Infektiva, Antikoagulantien, Anti-
Inflammatorika, zur Immuntherapie, Antiangiogenese und Antiproliferation tiberpriift worden
(Proske et al., 2005).
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Als bisher einziges Medikament auf der Basis von Aptameren wurde 2004 Macugen
(Pegaptanib sodium, Pfizer und Eyetech) zugelassen (Proske et al., 2005). Macugen kann zur
Behandlung der altersbedingten Maculadegeneration eingesetzt werden. Grundlage des
Medikaments ist ein RNA-Aptamer gegen VEGF-165. Die Isoform VEGF-165 des
Wachstumsfaktors ist primér verantwortlich fiir die durch Neovaskularisierung entstehenden
pathologischen Verdnderungen am Auge (Ng et al., 2006). Ein therapeutisches Anti-von
Willebrand Faktor-Aptamer (ARC1779) konnte erfolgreich in gesunden Probanden getestet
werden. Das Aptamer weist eine dosis- und konzentrationsabhiangige Inhibierung der vWF-
Aktivitit und seiner Thrombozyten-Funktionen auf. ARC1779 bindet an die Al-Doméne von
vWF, inhibiert dessen Interaktion mit dem Glykoprotein Ib-Rezeptor auf Thrombozyten und
wird als potentielles Agens zur Verhinderung von pathologischen Thrombosen betrachtet.
Angestrebt wird der Einsatz von ARC1779 beim akuten Koronarsyndrom (Gilbert et al.,
2007).

Weitere antikoagulatorisch wirkende Aptamere sind selektiert worden von Rusconi et al.
(2000; 2002) gegen FIXa und FVIIa. Auch Apatmere gegen Thrombin konnten entwickelt
werden (Bock et al., 1992; Heckel et al., 2006; Miiller et al., 2007).

Auf dem Gebiet der therapeutischen Anwendung sind Aptamere nicht nur interessant als
Medikament, sondern auch als zellspezifisches Transportmedium, um Wirkstoffe in Zielzellen
zu bringen. Als Beispiel sei hier ein Nanopartikel-Aptamer-Biokonjugat von Farokhzad et al.
(2004) genannt, welches aus Nanopartikeln mit eingeschlossenen Wirkstoffen und einem
RNA-PSMA (Prostata-spezifischen Membranantigen)- Aptamer besteht und somit Prostata-
Krebszellen anzielt.

2.54. SELEX

SELEX ist eine chemische Methode zur Selektion von spezifisch bindenden Nukleinsduren-
Aptameren. Angereichert werden die gesuchten Molekiile durch einen zyklischen Prozess von
Selektion und Amplifikation. Ausgangspunkt des Verfahrens ist eine kombinatorische
Zufallsbibliothek aus einzelstringigen Nukleinsduren. Die Hauptschritte des SELEX-
Prozesses sind (i) Inkubation einer Oligonukleotid-Bibliothek (DNA-, RNA- oder
modifizierte Nukleinsduren) mit dem Target-Molekiil, (ii) Separierung der Oligonukleotid-
Target-Komplexe von nicht gebundener Nukleinsdure, (iii) Amplifizierung der gebundenen
Oligonukleotide durch Polimerase Chain Reaction (PCR). Die hier aufgefiihrte Methode
entspricht dem generellen Schema des SELEX-Prozesses zur Generierung von Aptameren.
Basierend auf diesem Prinzip existieren verschiedene Modifikationen des SELEX-Verfahrens
(Kulbachinskiy, 2007).
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2.5.4.1. SELEX-Prozess zur Gewinnung von DNA-Aptameren

Als erster Schritt des Prozesses wird als Startpool durch kombinatorische Synthese eine
Bibliothek aus einzelstringigen ssDNA-Oligonukleotiden erzeugt. Jedes Oligonukleotid
besteht aus einer randomisierten Kernregion, in der die 4 Nukleobasen zu einer zufilligen
Basenabfolge statistisch verteilt sind. Dieser Bereich variabler Sequenzabfolge hat
typischerweise 40 Nukleotide. Theoretisch konnte die Start-Bibliothek aus 10 ** (4 °= 1,2 x
10 **) unterschiedlicher Molekiilen bestehen. Die Menge an primér eingesetzten individuellen
Oligonukleotid-Sequenzen im Pool liegt in der Regel bei 10'*-10 '° Molekiilen. Diese Anzahl
ist sehr hoch und gestattet mit groBer Wahrscheinlichkeit die Selektion eines Aptamers, das
spezifisch an das gewiinschte Target bindet. Der zentrale Abschnitt wird von zwei
flankierenden 5'-und 3'-Regionen, die bekannter und konstanter Sequenz sind, umgeben.
Diese flankierenden Regionen sind Primer-Bindungsstellen fiir die Amplifizierung durch PCR
(Luzi et al., 2003). Zur Selektion derjenigen Oligonukleotide, die affin fiir das Target sind,
wird die Oligonukleotid-Bibliothek mit den Zielmolekiilen inkubiert. Im néchsten Schritt des
SELEX-Prozesses werden die affinen Target-gebundenen Oligonukleotideden von den nicht-
affinen ungebundenen Nukleinsduren separiert. Zur Trennung der funktionellen
Nukleinsduren werden verschiedene Seperationstechniken angewendet. Bei Selektion gegen
kleinere Zielmolekiile oder Proteine werden die Targets im Allgemeinen auf einer festen
Matrix aus Affinitdtssorptionsmittel oder magnetischen Beads immobilisiert. Angewendet
werden auch Filtrationen (z.B. Nitrozellulosefilter) und Zentrifugation (Kulbachinskiy, 2007).
Damit die Selektion von denjenigen Nukleinsduren verhindert wird, die an die
Absorptionsmittel ~ binden, koénnen die  Oligonukleotid-Bibliotheken vor  (jeder)
Selektionsrunde mit dem Sorptionsmittel inkubiert werden. Die Zielmolekiile sind wihrend
dieses Vorgangs nicht anwesend. Sequenzen, die an das Sorbent binden, konnen anhand einer
solchen Gegenselektion von der Aptamer-Selektion ausgeschlossen werden. Auch die
Anwendung von verschiedenen Selektionsmethoden verhindert die Selektion von
Nukleinsduresequenzen, die mit dem Sorbent interagieren. Aullerdem kann dieses Vorgehen
die Effektivitat der Selektion steigern (Kulbachinskiy, 2007). Im Anschluss an verschiedene
Waschschritte werden die gebunden Nukleinsduren von den Zielmolekiilen separiert. Nach
Hinzufiigen von Primeren zu den selektierten DNA-Sequenzen werden die Aptamere mittels
PCR amplifiziert. Die so angereicherten doppelstringigen (ds, double-stranded) DNA-
Molekiile (dsDNA) bilden nach Strangseparierung die Bibliothek fiir die néchste
Selektionsrunde und es schlieBt sich ein zyklischer Prozess von Selektion und Amplifikation,
durch den die affinen Aptamere exponentiell angereichert werden, an. Die Anzahl von
Aptameren mit niedriger Bindungsaffinitit werden mit jedem Zyklus weiter redzuiert. Am
Schluss verbleiben die Aptamere, die die hochsten Bindungsaffinitidten besitzen und deren
Affinitdt nicht mehr gesteigert werden kann. Im Durchschnitt sind diese Aptamere nach 5 bis
15 Selektionsrunden gefunden (Kulbachinskiy, 2007). Beurteilt werden kann dieser
Entwicklungsprozess anhand von Oberflachen-Plasmon-Resonanz, Fluoreszenz-Korrelations-
Spektroskopie oder radioaktiven Bindungs-Assay (Mairal et al., 2008). Die amplifizierten
Nukleinsduren aus der letzten Selektionsrunde werden kloniert und sequenziert. AnschlieBend
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werden die individuellen Sequenzen auf ihre Bindungsfahigkeiten hin untersucht. Die Klone
mit der besten Affinitdt werden ausgewahlt und in ausreichender Menge produziert.

Zum weiteren Vorgehen gehoren die Analyse von moglichen Bindungsmotiven der Primér-
und Sekundarstruktur und postselektive Optimierungsschritte, zu denen auch die Verkiirzung
der Aptamer-Sequenzen gehoren (Mairal et al., 2008).

Entfernt werden konnen Nukleinsdure-Abschnitte, die fiir die Faltung der dreidimensionalen
Struktur nicht von Bedeutung sind.

starting library:
after completion of selection: = 10" synthetic ssDNA sequences
= cloning 5 e— T T T —
; —
random redgqeon

» sequence analysis
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strand- .
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Abb. 3 : Schema des SELEX-Prozesses zur Generierung von DNA-Aptameren (aus Zhang et
al., 2004).

2.5.4.2. SELEX-Prozess zur Gewinnung von RNA-Aptameren

Die Produktion von RNA-Aptameren erfolgt nach dem gleichen Prinzip wie die DNA-
SELEX-Methode. Einige Herstellungsschritte verlaufen allerdings abweichend.

Bei der Generierung von RNA-Aptameren dient eine ssDNA-Startbibliothek zunéchst als
Vorlage zur Erstellung einer RNA-Bibliothek. In die DNA-Bibliothek wird in die 5 terminale
Primer-Bindungssequenz ein T7-Promotor als Erkennungregion fiir die T7-RNA-Polymerase
eingefilhrt (Kulbachinskiy, 2007). Durch Polymerase-Reaktion werden die ssDNA-
Oligonukleotide zu dsDNA ergdnzt, welche als Transkriptionsvorlage fiir die T7-RNA-
Polymerase dienen. Die im Anschluss an den Transkriptionsvorgang vorliegenden RNA-
Oligonukleotide bilden die RNA-Bibliothek, aus der entsprechend dem DNA-SELEX-
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Prozess, RNA-Aptamere gewonnen werden konnen. Nach Inkubation des RNA-Pools mit
dem Zielmolekiill miissen die selektierten RNA-Nukleinsduren jedoch mittels reverser
Transkription in DNA (complementary DNA) umgeschrieben werden, damit ihre
Amplifizierung anhand von PCR stattfinden kann. Die durch PCR produzierte dsDNA wird
durch T7-Polymerase wieder in RNA umgeschrieben.

2.6. Selektion von DNA-Aptameren gegen APC
2.6.1. SELEX-Prozess

Als APC-Quelle zur Selektion von DNA-Aptameren gegen APC wurde Drotrecogin Alpha
(Xigris®) verwendet. Drotrecogin Alpha ist ein rekombinant hergestelltes und mit Thrombin
aktiviertes Protein C Préparat, welches als Medikament bei schwerer Sepsis eingesetzt wird.
Die Verwendung des Medikaments stellte die direkte Verfiigbarkeit hochgereinigter Ziel-
Proteine sicher. Fiir den Selektionsvorgang wurden die APC-Molekiile immobilisiert. Hierzu
wurden 100 pg des APC biotinyliert und an Streptavidin-beschichtete, magnetische Beads
gekoppelt.

Der durchgefiihrte SELEX-Prozess entspricht dem in Kapitel 2.5.4.1. beschriebenen und
graphisch dargestellten Ablauf. Die Startbibliothek, der sogenannte D1-Pool, setzte sich aus
der 49-Basen-langen variablen Sequenzregion: 5'GCCTGTTGTGAGCCTCCTAAC-N49-
CATGCTTATTCTTGTCTCCC-3"  (A-Adenin, C-Cytosin, G-Guanin, T-Thymin)
zusammen, die von zwei Primerbindungsstellen flankiert wurde.

Initial wurden 500 pmol (3 x 10 '* Molekiile) des D1-Pools mit 8 pg immobilisiertem APC in
Selektionspuffer inkubiert. Die Beads wurden nach der Inkubation gewaschen und gebundene
DNA bei 80 °C in 100 pl Aqua destillata eluiert. Mittels PCR wurde der evolutionierte Pool
anschlieBend amplifiziert.

Nach Trennung der doppelstrangigen Nukleinsduren in Einzelstringe wurden 50 pmol der
selektierten Aptamere in den nichsten Selektionszyklus eingesetzt.

Ab der dritten Selektionsrunde wurden zum einen eine Gegenselektionen (Counter-SELEX)
gegen die verwendeten Streptavin-Beads durchgefiihrt und zum anderen die Anzahl der
Waschschritte nach Bindung der Aptamere an das immobilisierte APC schrittweise erhoht.
Die Gegenselektion der ssDNA-Bibiliothek gegen nicht mit Aptameren beladene
Streptavidin-Beads bezweckt hierbei die Entfernung derjenigen Nukleinsduren, die an
Streptavidin oder die Bead-Strukturen binden.

2.6.2. Bindungseigenschaften und Klonierung des selektierten D1-Pools

Anschlieend wurden die APC-Bindungseigenschaften der aus dem D1-Pool evolutionierten
DNA-Aptamere analysiert. Hierzu wurden die nach den Runden 1, 8, 10 und 12 selektierten
Aptamere mittels einer Polynukleotid-Kinase am 5’-Ende mit radioaktivem Phosphor mittels
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32p-Adenosintriphosphat markiert. Die so radioaktiv-markierten Aptamer-Pools wurden in
Selektionspuffer in einer Konzentration von 0,4 nM mit verschiedenen Konzentrationen an
APC fiir 30 Minuten bei 37° C inkubiert.

Nach der Inkubation wurden jeweils 20 pl der Ansétze mittels eines Vakuumsystems iiber
eine Nitrozellulose-Membran filtriert. AnschlieBend erfolgten mehrere Waschritte um
iiberschiissige, nicht proteingebundene Radioaktivitit von der Membran zu entfernen. Die
Aufnahme der jeweiligen Strahlungsintensititen erfolgte mittels eines Phosphor-Screens.
Ausgewertet wurden die Daten mittels FUJIFILM FLA-3000 mit entsprechender AIDA
Imagequant Software. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4 dargestellt (Miiller et al.,
unpublished results).

2000 -
2500 4
2000 4
1500 1

1000 4

Integral B-Zerfille [- -]

500 4

D il i il
T T T L T T 1

Funde 1 Funde & Funde 10 Runde 12
SELEX #

Abb. 4: Darstellung der Bindung des selektierten D1-Pools nach den Selektionsrunden (#) 1,
8, 10 und 12 an APC (o - kein APC, = - 1 nM APC, A- 10 nM APC, ¢ -100 nM APC, e —
1000 nM APC) anhand der Strahlungsintensitét [- -].

Aufgrund des ermittelten Bindungsverhaltens wurde zur weitergehenden Untersuchung und
Charakterisierung der nach dem zehnten Selektionszyklus erhaltene Pool kloniert und die
Inserts der Vektoren vereinzelter Koloniebildende Einheiten sequenziert.

In Abbildung 5 ist ein Sequenz-Alignment der verschiedenen erhaltenen Monoklone (HSO1,
HS02, HS03, HS04, HS06, HSO08) dargestellt, welches eine 14-Basen lange
Konsensussequenz innerhalb der Sequenzen der verschiedenen Aptamere erkennen lasst.
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Abb. 5: Konsensus-Sequenz der untersuchten Aptamer-Klone aus Selektionszyklus 10. Das
dargestellte Alignment wurde mittels des ClustalW-Interfaces auf der EMBI-EBI homepage
(http://www. Ebi.ac.uk/clutal W) erstellt.

2.6.3. Herstellung der Aptamere HSO2, HSO3, HSO4 und HSO8

Zur Herstellung der Aptamere HS02, HS03, HS04 und HS08 wurden die entsprechenden
Nukleinsdure-Sequenzen von der Arbeitsgruppe zuerst durch PCR-Amplifikation vermehrt.
Als Ausgangsmaterial dienten dabei aus Bakterienkulturen isolierte Plasmide mit
entsprechendem Insert. AnschlieBend war es durch Verwendung eines 5'- biotinylierten
Reverse-Primers moglich, die PCR-Produkte an Streptavidin-beschichtete, magnetische Beads
zu koppeln. Die Einzelstrangtrennung der PCR-Produkte fand unter basischen Bedingungen
statt. AnschlieBend wurden die Sense-Stringe (Aptamer-Sequenzen) in ein neues
Reaktionsgefal iiberfiihrt und der pH-Wert durch Zugabe von HCI neutralisiert.

Fiir die anschlieende Quantifizierung der Aptamere durch photometrische Messung wurden
die Aptamere nach einer Acetat-Fallung in Reinstwasser aufgenommen.

2.6.4. Bindungseigenschaften der monoklonalen Aptamersequenzen

Fir die Ermittlung der Bindungseigenschaften der vier Monoklone wurden die
entsprechenden Aptamere HS02, HS03, HS04 und HSO8 an ihrem 5'-Ende mit *’p-ATP
markiert. Die Dissoziationskonstanten wurden anhand des unter Punkt 2.6.2. beschriebenen
Filterbindungsexperiment unter FEinsatz verschiedener APC-Konzentrationen berechnet.
Abbildung 6 (Miiller et al., unpublished results) zeigt die ermittelten Bindungseigenschaften
und die aus den Kurvenverldufen berechneten Kd-Werte.
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Abb. 6: Bestimmung der Dissoziationskonstanten der Aptamere aus den vier Monoklonen
HS02, HS03, HS04 und HSO8 betreffend ihrer Bindung an APC. Die Aptamere wurden
radioaktiv-markiert und in Selektionspuffer in einer Konzentration von 0,4 nM mit den in der
Graphik aufgefiihrten APC-Konzentrationen fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Zur
Berechnung der entsprechenden Kd-Werte wurden dargestellten Datenpunkte (relative
Bindung iiber APC-Konzentration) anhand einer 4-Parameter-Logistik-Funktion interpoliert.
Angewendet wurde hierfiir die Software SigmaPlot 9.0.

Die Abbildung 6 zeigt, dass alle vier liberpriiften Aptamere eine hohe Affinitdt zu APC haben
und Dissoziationskonstanten im unteren nanomolaren Bereich besitzen. Das Aptamer HS02
wies hierbei die besten Bindungseigenschaften auf.

2.6.5. Spezifitit der monoklonalen Aptamersequenzen

Die Spezifitit der entwickelten Aptamere wurde durch die Inkubation unterschiedlicher
Konzentrationen von Protein C, Thrombin, FVIla, FXa und FIXa mit den radioaktiv-
markierten Aptamere und anschlieBendem Filterbindungsexperiment ermittelt.

Fiir Thrombin, Faktor VIla, Faktor Xa und Faktor IXa wurde bis zu einer Konzentration von
320 nM keine Bindung der Aptamere beobachtet. Festgestellt wurde hingegen die Bindung
aller Aptamere an das Zymogen Protein C. Allerdings lag die ermittelte Kd in allen Fillen um
mindestens 2 Zehnerpotenzen iiber den fiir APC ermittelten Werten (Miiller et al., 2009).
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2.6.6. Sekundarstruktur-Analyse, Herstellung und Aufreinigung der HS02-Varianten

Zur Herstellung von HS02-Varianten wurde von der Arbeitsgruppe die Ausgangssequenz des
Aptamers bearbeitet. Hierfiir wurde zum einen die Nukleinsduresequenz stiickweise am 5’-
bzw. 3'-Ende verkiirzt. Teilweise wurden die DNA-Molekiile auch intramolekular
modifiziert.

Die Herstellung der konstruierten HS02-Varianten fiihrte die Firma Operon aus, die die
Aptamere anhand von Hochdruck-Fliissigkeitschromatographie aufreinigte und lyophilisiert
aushandigte.

Nach Zustellung wurde die Integritit der Aptamere iiberpriift und diese bei Bedarf weiter
aufgereinigt. Hierzu wurden die Aptamere zu 100 uM in DNase/RNase-freiem Wasser gelost
und jeweils 3 nmol (30 pl) dieser Losung in einem 10%-igen, denaturierten Polyacrylamid-
Gelelektrophorese-Gel aufgetrennt. Die DNA-Banden wurden nach der Elektrophorese
mittels UV-Shadowing indentifiziert und die entsprechenden Bereiche aus dem Gel
ausgeschnitten. Zur Isolierung der Oligonukleotide aus den Gel-Stiickchen wurden diese
jeweils in eine 2 ml Einwegspritze tiberfiihrt und mittels des Kolbens durch den Auslass der
Spritze in 500 pl 0,3 M Natriumacetat (pH 5,4) gequetscht. Dieser Ansatz wurde fiir 90
Minuten bei 65 °C in einem Thermoschiittler inkubiert und die Gel-Reste anschlieBend durch
Abpressen durch eine mit Glaswolle gefiillte 2 ml Einwegspritze entfernt. Zur Aufreinigung
und Konzentrierung der Aptamere wurden die Ansdtze einer Natriumacetat-Féallung
unterzogen und die entstandenen Pellets nach einem Waschschritt mit 70%-Ethanol in 30 pl
Reinstwasser aufgenommen und wie unter Punkt 2.6.3. beschrieben quantifiziert.

Uber das Programm mfold erfolgte die Berechnung der Sekundirstrukturen der
unterschiedlichen HS02-Aptamer-Varianten (siche Abb. 7).

Die ermittelten Sekunddrstrukturen der einzelnen DNA-Molekiile in Abbildung 7 zeigen aus
Stamm und Schleife bestehende Stem-Loop-Strukturen (Haarnadelstruktur). Die 88 Basen
umfassende Ausgangssequenz HS02-88 weist im Basisstamm einen CT-wobble sowie einen
CT-Baseniiberhang auf. In dem CT-wobble liegt eine Basenpaarung zwischen den beiden
Pyrimidinbasen Cytosin und Thymin vor. Dieses Basenpaar weicht von den {iblichen von
Watson und Crick beschriebenen Paarungen ab, wonach aus sterischen Griinden eine Purin-
Base (Adenin und Guanin) mit einer Pyrimidinbase (Thymin und Cytosin) paart.

Neben den Langenkiirzungen wurden als zusitzliche Molekiil-Modifikationen bei HS02-52G,
-48G, -44G ein T-Nukleotid gegen ein G-Nukleotid ausgetauscht. Dadurch wurde der CT-
Wobble entfernt. An Aptamer HS02-44G-CT erfolgte zusétzlich die Entfernung des CT-
Baseniiberhangs im Basisstamm. Dieser Uberhang fehlt auch den Aptameren HS02-38 und
HS02-36. In der Aptamer-Variante HS02-32 ist dieser Sequenzbereich infolge der verkiirzten
Molekiillange nicht mehr vorhanden.
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Abb. 7: Berechnete Sekundirstrukturen der HS02-Aptamer-Varianten. Die Benennung der

einzelnen Aptamere entsprechen der Basenzahlen und den durchgefiihrten intramolekularen

Modifikationen.

32



Material und Methoden

3. Material und Methoden

3. 1. Blutgerinnungsfaktor VIII-Praparate

In der Arbeit wurden zehn verschiedene fiir den therapeutischen Einsatz zugelassene humane
FVIII-Konzentrate eingesetzt. Fiinf der Praparate sind plasmabasierte FVIII-Konzentrate, fiinf

der Préaparate sind rekombinant hergestellte FVIII-Konzentrate (s. Tabelle 1).

Tab.1: Ubersicht der Blutgerinnungsfaktor VIII-Konzentrate

plasmabasiert | rekombinant | Handelsname Hersteller
. ZLB Berhring Marburg GmbH,
X - Beriate P
Marburg
Dade Behring Marburg GmbH,
X - Haemate HS
Marburg
. Biotest Pharma GmbH,
X - Haemoctin SDH .
Dreiech
. Instituto Grifols, S.A.,
X - Fanhdi :
Barcelona, Spanien
Octapharma GmbH,
X - Octanate
Dessau
Baxter S.A., Lessiens,
- X Advate .
Belgien
X Helixate Nex Bayer Biologicals S.r.1.,
Gen Torri-Sovicille, Italien
Bayer Biologicals S.r.1.,
- X Kogenate . .. .
Torri-Sovicille, Italien
Weyth Pharmaceuticals,
- X Refacto ) .
Hants, Grof3britannien
X Recombinate Baxter Deutschland GmbH,
) UnterschleiBheim
3.2. Puffer

Zur Adjustierung der eingesetzten Reagenzien in die erforderlichen Konzenrationen wurden
sechs verschiedene Arbeitspuffer eingesetzt (s.Tab. 2).
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Tab. 2 Arbeitspuffer

Puffer Zusammensetzung

13,7 mM Natriumchlorid
0,27 mM Kaliumchlorid
PBS 0,96 mM Dinatriumhydrogenphosphat
0,15 mM Kaliumhydorgenphosphat
1 mg/ml BSA

pH 7.4

130 mM HEPES
HEPES-Puffer 1 1 mg/ml BSA
pH 7,4

130 mM HEPES
HEPES-Puffer 2 36 mM Calciumchlorid
1 mg/ml BSA

130 mM HEPES
137 mM Natriumchlorid
1 mg/ml BSA
5 M Calciumchlorid
10 ug/ml PL

HEPES-Puffer 3

20 mM TRIS
137 mM Natriumchlorid
TRIS 1 mg/ml BSA

10 pg/ml PL
5 mM Calciumchlorid

175 ml Puffer-Stammldsung
(58,86g Diethylbarbitursiure,
38,86g Natriumacetat, ad 2000ml H20)
175 ml Salzsaure 0,1 Mol
70 ml Natriumchlorid 0,9 %

455 ml H,O

Michaelispuffer

PBS - phosphate buffered saline, BSA - Bovine Serum Albumin, HEPES - 4-(2-
Hydroxyethyl-)-1-Piperazin-Ethansulfonsdure. PL-Phospholipide, TRIS - Tris(hydroxy-
methyl)-aminomethan, H,O - Wasser

3. 3. Bestimmung der Aktivitit in Faktor VIII-Praparaten

Versuchsprinzip

Von jedem der zehn humanen FVIII-Kriparate werden Proben mit 10 IU/ml in 1 ml
Gesamtvolumen (in HEPES-Puffer 1) hergestellt und anschliefend zu 1 IU/ml (mit HEPES-
Puffer 1) verdiinnt.
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Von jedem dieser zehn Proben mit je 1 IU/ml FVIII werden die FVIII-Aktivititen jeweils
durch drei verschiedene Messmethoden bestimmt (Kapitel 3.1.1. und 3.1.2.).

3.3.1. Koagulometrische Gerinnungsteste

Die Koagulometrie ist eine Gerinnungsmessung, bei der die Fibrinbildungsgeschwindigkeit
gemessen wird.

Die eingesetzten Koagulometer Amax CS 190 und KC 10 der Firma Amelung arbeiten nach
dem Prinzip der Kugelmethode. Bei dieser Messmethode befindet sich die zu untersuchende
Probe in einer um ihre Lingsachse drehende schriggelagerten Messkiivette, in der sich die
dem Prinzip namensgebende Kugel befindet. Aufgrund der Schriglage des Gefafles
positioniert sich die Kugel der Schwerkraft folgend am tiefsten Punkt der Kiivette. Die durch
Auslosen der Gerinnungsreaktion gebildeten Fibrinfasern ziehen die Kugel von ihrer Position
weg. Diese Lagednderung wird von einem magnetischen Sensor registriert und fiihrt zum
Stoppen eines zuvor gestarteten elektronischen Zeitmessers. Gemessen wird die Zeit vom
Start der Gerinnungsreaktion bis zur Ausbildung eines so detektierbaren Fibringerinnsels.

Die koagulometrische Bestimmung der Aktivitit in FVIII-Konzentraten erfolgt in dieser
Dissertation durch einen FEinstufen-Test, welcher auf der aktivierten partiellen
Thromboplastinzeit (aPTT) basiert. Die aPTT beurteilt die Funktion des intrinsischen
Gerinnungssystems. Die Komponenten Phospholipide, Oberflichen-aktive Substanzen und
Calcium-Ionen bewirken die Aktivierung von FXII und FXI. In der Arbeit wird die aPTT
einer Mischung aus FVIII-Mangelplasma und Versuchsprobe gemessen. Dieses
Mangelplasma weist alle Gerinnungsfaktoren aufler dem zu untersuchenden FVIII auf. Die
gemessene Gerinnungszeit ist dadurch nur von der Aktivitit des zu messenden
Gerinnungsfaktors der Versuchsprobe abhédngig.

Die Aktivitat des FVIII in Prozent der Norm wird {iber eine Bezugskurve ermittelt, die durch
Verdiinnung eines Standard-Human-Plasmas erstellt wird.

3.3.1.1. Messung mit immunadsorbiertem Faktor VIII-Mangelplasma

Durchfiihrung
Die Messung der FVIII-Aktivitit erfolgt mit immunadsobiertem FVIII-Mangelplasma

(Dade®, Behring).

Im Amax CS 190 wurden 10 pl jeder 1 IU/ml enthaltenen FVIII-Probe 1:5 mit 40 pl
Michalispuffer verdiinnt und mit 50 pl immunadsorbiertem FVIII Mangelplasma gemischt.
AnschlieBend folgt die Inkubation mit 50 pl Actin FSL fiir 180 Sekunden. Das verwendete
Actin FSL enthélt als gerinnungsausldosende Thromboplastine eine gereinigte Sojabohnen-und
Kaninchenhirn-Phospholipid-Losung sowie einen nicht ndher beschriebenen Plasmaaktivator.
Nach abgelaufener Inkubation werden 50 pl einer 20 mM Calciumchlorid-Lésung  zur
Gerinnungsfaktor-Aktivierung hinzugegeben.
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3.3.1.2. Messung mit natiirlichem Faktor VIII-Mangelplasma

Durchfiihrung
Die Bestimmung der FVIII-Aktivitit erfolgte hier mit natlirlichem FVIII-Mangelplasma

(Helena Laboratories) mittels einer Inhouse-Methode und Messung im Koagulometer KC 10.
Die beiden Versuchsbestandteile Serum und Lipoid wurden durch eigene Verfahren des
Institutes hergestellt. Das eingesetzte Serum stammt von Blutspendern, das verwendete
Lipoid wird aus Kaninchenhirn hergestellt und dient als Plattchenfaktor-3-Ersatz.
Zu Beginn des Testverfahrens wurden 200 ul der FVIII-Probe 1:1 mit 200 ul Michalispuffer
verdiinnt.
Die weitere Versuchsdurchfithrung erfolgte nach folgendem Pipettierschema:

100 pl natiirliches FVIII Mangelplasma
+100 pl Serum
+100 pl der verdiinnten Probe
+50 ul Kaolin 2 % (w/v)
+100 pl Lipoid

Inkubation fiir 4 Minuten bei 37 °C
+100 pl 0,3 M Calciumchlorid

3.3.2. Amidolytische Aktivititstestung

Testverfahren zur amidolytischen Aktivititsmessung von Enzymen basieren auf synthetischen
Peptidsubstraten. Die Aminosiduresequenz der Peptide ist auf die Spaltspezifitit des zu
messenden Enzyms eingestellt. An das synthetische Substrat ist liber eine Amidbindung eine
chromogene oder fluorogene Indikatorgruppe gebunden. Die Abspaltung des Indikatiors
durch das zu bestimmende Enzym verlduft parallel zu dessen proteolytischen Aktivitiat und
kann durch photometrische bzw. fluorogene Messung festgestellt werden.

Zur Bestimmung der Aktivitit der zehn FVIII-Praparate wurde das Testsystem FVIII-
chromogen der Firma Dade Behring eingesetzt. Die Aktivitit von FVIII wird mit diesem
Messverfahren indirekt anhand seiner Kofaktor-Funktion im Tenase-Komplex bestimmt.
Dabei basiert der zweistufige Test auf dem Prinzip, dass bei Uberschuss an FX sowie bei
optimal vorliegenden Konzentrationen von Calciumionen, Phospholipiden und FIXa, die
Aktivierungsrate an FX direkt abhéngig von der FVIII-Aktivitit ist.

Im ersten Schritt des Assays wurde die Probe zu einem Gemisch aus bovinen FIXa, FX und
Thrombin und anwesenden Phospholipiden gegeben. Die ausgeldste Aktivierung von FVIII
ermoglicht dessen Beteiligung am Tenase-Komplex, der die FX-Aktivierung erreicht. Im
zweiten Schritt dieses Testsystems wurde die FX-Aktivitit durch Hydrolyse eines FXa-
spezifischen Peptid-Substrates p-Nitroanilid bestimmt. Durch Spaltung dieses Substrates wird
seine chromogene Gruppe p-Nitroanilin sowie dessen gelbe Farbe freigesetzt. Bei einer
Wellenldange von 405 nm im Photometer wurde die zeitabhingige Zunahme der entsprechend
ansteigenden Farbintensitit gemessen. Die Menge an FXa und damit die Absorptionszunahme
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korrelierte direkt mit der FVIII-Aktivitat. Die erzielten Werte wurden automatisch durch
Vergleich mit einer Standardkurve berechnet und werden als Prozent angegeben.

Durchfiihrung
Jede Probe der FVIII-Praparate wurde 1:41 mit 0,9 % Natriumchlorid verdiinnt.

AnschlieBend wurde nach folgendem Pipettierschema vorgegangen:

0,1 ml der verdiinnten Probe
+ 0,05 ml 0,7 pM bovines FX-Reagenz
+ 0,05 ml 0,2 pM bovines FIXa-Reagenz (beinhaltet 0,2 pM Thrombin)
Mischen
Inkubation fiir 50 Sekunden bei 37 °C

+ 0.15 ml FXa-Substratreagenz und Stopp-Puffer
Mischen der Reagenzien

Bis zu Beginn der Messung wurde 10 Sekunden gewartet.
Die Messung der Absorption pro Minute erfolgte fiir 15 Sekunden bei 405 nm im Gerit
Electra 1400 C.

3.4. Wirkung von APC auf aktivierte Faktor VIII-Priparate

Versuchsprinzip
Die Wirkung von APC auf FVIIla wurde anhand der Inkubation von FVIIla mit einer
seriellen APC-Verdiinnungsreihe untersucht.

Die anschlieBende Bestimmung der FVIII-Aktivitat erfolgte durch amidolytische Messung der
FXa-generierten Umsetzung eines fluorogenen Peptidsubstrates (siehe Kapitel 3.3.2.) mittels
eines aufgebauten FXa-Generierungs-Assays.

Das eingesetzte FX-Substrat der Firma Bachem (Bubendorf, Schweiz) zeichnet sich durch
Markierung mit dem Fluorochrom AMC (7-Amino-4-Methylcoumarin) aus. Nach
proteolytischerr Spaltung durch FXa wird die Fluoreszenz der fluoeszierende Endgruppe bei
einer Anregungswellenlinge von 360 nm und einer Emissionswellenldnge von 460 nm durch
Absorptiondnderung pro Zeit gemessen.

In dem verwendete Fluorometer Bio-Tek FLx 800 wurde diese kinetische Messung des
Substratumsatzes fiir eine Messdauer von 20 Minuten durchgefiihrt. Pro Minute erfolgte eine
Messung.

Die Faktor VIII-Aktivierungsreaktion durch Thrombin wurde mit Hilfe von synthetischem
Hirudin (Refludan ®) gestoppt.

Zur Quantifizierung der verbleibenden FVIIla-Restaktivitit wurde in jedem Versuch parallel
eine APC-freie FVIIla-Verdiinnungsreihe angefertigt. Die hochste FVIIIa-Konzentration
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(100 %-Wert) der FVIIla-Verdiinnungsreihe entsprach der im Inaktivierungsversuch
vorliegenden FVIlla-Konzentration. Die FVIIla-Verdiinnungsreihe diente auch zur
Uberpriifung ob die Aktivierung des FVIII erfolgte.

Um die in dem Versuch erzielte Hohe der FVIII-Aktivitat bewerten zu konnen, wurde in
jedem der Versuche parallel eine FVIIla-Verdiinnungsreihe mitgefiihrt.

Probenvorbereitung
-Aktiviertes Protein C:
In serieller Verdiinnung mit Hepes-Puffer 3 wurden sieben APC-Proben mit
Konzentrationsstufen von 29 nM (1600 ng/ml) — 0,5 nM (25 ng/ml) hergestellt.
-FVIII:
Zur FVIII-Aktivierung wurde nach folgendem Schema gearbeitet:

90 pl 10 TU/100 pul FVIII
+ 5 pl Thrombin (0,6 IU/ml bei rFVIII-Praparaten

2.4 1U/ml bei pbFVIII-Préiparaten)

Inkubation fiir 1 Minute

+ 5 pl einer 287 nM Hirudin-Lésung

AnschlieBend wurden die FVIIIa-Proben mit HEPES-Puffer 3 zu 0,3 IU/100 pl verdiinnt.

Fir die FVIlla-Verdiinnungsrethe wurden von den 0,3 IU/ml FVIIla durch serielle
Verdiinnung mit Hepes-Puffer 3 sechs serielle Verdiinnungen von 0,16 1U/100 pl bis 0,005
IU/100 pl hergestellt.

Durchfiihrung
Zur Inkubation der einzelnen FVIIla-Proben mit jeweils einer der sieben APC-Proben wurden

in jede Vertiefung einer weillen Mikrotiter-Platte pipettiert:

40ul der FVIIIa-Konzentrate (0,3 1U/100 pl)
+ 40 pl APC-Proben 1-7
Mischen durch Aufziehen in der Pipettenspitze
Inkubation fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur

Negativkontrolle:
40 pl FVIIIa (0,3 U/100 ul)
+ 40 wl Hepes-Puffer 3
Mischen durch Aufziehen in der Pipettenspitze

Inkubation fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur

Messansatz
25 ul FVIIIa—APC-Gemisch
bzw. Negativkontrolle bzw. FVIII-Standard
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+25 ul 8,9 nM FIXa
+ 50 pl der 500 uM FX-Substratlosung
+ 50 pl 25 nM FX

3.5. Untersuchung des Einflusses eines APC-Aptamers auf aktiviertes Protein C

Die Untersuchung des Einflusses des Aptamers HS02 auf aktiviertes Protein C erfolgte iiber

die Bestimmung von FVIIla nach Inkubation mit Aptamer-gebundenem APC.

FVIlla wurde anhand von Fluoreszenzmessung des FXa-vermittelten Substratumsatzes

gemessen.

Die durchgefiihrte Untersuchungen lassen sich in folgende drei Versuchsbereiche gliedern:
-Aktivierung des verwendeten FVIII-Priaparates Recombinate (Kapitel 3.5.1.)
-APC-induzierte Inaktivierung von FVIIla (Kapitel 3.5.2.)

-Uberpriifung der Inaktivierung von FVIIIa durch Aptamer-gebundenes APC mittels FXa-
Generierungs-Assay (Kapitel 3.5.3.).

3.5.1. Aktivierung des verwendeten Faktor VIII-Konzenrates Recombinate

Versuchsaufbau und Durchfiihrung:

Die durch Thrombin bewirkte Aktivierung des FVIII-Konzentrates Recombinate (Baxter)
wurde anhand von zwei Versuchen untersucht und koagulometrisch iiber die Einstufen-
Methode gemessen.

Im ersten Versuch wurde durch Inkubation des FVIII-Prdparates mit seriell verdiinnten
Thrombin-Konzentrationen von 19 — 0,3 IU/ml der Einflul der Thrombinkonzentration auf
die Faktor VIII-Aktivitat gepriift (Kapitel 3.5.1.1.).

90 ul FVII (10 IU/ml)
+ 5 pl Thrombin (0,3-19 IU/ml)
Inkubation fiir 1 Minute

+ 5Spl Hirudin einer 287 nM Losung

Der zweite Versuch untersuchte durch Inkubation von FVIII mit Thrombin fiir
unterschiedliche Zeitdauern den FEinfluss der Inkubationszeit auf die Aktivierung des FVIII-
Préparates (Kapitel 3.5.1.2.).

947 wl FVIII (10 IU/ml, in PBS-Puffer)

+ 53 wl Thrombin (4,8 IU/ml)

Entnahme von sechs 95 pl FVIIIa-Proben in einer Zeitspanne von 5 Minuten
95 ul FVIlia

+ 5 pl Hirudin einer 287 nM Losung
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3.5.1.1. Untersuchung des Einfluss der Thrombinkonzentration auf die Faktor VIII-
Aktivierung

Probenvorbereitung

-Thrombin:

Mit HEPES-Puffer 2 werden von Thrombin Proben mit seriell steigenden Konzentrationen
von 0,3 — 19 IU/ml gebildet.

-FVIIL:

Mit PBS-Puffer wird eine FVIII-Probe mit 10 IU/ml in 1 ml Volumen hergestellt.

Durchfiihrung
90 ul FVII (10 IU/ml)

+ 5 ul Thrombin (1,2-19 IU/ml)
Inkubation fiir 1 Minute

+ 5 pl einer 287 nM Hirudin-Losung
Verdiinnung 1:10 zu 1 IU/ml

Von den 10 IU/ml Faktor VIII werden jeweils 90 pl entnommen und mit je 5 ul der
Thrombin-Proben inkubiert.

Die Inkubation erfolgt fiir eine Minute bei Raumtemperatur und wird beendet durch die
Zugabe von 5 pl einer 287 nM Hirudin-Losung.

Fiir die Erstellung eines Kontrollwertes wird von jedem der beiden Faktor VIII-Préparate eine
Probe ohne Thrombin verwendet. In dieser befinden sich 90 pl Faktor VIII (10 IU/ml), 5 pl
PBS-Puffer und 5 pl der 287 nM Hirudin-Losung.

AnschlieBend werden alle Proben mit PBS-Puffer 1:10 verdiinnt und die Faktor VIII-Aktivitét
wird von jeweils 0,4 ml koagulometrisch im Amax CS 190 bestimmt (Messung im Amax
erfolgt wie in 3.3.1.1.).

3.5.1.2. Kinetische Untersuchung der Faktor VIII-Aktivierung

Probenvorbereitung
-FVIII:
Von Recombinate wird ein Versuchsvolumen von 947 pul (10 IU/ml) in PBS-Puffer gebildet.

-Thrombin:
Mit HEPES-Puffer 2 werden 4,8 IU/ml Thrombin hergestellt.

Durchfiihrung
947 ul FVIII (10 IU/ml, in PBS-Puffer)

+ 53 pl Thrombin ( 4,8 IU/ml)
Entnahme von sechs 95 pl FVIIIa-Proben in einer Zeitspanne von 5 Minuten
95 ul FVIIIa-Probe
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+ 5 ul einer 287 nM Hirudin-Losung
Verdiinnung 1:10 zu 1 TU/ml

Zu 947 pl FVII (10 IU/ml, in PBS-Puffer) werden 53 pl Thrombin (4,8 IE/ml) gegeben.
Nach Inkubationsdauern von 30 Sekunden, 1, 2, 3,4 und 5 Minuten werden jeweils 95 pl
entnommen und zu 5 pl des vorgelegtem Hirudin (287 nM) gegeben.

Fiir eine Negativkontrolle wird eine Probe mit 95 pl FVIII und 5 pl Hirudin angelegt.

Im Anschluss werden die vorliegenden Reaktionsgefifle 1:10 verdiinnt (mit PBS-Puffer) und
die FVIII-Aktivitdit wird im Koagulometer Amax CS 190 von 0,4 ml Probenvolumen
gemessen (Kapitel 3.3.1.1.).

3.5.2. Inaktivierung des aktivierten Faktor VIII-Konzenrates durch APC

Versuchsaufbau

FVIlla wurde fiir 15 Minuten mit APC in einer Verdiinnungsreihe im Konzentrationsbereich
von 6,3 — 200 ng/ml inkubiert.

40 pl FVIIa (0,3 TU/100 pl)
+40 ul APC (6.3 —200 ng/ml)
Inkubation fiir 15 Minuten

AnschlieBend erfolgte die fluorometrische Bestimmung der FVIIla-Aktivitdt {iber die FXa —
generierte Sustratumsetzung im FXa-Generierungs-Assays.

Zur Quantifizierung der verbleibenden FVIIla-Restaktivitit wurde in jedem Versuch parallel
eine APC-freie FVIlla-Verdiinnungsreihe angefertigt.

Probenvorbereitung
-Aktiviertes Protein C:
Mit TRIS-Puffer wurde eine serielle APC-Verdiinnungsreihen von 6,3 ng/ml (0,11 nM) — 200
ng/ml (3,6 nM) hergestellt.
-FVIII:
90 ul FVII (10 TU/100 pl, in HEPES-Puffer 1)
+ 5 pl Thrombin (4.8 IU/ml)
Inkubation fiir 2 Minuten

+ 5 wl einer 287 nM Hirudin-Losung
Verdiinnung mit TRIS-Puffer zu 0,3 TU/ 100 pl FVIIIa

Zur Erstellung der FVIIIa-Verdiinnungsreihe wird wie unter 3.4. beschrieben Verfahren und
Proben mit 0,16 — 0,005 TU/100 upl gebildet. Die FVIIla-Verdiinnungsserie wurde zur
Quantifizierung der FVIIla-Restaktivititen verwendet.
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Durchfiihrung
Fiir die Inkubation von FVIIla mit aktiviertem Protein C wurde folgendes in die Vertiefung

einer weillen Elisa-Plattten pipettiert:
40 pl FVIlIa (0,3 TU/100 pl)
+ 40 ul APC-Probe
Mischen durch Aufziehen in der Pipettenspitze
Inkubation fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur

Als Negativkontrolle wurden in die Elisa-Platte 40 pl FVIIla-Konzentrat (0,3 IU/100 pl)
und 40 pl TRIS-Puffer gegeben.

Messansatz
25 pl FVIIIa-—APC-Reagenz
bzw. Negativkontrolle / FVIII-Standard 1-6
+ 25 pl 8,9 nM FIXa
+ 50 pl der 500 uM FX-Substratlosung
+ 50 ul 25 nM FX

In dem verwendeten Fluorometer Bio-Tek FLx 800 wurde diese kinetische Messung des
Substratumsatzes fiir eine Messdauer von 20 Minuten durchgefiihrt. Pro Minute erfolgte eine
Messung.

3.5.3. Bestimmung der Inaktivierung von Faktor VIII durch Aptamer-gebundenes APC

Prinzip
Nach einer ersten Inkubation von aktiviertem Protein C mit APC-Aptamer erfolgte eine
weitere Inkubation dieses Gemisches mit aktiviertem FVIIL

APC

+ Aptamer
15 Minuten Inkubation

FVlIlla
+ APC-Aptamer-Gemisch
15 Minuten Inkubation

AnschlieBend wurde die FVIII-Aktivitit iiber die FXa vermittelte Umsetzung eines
fluorogenen Substrates mit folgendem Messansatz bestimmt:
25 pl des FVIII-APC/Aptamer-Reagenz
bzw. der FVIII-Standard-Proben
+25 ul 8,9 nM FIXa
+50 pl der 500 uM FX-Substratlosung und
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+50 ul 25 nM FX

Zur Quantifizierung der verbleibenden FVIIla-Restaktivitat wurde in jedem Versuch parallel
eine APC-freie FVIIla-Verdiinnungsreihe angefertigt.

3.5.3.1. Einflufl der Konzentration der HS02-Aptamer-Varianten auf die Faktor VIII
Aktivitit

Versuchsaufbau

Zur Untersuchung des Einflusses der Konzentration verschiedener Aptamer-Varianten der
Originalsequenz HS02 wurden entsprechende Verdiinnungsreihen angesetzt.

Die Aptamer-Konzentration stieg hierbei in halblogarithmischen Schritten von 0,11 —

360 nM.

40 ul 0,3 TU/100 ul FVIIIa
+ 40 ul des Gemisches aus APC (3.6 nM) und Aptamer (0,11-360 nM)
15 Minuten Inkubation

Probenvorbereitung

-APC:

200 ng/ml (3,6 nM) in TRIS-Puffer
-Aptamer:

Die Verdiinnungsreihen der einzelnen Aptamer-Kandidaten (in Aqua destillata) bestanden aus
8 halblogarithmischen Konzentrationsstufen von 0,11 — 360 nM.

-FVIIIL:

Die Aktivierung von Recombinate wurde wie in Kapitel 4.3.2. beschrieben durchgefiihrt.

Fir die FVIIIa-Verdiinnungsreihe wurde wie in Kapitel 3.4. beschrieben verfahren und mit
TRIS-Puffer sechs Konzentrationen von 0,16 — 0,005 IU/100 pl hergestellt

Durchfiihrung
Fiir die Inkubation des APC mit den Aptamer-Kanditaten sowie fiir 2 Kontrollansdtze wurde

folgendes in 1,5 ml Eppendorfgefdfe pipettiert:
60 pul APC (200 ng/ml)
+ 2,2 ul der Aptamer-Proben
Vortexen

Inkubation fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur
Kontrollansatz 1:

60 ul APC (200 ng/ml)

verbleibt ebenfalls fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur
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Kontrollansatz 2:

60 ul TRIS-Puffer

+ 2.2 ul Aptamer 360 nM
Vortexen

Inkubation fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur

AnschlieBend folgte die Inkubation des aktivierten FVIII mit dem vorinkubierten Aptamer-
APC-Gemisch. Dafiir wurde in jede Vertiefung einer weillen-Elisa-Platte pipettiert:

40 ul 0,3 TU/100ul FVIIIa
+ 40 ul der Aptamer-APC-Gemische bzw.Kontrollansatz
Mischen durch Aufziehen in der Pipettenspitze

Inkubation fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur

3.5.3.2. Kinetische Untersuchung der Faktor VIII-Aktivitit bei Aptamer-gebundenem
APC

Versuchsaufbau

Zur kinetischen Untersuchung des Einflusses der Aptamer-Varianten HS0288 und HS0244G
auf aktiviertes Protein C wurden 0,3 IU/100 pl FVIIIa fiir unterschiedlich lange Zeitdauern
zwischen 0-30 Minuten mit dem Aptamer-APC-Gemisch inkubiert.

30 ul FVIIIa (0,3 TU/100 pl)
+ 30 pul APC-Aptamer
Inkubation fir 30, 20, 15, 10, 5, 3, 2, 1 und 0 Minuten

Probenvorbereitung

Probenvorbereitung entspricht der unter Kapitel 3.5.3.1. beschriebenen Vorgehensweise.

Durchfiihrung
Fiir die Inkubation des aktivierten Protein C mit den Aptameren wurden zu APC 1,1 pl (10

pmol/ul) Aptamere HS0-288 und HS0-244G pipettiert:

300 ul APC (200 ng/ml)
+1.1 ul Aptamer (10 pmol/ul)
Vortexen

Inkubation fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur
Fir die anschlieBende Reaktion von APC-Aptamer mit FVIIla wurde in eine weille
Mikrotiterplatte pipettiert:
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30 ul FVIIIa (0,3 TU/100 pl)
+30 pul APC-Aptamer-Gemisch
Inkubation jeweils fiir 30, 20, 15, 10, 5, 3, 2, 1 und 0 Minuten

Jeweils 25 pl wurden von den Reaktionsgemische entnommen und zum Messansatz
hinzugegeben.

3.6. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und Darstellung der erhobenen Messwerte wurde mit den
Programmen Microsoft® Excel 2000 und Sigma Plot® 9,0 durchgefiihrt.

Sofern nicht anders angegeben, werden Messergebnisse als arithmetische Mittelwerte (MW)
mit Standardabweichung (+ s) angegeben.

Zum statistischen Nachweis von Unterschieden zwischen den FVIII-Aktivititen der Gruppe
der pb- und rFVIII-Praparten wurde als Signifikanztest der ungepaarte zweiseitige t-Test nach
Student (Student-t-Test) durchgefiihrt. Das Ergebnis des Signifikanztests wird als p-Wert
angegeben. Dabei sind die ermittelten Werte statistisch verschieden bei p < 0,05.

Die Quantifizierung der FVIIIa-Restaktivitdten mittels des FXa-Generierungs-Assays erfolgte
durch lineare Regressionsanalyse. Aus den Messwerten von in jedem Versuch parallel
mitgefithrten FVIIla-Verdiinnungsserien wurden Regressionsgeraden mit Regressions-
gleichung ermittelt. Fiir die Bestimmung der FVIlla-Restaktivititen wurden die ermittelten
Messwerte (FXa-Aktivitit [FU/min]) in die erhaltene Regressionsgleichung eingesetzt.

Die Ermittlung der Intra-assay-Variabilitdt des aufgebauten fluorogenen Testsystems

zur Bestimmung der FVIIla- Kofaktor-Aktivitit in Abhédngigkeit verschiedener finaler APC-
Konzentrationen erfolgte anhand des Variationskoeffizienten mit der Formel:

VK =s/ MW*100

VK = Variationskoeffizient [%], s = Standardabweichung, MW = arithmetischer Mittelwert

Die Analyse der inhibitorischen Wirkung von APC auf Aktivitiat der verschiedenen FVIII-
Priaparate und der HS02-Aptamere auf APC erfolgte durch Bestimmung der halbmaximalen
inhibitorischen Konzentration, ICsy (inhibitory concentration 50 %). Der 1Cso-Wert zeigt
diejenige Inhibitorkonzentration an, die zu einer halbmaximalen Hemmung der Aktivitit von
FVIlla bzw. APC fiihrt.

Die ICsp-Werte wurden durch nichtlineare Regression mit Hilfe der 4-Parameter-Logistik-
Funktion aus den erhaltenen Messergebnissen ermittelt. Hierzu wurden die eingesetzten
Aptamer- bzw. APC-Konzentration [nM] in logarithmischer Skalierung auf der x-Achse
gegen die gemessene FVIIla-Restaktivititen [%,Y-Achse] aufgetragen. Durch die
logarithmische Skalierung der x-Achse wird bei der graphischen Darstellung in der Regel ein
sigmoidaler Kurvenverlauf erreicht.
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Zur kinetischen Untersuchung des Effektes von HS02-Aptameren auf die proteolytische
Aktivitiat von APC beziiglich der Inhibition von FVIIIa wurde die FVIIIa-Halbwertszeit in der
Anwesenheit der Aptamere bzw. des unselektierten D1-Pools bestimmt.

Fir die Analyse wurde die Inkubationszeit auf der x-Achse gegen die bestimmten
prozentualen FVIlla-Restaktivititen, welche {iiber die parallel mitgefiihrte FVIla-
Verdiinnungsreihe ermittelt wurden (y-Achse), aufgetragen. Die erhaltenen Messpunkte
wurden mittels einer 2-Parameter-Exponentialfunktion interpoliert (Sigma Plot). Die Funktion
lieferte nach entsprechender Umstellung der Inkubationszeit (ti,), bei der die Aktivitat von
FVIII durch die Spaltung durch APC im Vergleich zum Ausgangswert um 50 % abegesunken
war:

y=a*e " —  t;; =-In(50%/a)/\

t = Achsenabschnitt x, e = Eulersche Zahl (e =2,718281), t ;, = Halbwertszeit, In = natiirlicher Logarithmus,
a = Achsenabschnitt y, A = Zerfallskonstante.
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4. Ergebnisse
4.1. Bestimmung der Aktivitiit in Faktor VIII-Priaparaten

Die Untersuchung der Aktivitdt der vorliegenden FVIII-Konzentrate wurde wie in Kapitel 3.3.
beschrieben durchgefiihrt. Tabelle 3 fiihrt die erzielten Ergebnisse auf.

Tab. 3: Aktivitit [%] in 1 IU/ml der FVIII-Priaparate. Jeweils 10 IU/ml der einzelnen
Konzentrate wurden 1:10 verdiinnt und FVIIla anhand der in der Tabelle aufgefiihrten
Messverfahren bestimmt.

AKktivitit [%] in 1 TU/ml FVIII

Einstufen-Gerinnungstest Amidolytischer Test

immunadsorbiertes | natiirliches

FVIII- FVIII- chromogener
FVIII-Praparat Mangelplasma Mangelplasma Peptid-Substrat-Assay
pbFVIII-Priaparate
Haemate HS 82 150 66
Beriate P 87 170 71
Haemoctin SDH 88 150 71
Fanhdi 84 160 68
Octanate 82 165 92
MW +s
pbFVIII Préparate 85+25 159 £ 8 74+£9
rFVIII-Praparate
Advate 59 56 44
Recombinate 57 50 42
Kogenate 75 91 57
Helixate Nex Gen 65 155 56
Refacto 51 69 33
MW +s
rFVIII-Priparate 61 £8 84 £ 35 469

Aus den in Tabelle 3 dargestellten Versuchsergebnissen wurden diskrepante Messwerte der
FVIII-Konzentrate innerhalb der drei Bestimmungen ersichtlich. Deutlich ausgeprigt waren
die Messunterschiede bei der FVIII-Bestimmung von plasmabasierten Konzentraten. Mit
Ausnahme von Helixate Nex Gen fallen die Ergebnisabweichungen bei der Untersuchung der
rekombinanten Préparate geringer aus.

Die koagulometrischen Uberpriifungen lieferten fiir alle FVIII-Praparate (mit Ausnahme von
Octantate) hohere Aktivitdten als der chromogenen Test.

Innerhalb der beiden koagulometrischen Gerinnungsteste wiesen plasmabasierte Konzentrate
bei der Messung mit nativem FVIII-Mangelplasma deutlich hohere Werte als in der
Bestimmung mit immunadsorbiertem Mangelplasma auf. Im Vergleich lagen die FVIII-Werte
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um 71-101 % (MW = 88 % 10) hoher. Innerhalb der Gruppe der rFVIII-Konzentrate zeigten
nur Kogenate und Helixate Nex Gen in der Bestimmung mit natiirlichem Mangelplasma
auffallend hohere Aktivitdten.

Die chromogene FVIII-Bestimmung lieferte fiir alle FVIII-Konzentrate (mit Ausnahme von
Octanate) die niedrigsten Messwerte.

Sowohl bei den Mangelplasma-Assays als auch im amidolytischen Test-Verfahren wurden
bei den plasmabasierten FVIII-Konzentraten hohere Aktivititen als bei den rekombinanten
Praparaten (Ausnahme Helixate Nex Gen) erreicht. Die festgestellten Aktivitatsunterschiede
zwischen diesen Priparate-Gruppen waren statistisch signifikant (t-test, p < 0,05). Die
Darstellung der gemessenen Aktivititen als Gesamtmittel der plasmabasierten und
rekombinanten FVIII-Priaparate in Abbildung 8 verdeutlicht dieses Versuchsergebnis. Aus
Abbildung 8 sind auch Standardabweichungen und SignifikanzgroBen ersichtlich.

200 r 0,016

150 - ro,oos 0,003
100 - —‘

i MP ’ nat. MP chromogener

Faktor-VIII-Aktivitat [%
o &

Einstufen-Gerinnungstest Test
MeRBverfahren

Abb. 8: Darstellung der Aktivitit [%] in FVIII-Konzentraten als Gesamtmittel der
plasmabasierten (0) —und rekombinanten (=) Priparate und der entsprechenden
Signifikanzen und Standardabweichungen. Die Bestimmung erfolgte ausgehend von 1 IU/ml
FVIII im Einstufen-Gerinnungstest mit immunadsorbiertem FVIII-Mangelplasma (i MP) und
natiirlichem FVIII-Mangelplasma (nat. FVIII MP) sowie mit chromogener Messung.

4.2. Aktivierung von Faktor VIII-Priaparaten in Abhingigkeit von der Thrombin-
Konzentration
4.2.1. Uberpriifung des Einflusses von Hirudin auf die Aktivitiit von Faktor VIII

Die nachfolgend in den Kapitel 4.2.3. und 4.2.4. dargestellten Untersuchung der Thrombin-
vermittelten Aktivierung von FVIII-Konzentraten erforderte den Einsatz eines Thrombin-
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Inhibitors. Zu diesem Zweck wurde in der Arbeit synthetisches Hirudin (Refludan®)
verwendet. Dieses ermoglicht nach einer bestimmten Inkubationsdauer von FVIII und
Thrombin die Beendigung der Aktivierungsreaktion.

Zur Uberpriifung der Beeinflussung der FVIII-Aktivitit durch Hirudin wurde in diesem
Experiment dessen Wirkung auf die Aktivititsbestimmung von 1 IU/ml Faktor VIII ermittelt.
Als FVIII-Konzentrat wurde das Praparate Recombinate (Baxter) eingesetzt.

Fiir die Herstellung einer logarithmischen Hirudin-Verdiinnungsserie von 100 — 0,1 ng/ml
wurde Hirudin (1 mg/ml) zundchst 1:100 verdiinnt. Von dieser Losung wurden 5,5 pl
entnommen und zu 544,5 pul FVIII (1 IU/ml) gegeben. Der Probe wurden nach der
Durchmischung 55,5 pl entnommen und diese zu 500 pl vorgelegtem FVII (1 IU/ml)
pipettiert. Fiir die weiteren zwei Verdiinnungen wurde entsprechend vorgegangen.

Eine Negativkontrolle bestand aus 1 IU/ml FVIIIL. Alle Verdiinnungen wurden in PBS-Puffer
durchgefiihrt.

Die Ermittlung der FVIII-Aktivititen erfolgte im Einstufen-Clotting-Test (Amax CS 190)
unter der Verwendung von immunadsorbiertem FVIII-Mangelplasma. Die erhaltenen
Ergebnisse der Einzelbestimmung sind in Tabelle 4 dargestellt.

Tab. 4: FVIII-Aktivitdt (1 IU/ml) in Gegenwart einer logarithmischen Hirudin-Verdiinnungs-
serie von 0,1- 100 ng/ml.

Hirudin [ng/ml] |FVIIla [%]
0 75
0,1 74
1 79
10 70
100 60

Die in Tabelle 4 angegebenen Messwerte zeigen eine deutliche Reduzierung der Aktivitét
von 1 [U/ml FVIII ab einer Hirudin-Konzentration von 100 ng/ml (14,4 nM).

4.2.2. Uberpriifung des Einflusses von Hirudin auf die Aktivitit von Thrombin

Als weiterer Versuchschritt wurde iiberpriift, welche Menge an Thrombin durch die
Hirudinkonzentration von 100 ng/ml inaktiviert werden.

Unter Verwendung von PBS-Puffer wurden Reaktionsgemische aus finalen Konzentrationen
von 5,4,3,2 und 1 IU/ml Thrombin und 100 ng/ml Hirudin hergestellt. Die entsprechenden
Kontrollansétze enthielten anstelle des Hirudins den verwendeten Puffer.

Die vorhandenen Thrombin-Aktivititen wurden durch fluorogene Messung mit einem
Thrombin Peptid-Substrat mit folgendem Messansatz ermittelt:
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100 pl Thrombin-Hirudin-Gemisch bzw. die entsprechenden Kontrollen
+ 100 pl eines Flla-Peptid-Substrats (1 uM)

Die erzielten Messwerte sind in Abbildung 9 dargestellt.
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Thrombin-Aktivitat [FU/min]

Abb. 9: Thrombin-Aktivitit [FU/min] unterschiedlicher Thrombinkonzentrationen in
Gegenwart von 100 ng/ml Hirudin (=) und der entsprechenden Thrombin-Kontrollwerte ohne

Hirudineinwirkung (o).

Die in Abbildung 9 angegebenen Ergebnisse zeigen, dass mit einer Hirudin-Konzentration
von 100 ng/ml Thrombin vollstdndig inaktiviert werden konnte, wenn dieses bis zu einer
Konzentrationsh6he von 2 IU/ml vorlag.

4.2.3. Bestimmung der Faktor VIII-Aktivierung mittels koagulometrischer Messung

Von jedem FVIII-Praparat wurde eine 1 ml Versuchsprobe mit 10 [U/ml (HEPES-Puffer 1)
hergestellt. 90 ul dieser Proben wurden anschlieBend mit 5 pl Thrombin (in HEPES-Puffer 2)
in steigenden Konzentrationen inkubiert:

90 ul FVIII (10 TU/ml)
+ 5 ul Thrombin in seriell steigenden Konzentrationen von 0,3-19 IU/ml

1 Minute Inkubation bei Raumtemperatur
+ 5 pl einer 287 nM Hirudin-Ldsung.
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Die Negativkontrollen enthielten 90 pl der FVIII-Praparate (10 IU/ml) 5 ul HEPES-Puffer 1

und 5 pl des 287 nM Hirudin.

Durch diesen Versuchsansatz lag Hirudin in einer finalen Konzentration von 100 ng/ml (14,4
nM) vor. Unter Bezugnahme auf die in Kapitel 4.2. erhaltenen Ergebnisse ist diese Menge an
Hirudin ausreichend, um die groBte finale Thrombin-Konzentration von 1 IU/ml vollstindig

inaktivieren zu konnen.

Zur koagulometrischen FVIIla-Bestimmung im Amax CS190 wurden die Thrombin-FVIII-

Gemische sowie die Kontrollproben 1:10 verdiinnt (HEPES-Puffer 1).
Die erzielten Ergebnisse sind in Tabelle 5 angegeben.

Tab. 5: ausgebildete Aktivitit [%] der Faktor VIII-Konzentrate nach Inkubation mit

Thrombin. Von jedem FVIII-Praparat wurden 10 IU/ml mit den in der Tabelle aufgefiihrten

finalen Thrombin-Konzentrationen fiir eine Minute inkubiert. Die koagulometrisch aPTT-

basierte Aktivitatsbestimmung erfolgte aus 1 IU/ml Faktor VIII nach einer 1 : 10 Verdiinnung

der Ansitze in Hepes-Puffer 1. MW= arithmetischer Mittelwert, n.g. = nicht geronnen.
Aktivitit [%] pbFVIII-Priparate

Thrombin Beriate |Haemate |Fanhdi |Octanate | Haemoctin MW £
[TU/ml] P HS SDH pbFVIIL
0 63 62,5 64,5 66,5 57,5 63 £3
0,02 77 90,5 98 81 71,5 84 +11
0,03 85 110 110,5 101 79 97 = 14
0,06 92,5 138,5 117 92 79 107 £ 20
0,12 109,5 152,5 150 89 104,5 121 £29
0,25 57 142,5 49,5 51 67 73 +£39
0,5 66 118,5 67,5 52,5 51,5 71 £27
1 10,5 105 10,7 n.g. 13 35+47
Aktivitit [%] rFVIII-Praparate
Thrombin Advate | Helixate Refacto | Kogenate | Recombinate | MW X5
[IU/ml] Nex Gen rFVII
0 31,5 40 15,5 39 35 32+9
0,02 36 46,5 53 67 41,5 49 £ 11
0,03 49,5 36,5 62 69 50 5311
0,06 33,5 38 38,5 53 39 40+ 7
0,12 35,5 21,5 42 495 50 40+ 11
0,25 28,5 15,5 435 26 29,5 299
0,5 26,5 9,5 36 4,5 21,5 20+ 11
1 4 n.g. 6 3,5 0 3+£2

Die in Tabelle 5 abgebildeten Messergebnisse zeigen, dass die von der Thrombin-
Konzentration abhingige FVIIla-Generierung aller Gerinnungspraparate mit deutlicher
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Ausbildung eines Maximums verlief. Den Aktivititsgipfeln folgte bei steigender Thrombin-
Konzentration ein Aktivitdtsverlust.

Die Thrombinkonzentrationen mit denen die beiden Faktorenkonzentrat-Gruppen die
hochsten Aktivititen ausbildeten sind unterschiedlich. Aus Plasma hergestellte FVIII-
Konzentrate erzielten die Maxima ihrer Aktivititen mit Ausnahme von Octanate bei 0,12
IU/ml Thrombin. Rekombinant hergestellte Produkte bendtigen hierzu nur 0,03 IU/ml
(Ausnahme Helixate Nex Gen 0,02 [U/ml).

Die erzielten Messergebnisse ergeben signifikante Aktivitdtsunterschiede zwischen der
Gruppe der pb- und rFVIII-Praparate (t-Test, p < 0,01). PbFVIII-Praparate erreichten im
Mittel Aktivititsmaxima von MW = 121 % = 29. Im Gegensatz dazu bildeten die
untersuchten rFVIII-Konzentrate eine mittlere maximale Aktivitdt von MW =53 % £ 11 aus.

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der Aktivititsbestimmung von FVIII-Konzentraten in
Kapitel 4.1. unterscheiden sich die beiden Priparate-Gruppen bereits ohne die Zugabe von
Thrombin in ihren Ausgangsaktivititen. Dabei besaBen die pbFVIII-Konzentrate bereits ohne
den Einfluss von Thrombin Messwerte, deren Hohe von den rekombinanten Priparten auch
nicht nach vorangehender, maximaler Aktivierung durch Thrombin erreicht wurden
(Ausnahme Kogenate). Im Vergleich zu den Ergebnissen der entsprechenden FVIII-
Bestimmung in  Kapitel 4.1. liegen die Ausgangsaktivititen allerFVIII-Préparate in
niedrigeren Messbereichen.

4.2.4. Bestimmung der FVIII-Aktivierung mittels eines fluorogenen Assays

Zur fluorogenen FVIII-Bestimmung wurden die einzelnen Priparate entsprechend der
Vorgehensweise im zuvor durchgefiihrten Versuch mit Thrombin aktiviert.
Der gebildete FVIIIa wurde 1:64 mit HEPES-Puffer 3 verdiinnt und mit folgendem
Messansatz (in TRIS-Puffer) die Generierung von FXa flurorogen bestimmt:
25 ul FVIIla
+ 25 pl 8,9 nM FIXa
+50 pl 500 uM FX-Substratlosung
+50 pl 25 nM FX.

Die erhaltenen Messwerte sind in Abb. 10 aufgefiihrt.
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Abb. 10: Aktivierung und Inaktivierung von FVIII durch Thrombin. Die Aktivitits-
Bestimmung des FVIII erfolgte fluorometrisch anhand der Féahigkeit von FVIIIa als FIXa-
Kofaktor bei FXa-Bildung zu fungieren. Darstellung der FVIII-Aktivitdit (FU/min) als
arithmetische Mittelwerte der plasmabsierten (m) und rekombinanten ( A) FVIII-Préaparate.

Wie in Abbildung 10 dargestellt, zeigen die arithmetischen Mittelwerten der pb- und rFVIII-
Priparaten iibereinstimmend mit den Ergebnissen der koagulometrischen Bestimmung, nach
Thrombin-vermittelter Aktivierung signifikant hohere Aktivititen von plasmabasierten
Produkten (t-Test, p <0,02).

Aus  Plasma  gewonnene  FVIII-Konzentrate entwickelten = mit  steigender
Thrombinkonzentration Aktivititsplateaus, die sich iiber einen finalen Konzentrationsbereich
von 0,03-0,12 IU/ml Thrombin erstrecken. Ein solches Muster war bei rFVIII-Préparaten nur
geringgradig ausgebildet. Thrombin erreichte die maximale Aktivierung der rFVIII-Priparate
im Bereich von 0,03 bzw. 0,06 IU/ml. Auffillig verhiellt sich Refacto. Dieses
Gerinnungspriparat erzielte mit einer hohen Thrombinkonzentration (0,5 IU/ml) die hochste
Aktivitit.

4.3. Uberpriifung des Einflusses von verschiedenen Faktor VIII-Konzentrationen auf
deren Thrombin-vermittelte Aktivierung

Als Vertreter der Gruppe der plasmabasierten FVIII-Konzentrate wurde von dem Priparat
Haemate HS Proben mit 2,5, 5 und 10 IU/ml hergestellt. Vertretend fiir die rekombinanten
FVIII-Konzentrate wurde von Kogenate Proben mit 10, 20 und 40 IU/ml angefertigt.
AnschlieBend erfolgte die FVIII-Aktivierung durch Thrombin entsprechend des
beschriebenen Versuchsablaufs in Kapitel 4.2. Zur FVIlla- Bestimmung wurden alle Proben
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auf 1 IU/ml mit HEPES-Puffer 1 adjustiert. Von jeder Probe wurde ein Messwert mittels
koagulometrischer Messung bestimmt.

Tab. 6: ausgebildete Faktor VIII-Aktivitdt [%] unterschiedlicher Konzentrationen von
Haemate HS und Kogenate nach Inkubation mit einer seriellen Thrombin-Verdiinnungsserie
mit finalen Konzentrationen von 0,02-1 IU/ml. Die FVIII-Aktivitit wurde durch
koagulometrische Einstufen-Messung von 1 IU/ml FVIII bestimmt.

Thrombin Aktivitit [%] von Haemate HS Aktivitit [%] von Kogenate
[TU/ml] 10 IU/ml  51U/ml 2,5 TU/ml 10 IU/ml 20 IU/ml 40 IU/ml
0 60 76 61 39 32 37
0,02 109 124 132 79 50 49
0,03 118 175 159 51 43 55
0,06 138 127 167 51 40 41
0,12 118 88 119 26 46 54
0,25 103 74 116 16 12 48
0,5 66 62 73 7 7 12
1 37 0 49 3 3 7

Die Messwerte in Tabelle 6 zeigen, dass fiir das rekombinante Konzentrat auch bei steigender
FVIII-Menge, bereits die niedrigste Thrombin-Konzentration von 0,02 IU/ml zur maximalen
Aktivititsausbildung ausreichte. Bei hoheren FVIII-Konzentrationen von 20 und 40 IU/ml
hielt sich die Aktivitdt iiber einen groflen Bereich ansteigender Thrombin-Konzentrationen
auf einem Aktivititsplateau.

Das Plasma-Priparat benoétigte trotz Reduzierung der FVIII-Konzentration zur hochsten
Aktivierung nicht weniger Thrombin. Die maximalen Aktivititen waren deutlich hoher als bei
rekombinanten Konzentraten und wurden durch 0,03 und 0,06 IU/ml Thrombin erreicht.

4.4. Etablierung eines Assays zum Nachweis eines Thrombin-Inhibitors (Thrombin-
Neutralisationstest)

Zur Uberpriifung der Nachweisbarkeit einer Thrombin-inhibierenden Substanzen durch das
im nachfolgenden Thrombin-Neutralisationstest angewendete Testprinzip wurden jeweils 80
ul einer Thrombin-Losung flir 20 Minuten mit je 80 pl einer seriellen Hirudin-Verdiinnungs-
Serie (in PBS-Puffer) inkubiert. Die Endkonzentration von Thrombin betrug 4,5 nM (0,6
[U/ml) und die finalen Hirudin-Konzentrationen lagen in einem Bereich zwischen 0,07 — 4,5
nM (0,5 — 300 ng/ml). Nach Ablauf der Inkubationsdauer wurden von den einzelnen Hirudin-
Thrombin-Proben jeweils 50 pl entnommen und in Mikrotiterplatten zu 50 pl vogelegtem
HEPES-Puffer 1 gegeben. Die vorliegenden Thrombin-Aktivititen wurden nach Zugabe von
50 pl eines Thrombin-Substrates (0,5 pM) fluorometrisch bestimmt. Von jeder Probe wurden
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jeweils zwei wells der Mikrotiterplatte befiillt. Die erhaltenen Messwerte sind in Abbildung
11 abgebildet.
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Abb. 11: Aktivitdt der finalen Thrombin-Konzentration von 0,6 IU/ml (4,5 nM) als FU/min
nach Inkubation mit den in der Graphik dargestellten Hirudin-Konzentrationen.

Wie aus den in Abbildung 11 dargestellten Versuchsergebnissen ersichtlich wird, lag bei
einem molaren Thrombin-Hirudin-Verhéltnis von 1:1 eine vollstindige Inhibierung von
Thrombin vor.

Erkennbar wird ein hemmender Effekt von Hirudin auf die Aktivitit des 4,5 nM (0,6 IU/ml)
Thrombins ab einer Hirudin-Konzentration von 0,3 nM. Aufgrund dieses Versuchsergebnisses
ist davon auszugehen, dass mit diesem Testprinzip ein Thrombin-Inaktivator nachzuweisen
ist, der bei vergleichbarer Affinitit zu Thrombin mindestens iiber ein fiinfzehntel der
Stoffmengenkonzentration von Thrombin verfiigt.

4.5. Thrombin-Neutralisationstest

Zur Untersuchung des Einflusses von FVIII-Produkten auf die Thrombin-Aktivitit wurden
jeweils 50 pl aus einer Thrombin-Losung mit 50 pl der Faktor VIII-Priparate (10 IU/ml
HEPES-Puffer 1) inkubiert. Die Inkubationszeiten betrugen 20, 15, 10, 5, 2 , 1 und 0 Minuten.
Bei der Uberpriifung von Haemoctin SDH und Kogenate lag Thrombin in einer
Endkonzentrationen von 0,6 IU/ml vor. Die Versuche mit den Konzentraten Haemate HS,
Beriate P, Fanhdi und Octanate, Helixate Nex Gen und Advate erfolgte mit finalen Thrombin-
Konzentrationen von 0,3 IU/ml. Nach Zugabe von 50 pul eines 0,5 uM fluorogenen
Thrombin-Peptid-Substrates wurde die Flla-generierte Substratumsetzung bestimmt. Fiir jede
FVIII-Thrombin-Probe wurde parallel eine Negativkontrolle (50 ul HEPES-Puffer 1, 50 ul
Thrombin und 50 pl 0,5 uM Peptid-Substrat) angelegt.
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Die in Abbildung 12 aufgefiihrten Messergebnisse geben die Thrombin-Aktivititen als
Gesamtmittel aus den untersuchten plasmabasierten (Haemate HS, Beriate P, Fanhdi und
Octanate) und rekombinanten FVIII-Praparten (Helixate Nex Gen, Advate) sowie der
entsprechenden Kontrollwerte an. Die Ergebnisse aus der Messung mit 0,6 IU/ml sind nicht
aufgefiihrt.

900 -
S 800 -
£
> 700 -
= 600 -
]
S 500 1
< 400 -
c
5 300
E 200 -
£ 100

0 T T T T T T 1

0 1 2 5 10 15 20

Inkubationszeit [min]
Abb. 12: Vergleichende Darstellung der Thrombin-Aktivitdt bei An -und Abwesenheit von
FVIII-Priaparaten Die Inkubationen fanden fiir die im Diagramm aufgefiihrten Zeiten statt.
Die gemessenen Thrombin-Aktivititen sind als Gesamtmittel der getesteten pb - und rFVIII-
Priparate dargestellt (n pbFVIII = 4, n rFVIII = 2): « =1I a in Gegenwart von pbFVIII-
Praparaten, o = II a-Kontrollwerte ohne FEinfluss von pbFVIII-Priparaten, ¢ = II a in
Gegenwart von rFVIII-Priparaten, o = II a-Kontrollewert ohne Einfluss von rFVIII-
Priaparaten. n = Anzahl

Die in Abbildung 12 dargestellten Ergebnisse geben keine Hinweise auf die Beeinflussung
der Thrombin-Aktivitit durch die FVIII-Konzentrate.

4.6. Wirkung von APC auf aktivierte Faktor VIII-Priparate

Die Untersuchung der Wirkung von APC auf aktivierte FVIII-Konzentrate erfolgte wie in
Kapitel 3.4. beschrieben anhand einer seriellen APC-Verdiinnungs-Serie. APC lag in finalen
Konzentrationen von 14,5-0,25 nM vor. Zum Vergleich der Empfindlichkeiten der FVIII-
Produkte gegeniiber APC wurden fiir die einzelnen FVIII-Priaparate die I1Cso-Werte mit Hilfe
einer nicht-linearen Interpolation der Messwerte bestimmt. Abbildung 12 zeigt die erstellten
Regressions-Linien zur Bestimmung der ICsp-Werte. Die erhaltenen Versuchsergebnisse sind
in Abbildung 13 und Tabelle 7 abgebildet.
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Abb. 13: Darstellung der Restaktivitiaten [%] der FVIII-Praparate nach Inkubation mit einer
APC-Verdiinngs-Serie. Ermittlung der FVIIla-Restaktivititen tiber APC-freie FVlIlla
Verdiinnungsserie. Haemate HS (o), Beriate P (#), Octanate (0), Haemoctin SDH (A),
Fanhdi (%7 ) Recombinate (@), Kogenate (©), Refacto (A), Advate (V¥ ),Helixate Nex Gen (m).

Tab. 7: Ermittelte IC50-Werte und Standardabweichungen der APC-vermittelten
Inaktivierung der Faktor VIII-Préparate

Faktor VIII-Priaparat IC5¢ [nM] *s

Haemate HS 1,77 0,13
Beriate P 0,81 0,07
Octanate 1,35 0,15
Haemoctin SDH 1,67 0,12
Fanhdi 1,27 0,11
Recombinate 0,92 0,05
Kogenate 1,32 1,58
Refacto 1,99 1,72
Advate 1,26 1,67
Helixate Nex Gen 1,28 0,14
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Die in Abbildung 13 und Tabelle 7 aufgefiihrten Ergebnisse ergeben einen einheitlichen
Verlauf der APC-vermittelten Aktivititsabnahme der untersuchten Faktor VIII-Priparate mit
vergleichbaren 1Cso-Werten in einem Bereich von 0,81 — 1,99 nM.

4.7. Einflul des APC-Aptameres HS02 und dessen verkiirzteVarianten auf die APC-
vermittelte Inaktivierung von Faktor VIIIa

Fiir die Untersuchung der Wirkung des APC-Aptamers HS02 und dessen Varianten auf die
APC-vermittelte Inaktivierung von FVIIla war die Etablierung eines geeigneten Testsystems
erforderlich. Zu diesem Zweck wurde ein mehrstufiges Testverfahren aufgebaut, in welchem
FVIIla (Recombinate, Baxter) durch APC inaktiviert wird.

Der erste Schritt dieses Testsystems bestand aus der Aktivierung von FVIII durch Thrombin.
Im zweiten Schritt findet die Inkubation des aktivierten FVIII mit APC statt.

Die Quantifizierung der verbleibenden FVIIla-Kofaktor-Aktivitit wurde anschlieBend in
einem fluorogenen Assay iiber die FXa-Generierung ermittelt. Die Bestimmung der FVIIla-
Restaktvitat erfolgt anhand einer mitgefiihrten FVIIIa-Verdiinnungsreihe.

Die betreffenden Versuche zum Aufbau des Testsystems sind in den Kapitel 4.7.1. bis 4.7.3.
aufgefiihrt.

4.7.1. Thrombin-vermittelte Aktivierung des Faktor VIII-Konzentrates Recombinate

Die Untersuchung der durch Thrombin induzierten Aktivierung von 10 IU/ml Recombinate
erfolgte wie in Kapitel 3.5.1. beschrieben. Abbildung 14 fiihrt die Untersuchung des
Einflusses der Thrombin-Konzentration auf FVIII auf. Abbildung 15 zeigt die Abhingigkeit
der Thrombin-vermittlelten FVIII-Aktivitit von der Inkubationszeit bei einer finalen
Thrombinkonzentration von 0,25 IU/ml im Versuchsansatz.

Die Abbildungen zeigen die Messergebisse von durchgefiihrten Einzelbestimmungen.
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Abb. 14: Aktivierung/Inaktivierung des FVIII-Préparates Recombinate durch Thrombin. Die
Inkubation von FVIII [10 IU/ml] mit den in der Graphik dargestellten finalen Thrombin-
Konzentrationen erfolgte fiir eine Minute. FVIIla wurde mittels koagulometrischer Messung

rel. Faktor VIlI-Aktivitat [%]

mit immunadsorbiertem Mangelplasma bestimmt. Dargestellt sind die relativen Aktivititen
von Recombinate in Prozent, die sich auf den thrombin-freien FVIII-Kontrollwert beziehen.

Es wird ersichtlich, dass Recombinate die hochste Aktivitiat durch 0,25 IU/ml Thrombin im
Testansatz ausbildet.
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Abb. 15: Thrombin-vermittelte FVIII-Aktivierung in Abhingigkeit von der Inkubationsdauer.
Die Inkubation von 10 IU/ml FVIII mit Thrombin erfolgte fiir die in der Graphik
dargestellten Inkubationszeiten. Die Angabe der relativen FVIII-Aktivititen ergeben sich aus
dem Sofort-Messwert, der unmittelbar nach Zusammenfiigung von Thrombin und FVIlla
bestimmt wurde (0 Minuten Inkubationszeit).
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Abbildung 15 zeigt, dass unter Einsatz der zuvor festgestellten optimalen
Thrombinkonzentration von 0,25 IU/ml bei der Inkubationszeit von zwei Minuten die hochste

FVIII-Aktvierung von Rekombinate quantifiziert werden konnte.

4.7.2. APC-induzierte Inaktivierung von Faktor VIIIa (Recombinate)

Zur Feststellung der in den Aptamer-Versuchen einzusetzenden APC-Konzentrationen wurde
wie in Kapitel 3.5.2. erlautert vorgegangen. Abbildung 16 =zeigt das erhaltene

Versuschsergebnis.
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Abb. 16 : APC-induzierte Inaktivierung von 0,3 IU/ml FVIIIa (Recombinate) durch die im
Diagramm dargestellte finale APC- Konzentrationen nach einer Inkubationszeit von 15
Minuten. Die Quantifizierung der FVIII-Restaktivitdten erfolgte anhand der mitgefiihrten und
in der eingefiigten Graphik dargestellten FVIIla-Verdiinnungsreihe.

Die in Abbildung 16 abgebildete konzentrationsabhingige Inaktivierungen des FVIlla
(Recombinate) zeigt, dass bei 1,8 nM APC eine Restaktivitit von lediglich 1 % verblieb.
4.7.3. Intra-Assay-Varianz

Anhand der Intra-Assay-Varianz wurden die Schwankungen eines Messwertes innerhalb einer
Messserie iiberpriift.
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Zur Erstellung der Testansdtze mit den in Tabelle 8 aufgefiihrten APC-Konzentrationen
wurde wie in Kapitel 3.5.2. beschrieben vorgegangen. Die antikoagulatorische Wirkung des
APC wurde durch FVIIIa-Inaktivierung in voneinander getrennten Durchldufen in Dreifach-
Werten bestimmt. Durchgefiihrt wurden die Versuche mit dem FVIII-Priaparat Recombinate.
Tabelle 8 stellt die aus den erzielten Ergebnissen berechneten arithmetischen Mittelwerte
sowie Standardabweichungen und Variationskoeffizient dar.

Tab. 8: Intra-Assay-Variabilitit des fluorogenen Testsystems zur Bestimmung der
FVIlla- Kofaktor-Aktivitit in Abhéngigkeit verschiedener finaler APC-Konzentrationen.

x Faktor VIIIa-
Restaktivitit [%] *s VK [%]
APC [nM] n=3
1,8 6 0,41 6,83
0,9 17 0,41 2,41
0,45 35 1,08 3,09
0,23 69 1,41 2,04
0,12 90 2,48 2,76
0,06 86 2,16 2,51
0,03 100 2,45 2,45

Die berechneten Variationskoeffizienten liegen unter 10 % in einem Bereich zwischen 2,04
und 6,83 %. Diese Resultate stellen relativ geringe Variationskoeffizienten dar und zeigen
eine hohe Reproduzierbarkeit des fluorogenen Testsystem an.

4.7.4. Einflufl der HS02-Aptamer-Varianten auf die APC-induzierte Inaktivierung von
Faktor VIlla

Die Bewertung des Einflusses der HS02-Aptamer-Varianten auf die APC-induzierte FVIIla-
Inaktivierung des Pridparates Recombinate wurde wie in Kapitel 3.5.3.1. beschrieben
durchgefiihrt. Eingesetzt wurden die Aptamere in das Testsystem in halblogarithmisch
ansteigenden Konzentrationsstufen. Die maximale Aptamer-Konzentration von 360 nM
bedeutete einen 100-fachen molaren UberschuB zur eingesetzten APC-Konzentration im
Testansatz. Die Interpolation der Messwerte diente der Bestimmung der ICso-Werte aller
Aptamer-Varianten. Beispielhaft fiir die in der gesamten Versuchsreihe erzielten Ergebnisse
sind in Abbildung 17 die interpolierten Messwerte der Originalsequenz HS02-88 aufgefiihrt.
In Tabelle 9 sind die iiber die Aptamer-Konzentrationen ermittelten ICso-Werte und
berechneten Standardfehler aller HS02-Aptamer-Varianten aufgefiihrt.
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Abb. 17: Einfluss der HS02-88-Konzentrationen auf die APC-abhingige FVIIla-Aktivitit.
Dargestellt sind die relativen FVIIla-Restaktivititen des Praparates Recombinate sowie die
Regressionskurve (4-Parameter-Logistik-Funktion) zur Bestimmung des 1Csy-Wertes.

Tab. 9: 1Cso-Werte und Standardabweichungen der HS02-Aptamer-Varianten und des D1-
Pools.

Aptamer ICs [nM] = Aptamer ICsy [nM] +s
HS02-88 6,43 0,76 |HS02-44 G 1,79 0,18
HS02-73 8,24 1,31 |HS02-44 G-CT 10,71 3,28
HS02-63 4,60 1,30 |HS02-40 35,88 8,29
HS02-62 1,73 0,54 |HS02-38 32,03 4,32
HS02-52 4,90 0,18 |HS02-36 87,54 4791
HS02-52 G 0,42 0,20 |HS02-32 > 160 -
HS02-48 G 2,08 0,69 |D1 - -

Die in Tabelle 9 aufgefiihrten ICso-Werte zeigen, dass ab einer Verkiirzung der
Originalsequenz von 88 auf 40 Basen, ein Verlust der APC-Inaktivierungseffizienz zu
verzeichnen ist. Ebenfalls fiihrt die Entfernung des CT-Uberhangs (Variante HS02-44 G-CT)
zu einer verminderten Effizienz.

Aufgrund der vorstehend aufgefiihrten Ergebnisse wurde die Variante HS02-44 G als das
Minimalmotiv der APC-Aptamere beziiglich der Inaktivierung von FVIlla definiert.
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4.7.5. Uberpriifung des Einflusses der HSO2-Varianten auf die Aktivitit des Tenase-
Komplexes

Zur Uberpriifung des Einflusses der HS02-Varianten auf die Aktivitdten von Serinproteasen
und FVIIIa im Tenase-Komplex wurde, wie in Kapitel 3.5.3. beschrieben, in jedem der
Aptamer-Versuche ein APC-freier Kontrollwert hergestellt. Diese Proben enthielten die
hochste der eingesetzten Aptamer-Konzentrationen von 360 nM.

Die erzielten Messwerte sind im nachfolgenden Balkendiagramm der Abbildung 19
dargestellt. Die Abbildung zeigt die Ergebnisse im Vergleich mit den entsprechenden Werten
der jeweils parallel angefertigten APC-und Aptamer-freien FVIlla-Verdiinnungsreihen

(100 % -Werte).
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Abb. 18: Vergleich der FXa-Generierung in FU/min von APC-freien Kontrollwerten in
Anwesenheit der aufgefiihrten HS02-Varianten (=) mit den jeweiligen 100 % Werten der
FVIlla-Verdiinnungsreihen (O).

Die vorstehende Abbildung zeigt, dass sich die FXa-Generierungen der APC-freien
Kontrollen (Proben mit HS02-Varianten) und der FVIII-Standardwerte (Proben ohne
Aptamer) innerhalb der einzelnen Versuche nur unwesentlich voneinander unterschieden.

Die Ergebnisse lassen dementsprechend keinen Riickschluss darauf zu, dass durch die
Aptamere die Mitglieder des intrinsischen Tenase-Komplexes in ihrer Aktivitit wesentlich

beeinflusst wurden.
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4.7.6. Vergleichende kinetische Untersuchung des Einflusses von HS02-88 und HS02-
44G auf die Faktor VIIIa-Inaktivierung

In einer vergleichenden kinetischen Untersuchung wurden die Wirkungen der
Originalsequenz HS02-88 und der Minimalmotiv-Variante HS02-44 G auf die FVIlla-
Halbwertszeit bei der APC-vermittelten FVIlla-Inaktivierung  untersucht.  Als
Negativkontrolle wurde der unselektierte D1-Pool mitgefiihrt. Mit verwendeten Aptamer-
Konzentrationen von 36 nM lagen die Aptamer-Kandidaten im 10-fachen molaren
Uberschuss zum eingesetzen APC vor.

Die arithmetischen Mittelwerte der in Doppelbestimmungen erzielten Messwerte sind in
Abbildung 19 dargestellt.
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Abb. 19: Zeitabhingige APC-induzierte FVIIla-Restaktivitit [%] bei Einsatz der Aptamere
HS02-88 (e), HS02-44 G (©) und des unselektierten D1-Pools (V).

Aus der exponentiellen Interpolation ergab sich in Gegenwart des D1-Pools eine FVIlla-
Halbwertszeit von 8,3 Minuten.

Die Bestimmung der Halbwertszeiten von FVIIIa in Anwesenheit von HS02-88 und HS02-
44G konnten mit Hilfe der angewendeten Interpolation nicht durchgefiihrt werden. Aus
Abbildung 19 wird jedoch deutlich, dass bei einem 10-fachen molaren Uberschuss der
Aptamere die Halbwertszeiten sowohl bei der Aptamer-Originalsequenz, als auch bei der
Minimalmotiv-Variante deutlich verlangert wurden. Diese lagen in einem Bereich, der den
untersuchten Zeitraum von 30 Minuten deutlich tibertrifft.
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5. Diskussion

5.1. Bestimmung der Faktor VIII-Aktivitat der Faktor VIII-Priparate

Als erster Schritt wurde die Aktivitit der zehn FVIII-Konzentrate iiberpriift. Hierfiir wurden
von allen Prdparaten Proben mit 1 IU/ml hergestellt und anhand von zwei verschiedenen
Messprinzipien bewertet. Dabei handelte es sich um die koagulometrische Erfassung der
FVIII-Aktivitat mittels einer aPTT-basierten Einstufen-Methode und um die amidolytische
Bestimmung mit einem chromogenen Peptid-Substrat-Assay. Die koagulometrische
Einstufen-Messung wurde zusitzlich in zwei verschiedenen Varianten durchgefiihrt und in
zwei verschiedenen Koagulometern ausgewertet. In einem der beiden Einstufen-Tests wurde
immunadsorbiertes FVIII-Mangelplasma der Firma Dade verwendet. Der zweite Einphasen-
Test wurde nach einer im Institut etablierten in-house-Methode mit nativem Mangelplasma
von Helena Laboratories durchgefiihrt. Die erzielten Messwerte ergaben folgende
Feststellungen: (i) die einzelnen Priparate erreichen in den drei Messungen unterschiedliche
Aktivititen, besonders grofe Unterschiede bestehen bei plasmabasierten Konzentraten, (ii)
mit Ausnahme von Octanate (Octapharma GmbH) werden in den koagulometrischen
Messungen hohere FVIII-Aktivititswerte gemessen als im chromogenen Test, deutlich
ausgepragt zeigte sich dieses Verhalten bei den Plasma-Priparaten, (iii) innerhalb jeder der
drei Messungen waren zwei Gruppen zu erkennen: die Praparat-Gruppe der plasmabasierten
Konzentrate erreicht in allen drei Messungen signifikant héhere Aktivititen als die Gruppe
der rekombinanten Konzentrate (Ausnahme Helixate Nex Gen im Einstufen-Clotting-Test mit
nativem Mangelplasma).

Bei den festgestellten Diskrepanzen der Messwerte zwischen Einstufen-Methode und
chromogenen Test spiegelt sich der Umstand wieder, dass die Bestimmung von FVIII ein seit
langem bestehendes Problem darstellt (Lollar, 2003). Diese Thematik wurde in vielen Studien
(Barrowcliffe et al., 1998; Lee et al., 1999; Raut et al., 2003) untersucht und bezieht sich
sowohl auf die Messung von FVIII in Plasmaproben als auch in Gerinnungskonzentraten. Der
Ausgangspunkt der Problematik liegt darin, dass FVIII als Pro-Kofaktor keine eigene
definierbare proteolytische Wirkung besitzt. Der Gerinnungsfaktor kann nur indirekt nach
erfolgter proteolytischer Spaltung aufgrund seiner Kofaktor-Akivitét bei der Generierung von
FXa gemessen werden (Lundblad et al., 2000).

Erschwert wird die FVIII-Untersuchung durch die uneinheitliche Ausfithrung von
unterschiedlichen Messmethoden, beziehungsweise deren mangelnden Standardisierung und
der Vielfalt an Testreagenzien. Zusitzlich wirken sich die verschiedenen Reinheitsgrade und
die verschiedenartigen Zusammensetzungen der einzelnen FVIII-Préaparate erschwerend aus.
Mit einer groBen Vielgestaltigkeit der Reagenzien ist besonders die koagulometrische
Einstufen-Methode behaftet (Barrowcliffe et al, 2002; Cinotti et al, 2006). Barrowcliffe et al.
(2002) fiihren in ihrer Studie die Situation in Grofbritannien auf, wo alleine 25 verschiedene
aPTT-Reagenzien und 20 verschiedene FVIII-Mangelplasmen sowie 13 unterschiedlicher
Referenz-Plasmen und 11 Untersuchungsgerite zur Verfiigung stehen.
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Im Zusammenhang mit der bestehenden Problematik kann sich in den aufgefiihrten
Versuchen als einer der verursachenden Griinde fiir die Aktivititsunterschiede der Gebrauch
eines Plasma-basierten Standards ausgewirkt haben. Dadurch wurde in den Untersuchungen
das ,,like-versus like-Prinzip* nicht eingehalten. Dieses Prinzip wird zur Verringerung von
Messunterschieden zwischen Laboren und den verschiedenen Bestimmungsmethoden
herangezogen. Dem Prinzip zufolge soll der zur FVIII-Bestimmung verwendete
Referenzstandard aus dem gleichen FVIII-Material stammen wie die zu untersuchende Probe.
Somit sollte entsprechend dem Testmaterial zwischen den koexistierenden Plasma-und
Konzentrat-Standards gew#hlt werden (Lollar, 2003; UKHCDO, 2003). Durch produkt-
spezifische FVIII-Standards konnten einige Studien zusdtzlich die weitere Reduzierung von
Messunterschieden erreichen (Ingerslev et al, 2004; Lee et al, 1999).

Allgemein gilt jedoch, dass Plasma-Standards von FVIII nicht zur Untersuchung von
Gerinnungskonzentraten und Konzentrat-Standards nicht zur Messung von FVIII in Plasma-
Proben geeignet sind (UKHCDO, 2003).

Ein anderer Faktor, der die in den Experimenten festgestellten Messunterschiede zwischen
koagulometrischer und chromogener FVIII-Bestimmung bewirkt haben kann, ist die
unterlassene Vorauflosung der Konzentrate in FVIII-Mangelplasma. Bei diesem
Versuchsschritt handelt es sich um einen Bestandteil der Empfehlungen zur Standardisierung
der Untersuchung von rekombinanten und hochgereinigten FVIII-Konzentraten. Diese
Untersuchungsanweisungen wurden 1993 vom FVIII und FIX Subkomitee des Scientific and
Standardization Commitee (SSC) der internationalen Gesellschaft fiir Thrombose und
Héamostase (ISTH) erstellt (Barrowcliffe et al., 2002). Als Referenzmethode wurde darin der
chromogene Test festgelegt (Hubbard et al., 2003).

Dariiber hinaus wurden andere wesentliche Untersuchungsgrundsitze dieser Empfehlungen in
den durchgefiihrten Experimenten angewendet. Dazu zédhlten die Verwendung von FVIII-
Mangelplasmen mit einen normalen vWF-Gehalt sowie von Puffern, die einem
Albumingehalt von einem Prozent aufweisen (Barrowcliffe et al., 2002). In einer Studie von
Hubbard et al. (2002b) konnte gezeigt werden, dass bei Anwendung der oben aufgefiihrten
SSC-Empfehlungen sowie einem Konzentrat-Standard, die Aktivititsunterschiede von
plasmabasierten und ,,full-length® rekombinanten Préparaten zwischen Einphasen-Methode
und chromogenen Test unter 10 Prozent gehalten werden konnte. Der Einfluss der
Vorverdiinnung mit Mangelplasma wirkt sich besonders empfindlich bei der Untersuchung
von gentechnisch hergestellten FVIII-Praparaten aus. So weisen rekombinante Konzentrate
bei Vorauflosung mit Puffer, im Vergleich zur Auflésung in Mangelplasma, eine um 16-20 %
verringerte Aktivitat auf. Fiir Plasma-VIII-Praparate liegt der Einfluss unter 5 % (Raut et al,
2003). Es kann davon ausgegangen werden, dass dieser Aspekt beim Zustandekommen der
niedrigeren Aktivititen von gentechnisch hergestellten Gerinnungskonzentraten mitgewirkt
hat. Unabhingig von der Substanz zur Aufldsung der Préparate wird, aufgrund von geringeren
Messwerten mit immunadsorbiertem FVIII-Mangelplasma, im koagulometrischen Einstufen-
Test der Gebrauch von nativem Substratplasma empfohlen (Barrowcliffe et al., 1993).
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Wie bereits angefiihrt, erlauben die gemessenen Ergebnisse die folgenden zwei
Feststellungen. Zum einen erreichten plasmabasierte FVIII-Praparate signifikant hohere
Aktivititen als rekombinante Konzentrate (t-Test, p < 0,05). Zum anderen erzielten alle
beiden Préparat-Gruppen in der koagulometrischen Einstufen-Messung hohere
Bestimmungswerte als im chromogenen Test. Plasmabasierte Priparate sowie Helixate Nex
Gen (im geringeren Mafle auch Kogenate) besalen zudem noch deutliche
Aktivitatsunterschiede zwischen beiden Einstufenmethoden. Dabei {iberstiegen die Messwerte
mit nativem Mangelplasma die entsprechenden Ergebnisse mit immunadsorbiertem
Substratplasma um 71-101 % (MW = 88 £ 10), bei Helixate Nex Gen sogar um 138 %. Die
Aktivitatsunterschiede der iibrigen drei rekombinanten Gerinnungsprodukte waren im
Verhiltnis nur gering ausgebildet.

Als weitere beeinflussende Komponenten auf die gemessenen Priparat-Aktivititen konnen
sich Bestandteile und Zusammensetzung der Konzentrate und Reagenzien sowie die
Beschaffenheit des FVIII ausgewirkt haben. Bereits die chemischen Eigenschaften der
verwendeten Puffer konnen sich unterscheiden und dadurch Reaktionen bei der FVIII-
Untersuchung storen (Cinotti et al., 2006). Auch molekulare Unterschiede von FVIII sind als
Ursache der Aktivititsunterschiede zwischen den beiden Priparat-Gruppen nicht
auszuschlieBen. Aus Plasma gereinigter FVIII stellt infolge von variablen proteolytischen
Spaltungen an Positionen innerhalb der B-Domine eine uneinheitliche Population von
heterodimeren Komplexen dar. Diese bestehen aus der leichten und der schweren Kette. In
der leichten Kette besitzen die A3-C1-C2-Dominen eine molekulare Masse von 80 kDa. Die
schwere Kette umfasst die Al-A2-B-Doménen. Die B-Domine kann aufgrund der
Proteolysen vollstindig, verkleinert oder fehlend sein. Dies fiihrt zu unterschiedlichen
molekularen Gewichten der schweren Kette von 90 bis 180 kDa (Vlot et al, 1998). Dadurch
ist die Herstellung von identischen plasmabasierten und rekombinanten FVIII-Produkten nicht
moglich (Khrenov et al, 2006). In der Arbeit unterschied sich das B-Doméne-deletierte FVIII-
Priaparat Refacto (Wyeth) von den iibrigen Konzentraten dahingehend, dass es in den
Messungen mit immunadsorbiertem Mangelplasma und chromogenen Peptidsubstrat die
niedrigsten Messwerte aller rekombinanten und plasmatischen Gerinnungspréparate zeigte.
Dabei war die Aktivitdt im chromogenen Zwei-Stufen-Test besonders gering. Diese war um
52 % niedriger als im Einstufen-Test mit nativem Mangelplasma. Im Vergleich zur Einstufen-
Messung mit immunadsorbiertem FVIII-Mangelplasma zeigte sich die Aktivitat von diesem
Praparat im chromogenen Test um 35 % geringer. Damit verhielt sich die Refacto-Probe
entgegengesetzt zu bisherigen Untersuchungen, in denen nach der Predilution mit nativem
Mangelplasma gemessen wurde. Dort ergaben Einstufen-Tests mit kommerziellen aPTT-
Reagenzien etwa 50 % niedrigere Aktivititen als im chromogenen Substrat-Assay.
Zuriickgefiihrt wurde dies auf eine groBere Empfindlichkeit des BDD-rFVIII beziiglich
Ursprung und Konzentration der Phospholipide bzw. deren unphysiologischen Charakter in
aPTT-Reagenzien (Mikaelsson et al., 1998; Sandberg et al., 2001).

Einen Einfluss der Aktivierungszeit auf das festgestellte niedrige Messergebnis von Refacto
im chromogenen Substrat-Test kann nicht ausgeschlossen werden. Eine Studie von Hubbard
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et al. (2002a) konnte bei Verlangerung der Aktivierungszeit von zwei bis hin zu 15 Minuten
eine Erhohung der Aktivitit von Refacto im chromogenen Assay um 34 % erzielen. Fiir das
vergleichend untersuchte plasmabasierte Method-M-Préparat ergab die Uberpriifung keine
Veranderung der FVIII-Aktivitit. Bei dem in der Studie verwendeten Test-Kit handelte es
sich allerdings im Gegensatz zum verwendeten Assay dieser Arbeit um einen thrombin-freien
chromogenen Test. Aufgrund dessen ist anzunehmen, dass sich eine Ausweitung der
Aktivierungszeit fiir die FVIII-Bestimmung von Refacto weniger deutlich auswirken wiirde.

Weitere Ursachen fiir unterschiedliche Konzentrat-Aktivititen konnen auf FVIII-
Veranderungen beruhen, die sich im Rahmen des Herstellungsprozesses ereignen oder durch
Zusatzstoffe ausgelost werden. Beispielsweise wurde im Rahmen einer Untersuchung zur
Immunogenitdt von FVIII-Priparaten Verdnderungen der dreidimensionalen Struktur der
FVIII-Molekiile erwdgt, die durch direkte Bindung von Zusdtzen wie Albumin bedingt sind
und als Folge unphysiologische FVIII-Formen auslosen kdnnen (Behrmann et al., 2002).
Andere Abweichungen zwischen rekombinanten und plasma-basierten Konzentraten, die die
FVIII-Bestimmung beeinflusst haben konnen, bestehen aufgrund von posttranslationellen
Modifikationen. Diese entstehen im Zytoplasma der synthetisierenden Zelle und bedingen
andersartige Nicht-Aminosduren-Bestandteile wie Zucker-, Phosphat- und Sulfatgruppen
(Meili, 2004).

Die erhaltenen Messwerte deuten darauf hin, dass pbFVIII-Priaparate einen oder mehrere
Bestandteile aufweisen, die zur Bildung von hoheren Aktivititen fithren. In Betracht gezogen
werden konnen hierfiir in erster Linie aktivierter FVIII und/oder vWEF. Diese beiden
Blutbestandteile werden auch in einer Untersuchung von Kemball-Cook et al. (1993) als
Ursache fiir unterschiedliche Konzentrat-Aktivitiaten in Betracht gezogen. Die dort ermittelten
Ergebnisse und deren Deutungen stehen allerdings in Widerspruch zu den in der Arbeit
erzielten Resultaten. So wird in der betreffenden Studie von Kemball-Cook das
Vorhandensein von aktiviertem FVIII in Gerinnungsprdparaten zwar als Ursache von
schnellerer FXa-Bildung und hoheren Bestimmungswerten im Einstufen-Test vermutet,
allerdings galt dies in erster Linie fiir hochgereinigte FVIII-Produkte (rFVIII-Priaparate sowie
pbFVIII-Konzentrate, die durch Affinititschromatographie mit monoklonalen Antikérpern
gereinigt wurden). Demgegeniiber erzielten vier von sechs getesteten plasmabasierten
Praparaten mit mittlerem Reinheitsgrad in den angesprochenen Bereichen schlechtere
Resultate. In Erwidgung ziehen Kemball-Cook et al. auch, dass die festgestellten Unterschiede
in Zusammenhang mit vorhandenem vWF in den mittelgrad gerinigten pbFVIII-Priaparaten
stehen.

Von den in dieser Arbeit eingesetzten Gerinnungskonzentraten enthalten laut Angabe der
Internet-Version der Roten Liste alle plasmabasierten FVIII-Praparate mit Ausnahme von
Beriate P (ZLB Behring) vWF (Barthels und Schramm, 2004). Angesichts der Tatsache, dass
die entsprechenden Konzentrate sowie Beriate P in allen Messungen hochste Ergebnisse
erzielen, ist nicht von einer verringerten FVIII-Aktivitdt aufgrund von vWF auszugehen. Da
auBerdem der Gehalt einer kleinen Menge an vWF fiir Beriate P angegeben wird (Tagariello
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et al., 2007), scheint vorhandener vWF in FVIII-Priaparaten vielmehr eine aktivitatsfordernde
Wirkung auf FVIII auszuiiben. Festgestellt wurde bereits eine Auswirkung des vWF-Gehaltes
von Mangelplasmen auf die Untersuchung von rekombinanten und hochgereinigten FVIII-
Konzentraten in der Einstufen-Methode. FVIII-Mangelplasmen mit abgereichertem vWF-
Gehalt erbringen fiir diese Praparate niedrigere Aktivititen. Aus diesem Grund wurde in die
SSC-Empfehlungen der Gebrauch von Mangelplasmen mit normalem vWF festgesetzt
(Barrowcliffe et al., 2002). Auf mogliche Zusammenhinge zwischen VWF und der
Aktivierung von FVIII wird im nachfolgenden Kapitel 5.1.2. ausfiihrlicher eingegangen.

Die hoheren Aktivititen von plasmabasierten FVIII-Konzentraten in allen durchgefiihrten
Messungen sprechen des Weiteren fiir das Vorliegen von FVIlla in diesen Priaparaten.

Dem aPTT-basierten FEinstufen-Test wird eine hohe Sensivitit fiir voraktivierte
Gerinnungsfaktoren und dadurch bedingter Uberbewertung der FVIII-Aktivitit zugesprochen
(Rosen und Casoni, 2002). Diese Eigenschaft des Testsystems kann zudem zu den erheblich
hoheren Messwerten der plasmabasierten FVIII-Produkte in der koagulometrischen
Bestimmung gefiihrt haben.

Als alleinige Ursache fiir die hoheren Bestimmungswerte ist dies allerdings nicht
anzunehmen. Dafiir sind die Aktivititen der Gruppe der plasmabasierten FVIII-Konzentrate
innerhalb der Messmethoden zu einheitlich ausgebildet.

Neben geringen Mengen an aktiven FVIII in den Priparaten konnen auch Spuren des
Gerinnungsfaktors in den Mangelplasmen enthalten sein (Lundblad et al., 2000). Auch
dadurch konnten hohere Bestimmungswerte in Einstufengerinnungs-Test verursachen werden.
Nach Information der Hersteller Dade Behring und Helena Laboratories beinhalten sowohl
durch Immunadsorption depletiertes als auch natives Mangelplasma weniger als 1 Prozent
FVIII-Aktivitdt. Allerdings konnen bereits kleinste, aktivierte Mengen dieser Proteine die
gemessene FVIII-Aktivitdit im Test beeinflussen. Dieser Effekt sollte sich allerdings
gleichermallen auf plasmabasierte und rekombinante Produkte auswirken.

Innerhalb der beiden koagulometrischen Bestimmungen der Plasma-Pridparate ergaben sich in
der Untersuchung mit nativem Mangelplasma deutlich héhere Ergebniswerte. Die Aktivititen
unterschieden sich dabei um 71-101 Prozent (MW = 88 £ 10). Da auch das gentechnisch
hergestellte Gerinnungskonzentrat Helixate Nex Gen (Bayer) und im geringem Mafe auch
Kogenate (Bayer) dieses Ergebnis aufzeigten, miissen fiir dieses Verhalten auBerdem
Faktoren von Bedeutung sein, die im Herstellungsprozess der entsprechenden Priparate zu
finden sind.

Unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass es sich bei Helixate Nex Gen und Kogenate um
identische Konzentrate handelt (UKHCDO, 2003), die unter verschiedenen Pridparatnamen
vertrieben werden, miissen auch Messschwankungen bei der Durchfiihrung der Bestimmung
der FVIII-Aktivitét fiir das Zustandekommen dieser Ergebnisse in Betracht gezogen werden.

Die Phospholipide der aPTT-Reagenzien konnen die Variabilitit der Einstufen-Messung
malgeblich beeinflussen (Mikaelsson et al., 1998). Moglicherweise sind diese ein Grund fiir
die erhaltenen Messunterschiede zwischen den beiden koagulometrischen FVIII-
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Bestimmungen. In der Einstufen-Methode, deren Durchfiithrung nach einer in-house-Methode
mit nativem Mangelplasma erfolgt, wird kein kommerzielles aPTT-Reagenz eingesetzt. Die
Phospholipid-Quelle stammt in diesem Test aus Lipoid, welches im Institut aus
Kaninchenhirn hergestellt wurde.

Die geringeren Aktivititen im chromogenen Peptid-Substrat-Assay konnen mdoglicherweise
dadurch bedingt worden sein, dass die Auflésung des FIXa und des FX-Reagenzes sowie die
Mischung des Stopp-Puffers abweichend der angegebenen Versuchsdurchfithrung des
Herstellers Dade Behring erfolgte. Anstatt dessen wurde entsprechend der etablierten
Testdurchfiihrung der Hamophilie-Abteilung des Instituts vorgegangen. Unter Umstinden
fiihrte dies zu einem ungiinstigen bzw. nicht optimalen Verhéaltnis von FVIII und Thrombin.

5.2. Vergleichende Aktivierung der Faktor VIII-Priparate durch Thrombin

Uberpriift wurde in der Versuchsreihe der konzentrationsabhingige Einfluss von Thrombin
auf die FVIIla-Generierung im Einstufen-Clotting-Test. Um die Verldufe der Thrombin-
vermittelten Aktivierungen vergleichend beurteilen zu konnen, wurde jedes der FVIII-
Produkte fiir die Aktivierungsreaktion auf 10 IU/ml adjustiert. Nach Beendigung der FVIII-
Aktivierung durch die Zugabe von Hirudin, wurden zur anschlieBenden FVIIIa-Bestimmung
alle Priparat-Proben auf 1 IU/ml eingestellt. Das eingesetzte Hirudin wies im Versuchsansatz
eine Endkonzentration von 100 ng/ml auf. Diese Hirudinkonzentration zeigte in einem zuvor
durchgefiihrten Vorversuch (Kapitel 4.2.1.) eine reduzierende Beeinflussung auf die Akivitit
von 1 IU/ml FVIII (Chandler et al., 2003). Die Proben der FVIII-Priparate wurden zur
Bestimmung der FVIII-Aktivitit nach der Reaktion mit Thrombin allerdings 1:10 verdiinnt,
so dass die finale Hirudin-Konzentration auf 10 ng/ml reduziert wurde. Diese Konzentration
zeigte keinen Einfluss auf das FVIII-Testergebnis.

In einem weiteren Vorversuch wurde die Thrombin-Menge ermittelt, die mit der eingesetzten
Hirudin-Konzentration von 100 ng/ml inaktiviert werden kann. Es wurde festgestellt, dass mit
der Hirudin-Konzentration von 100 ng/ml Thrombin in einer Konzentration bis 2 IU/ml
vollstandig inaktiviert werden kann. Aufgrund dieses Ergebnisses kann davon ausgegangen
werden, dass die in der Versuchsreihe maximal vorliegende finale Thrombin-Konzentration
von 1 [U/ml, durch die Zugabe des Hirudins vollstdndig inaktiviert wurde.

Aus den gewonnenen Messwerten wurde ersichtlich, dass jedes der zehn Gerinnungspraparate
durch Thrombin aktiviert wurde wund die Aktivititsbildung abhdngig von der
Thrombinkonzentration erfolgte. Bereits durch Einwirkung der geringsten eingesetzten
Thrombinmenge stiegen die Aktivititen aller Konzentrate an.

Durch Inkubation mit groferen Thrombin-Konzentrationen wurde in den durchgefiihrten
Versuchen, nach Erreichen maximaler FVIII-Aktivitit, bei allen FVIII-Priparaten eine
verringerte FVIIla-Bildung vermutlich infolge zusitzlicher proteolytischer Spaltung an Arg
336 ausgelost (Fay et al., 1993; Pipe und Kaufman, 1997).
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Den Ergebnissen dieser Arbeit zufolge bestehen Unterschiede zwischen der Gruppe der
plasmatischen und rekombinanten Konzentrate hinsichtlich der Hohe der Aktivitatsbildung
und des Einflusses der Thrombinkonzentrationen auf FVIII/VIIIa.

Die festgestellten Aktividtsunterschiede von plasmabsierten und rekombinanten Praparate
waren statistisch signifikant (t-Test, p < 0,01). Plasmabasierte Konzentrate entwickelten
deutlich hohere Aktivititen mit einem maximalen Gesamtmittel an FVIII-Aktivdt von 121 %
+ 29. Im Gegensatz dazu erreichten rFVIII-Priparate ein maximales Gesamtmittel von nur 53
+ 11 % Aktivitat. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu Untersuchungen von Hubbard et
al. (2002a). Dort ergab eine kinetische Untersuchung der thrombin-vermittelten FVIII-
Aktivierung hohere Aktivierungen eines rekombinanten B-Doménen-deletierten Konzentrates
im Vergleich zu einem plasmabasierten Method-M-Produkt. Aus Plasma gewonnene Method-
M-FVIII-Praparate sind im Rahmen ithres Herstellungsprozesses durch
Immunoaffinititschromatographie mit murinen monoklonalen Antikdrpern gereinigt.
Entsprechende plasmabasierte FVIII-Konzentrate wurden in dieser Arbeit nicht eingesetzt.

Die Zugabe von verschiedenen Thrombinkonzentrationen ermoglichte die Beurteilung der
Thrombin-Sensivititen der einzelnen Produkte. Plasmabasierte FVIII-Konzentrate erzeugten
Aktivitaitsmaxima bei durchschnittlich 0,12 IU/ml Thrombin (als Ausnahme bildete Octanate
seine hochste Aktivitit schon mit 0,03 IU/ml Thrombin). Bei rekombinanten
Gerinnungskonzentraten liegen die Bereiche maximaler Aktivitit zwar deutlich unter den
Ergebnissen der plasmatischen Priparate, erreichen aber andererseits diese im Durchschnitt
bereits mit 0,03 [U/ml (Helixate Nex Gen schon mit 0,02 [U/ml).

Aufgrund dieser Ergebnisse ldsst sich eine groere Thrombin-Sensivitit der rekombinanten
FVIII Praparate vermuten, in deren Folge die Aktivierbarkeit erleichtert ist. Bisher liegen in
einigen Studien lediglich Annahmen fiir eine groBere Sensivitdt der thrombin-vermittelten
Spaltung eines rekombinanten B-Doménen deletierten FVIII-Proteins vor (Eaton et al.,
1986b; Pittman et al., 1993). Im Gegensatz hierzu zeigt eine jiingere Untersuchung des
zeitlichen Verlaufs der FVIII-Aktivierung mit zwei verschiedenen Thrombinkonzentrationen,
vergleichbare Aktivierungsprofile eines BDD-rFVIII und eines plasmatischen FVIII mit
unterschiedlich groen B-Doménen (Sandderg et al., 2001).

Es ist vorstellbar, das eine groBBere Thrombin-Sensitivtiat von FVIII-Proteinen bestimmter
FVIII-Praparate im Organismus eines Hadmophilie A-Patienten dazu fiihrt, dass diese
effizienter durch Thrombin aktiviert werden. Moglicherweise konnte dadurch die
Normalisierung der Hamostase durch eine geringere FVIII-Menge erzielt werden. Die zu
substituierende FVIII-Dosis konnte daher verringert werden.

Zur Uberpriifung der erzielten Resultate wurden die Versuche zur Untersuchung der
Thrombin-vermittelten FVIII-Aktivierung wiederholt und die Aktivitdit mithilfe eines
andersartigen Messprinzips ausgewertet. Die dazu herangezogene fluorimetrische
Bestimmung der FVIlla-vermittelten FXa-Generierung bestitigte die zuvor gefundene
Feststellung, dass plasmabasierte Praparate unter der Einwirkung von Thrombin hohere
Aktivititen erzielen. Die Aktivitatsunterschiede zwischen den beiden Konzentrat-Gruppen

71



Diskussion

waren erneut statistisch signifikant (t-Test, p < 0,02). Die FVIIla-Bildung der Plasma-
Konzentrate entwickelte allerdings einen andersartigen Aktivitatsverlauf. Diese Priparate
erzeugten mit steigender Thrombinkonzentration Aktivitatsplateaus, die sich iiber einen
Konzentrationsbereich von 0,03-0,12 IU/ml Thrombin erstreckten. Wahrscheinlich liegt die
Ursache fiir die andersartige Aktivitatsbildung der beiden Untersuchungsmethoden in den
unterschiedlichen Konzentrationen der beteiligten Komponenten des Tenasekomplexes. Auch
die lingere Messdauer der fluorimetrischen Bestimmung, in der eine anhaltende FXa-
vermittelte FVIII-Aktivierung durch Riickkopplungsreaktionen moglich ist, kann sich
ausgewirkt haben. Insgesamt entwickelten alle untersuchten FVIII-Konzentrate hochste
Aktivitdten im Bereich von 0,02-0,06 IU/ml Thrombin und pbFVIII-Priaparate auch bei einer
Konzentration von 0,12 IU/ml Thrombin. Dabei ist die Tendenz zu erkennen, dass
gentechnisch hergestellte Priparate Aktivitits-Maxima zwischen 0,03-0,06 IU/ml und
Plasma-Konzentrate bei 0,03-0,12 IU/ml bilden.

Das unterschiedliche Verhalten von plasmabasierten und rekombinantem FVIII bei der
Aktivierung durch Thrombin kann aufgrund von Abweichungen auf molekularer Ebene
basieren. Hubbard et al. (2002a) vermuteten als Ursache von ungleichen thrombin-
induzierten Aktivitatsbildungen eines BDD-r-Faktor VIII und eines plasmabasierten Method-
M Préparates molekulare Unterschiede von FVIII, welche auf Reinigungs- und
Herstellungsprozesse beruhen und ein unterschieliches Profil bei der Aktivierung durch
Thrombin bewirken. Eine Studie von Raut et al. (1998) ergab Modifikation von FVIII nach
einer Kombination aus Solvent-Detergent-Verfahren und Pasteurisations-Behandlung.
Entsprechender FVIII zeigte verdnderte Aktivititen hinsichtlich einer verlangsamten
Proteolyse der leichten Kette durch Thrombin, schnellerer FXa-Bildung und erhohter
Phospholipidaffinitdit und Phospholipidbindung. In dieser Arbeit wurden allerdings keine
FVIII-Praparate verwendet, die im Rahmen ihrer Herstellung eine Kombination aus diesen
beiden Prozessen durchlaufen.

Ein moglicher Zusammenhang zwischen unterschiedlichen FVIII-Aktivititen und vWF-
Gehalt der plasmabasierten und rekombinanten Priparate wurde bereits in Kapitel 5.1.1.
angesprochen. Dem VvWF wird eine Kofaktor-Funktion bei der Proteolyse der
Aminosédurepositon 1689 zugeschrieben (Hill-Eubanks und Lollar, 1990). Die Effektivitét
dieser Spaltung kann dadurch bis zu 8-fach erhoht sein (Saenko et al., 1999). Hierdurch ist
die Entstehung von hoheren FVIII-Aktivitdten der Plasma-Konzentrate denkbar. Andererseits
ist weiterhin bekannt, dass in Abwesenheit von vWF eine ausreichende FVIII-Aktivierung
ohne Spaltung an Position Arg 1689 gebildet wird (Hill-Eubanks et al., 1989; Regan und Fay,
1994). Aufgrund dessen ist es vorstellbar, dass vWF-freie rFVIII-Praparate zur Bildung
maximaler Aktivitdt geringere Thrombinkonzentrationen benétigen.

Als weiterer Versuchsschritt der Arbeit wurde iiberpriift, ob durch etwaige Inhaltsstoffe der
plasmabasierten Gerinnungskonzentrate eine Beeinflussung der Thrombin-Aktivitdt bei der
FVIII Aktivierung bewirkt wird. Hierflir wurden verschiedene Gehalte eines rekombinanten
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(Kogenate, Bayer) und eines plasmabasierten (Haemate HS, ZLB Behring) FVIII-
Konzentrates mit den in den Aktivierungs-Versuchen verwendeten Thrombin-
Konzentrationen inkubiert. Von Haemate HS wurden 10, 5 und 2,5 IU/ml und von
Recombinate 10, 20 und 40 IU/ml eingesetzt. Die resultierenden Aktivititen wurden im
Einstufen-Clottingtest bestimmt.

Die Untersuchung zeigte, dass auch ein reduzierter Gehalt von pbFVIII zur maximalen
Aktivitatsbildung mehr Thrombin (0,03-0,06 IU/ml) bendtigt als eine groflere Menge an
rekombinant hergestelltem FVIII. Rekombinanter FVIII erreicht trotz ansteigender FVIII-
Menge bereits ab der geringsten Thrombinkonzentration (0,02 IU/ml) seine grofite Aktivitat.
Es war die Tendenz zu erkennen, dass bei einer abnehmenden Menge von Plasma-FVIII auch
weniger Thrombin zur maximalen Aktivierung bendtigt wird. Diese Ergebnisse lielen somit
nicht ausschlieen, dass plasmabasierte FVIII-Produke Inhaltsstoffe beinhalten, welche die
Aktivitidt von Thrombin hemmend beeinflussen.

Im Rahmen einer weitergehenden Untersuchung zum Nachweis von Thrombin-inhibierenden
Einheiten in pbFVIII-Priparaten, wurde anhand des ausgewahlten Beispiel-Inhibitors Hirudin
(Refludan®), die Inaktivierung von Thrombin in einem fluorogenen Substrat-Assay tiberpriift.
Zu diesem Zweck wurde eine finale Thrombin-Konzentration von 0,6 IU/ml Thrombin (4,5
nM) mit unterschiedlichen Hirudin-Mengen inkubiert.

Die vollstindige Thrombin-Inaktivierung wurde bei einem molaren Verhiltnis von 1:1
festgestellt. Erkennbar wurde ein hemmender Effekt auf die Aktivitat von 4,5 nM Thrombin
ab einer Konzentration von 0,3 nM Hirudin (Abb. 11).

Diesen Ergebnissen zufolge ist mit dem angewendeten fluorogenen Test ein potenter
Thrombin-Inaktivator nachweisbar, der mindestens iber ecin fiinfzehntel der
Stoffmengenkonzentration von Thrombin verfiigt.

Bei Ubertragung dieses Ergebnisses auf die Versuchsreihe zur Thrombin-vermittelten
Aktivierung von FVIII-Konzentraten (Kapitel 4.2.) wird belegt, dass jede der eingesetzten
Thrombin-Konzentrationen durch die vorliegende Hirudinmenge vollstindig inaktiviert
wurde. Das eingesetzte Hirudin (14,4 nM) lag in einem 1,9-fachen molaren Uberschuss zur
maximal vorliegenden Thrombin-Endkonzentration von 7,5 nM (1 IU/ml) vor. Somit ist das
Ergebnis des Vorversuchs zur Uberpriifung des Einflusses von Hirudin auf die Aktivitit von
Thrombin (Kapitel 4.2.2.) bestétigt.

Nachdem der Nachweis eines Thrombin-Inhibitors im fluorogenen Substrat-Assay dargestellt
wurde, konnte anschlieBend in einem auf diesem Versuchsprinzip basierenden Thrombin-
Neutralisationstest der Einfluss von 10 IU/ml FVIII-Priparat auf die Aktivitit von Thrombin
tiberpriift werden.

Die Versuche ergaben keinen Hinweis auf eine Beeinflussung der Aktivitit von 0,6 IU/ml
(4,5 nM) bzw. 0,3 IU/ml (2,25 nM) Thrombin durch FVIII-Préparate. Aufgrund der zuvor
erhaltenen Feststellung, miissten durch diesen Versuch zumindest thrombin-inhibierende
Einheiten hoher Potenz in den FVIII-Priparaten ab einer Stoffmengenkonzentration von 0,3
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nM bw. 0,15 nM nachweisbar sein. Beziechungsweise unter Einbeziehung der stattfindenden
Verdiinnungen wahrend der Messung ab einer Stoffmengenkonzentration 0,1 nM bzw.

0,05 nM.

Berticksichtigt werden muss, dass der durchgefiihrte Nachweis eines Thrombin-Inhibitors auf
Untersuchungen mit Hirudin basiert. Hirudin wurde urspriinglich aus den Blutegeln Hirudo
medicinalis isoliert und gilt als stirkster Inhibitor von Thrombin (Adams et al., 2003;
Greinacher et al., 1999). Heute liegen zur Hirudin-Herstellung rekombinante Technologien
vor (Nowak und Schror, 2007). Thrombin-Antagonisten mit einer geringeren Wirksamkeit als
Hirudin sind durch das Testprinzip nicht aufgezeigt worden. Das Vorhandensein von kleinen
Mengen an schwicher wirksamen Thrombinhemmstoffen in  plasmabasierten
Gerinnungskonzentraten ist aufgrund dessen nicht auszuschlieBen. Schlussfolgernd kann
beziiglich der Aktivierung von FVIII-Praparaten nicht vollig ausgeschlossen werden, dass die
Aktivitdit von Thrombin durch Verunreinigungen mit thrombin-inhibierenden Einheiten
hemmend beeinflusst wird. Als solche konnen vor allem die Serpine Antithrombin III,
Heparin Cofaktor II und die Protease Nexin I in Betracht gezogen werden (Myles et al., 1998;
Pike et al., 2005).

5.3. Vergleichende Inaktivierung der Faktor VIII-Priparate durch APC

Zur vergleichenden Untersuchung der proteolytischen APC-Aktivitdt bei der FVIIla-Spaltung
verschiedener FVIII-Priaparationen erfolgte die Untersuchung der Inaktivierung aller zehn
aktivierter FVIII-Préparate durch APC. Hierzu wurde deren verbleibende Kofaktor-Aktivitat
nach Inkubation mit einer seriellen APC-Verdiinnungsserie durch die Umsetzung eines
fluorogenen FXa-Substrates bestimmt. Das Mitfiihren von parellel angefertigten APC-freien
FVIIla-Verdiinnungsreihen in den einzelnen Versuchdurchldufen diente der Kontrolle der
FVIII-Aktivititen, die von den entsprechenden FVIII-Priparaten nach Vorinkubation mit
Thrombin ausgebildet wurden und anschlieBend im Inaktivierungsversuch mit APC vorlagen.
Die Experimente ergaben fiir alle FVIII-Priparate vergleichbare Profile einer von der APC-
Konzentration abhidngigen Inaktivierung (Abb.13). Ein solches Verhalten stimmt mit den
Ergebnissen einer kinetischen Untersuchung der FVIII-Inaktivierung von Sandberg et al.
(2001) tberein, in der die FVIlla-Inaktivierung eines Plasma- und eines BDD-rFVIII-
Konzentrates durch Einstufen-Gerinnungsmessung vergleichend iiberpriift wurde.

Mittels entsprechender Software konnten fiir die einzelnen FVIII-Konzentrate die
entsprechenden ICsp-Werte berechnet werden. Der ICso-Wert bezeichnet hierbei diejenige
APC-Konzentration, bei der die FVIIIa-Aktivitdit um 50 % vermindert ist. Er stellt ein Mal}
fiir die APC-Empfindlichkeit der FVIIla-Molekiile dar. Die erhaltenen ICs)-Werte (Tab.7)
verteilten sich im nanomolaren Bereich von 0,81-1,99 nM APC. Grundlegende Unterschiede
der ICsp-Werte zwischen der Gruppe der plasmabasierten und rekombinanten FVIII-Praparate
wurden nicht aufgezeigt, die ermittelten Werte liegen nahe beieinander. Im Gegensatz zu
diesen Resultaten zeigten Khrenov et al. (2006) unterschiedliche Empfindlichkeiten eines
BDD-rFVIII-Préaparat hinsichtlich seiner proteolytischer Inaktivierung durch APC und FXa.
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Die Studie verglich mittels kinetischer Untersuchung ein BDD-rFVIII-Priaparat (Refacto) mit
einem ,,full-length“ rekombinanten und einem plasmatischen Konzentrat. Die Experimente
ermittelten eine groBere Empfindlichkeit von Refacto beziiglich der APC und FXa-
vermittelten Inaktivierung, die sich in einer schnelleren proteolytischen Inaktivierung
begriindete und zu einer hoheren Inaktivierungsrate fiihrte. Die Forschergruppe zieht die
Moglichkeit in Betracht, dass die proteolytische Inaktivierung von FVIII-Molekiilen mit
vollstandig ausgebildeter B-Domane, durch die nicht vollstandige Entfernung dieser Doméne
im Zuge der Aktivierungsreaktion, beeinflusst wird.

Die im Vergleich zur Studie von Khrenov et al. (2006) nicht {iibereinstimmende
Versuchsaussage zur APC-Empfindlichkeit der verschiedenen FVIII-Varianten ist vermutlich
darauf zuriickzufiihren, dass die Untersuchungen anhand verschiedener Parameter
durchgefiihrt wurden. So handelte es sich bei den Experimenten dieser Arbeit um eine
konzentrationsabhingige Versuchsreihe anhand von unterschiedlichen APC-Konzentrationen.
Die Studie von Khrenov et al. (2006) basiert hingegen auf die zeitabhingige Uberpriifung der
FVIlla-Inaktivierung.

Die festgestellten ahnlichen APC-Sensitivitiaten und die gleichformigen Kurvenverlaufe der
konzentrationsabhiangigen APC-induzierten FVIlla-Inaktivierung sprechen dafiir, dass der
proteolytische Abbau dieser zehn FVIII-Praparate im Organsimus einheitlich erfolgt.
Demgegeniiber konnten hohere Empfindlichkeiten einzelner FVIII-Priparate zur
Inaktivierung durch APC bei Hamophilie A-Patienten zu einem schnellerem Abbau von
FVIlla fiithren. Daraus wiirde voraussichtlich ein héherer Bedarf an zu appliziertem FVIII
resultieren.

Insgesamt kann aufgrund der in der Arbeit erhaltenen Ergebnissen den untersuchten zehn
FVIII-Praparaten eine vergleichbare APC-Sensitivitdt zugesprochen werden. Ein Effekt
verschiedener FVIII-Priparate auf die proteolytische APC-Aktivitdt konnte nicht festgestellt
werden. Beziiglich der Thrombin-vermittelten Aktivierung wurden hingegen unterschiedliche
Sensivitdten von plasmabasierten und rekombinanten Konzentraten vermutet.

5.4. Beeinflussung der proteolytischen Aktivitit von APC bei der Inaktivierung von
Faktor VIIIa durch das APC-DNA-Apatmer HS02

Die antikoagulatorische Aktivitit von APC umfasst die proteolytische Inaktivierung der
Gerinnungsfaktoren FVa und FVIIla. Gegenstand des letzten Abschnitts dieser
Dissertationsarbeit war die funktionelle Charakterisierung des APC-DNA-Aptamers HS02
beziiglich seines Einflusses auf die APC-induzierte proteolytische Inaktivierung von FVIlla.
Die Grundlage hierfiir bildeten DNA-Aptamere, welche in der Arbeitsgruppe
Potzsch/Miiller/Mayer gegen rekombinantes APC (Drotrecogin Alpha, Xigris®) selektiert
wurden. Die Untersuchung der Bindungseigenschaften von vier gewonnen Monoklonen
(HS02, HS03, HS04, HS08) ergab Dissoziationskonstanten im unteren nanomolaren Bereich
weshalb jedem dieser Aptamersequenzen eine hohe Affinitat zu APC zugeschrieben werden
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konnte. Fiir diese Dissertation wurde das Aptamer HS02 ausgewahlt, da es sich im Vergleich
mit der besten APC-Bindungsaffinitit auszeichnete. Sofern die HS02-Originalsequenz (HS02-
88) einen Effekt auf die APC-vermittelte FVIIla-Inaktivierung zeigt, sollte als weiteres
Untersuchungsziel anhand der von der Arbeitsgruppe hergestellten HS02-Varianten ein
minimales Bindungsmotiv des DNA-Molekiils ermittelt werden. Die HS02-Varianten wurden
durch Molekiilverkiirzung sowie durch Molekiilmodifikationen aus der 88 Basen bestehenden
HS02-Originalsequenz  generiert. Beriicksichtigt wurde bei der Entwicklung der
verschiedenen HS02-Varianten der Erhalt der Stem-Loop-Struktur, die eine 14-Basen lange
Konsensussequenz enthélt. Konsensusequenzen, deren Anordnung in Stem-Loop-Strukturen
hiufig ist, werden fiir die Bindungsspezifitit von selektierten Aptameren verantwortlich
gemacht (Ulrich et al., 2004). Die im HS02-Aptamer enthaltene Konsensussequenz wurde im
dem vorausgegangenem Forschungsprojekt innerhalb der klonierten Monoklone (HSO02,
HS04, HS08 und HS02) erkannt (Kapitel 2.6.2., Abb.5).

Die Bestimmung eines minimalen Bindungsmotives diente in erster Linie der Aufklirung von
essentiellen Bindungsstrukturen fiir die Bindung an das Target-Molekiil. Andererseits kommt
der Bestimmung von Minimalmotiven in der Analyse von Aptameren noch weitere
Bedeutung zu. So ist mit einer Aptamer-Verkiirzung eine Erhdhung der Aptamer-Spezifitit
und eine Senkung von Herstellungskosten verbunden (Kulbachinsykiy, 2007). Im
Zusammenhang mit den Herstellungskosten wirkt sich dabei auch aus, dass bei der Synthese
von kiirzeren Oligonukleotiden die anfallende Menge an Kettenabbruchprodukten verringert
ist und dadurch die Herstellungsproduktivitit gesteigert wird.

Die Sekundirstrukturen der erhaltenen Nukleotidsequenzen wurde von der Arbeitsgruppe
unter Nutzung des im Internet frei verfiigbaren Programm ,mfold“ berechnet. Dieses
Programm analysiert iibermittelte Sequenzen anhand des Zuker-Algorithmus (Zuker, 2003).
Bei dieser Analyse werden, unter Beachtung der bei der Faltung freiwerdenden Energie,
verschiedene energetisch optimale Strukturvarianten ermittelt. Die in Abbilung 7 abgebildeten
HS02-Varianten basieren auf der fir die HS02-Originalsequenz berechneten
theromodynamisch giinstigsten Sekundérstrukturen. Da bei der Bindung der Aptamere an
APC gleichwohl auch energetisch ungiinstigere Sekundérstrukturen moglich sind,
repriasentieren die dargestellten Strukturen lediglich theoretische Strukturvorhersagen.

Bei jedem der einzelnen Aptamer-Versuche wurde die FXa-Generierung von einer APC-
freien Kontrollprobe bestimmt, die jeweils die hochste Aptamer-Konzentration von 360 nM
aufwies. Diese Messwerte wurden mit den entsprechenden Faktor VIIIa-Verdiinnungsreihen
verglichen (Abbildung 18). Hierdurch sollten Hinweisen dafiir gefunden werden, ob die
Faktoren des Tenase-Komplexes durch die Anwesenheit der DNA-Molekiile in ihrer Aktivitit
beeinflusst sind. Die gemessenen Werte geben keine Hinweise darauf, dass die Aptamere an
FIXa und FX oder FVIIla binden und deren Gerinnungsktivitit verdndern.

Diese Resultate stimmten mit den Versuchsergebnissen unserer Arbeitsgruppe iiberein, bei
denen die Bindung der HS02-Varianten an Thrombin, FVIla FIXa und FXa anhand von
Retentionsfilter untersucht wurde (Miiller et al., 2009). Bei dieser Uberpriifung konnte eine
signifikante Bindung der Aptamere an die genannten Gerinnungsfaktoren ausgeschlossen
werden.
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Der Originalsequenz HS02-88 konnte ein konzentrationsabangiger inhibitorischer Effekt auf
die APC-vermittelte Faktor VIlla-Inaktivierung zugeordnet werden (Abb. 17). Der Verlust
der Faktor VIII-Aktivitit wurde bei einem 100-fach molaren Uberschuss des Aptamers auf
etwa 10 % begrenzt. HS02-88 verhilt sich damit wie die Mehrzahl der proteinbindenden
Aptamere, die in der Regel Inhibitoren ihrer Zielmolekiile sind. Nur wenigen der bisher
synthetisierten Aptamere wurde eine aktivititsfordernde Wirkung auf ein Protein
nachgewiesen (Kulbachinsky, 2007; Pendergrast et al., 2005). Ein bereits Ende der 90iger
Jahre gegen APC selektiertes RNA-Aptamer konnte ebenfalls die Hemmung der
proteolytischen APC-Aktivitdt erreichen (Gal et al., 1998). In dieser Studie zeigte Gal et al.
(1998), dass RNA-Aptamere als Inhibitoren der Spaltungsreaktion eines fluorogenen APC-
Substrates durch APC wirkten. Im Vergleich zu dem in dieser Arbeit analysierten DNA-APC-
Apamer besaBl das RNA-Aptamer von Gal et al. (1998) jedoch eine deutlich schlechtere
Bindungsaffinitit zu APC. Die Dissoziationskonstante von HS02 betrdagt 0,12 nM (+ 0,02
nM) (Kapitel 2.6.4), das RNA-Aptamer hingegen wies eine Dissoziationskonstante von 110
nM auf. Weiterflihrende Studien des RNA-APC-Aptamers sind nicht publiziert worden.

Fiir die Ermittlung des Minimalmotivs wurde aus den Messwerten der einzelnen HSO02-
Varianten die jeweiligen ICso-Werte bestimmt. Diese Kenngréfe gibt an, bei welcher HS02-
Konzentration 50 % der APC-Wirkung gehemmt ist und beschreibt die Wirkstarke der APC-
inhibierenden Aptamere. Die in Tabelle 9 aufgefiihrten I1Cso-Werte identifizieren HS02-44G
als das gesuchte Minimalmotiv. Alle in der tabellarischen Auflistung nachfolgenden Aptamer-
Kandidaten, die um weitere Nukleotide verkiirzt wurden, bewirkten eine Erhohung der 1Cs-
Werte.

Das Hauptziel der Bestimmung eines Minimalmotivs war die Zuordnung von relevanten
Strukturen des Aptamers HS02, die zur effektiven Bindung an APC notwendig sind. Durch
Identifizierung des Aptamer-Kandidaten HS02-44G als Minimalmotiv konnte diesbeziiglich
eine Stem-Loop-Struktur, die sich aus einer minimalen Lange von 44 Nukleotiden ergibt und
die 14-Basen lange Konsensussequenz enthilt, ermittelt werden. Weitere essentielle
Bindungsbestandteile von HS02 sind ein durch Basentausch (Austausch eines T-Nukleotids
gegen ein G-Nukleotid) stabilisierter Basisstamm sowie ein darin enthaltener CT-
Baseniiberhang.

Ein abschlieBendes Experiment diente dazu, die Vergleichbarkeit der HS02-
Ausgangssequenz HS02-88 und des Minimalmotivs HS02-44G beziiglich ihres Effektes auf
die antikoagulatorische Fahigkeit von APC zu iiberpriifen. Fiir diesen direkten Vergleich der
HS02-Varianten erfolgte die Bestimmung der FVIIla-Halbwertszeiten. Zusdtzlich wurde
innerhalb des gleichen Versuchs die FVIIla-Halbwertszeit in Gegenwart des unselektierten
D1-Pools ermittelt. Dieses Vorgehen sollte sicherstellen, dass die Inaktivierung von APC den
getesteten HS02-Varianten zugeschrieben werden kann. Ausgeschlossen werden sollte damit
die Moglichkeit, dass die Beeinflussung der APC-Aktivitdt auf unspezifische Nukleinsiure-
Einfliisse beruht, also unabhingig von der HS02-Sruktur ist und durch ein zufilliges DNA-
Molekiil hervorgerufen wurde. Aptamere und D1-Pool lagen im Versuch in einem 10-fachen
molaren Uberschuss im Verhiltnis zum eingesetzten APC vor. Im Gegensatz zum D1-Pool
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bewirkten beide Aptamer-Kandidaten innerhalb des untersuchten Zeitraums von 30 Minuten
eine signifikante Verlangerung der FVIlla-Halbwertszeit (Abbildung 19). Der
Aktivitatsverlust von FVIIIa konnte durch beide HS02-Varianten auf 23 und 25 % begrenzt
werden. Damit liegen die erhaltenen Restaktivititen von FVIII ebenso wie bei der
Uberpriifung mit der bis zu 10-fach hoheren HS02-88 Konzentration (Abbildung 17) unter
100 %. Demnach kann davon ausgegangen werden, dass durch HS02 die antikoagulatorische
APC-Aktivitat nur unvollstandig gehemmt werden kann.

Aufgrund der aufgezeigten hemmenden Wirkung auf die proteolytische APC-Aktivitit im
Rahmen der FVIlla-Inaktivierung ist es denkbar, dass der Einsatz von HS02-Aptameren als
Adjuvant bei der Hamophilie A-Behandlung mit FVIII-Priparaten eine Verringerung des
proteolytischen Abbaus des substituierten FVIII durch APC im Patientenkorper bewirken
kann. Auf diese Weise konnte der FVIII-Spiegel im Blut, der fiir eine ausreichende
Thrombinbildung zur Verhinderung von Blutungen erforderlich ist, mit Hilfe einer geringeren
FVIII-Dosis aufrecht erhalten werden. Der Verbrauch von FVIII-Priaparaten konnte so
reduziert werden.

Der in dieser Arbeit festgestellte einheitliche Ablauf des proteolytischen FVIII-Abbaus durch
APC und die dhnlichen APC-Sensivititen der zehn untersuchten FVIII-Praparate sollte sich
nutzbringend bei einem solchen Einsatz von HS02-Aptameren auswirken.

Vom Prinzip eines APC-Inhibitors als prokoagulatorisches Agens bei Hamophilie A wurde
bereits im Jahr 1998 berichtet (Butenas und Mann, 1998; De Nanteuil et al., 2006). Die
Generation von Thrombin konnte durch einen pseudopeptischen Inhibitor gesteigert werden,
so dass das Fehlen von FVIII in der Blutgerinnung vollstindig kompensiert werden konnte.

Die aufgezeigte Hemmung der APC-induzierten FVIlla-Spaltung kann auf verschiedene
Inaktivierungs-Mechanismen beruhen. Als einer der moglichen Hemm-Typen kann eine
sterische Hinderung erwédgt werden, welche die Spaltung von FVIIla durch APC blockiert.
Moglich ist weiterhin eine nicht-kompetitve Hemmung, bei der sich der Inhibitor (HS02)
nicht an die aktive Stelle, sondern an eine andere Position (allosterisch) des APC-Molekiils
anlagert und dieses eine Konformationsdnderung durchfiihrt. Ein nicht-kompetitiver Hemm-
Modus wurde auch dem RNA-APC-Aptamer von Gal zugeschrieben (Gal et al., 1998).

MaBgeblich beteiligt an der proteoytische FVIlla-Inaktivierung durch APC ist neben der
katalytische Triade (His 211, Asp 257, Ser 360) im aktiven Zentrum eine Oberflachenregion
der APC-Proteasen-Domine, die abseits des aktiven Zentrum lokalisiert ist und eine grof3e
Ansammlung positiv geladener Aminosiureresten (Anion-binding-exosite) aufweist.
Schleifen-Strukturen (Loops) dieser APC-Region, in denen basische Reste als Cluster geballt
vorliegen, vermitteln die Interaktion von APC mit seinen Substraten FVIIla und FVa (Griffin
et al, 2007). Ebenso beinhaltet diese sogenannte ,basische Exosite* eine
Heparinbindungsstelle (Friedrich et al., 2001; Rezaie, 2003).

Diese Region positiver Ladungsdichte der Serin-Proteasen-Domine ist moglicherweise im
Hinblick auf die Bindung des Aptamers von wesentlicher Bedeutung. So wird in Bezug auf

78



Diskussion

die Assoziation von Aptamer und Zielmolekiilen vermutet, dass aufgrund der stark negativen
Ladung von Nukleinsduren (bei physiologischem pH), elektrostatische Interaktionen einen
dominierenden Anteil an der Aptamer-Target-Bindung besitzen. Eine Analyse von einigen
RNA-Aptamer—Protein-Paaren zeigte, dass die Koordination von Aptamer und Target {liber
elektronegative Taschen der RNA und positiv geladene Bereiche des Proteins erfolgt (James,
2001). In diesem Zusammenhang kann desgleichen die Gruppe der natiirlichen DNA-oder
RNA-bindenden Proteine betrachtet werden. Hier fiihrt die asymmetrische Ladungsverteilung
auf der Oberflache von Proteinen dazu, dass die Molekiilstruktur des Proteins, welche mit der
Nukleinsdure interagiert, im Regelfall partiell positive Ladung tragt. Des Weiteren binden
Aptamere, die gegen DNA - oder RNA-bindende Proteine gerichtet sind, im Allgemeinen an
diese natiirlichen Bindestelle der Nukleinsdure (Kulbachinsky, 2007).

Insofern kann die Erwédgung in Betracht gezogen werden, dass sich das APC-Bindungsepitop
von HS02 im Bereich der die Loop-Strukturen enthaltenen positiv geladenen Anion-Binding-
Exosite der Protease-Doméne befindet. Gal et al. (1998) nahmen in ihrer Untersuchung zum
RNA-APC-Aptamer ebenfalls eine Verbindung zwischen diesem Bereich positiver
Ladungsdichte auf der APC-Oberflache und der Bindung des RNA-Molekiils an APC an. In
spateren Publikationen von Forschern aus der Gruppe um Gal, deren Gegenstand nicht das
betreffende APC-RNA-Aptamer war, bestitigten die Wissenschaftler diese Vermutung. So
konnte, laut unver6ffentlichter Daten, im Anschluss an die Publikation aus dem Jahr 1998 als
Erkennungs -und Bindungsstruktur des APC-RNA-Aptamers, ein Lysin-Cluster der APC-
Oberflachen-Loops nachgewiesen werden (Fukuda et al., 2000; Hwang et al., 2000).

Im Rahmen der FVIlla-Inaktivierung werden die entsprechend der Chymotrypsin-
Nummerierung bezeichneten Loop 39 (Lys 37-Lys 39), Loop 60 (Lys 62-Lys 63) und Loop
70-80 (Arg 74,-Arg 75 und Lys 78) eine essentielle Funktion zugeordnet (Manithody et al.,
2003). Von diesen Oberflachen-Strukturen sind in die proteolytischen FVa-Inaktivierung
sowohl Loop 37 als auch Loop 70-80 und zusétzlich auch der als autolysis loop bezeichnete
APC-Loop 148 involviert (Griffin et al., 2007).

Es wird angenommen, dass die basischen Resten von Loop 39 und Loop 70-80 eine direkte
Bindungsstelle fiir FVa und vermutlich auch fiir FVIIla darstellen und diese infolgedessen
eine ausschlaggebende Bedeutung bei der Spaltung der beiden Gerinnungsfaktoren besitzen
(Rezaie, 2003).

In weiterfiihrenden Studien unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die HS02-
Aptamere auch in der Plasma- und Vollblut-Matrix aktiv sind und ebenfalls die APC-
vermittelte Inhibierung von FVa blockieren. Auch konnte mittels Filterbindungsanalysen
belegt werden, dass die Bindung der Aptamere an APC direkt kompetitiv mit der Bindung
von Heparin konkurriert. Somit scheint die basische Exosite als Bindungsregion der HS02-
Aptamere bestitigt zu sein.

Aufgrund dieses Umstandes wurde ebenfalls der Einfluss der Aptamere auf die Inhibition von
APC durch PCI tiberpriift. Hierbei stellte sich heraus, dass die Aptamere die Komplex-
bildung zwischen APC und PCI in Abhédngigkeit von ihrer Molekiillinge beschleunigen. Dies
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sollte auf einen allosterischen Effekt zuriickzufiihren sein, da die HS02-Aptamere, im
Gegensatz zu Heparin, keinen terndren Komplex mit APC und PCI ausbilden.

Da auflerdem kein Einfluss der Aptamere auf die antiapoptotischen und
antiinflammatorischen Eigenschaften festgestellt werden konnte, stellen sich die Aptamere als
potente Inhibitoren der antikoagulatorischen Eigenschaften von APC dar (Miiller et al. 2009).
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6. Ausblick

Die zu Beginn des ersten Teils dieser Dissertationsarbeit durchgefiihrten
Aktivititsbestimmungen der zehn FVIII-Konzentrate unterstreichen die Erfordernis,
bestehende Methoden der FVIII-Bestimmung zu optimieren bzw. deren Standardisierung zu
verbessern. Sinnvoller Ansatz ist hierbei vermutlich bereits die bessere Standardisierung der
FVIII-Konzentrat-Analyse, die durch die Hersteller zur Beurteilung und Deklarierung der
Aktivititen der Gerinnungspraparate erfolgt. Erwdgt werden kann auBlerdem, ob die
Erweiterung des ,like-versus-like Prinzips®“ auf produkt-spezifische FVIII-Standards
zweckdienlich bzw. praxistauglich fiir die Bestimmung von FVIII-Konzentraten sein kann um
die Messgenauigkeit zu erhohen. In Zukunft kann die Entwicklung von neuen alternativen
FVIII-Bestimmungsmethoden einen wichtigen Fortschritt bedeuten.

Es verbleibt, die in dieser Arbeit festgestellte unterschiedliche Thrombin-Sensivitit von
plasmabasierten und rekombinanten FVIII-Priparaten in Plasmaproben zu iiberpriifen. Sollte
sich das Versuchsresultat bestdtigen, sind Untersuchungen angezeigt, die Aufschluss dariiber
bringen, ob die unterschiedliche Auswirkung der Thrombin-Konzentration auf die beiden
FVIII-Praparat-Gruppen mit molekularen Unterschieden von FVIII zusammenhingt. Die
Publikation von Saenko et al., (2001) zeigte, dass die Qualitit des Plasma-Pools der grofite
Einflussfaktor bei der Festlegung der strukturellen Verdnderungen der C2-Domine von FVIII
ist und bestimmte Schritte im Herstellungsverfahren (Kombination von Solvent-Detergens-
Behandlung und Pasteurisierung) diese verstirken. Dabei machen die strukturellen
Verinderungen der C2-Doméne die gesteigerte Immunogenitit der entsprechenden FVIII-
Konzentrate aus.

Im letzten Abschnitt der vorliegenden Dissertation konnte DNA-APC-Aptameren eine
konzentrationsabhidngige hemmende Wirkung auf die APC-vermittelte FVIIla-Inaktivierung
im gereinigten System nachgewiesen werden. Um diesen Effekt von HS02 auf APC in der
Zukunft nutzbringend einzusetzen sind weitergehende Untersuchungen notwendig.
Erforderlich ist die Uberpriifung der Wirkung von HS02 auf die APC-induzierte FVIII-
Inaktivierung in Plasmaproben. Von Interesse ist im Zusammenhang mit diesen Versuchen
unter anderem, ob anwesende APC-Kofaktoren (Protein S und FV), einen Einfluss auf die
HS02-Wirkstérke beziiglich der APC-Inhibierung ausiiben. Nach einer Studie von Gale et al.
(2008) steigern diese beiden APC-Kofaktoren die APC-vermittelte FVIIla-Inaktivierung.
Potentielle Einsatzgebiete des untersuchten APC-Aptamers HS02 liegen in den Bereichen von
Diagnostik und Therapie. Wie bereits in Kapitel 5.4. aufgefiihrt, kommt eine mogliche
Anwendung eines APC-Aptamers als Adjuvant zur APC-Inaktivierung bei der
Substitutionstherapie der Himophilie A mit FVIII-Préparaten in Betracht.

Dem APC-Aptamer HS02 konnte auch eine Hemmung der APC-vermittelten FVa-
Inaktivierung zugeordnet werden (Miiller et al., 2009). Dies konnte sich zusitzlich positiv
bzw. unterstiitzend auf die Hamostasefdhigkeit von Hiamophilie A-Patienten auswirken. So
lieferten Untersuchungen mit Tiermodellen aus gentechnisch verdnderten Miusen mit
Hamophilie A und Faktor V Leiden Hinweise dafiir, dass die verringerte FVa-Spaltung durch
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APC eine Verbesserung des Phanotyps der Hamophilie A bewirkt. Allerdings begrenzte sich
die verstirkende Wirkung auf die Blutgerinnung auf den Bereich der Mikrozirkulation
(Schlachterman et al., 2005). Bei einem weitergehenden Ausblick in die Zukunft konnte die
Entwicklung eines zum APC-Aptamer komplementdren Oligonukleotid-Antidots eine
interessante Perspektive zur Kontrolle der Aptamer-Funktion von HS02 darstellen. Ein
derartig regulierbares System aus einem antikoagulatorisch aktiven Aptamer gegen FIXa und
entsprechendem komplementaren Oligonukleotid-Antidot konnte bereits in Tierversuchen
demonstriert werden (Rusconi et al., 2004). Auch konnte dieses System aus Aptamer und
Antidot in einer klinische Studie mit gesunden menschlichen Studienteilnehmern erfolgreich
eingesetzt werden (Dyke et al., 2006). Eine Situation, die eine unmittelbare Neutralisierung
des Effektes eines APC-inhibierenden Aptamers erforderlich machen sollte, ist die Entstehung
von Thrombosen als Folge eines zu starken Absinkens des APC-Plasmaspiegels.

Ebenfalls denkbar ist der Einsatz von HS02 als APC-Antidot. Von Bedeutung koénnte ein
solches Gegenmittel im Fall von Blutungen sein, welche als Nebenwirkung unter der Infusion
von Xigris bei der Sepsistherapie auftreten konnen (Fumagalli and Mignini, 2007; Goldstein
et al., 2006).

In der Diagnostik stellen APC-Aptamere eine aussichtsreiche Option dar, um eine
Verbesserung bei der Messung des APC-Spiegels im Plasma zu erreichen. Die bisherigen
Methoden zur APC-Bestimmung sind nur unzureichend sensitiv und zeichnen sich durch eine
schlechte praktische Durchfiihrbarkeit aus (Levi, 2003; Liaw et al., 2003). Studien unserer
Arbeitsgruppe zeigten, dass die HS02-Varianten fiir PC, im Vergleich zu APC, eine etwa 200-
fach schwichere Bindungsaffinititen besitzen (Miiller et al., 2009). Diese hohe Spezifitat fiir
die aktivive Form des Proteins stellt eine gute Perspektive fiir die Verwendung von HS02 zur
APC-Bestimmung dar.
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7. Zusammenfassung

Proteolytische Aktivitit von APC bei der Inaktivierung verschiedener Faktor VIII-
Priparate und bei der Faktor VIIIa-Inaktivierung in Gegenwart eines APC-DNA-
Aptamers

In der vorliegenden Arbeit wurde im ersten Abschnitt {iberpriift, ob Unterschiede in der
proteolytischen Aktivitit von APC bei der Inaktivierung von fiinf aktivierten humanen pb-
und fiinf rFVIII-Praparaten sowie Unterschiede in den APC-Sensitivititen dieser FVIII-
Praparate zu ermitteln sind. Zu Beginn der Untersuchungsreihe wurden die eingesetzten
FVIII-Praparate funktionell analysiert. Hierzu wurde untersucht, ob Unterschiede in der
vergleichenden Aktivititsbestimmung durch verschiedene Messmethoden und in der
Thrombin-vermittelteten Aktivierung der zehn humanen FVIII-Praparate zu ermitteln sind.

Die vergleichende Aktivititsbestimmung der FVIII-Praparate mit zwei verschiedenen aPTT-
basierten koagulometrischen Messungen und einem chromogenem Peptid-Substrat-Assay
zeigte deutliche Ergebnisdiskrepanzen innerhalb der verschiedenen Messmethoden. In den
Gerinnungszeitmessungen wurden dabei hohere FVIII-Bestimmungswerte gemessen.
AuBerdem wurde festgestellt, daB pbFVIII-Priaparate signifikant hohere Aktivititen in allen
drei Bestimmungen aufwiesen. Die erzielten Resultate repridsentieren die bestehende
schwierige Situation, den Gehalt an FVIII in Gerinnungskonzentraten oder Plasmaproben
exakt zu bestimmen. Neben Aspekten zur Testdurchfiihrung wurden als vorrangige Ursachen
fiir die in dieser Arbeit erreichten Versuchsergebnisse mogliche Einfliisse der FVIII-
Molekiilstruktur, Herstellungsverfahren und Inhaltsstoffe, wie Von-Willebrand-Faktor und
aktiviertem FVIII (FVIIla), vermutet.

Ermittelt wurden deutliche Unterschiede zwischen der Gruppe der plasmabasierten und der
Gruppe der rekombinanten FVIII-Praparate bei der Aktivierbarkeit durch Thrombin. Aus
Plasma gewonnene FVIII-Konzentrate erreichten eine statistisch signifikant hohere
Thrombin-induzierte Aktivitdtsbildung. Die Gruppe der rekombinanten FVIII-Konzentrate
bildeten in den Aktivierungsversuchen ihre maximalen Aktivititen durch eine geringere
Menge an Thrombin aus als plasmabasierte FVIII-Konzentrate, was auf eine hohere
Thrombin-Sensivitdt der rFVIII-Praparate hinweist.

Faktor VIII-Aktivierungsexperimente mit reduzierter pbFVIII-Menge sowie erhohter rFVIII-
Menge lieBen nicht ausschlieBen, dass aus Plasma gewonnene FVIII-Priparate Inhaltsstoffe
aufweisen, die die Aktivitit von Thrombin hemmen. Der aufgebaute Thrombin-
Neutralisationstest zum Nachweis von mdglichen Thrombin-Inaktivatoren zeigte keine
Hinweise dafiir, dass plasmabasierte FVIII-Konzentrate thrombin-inhibierende Einheiten
beinhalten, die einen Einfluss auf die Aktivitdt von Thrombin ausiiben. Aufgrund der erzielten
Ergebnisse wurde dem etablierten Assay die Fahigkeit zugewiesen, einen Thrombin-
Inaktivator nachzuweisen, der mindestens iiber ein flinfzehntel der Stoffmengenkonzentration
von Thrombin verfiigt.

Die ermittelten FVIIIa-Restaktivititen, die nach der Inkubation mit APC vorlagen und die
jeweiligen 1Csp-Werte wurden zum Vergleich der proteolytischen Inaktivierung der FVIII-
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Praparate durch APC und zur Analyse der APC-Sensitivitit der einzelnen Préaparate
herangezogen.

Unterschiede bei der proteolytischen APC-Aktivitdt beziiglich der Spaltung von FVIlla
verschiedener FVIII-Préparate wurde nicht festgestellt.

Die ICsp-Werte lagen in einem Bereich von 0,81 und 1,99 nM. Das Versuchsergebnis weist
darauf hin, dass plasmabasierte und rFVIII-Priparate vergleichbare APC-Senstivititen
besitzen.

Ziel des zweiten Abschnitts der Dissertation war, den Einfluss der von der Arbeitsgruppe
hergestellten APC-Aptamere HS02 auf die proteolytische Aktivitit von APC in Hinblick auf
die APC-induzierte FVIIla-Inaktivierung zu priifen.

Es konnte gezeigt werden, dass das in seiner Originalsequenz 88 Nukleotide umfassende
Aptamer HSO2-88 die antikoagulatorische Aktivitit von APC fast vollstindig inhibiert. Bei
einem 100-fachen molaren Aptamer-Uberschuss von HS02-88 im Verhiltnis zum
eingesetzten APC konnte die Reduzierung der FVIlla-Aktivitdt auf 10 % limitiert werden.
Hinweise dafiir, dass durch die Aptamere die Mitglieder des intrinsischen Tenase-Komplexes
in ihrer Aktivitit beeinflusst werden, konnten anhand von APC-freien Kontrollen nicht
gefunden werden.

Anhand der ermittelten ICsp-Werte wurde als Minimalmotiv die Aptamer-Variante HS02-44G
identifiziert. Durch Einsatz der Aptamere HS02-88 und HS02-44G konnte eine signifikante
Verlangerung der FVIIIa-Halbwertszeit im untersuchten Zeitraum von 30 Minuten erreicht
werden.

Aus den Versuchsergebnissen wurde gefolgert, dass essentielle Sekundarstrukturelemente fiir
die Bindung des Aptamers an APC eine aus minimal 44 Nukleotiden gebildete Stem-Loop-
Struktur mit der enthaltenen Konsensussequenz aus 14 Nukleotiden sowie ein CT-
Baseniiberhang sind.

Die Daten legen nahe, dass die Bindungsstelle des Aptamers im Bereich einer durch basische
Aminosdurereste positiv geladenen Oberflichenregion der Proteasen-Domine des APC-
Molekiils lokalisiert ist.

HS02-Aptamere bieten das Potential, als spezifische Inhibitoren der proteolytischen APC-
Aktivitdt bei der FVIlla-Inaktivierung in der Himophilia A Behandlung zu wirken. In diesem
Zusammenhang konnten die Aptamere einsetzbar sein als potentielles Adjuvants, um den
Verbrauch an FVIII-Konzentraten in der Substitutionstherapie zu verringern. HS02-Aptamere
konnten daneben auch nutzbringend sein als mdgliches APC-Antidot und in der Diagnostik
zur Bestimmung des APC-Spiegels im Plasma.
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8. Summary
Proteolytic activity of APC on inactivation of different Factor VIII-preparations and on
Factor VIIla-inactivation in presence of an APC-DNA-Aptamer

In the first part of the present publication was examined, if differences in proteolytic APC-
activity on FVIIla-inactivation of five activated human pb- and five rFVIII-concentrates as
well as differences in APC-sensitivities of these FVIII-preparations are detectable.

At the beginning of the test series FVIII-preparations were functional analysed. Therefore
FVIlI-preparations were examined for differences in comparative determination of activity by
different methods of measurement and thrombin-mediated activation.

Comparing determination of FVIII-activity were measured on the basis of two different
aPTT-based coagulation measurements and a chromogenic peptid substrate assay. Results
differed considerably depending on the method used with aPTT-based coagulometric assays
showing higher FVIIl-activities than the chromogenic method. Also it was found out that
plasma-derived FVIII-preparations in all of the three measurements possess significant higher
activities. These results represent the existing difficult situation to exactly define the amount
of FVIII in FVIII concentrates and plasma samples. Besides aspects of test procedure,
potential influences of the FVIII-molecule structure, manufacturing processes and ingredients
like von Willebrand Factor and activated FVIIla were also discussed as primary causes for the
achieved test-results mentioned in the dissertation.

Survey of activatability by Thrombin showed remarkable discrepancies between the group of
plasma-derived and the group of recombinant FVIII preparations. Plasma-derived FVIII
concentrates were characterised by a statistically significant higher thrombin-induced activity.
In the activation-tests the group of recombinant FVIII-Concentrates built their maximum
activities by means of a lower amount of thrombin than the plasma-derived FVIII
concentrates. This test result was interpreted as expression of a higher thrombin-sensitivity of
the recombinant FVIII concentrates.

FVIlI-activation-experiments with a reduced amount of pbFVIII and a higher amount of
rFVIII could not rule out that pbFVIII preparations contain ingredients which inhibit the
activity of thrombin. The developed thrombin neutralization test for detection of thromin-
inactivators showed no evidence of thrombin-inhibiting units in plasma-derived FVIIII
concentrates which would influence the activity of thrombin. Due to the achieved results the
established test was attributed the capability to detect a thrombin inactivator which possesses
at least one fifteenth of the concentration of thrombin.

Determined FVIII residual activities, which exists after incubation with APC, and respective
ICso-values were used in order to compare proteolytic inactivation of the FVIII-peprarations
by APC and for analysis APC-sensitivities of each preparation.

Differenences in proteolytic APC-activities relative to cleavage of FVIIIa in different FVIII-
preparations was not found.

ICsp-values were between 0,81 and 1,99 nM. The test results indicate, that plasma-derived and
recombinant FVIII-preparations possess comparable APC-sensitivities.
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Aim of part two of the present study was to analyse the influence of DNA-Aptamers HS02,
constructed in the study group, on proteolytic APC-activity with regard to the APC-induced
FVIlI-inactivation.

It was possible to show, that APC-aptamer HS02-88, consisting of 88 nucleotides in its
original sequence, inhibit almost completely the anticoagulant activity of APC. A 100-fold
molar aptamer-excess of HS02-88 in relation to the inserted APC was able to limit the
reduction of FVIIla activity to 10 %. APC-free control samples did not indicate that aptamers
influence the activity of members of the intrinsic tenase complex.

Aptamer variant HS02-44G was identified as the minimal motif on the basis of ICsy-values.
Aptamers HS02-88 and HS02-44G reached significant prolongation of FVIIIa half-life time in
a sample period of 30 minutes.

The results of experiments suggest that essential structural elements of the aptamer binding to
APC are: a secondary structure that contains a Stem-Loop-Structure, built from a minimum of
44 nucleotides and comprising the 14 nucleotide consensus sequence as well as a CT bulge.

It was therefore assumed that the binding site of the aptamer is located to the positively
chargedsurface region (anion-binding-exosite) of the APC-protease domain, which consists of
acluster of basic residues.

HSO02-aptamers offer the potential to worked as specific inhibitors of proteolytic APC-activity
for FVIIla-inactivation in hemophilia A treatment. In this context the aptamers could be
useful as potential adjuvants to decrease the consumption of FVIII-concentrates in
replacement therapy. Besides HS02-aptamers may be used as potential APC-Antidot and in
diagnostics for determination of APC levels in plasma.
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Anhang

10. Anhang
10.1. Laborgeriite

Tab.10: eingesetzte Laborgerdte mit Hersteller

Gerat

Hersteller

Gerinnungsanalysator Amax CS 190
Gerinnungsanalysator KC 10 A

Heinrich Amelung GmbH, Lemgo

Fluorometer FLx 800

Bio-Tek Instrument GmbH, Bad Friedrichshall

Electra 1400 C

Beckman Coulter, Lexington, USA

10.2. Chemikalien, Biochemikalien und Verbrauchsmaterialien

Tab. 11. verwendete Chemikalien und Biochemikalien

Chemikalien und Biochemikalien

Hersteller

FVIII Chromogen
PTT-Reagenz Actin FSL
FVIII plasma standard

Dade Behring Marburg GmbH, Marburg

Humaner FIXa
Humaner FX
Humanes- Alpha-Thrombin

Cell Systems Biotechnologie Vertrieb

GmbH, St. Katharinen

Fluorogenes Peptidsubstrat fiir FX: Boc-Ile-
Glu-Gly-Arg-AMC

Fluorogenes Peptidsubstrat fiir Flla: Z-Gly-
Gly-Arg-AMC - HCL

Bachem AG, Bubendorf, Schweiz

r-Hirudin, Refludan

Pharmion Germany GmbH, Hamburg

Humanes aktiviertes Protein C: Drotrecogin
alpha (Xigris®)

Eli Lilly Australia Pty Limited, West Ryde,
Australien

Natiirliches Faktor VIII-Mangelplasma

Helena Laboratories, Beaumont, USA
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Tab. 12: verwendete Verbrauchsmaterialien mit Hersteller

Verbrauchsmaterial Hersteller

Eppendorf Reagiergefal3 1,5 ml Sarstedt AG & Co, Niimbrecht
Einmalpipettenspitze 1ml

15 ml Reaktionsgefdll mit Schraubenverschlufl Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
50-ml ml Reaktionsgefal mit Schraubenverschluf3
Einmal-Pipettenspitzen 0,5-20 pl
Einmal-Pipettenspitzen 21-200 pl

Kiivetten, Halbmicro

Einmalpipettenspitzen 0,5 — 10 pl Axygen Scientific, Union City, USA
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