@ NTNU

Det skapende universitet

Effekten av C1-inhibitor pa E.coli- og
LPS-indusert “tissue factor” i humant
fullblod

Anne Landsem

Cellebiologi for medisinsk/teknisk personell

Innlevert: Mai 2012
Hovedveileder: Berit Johansen, IBI
Medveileder: Ole-Lars Brekke, NLSH, Bodg

Hilde Fure, NLSH, Bodg
Tom Eirik Mollnes, NLSH, Bodg

Norges teknisk-naturvitenskapelige universitet
Institutt for biologi






Innhold
TaT ] o o] [ OSSP PPPPPPR I
o] o] o [T TP PR PPTTPTPP v
0] (e 7= LY =T ST PUPTUUPTT PP Vv
=100 0 4 T=T g Vo -SSP VI
3 o d oo (V] €] o o T USSR 1
D Yo T o=l oF- | €= ¥ o o YU 2
D A A T =Y Y=Y o 1 L3 USSP 2
2.1.1 Nye terapeutiske MUIBNELEN ......cccoo e e e e e 2
2.2 Medf@dt imMMUNITET....coeeeeeee e e e ee e e e e s snbrre e e e e e e s sannrreeeeas 3
B B Y=Y =Y o o =] 4
2.2.2 Monocytter og ngytrofile granuloCytter.........oooiiiiiiiiie e 4
2.3 Inflammatoriske MeEdIatorer........oeeiiiiiiee e e 5
2. T GV o] 4T 1= SRR 5
2.3.2Lang Pentraxin 3 (PTX3) ..o 6
2.4 Komplement- 0g koagulasjonssyStEMENE .........uuiiieiiii e e e e e e e e er s 7
D N o o ¢ o1 [=T 3 d 1= o} SRR URRPNE 7
2.4.2 Koagulasjon og kallikrein-kininsystemet...........cooviiiiiiiiiiiie e e 10
2.4.3 AntikoagulasjonsSmMEKaNISMET ......cccci i i e et e e e e e e e s 11
2.4.5 Sammenheng mellom komplement— og koagulasjons-systemene...........ccccceeeeeeeeeeivvnnnnnnn. 13
P20 T I O PP USROS 15
D T A S o Y- o T Y= { U1 =y Lo o PSR 15
2.5.2 Inflammasjonsmediert ekspresjon @V TF ......ccooiiieiiiiiciie e e 15
2.5 3 TF O PAR ettt ettt ettt e e s e bbbt e e ettt e e eaabae e e e abaeeeeaaee 16
P2 S 63 111 R TP PP UTOPPST 16
2.6.1 C1-INH som akuttfaseprot@in.....ccccecieeeeiiiciee et e e e e e e s 16
2.6.2 C1-INH SOM ProteasEh@MMET .......ccceiiiiiiiiiee et e e e e e e et e e e e e e ear e as 17
2.6.3 C1-INH 0g komplementsyStEMEt ........ccuuiiiiiiiii et e e e e e e s 17
2.6.4 C1-INH 0g koagulasjonsSyStEMEeT........ccuuiiiiiiii it e e e e e e e s 17
2.6.5 C1-INH og kallikrein-KininsSyStemet ..........uuiiiiiiiiieeccee e 18
2.6.6 Andre biologiske effekter av CL-INH .........oiiiiiiiiieccee et 19
2.6.7 Proteolytisk nedbrytning av C1-INH .........uuiiiii et 19

2.6.8 Nye terapiomrader for C1-INH? ... 20



B A o oY 1) - 1 4 o T 20
2.7.1 Compstatin SOM tEIaPIP....cceeeiiiiiee e e e e e e e et e e e e e e e e er e e e e e e e eearnaa s 21

2.8 ProS eKtetS NYPOTESEI ..ottt e e e et a e e a e e ————— 21
2.8.1 Hovedhypotese: C1-INH vil ha en hemmende effekt pa koagulasjonsaktiveringen. ........... 21
2.8.2 Underhypotese: Koagulasjonsaktiveringen er indusert av komplementaktiveringen. ........ 22

2.9 Prosjektets modell: Fullblodsmodell............oouiiiiiiiiieeee e 22
3. Materiale 08 MELOTE .. .o e e e e e e e e e e ettt e e e e e e e e ettt e e eeeeeesasranaaans 23
3.1 Forstudie: TidSStUdIE @V TF .....eciiieeiiiieeee ettt e e e e e st e e e e e e s e snnrreeeeeeeessnnnee 23
I8 00 I 1= T 1 TP PP P PP PPPT PP 23
N B C 1= a1 g Yo 00} {7, 1oV -SSRSOt 23

3.2 FUIIBIOASMOAEIL.....eeeiieeee et et e e e e st e e e e e s e e ee e e e e e e e nannnee 23
3.2.1Begrensninger Ved METOdN.........ooiiiiiice e e e et e e e e e et aaaeaes 24
3.2.2 Fordeler med fullblodsmodellen...........ueeiiiiiiieiii e 25

R I =Yoo RT =T o =T | ) A/ RS 25
3.4 ELISA, enzym bundet immunosorbent analysSe..........oouuiiiciiiiiieiiieicce e 25
3.4.1 Protrombin faktor 142 ......cooiiiiiiiie e e e e e 26
3.4.2 Det terminale komplementkomplekset (TCC) ...ccovvvveeiiiiiiiiiiieeee 27
3.4.3 Lang pentraxin 3 (PTX3) ..o 27

3.5 Cytokin analysering pa MultiplexX teKNOIOZi. ......cccoieeeiiii e 27
3.6 Analysering @V TE MRINA ... ..o e e et e e e e e e e e e e ettt e e e seatttaaaaeeaeeessessnnnannnns 28
N B Y Y=Y T oY=V ol <] | =T USSRt 28

N I = S (- 1] o ISRt 28
3.6.3 Konsentrasjonsmaling aVv RNA ... 28
BLUB.4 CDNA L.ttt ettt e bt e e e e b bt e e e e b et e et e e ahtee e e e ateee e eanbeeeesanbaeeeas 28
BLB.5 RT-0PCR. .ttt ettt ettt s bttt e e sttt e e e bt e e e e s bbb e e e e e bbteeeenteeeesanbeeeeenbeeeeas 29

3.7 Kvantitering av TF pa celleoverflaten ved hjelp av flowcytometri.......cccoooeiiiiiiciiiiiiiiiiiiieeceenn, 31
3.8 TF funksjon i plasma MiKropartikIer............ouuuuiiiii i 32
3L9 SEALISTIKK ettt bt e et e s e b e e e e s abe e e e e aabaeeeeas 32
] =) =T PSSP UPPT OO 32
4.1 Resultater fra forstudien ..........eueeiiiiiie e e 32
4.2 Resultater fra hovedStUIEN .........coii i e e e e 33
LT B 11 U T o o 1 RSP 34
2] L] T Y=Y PP UPTPPP 40

(Y T LV ) o BT 11 =] TR 53






Forord

Forskningsarbeidet bak denne E. coli oppgaven ble gjennomfgrt pa Forskningslaboratoriet,
Somatisk Forskningssenter ved Nordlandssykehuset i perioden mellom februar 2010 og juni
2012. Det er blitt mange timer pa laboratoriet og foran datamaskinen. Det har vert en
spennende, men krevende tid. Det hadde ikke vert mulig a gjennomfgre dette prosjektet uten
stgtte fra alle dere som har hjulpet meg. Dette gjelder bade planlegging og gjennomfgring av

selve oppgaven, men ogsa engasjement og oppmuntring underveis.

Forskningsgruppen jeg har jobbet sammen med har vart engasjerte, positive og hjelpsomme
medarbeidere. Tusen takk til Hilde Fure som har veiledet det praktiske arbeidet. Hun har stilt
villig opp og bistatt med opplering. Hun har vart en god stgtte i hele prosjektet. Tusen takk
til Ole-Lars Brekke som har vart hovedveileder for oppgaven. Han har bidratt med ekspertise
kunnskap pa TF og koagulasjon. Dessuten har han gitt opplaring i statistiske hjelpemidler og
gitt nyttige innspill pa oppbygging og struktur av bade artikkel og oppgave. Tusen takk til
Erik Waage Nielsen som har vert en god kilde til kunnskap spesielt pa C1-inhibitor. Han har i
tillegg vert min dataekspert. Tusen takk til Tom Eirik Mollnes som i tillegg til & bidra med
sin enorme kunnskap innenfor komplementsystemet har vert en positiv inspirator med et
glgdende engasjement. Takk til Dorte Christiansen som har bidratt med betydelig erfaring og
kompetanse innenfor flowcytometri. Takk til Judith Krey Ludviksen og Grethe Bergseth som
ogsa har bidratt med bade opplering og gjennomfgring av analyser, selv om de formelt ikke
har vert veiledere for meg. Takk til Berit Johansen ved NTNU som hjalp meg med det
praktiske ved gjennomfgringen av studiet i Bodg. Takk til Bjarne @sterud ved Universitetet i
Tromsg som sgrget for a fa analysert TF funksjon, da dette ikke utfgres i Bodg. Det har vert
mange veiledere i dette prosjektet. Alle har gitt av sin tid og kunnskap for & hjelpe meg til a

na malet. Jeg er dypt takknemlig og vil igjen rette en hjertelig takk til dere alle!

Tusen takk til mamma og pappa, som har bidratt med motivasjon nar det toppet seg med
utfordringer og det hele sa uoverkommelig ut. Takk til Ggril, min kjare sgster som sgrget for
at jeg ogsa i de hektiske periodene av studietiden har hatt ett sosialt liv. Hun har dessuten

bidratt med oppmuntring og gode rad.

Takk til bade ledelse og kollegaer ved Avdeling for Laboratorie Medisin som har vist

interesse for prosjektet og velvilje for tilrettelegging av mine behov for redusert arbeidstid.

Anne Landsem, Bodg, mai 2012
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Sammendrag

Sepsis er fortsatt en alvorlig tilstand med hgy mortalitet, til tross for mange ar med intens
forskning. Ved sepsis er det en systemisk inflammasjonsreaksjon som involverer
komplement, koagulasjons- og kallikrein-kininsystemet. Den gkte prokoagulante tilstanden
som blant annet skyldes gkt uttrykk av vevsfaktor (TF) vil bidra til disseminert intravaskulaer
koagulasjon (DIC) og organsvikt. Det ble i denne studien undersgkt hvilken effekt Cl1-
inhibitor (C1-INH) har pa koagulasjonsaktiveringen ved Gram-negativ sepsis i en human
fullblodsmodell. C3 hemmeren compstatin ble brukt for a sammenligne effekten av C1-INH
med en ren komplementhemmer. Dette gjorde det mulig a studere om

koagulasjonsaktiveringen i modellen er komplementmediert.

Det ble benyttet en godt etablert human fullblodsmodell med E. coli og renset
lipopolysakkarid (LPS) fra Escherichia coli (E. coli) som stimuli. Antikoagulanten lepirudin
ble benyttet. Denne har ingen innvirkning par komplementaktiveringen og hemmer
koagulasjonsaktiveringen ved a hemme trombin direkte. Prgvene ble inkubert med stimuli og
hemmere i 60 eller 120 minutter. Koagulasjonsaktiveringen ble malt som protrombin faktor 1
og 2 (protrombin F14+2) med ELISA. Relativ ekspressjon av TF mRNA ble bestemt ved hjelp
av RT-qPCR. Det ekstracellulere TF uttrykket pa bla. monocytter ble malt ved hjelp av
flowcytometri. Aktiviteten av TF 1 plasma mikropartikler ble bestemt med en enzymatisk
metode. Det terminale komplement komplekset (TCC) og lang pentraxin 3 (PTX3), en
inflammatorisk mediator, ble malt med ELISA. En rekke (27) cytokiner i plasma ble analysert

med multiplex teknologi.

Bade C1-INH og compstatin hemmet effektivt koagulasjonsaktiveringen malt som protrombin
F142 etter tilsetting av E. coli og LPS i humant fullblod. Bade E. coli og LPS stimuli ga gkt
nivd av membranbundet TF pa overflaten av monocytter, TF mRNA og TF funksjon i
plasmamikropartikler. Denne gkningen av TF ble effektivt redusert av C1-INH. Compstatin
hemmet til sammenligning TF mRNA oppregulering og TF uttrykket pd monocytt-overflaten,
men ga en ikke-signifikant hemming av TF funksjon i plasmamikropartikler. E. coli indusert
komplementaktivering malt som TCC ble ogsa effektivt redusert bade av CI-INH og
compstatin. C1-INH reduserte syntesen av PTX3 og cytokiner, mens compstatin til
sammenligning kun reduserte IL-8 nivaet. Inaktivert C1-INH reduserte ogsa E. coli og LPS-

indusert koagulasjonsaktivering.



IX

Resultatene viser at C1-INH i hgye konsentrasjoner kan redusere E. coli og LPS-indusert
oppregulering av TF og koagulasjonsaktivering. Compstatin reduserte ogsa E. coli og LPS-
indusert oppregulering av TF uttrykk og koagulasjonsaktivering. Dette kan indikere at
komplementaktivering spiller en viktig rolle for koagulasjonsaktiveringen under en Gram -

negativ sepsis.






1. Introduksjon

Det er et stort behov for dypere forstaelse av de patologiske prosessene ved sepsis
(blodforgiftning) for & bedre prognosen. Letaliteten ved sepsis er fortsatt 20- 40 % til tross for
antibiotikabehandling [1]. Det er gjort flere forsgk pa a bedre dagens behandling, uten at dette
har gitt en signifikant reduksjon av letaliteten ved sepsis. Det er vist at komplement-systemet,
kallikrein-kininsystemet og koagulasjonssystemet er aktivert ved sepsis. Det er uklart om
koagulasjonsaktiveringen som noen ganger oppstar ved sepsis skyldes en
inflammasjonsprosess og 1 hvilken grad komplementsystemet bidrar. Det er gjort forsgk 1
ulike in vitro studier og dyremodeller pa a hemme komplementaktiveringen, cytokinsyntesen
og koagulasjonsaktivering pa ulike mater, bla. ved bruk av antikoagulasjonsmekanismer.
CI-INH er en viktig regulator av komplementsystemet, men har ogsa en regulerende rolle
innenfor kallikrein-kininsystemet og den indre koagulasjonsaktiveringen. Dessuten har det
vist seg at C1-INH har flere andre anti-inflammatoriske egenskaper som reduksjon av
proinflammatoriske cytokiner, direkte binding til endotoksin (LPS) og Gram-negative
bakterier. C1-INH bremser ogsa leukocyttenes rulling og forflytning til inflammasjonsstedet
[2]. Det er ogsa gjort studier bade i dyremodeller og i mennesker som viser at C1-INH
reduserer mortaliteten ved sepsis [3;4]. Det er uklart hvilke mekanismer eller egenskaper ved
CI-INH som er arsak til denne positive effekten. En mulighet er at C1-INH har en
regulerende effekt ogsa pa koagulasjonssystemet ved sepsis. Arvelig angiogdem (HAE) er en
dominant arvelig tilstand med nedsatt C1-INH konsentrasjon og funksjon. Flere studier har
vist at det ved HAE anfall skjer en aktivering av koagulasjonssystemet [5;6]. Dersom tilfgrt
C1-INH kan forhindre koagulasjonsaktiveringen ved en systemisk immunaktivering, vil en
kunne redusere mortaliteten ved a redusere forekomsten av komplikasjoner som DIC og

multiorganskade. TF blir ansett for & veere hovedfaktoren for sepsisindusert DIC [7].

I denne studien valgte vi a undersgke effekten av CI-INH og komplementhemmeren
compstatin pa LPS- og E. coli-indusert TF oppregulering, ettersom TF trolig er sentral i
koagulasjonsaktiveringen ved sepsis. TF aktiverer den ytre koagulasjonsaktiveringsveien og
uttrykkes av aktiverte monocytter og endotelceller. TF er trolig en av flere forbindelser
mellom komplement- og koagulasjonskaskadene. Hele E. coli bakterier og ultrarenset LPS ble
tilsatt til ferskt humant fullblod. Effekten av C1-INH pa TF oppregulering ble sammenlignet

med den velkjente komplementhemmeren compstatin, som hemmer C3 konvertasen direkte.



TF mRNA, TF uttrykk pd monocytter og TF funksjon i plasma mikropartikler ble malt i
ustimulerte, stimulerte og prgvergr tilsatt hemmere. TF genekspresjon pA mRNA niva ble
malt med sanntids PCR. TF protein uttrykt ekstracellulert pa monocyttene ble malt med
vaskestrgmscytometri og TF funksjon av plasma mikropartikler ble malt med en enzymatisk
metode. Protrombin F1+2 ble malt med ELISA som mal pa koagulasjonsaktiveringen. I

tillegg ble en rekke cytokiner og langt pentraxin 3 (PTX3) analysert med immunoassay.

Vi postulerte at C1-INH og compstatin har en effekt pa LPS- og E. coli-indusert TF uttrykket
og ogsa pa koagulasjonsaktiveringen. Sammenligningen mellom C1-INH og compstatin ble
gjort bla. for a undersgke om aktiveringen av koagulasjonen er komplementmediert.

Prosjektets hovedhypoteser er:
-CI1-INH hemmer LPS- og E. coli-indusert koagulasjonsaktivering

-Koagulasjonsaktiveringen ved sepsis er indusert av komplementsystemet.

2. Teori og bakgrunn

2.1 Hva er sepsis?

I de fleste tilfeller av sepsis er arsaken bakteriemi, men sepsis kan ogsa skyldes sopp eller
virus. Diagnosen sepsis stilles fortsatt hovedsakelig ut fra kliniske kriterier pa puls,
respirasjonsfrekvens, blodtrykk osv. [8]. Sepsis er en tilstand der infeksjonen har spredt seg til
blodsirkulasjonen og komplement, koagulasjon og kallikrein-kininsystemet vil vere aktivert
[9;10]. Immunresponsen akselererer og forarsaker fysiske endringer i homeostasen, som
blodtrykk og veskevolum. Multiorgan svikt og dgd er de alvorligste konsekvensene av et

inflammatorisk system i ubalanse [11;12].

Systemisk inflammatorisk respons syndrom (SIRS) er karakterisert av en systemisk
immunrespons, der spesifikke endringer i temperatur, hjertefrekvens, respirasjonsfrekvens og
leukocytt antallet i fullblod er kriterier pa SIRS. Diagnosen stilles dersom minst to av SIRS-
kriteriene innfris. Dersom immunresponsen er forarsaket av en infeksjon diagnostiseres

tilstanden som sepsis [13].

2.1.1 Nye terapeutiske muligheter
Tradisjonell behandling av sepsis med antibiotika, vasopressor og intravengs vaske er i
mange tilfeller ikke tilstrekkelig. Det er fremdeles hgy mortalitet ved sepsis [14]. Den

prokoagulante tilstanden ved sepsis skyldes trolig flere forhold, som oppregulering av TF,



svekkelse av antikoagulante mekanismer som vevsfaktor aktiveringsvei hemmer (TFPI),
protein C og antitrombin. Dessuten vil fibrinolytiske mekanismer vaere nedregulert [12]. Det
er gjort flere forsgk pa a finne en optimal mate a hemme gkt koagulasjonsaktivering ved
sepsis. Aktivering av koagulasjon kan gi alvorlige konsekvenser som DIC og multiorgan
svikt. DIC er en tilstand med utbredt trombedannelse, og ofte pavises lavt antall blodplater og
lavt fibrinogen som sammen med hgyt forbruk av koagulasjonsfaktorer kan medfgre gkt

blgdningsrisiko. Fibrinavleiring i arene kan ogsa bidra til utvikling av organsvikt [15].

Det er gjort flere studier med endogene antikoagulanter som tilleggsbehandling for sepsis, bla.
med aktivert protein C (APC). APC er en viktig antikoagulant, som 1 tillegg har
antiinflammatoriske og antiapoptopiske egenskaper. Forsgk med APC som behandling for
sepsis viste en lett redusert mortalitet, men gkte risikoen for blgdninger for pasienter med
predisponible forhold [16]. Den reduserte mortaliteten er ikke blitt bekreftet 1 nyere studier.
Preparatet Xigris som bestar av rekombinant humant aktivert protein C, er derfor blitt trukket

tilbake fra markedet [17].

Rekombinant vevsfaktor aktiveringsvei hemmer (thTFPI) gav 1 museforsgk med
Streptococcus pneumoniae-indusert pneumoni redusert koagulasjonsaktivering. Behandling
uten antibiotika viste at thTFPI hemmet inflammasjon og bakterievekst [18]. rhTFPI reduserte

imidlertid ikke mortaliteten hos pasienter med alvorlig sepsis og hgy INR [19].

Det er ogsa gjort forsgk pa a hemme dannelse av komplekset TF-faktor VIla (TF-FVIla) ved
hjelp av monoklonale antistoff mot TF. Antistoffet vil blokkere for binding mellom FVII og
TF som starter den ytre koagulasjonsaktiveringsveien. Dette redusert de letale effektene av E.

coli sepsis 1 en dyremodell med bavian [20].

Flere studier viser at C1-INH har en regulerende rolle 1 koagulasjonsaktiveringen. C1-INH har
ogsa vist seg a ha flere antiinflammatoriske effekter [21]. C1-INH omtales narmere i avsnittet

2.6.

2.2 Medfgdt immunitet

Immunforsvaret bestar av to hovedsystemer. Det medfgdte (innate immunity) og det
ervervede (adaptive immunity) immunsystem. I dette prosjektet ble bare det medfgdte
immunsystem studert og det beskrives derfor nermere.. Det medfgdte immunsystem utgjgr
fgrstelinjeforsvaret til organismen, da det reagerer raskt pa patogene inntrengere. Systemet

inkluderer fysiske, kjemiske og cellulere barrierer. De fysiske barrierene er blant annet hud,



flimmerhar og slimhinner som beskytter organismen mot omgivelsene. Eksempler pa kjemisk
barrierer er magesyre og lgselige molekyler som har antimikrobiell effekt. Nar patogene
organismer trenger gjennom den fysiske barrieren vil det cellulere forsvaret aktiveres. Dette
skyldes aktivering av reseptorer som gjenkjenner ulike patogene strukturer. Det medfgdte
immunsystem sgrger for a identifisere og merke inntrengerne slik at disse fjernes ved hjelp av
komplementsystemet, fagocytterende celler eller av det ervervede immunsystemet ved hjelp

av antistoffer [22]. Komplementsystemet vil bli omtalt n&ermere 1 avsnitt 2.4.1.

2.2.1 Reseptorer

Mgnstergjenkjenningsreseptorer eller “Pattern Recognition Receptors” (PRR) gjenkjenner
alarminer og bevarte patogen-assosierte molekylere mgnster eller “Pathogen Associated
Molecular Patterns” (PAMP). Alarminer er molekyler som produseres som fglge av stress
eller gdeleggelse av vev. Dette kan skyldes brannskader, traumer eller andre forhold som
endrer homeostasen. Fareassosierte molekylere mgnster eller "Danger Associated Molecular
Patterns” (DAMPS) er en samlebetegnelse for PAMP, eksogene molekyler fra
mikroorganismer og alarminer, endogene molekyler [23]. De to viktigste PRR familiene er
toll like reseptor (TLR) og NOD like reseptor (NLR). Reseptorene gjenkjenner ulike patogene
strukturer og binding til disse reseptorene medfgrer aktivering av immunforsvaret. Det er i
tillegg beskrevet 11 ulike “Toll-like Receptors” (TLR) hos mennesket [24]. Disse ligner
hverandre i oppbygging, men har forskjellig ligand spesifisitet og er lokalisert pa ulike steder i
cellen. TLR4 er en transmembranreseptor med spesifisitet for LPS, og vil derfor vare aktivert
ved sepsis [25;26]. Aktivering av TLR4 vil medfgre aktivering av transkripsjonsfaktorer som
for eksempel NF-kB. Dette medfgrer oppregulering av gener som er viktige 1 en
inflammasjonsprosess, som adhesjonsmolekyler eller cytokiner som TNF-a og IL-6 [24].
NLR er intracellulere reseptorer som er lokalisert i cytoplasmaet. Disse reseptorene er

involvert i detektering av alarminer og PAMP som har klart 8 komme seg inni i cellen [11].

2.2.2 Monocytter og ngytrofile granulocytter

Det er mange celler som er involvert i det medfgdte immunsystem. Monocytter, makrofager,
dendritiske celler, ngytrofile, eosinofile og basofile granulocytter tilhgrer dette systemet. I
tillegg inkluderes naturlig dreper celler og mastceller. I dette prosjektet ble det jobbet med
monocytter og ngytrofile granulocytter, det vil derfor fglge en n®rmere beskrivelse av disse

cellene.



Monocyttene dannes i beinmargen og oppholder seg i blodbanen en kort tid fgr de vandrer ut 1
vevet og differensieres til makrofager. Monocyttene kan uttrykke TF som fglge av ulike
stimuli [27]. Makrofager er i en hvilende tilstand for de aktiveres av ulike stimuli. Pa
celleoverflaten har de flere reseptorer der noen binder cytokiner utskilt fra andre celler, mens
TLR gjenkjenner ulike patogene strukturer. Ved aktivering med bakterier vil makrofagene fa
okt fagocytisk aktivitet og utskille en rekke inflammatoriske mediatorer, bla. cytokiner. IL-1f3,
TNF-a, og IL-6 er noen av cytokinene som produseres av makrofager [22]. Makrofagene
utgjer en viktig forbindelse mellom de to immunsystemene. Aktivering gker ekspressjon av
MHC Kklasse II molekyler, som igjen forer til gkt antigenpresentasjon til Ty-celler. Aktiverte
makrofager produserer ogsa reaktive oksygen- og nitrogenforbindelser som er antimikrobiale
substanser. Komplementproteiner produseres i leveren, men noen slike proteiner kan ogsa

syntetiseres av makrofager.

Ngytrofile granulocytter er de fgrste cellene som ankommer infeksjonsstedet etter a ha forlatt
blodarene og vandret gjennom vevet [22]. Ngytrofile granulocytter kan fagocytere bakterier, i
tillegg til & produsere og frigjgre lytiske enzymer, antimikrobiale peptider og reaktive
oksygenintermediater (ROI). Den fagocytterende evnen forbedres betraktelig dersom den
patogene strukturen har bundet antistoff og/eller komplement [22]. I cellemembranen har de
flere ulike PRR, som TLR, formyl peptid reseptor 1 (FPR1) og andre reseptorer for a
detektere patogene strukturer [28].

Aktiverte endotelceller uttrykker selektiner og andre adhesjonsmolekyler som er avgjgrende
for transmigrasjon av ngytrofile granulocytter. Granulocyttene ruller deretter med lavere
hastighet langs areveggen, slipper gjennom endotelet og trenger inn til inflammasjonsstedet.

E- og P-selektiner har viktige roller i starten av denne prosessen [29].

2.3 Inflammatoriske mediatorer

2.3.1 Cytokiner

Cytokiner er peptider med lav molekylvekt [30]. Cytokiner utskilles fra leukocytter og andre
celler ved ulike stimuli. De kan virke autokrint, malcellen er da den samme som produsenten
eller parakrint, malcellen er da en celle som er i nerheten av cellen som skiller ut cytokinet.
De ferreste cytokinene virker endokrint, mottakercellen ligger som oftest fjernt fra cellen som
har produsert cytokinet. Cytokinene fraktes da via blodbanen eller andre kroppsvasker.
Cytokinenes halveringstiden er kort, men reseptorene til de ulike cytokinene har hgy affinitet

til cytokiner og selv konsentrasjoner pa pikogramniva vil ha biologisk effekt. Binding av



cytokiner til reseptorene vil trigge en signaloverfgring og dette vil endre det genetiske
uttrykket til cellen. Cytokinene er blant annet med og kontrollerer celluler proliferasjon og
differensiering. De er involvert i induksjon av inflammatoriske prosesser og utviklingen av
cellulere og humorale immunresponser [22]. Proinflammatoriske cytokiner som TNF-a, IL-
1B, IL-12 og IFN-y gker inflammasjonen. IL-8 er ogsa et viktig proinflammatorisk kjemokin.
Til sammenligning reduserer IL-4, IL-10 og IL-13 inflammasjonsprosessen og produksjon av
proinflammatoriske cytokiner. Proinflammatoriske cytokiner kan ogsa hemmes av lgselige
hemmere som IL-1 reseptor antagonist (IL-1ra) og IL-1 reseptorer. De fleste celler uttrykker

reseptorer for cytokiner [13].

2.3.2 Lang Pentraxin 3 (PTX3)

PTX3 er et akuttfaseprotein som tilhgrer pentraxin familien. CRP (C reaktivt protein) og SAP
(serum amyloid P komponent) er korte pentraxiner, mens PTX3 er et langt pentraxin protein.
Genet for PTX3 er plassert pa kromosom 3, q24-q26 [31]. PTX3 er strukturelt relatert til de
korte pentraxinene, CRP og SAP, ved den karboksyterminale delen av molekylet. Den 174
aminosyrelange terminale delen av PTX3 skiller seg derimot fra de andre to og det er ingen
homogenitet mellom denne delen av PTX3 og andre kjente proteiner [31;32]. PTX3 er et
glykoprotein med molekylvekt pa 45kD, proteinet danner et stort multimer kompleks.

Komplekset er ssmmenbundet med disulfid bindinger [33].

CRP produseres av hepatocytter, mens PTX3 produseres av flere ulike celler. Dendrittiske
celler og mononukleare fagocytter er blant cellene som produserer PTX3 [34;35]. Studier har
vist at ngytrofile granulocytter ikke selv produserer PTX3, men har granula med monomer
PTX3 som 1 ekstracellulert milj¢ danner multimer PTX3 [36]. PTX3 er et multifunksjonelt
protein som blant annet er involvert i immunforsvaret, oppbygging av den ekstracellulere
matriksen og kvinnelig befruktningsevne [37;38]. Det vil her fokuseres pa rollen til PTX3 i

immunforsvaret.

Konsentrasjonen av PTX3 i serum ligger normalt under 2 ng/ml, mens nivaet ved infeksjon,
inflammasjon, sepsis eller endotoxin sjokk kan gke til 200-800 ng/ml [32]. Denne gkningen
skjer raskt og korrelerer ikke med CRP-stigningen. Nivaet av PTX3 korrelerer i noen tilfeller
med alvorlighetsgrad eller sykdomsaktivitet [39]. PTX3 induseres av proinflammatoriske

stimuli som LPS, IL-1p og TNF-a [31;35].

PTX3 ser ut til a spille en dobbelrolle i beskyttelse mot patogener og kontroll av

autoimmunitet. PTX3 bidrar til fjerning av patogener ved fagocytose. Ved opsonisering av



sopp, virus og utvalgte bakterier gker fagocytoseaktiviteten [32]. PTX3 hindrer
inflammatorisk opptak av seint apoptotiske celler, og forhindrer dermed antigen presentasjon
av selv-proteiner for antigen presenterende celler som dendritiske celler. Dette kan gi en

beskyttelse mot autoimmune reaksjoner [40].

PTX3 gker transkripsjon av TF

Napoleone et al. viste 1 2002 at endotelceller som ble stimulert med PTX3 i tillegg til andre
stimuli som LPS, IL-B eller TNF-a fikk gkt uttrykk av TF [41]. Transkripsjonsfaktoren til TF
er c-Rel/p65. Denne er inaktiv sa lenge den er bundet til IkBx. Dersom LPS bindes til
reseptorer pa monocyttenes cellemembran aktiveres en protein kinase kaskade. Denne
aktiveringen fgrer til at IkBx fosforyleres. Dermed aktiveres c-Rel/p65 og
transkripsjonsfaktoren kan fritt forflytte seg til nucleus og bindes til promotor for TF [42].
Forsgk med inkubering av LPS sammen med PTX3 har gitt en gkt fosforylering av IkBx, og
en gkt transkripsjon av TF 1 monocytter [43].

Interaksjoner mellom PTX3 og MBL

Nylige studier har visst at PTX3 er involvert i kommunikasjonen mellom klassisk og lektin
komplementaktiveringsvei. Mannosebindende lektin (MBL) binder seg til patogene strukturer
som LPS. PTX3 bindes til MBL og i n®rver av Clq gker komplementaktivering via klassisk

komplementaktiveringsvei [44].

2.4 Komplement- og koagulasjonssystemene

2.4.1 Komplement
Komplementsystemet er en del av det medfgdte immunsystemet. Dette systemet har flere

mekanismer for a forsvare organismen mot bla. infeksjon.

e Opsonisering av mikrober.

e Kjemotakse, hovedsakelig via C5a, som aktiverer og rekrutterer celler til
inflammasjonsstedet.

e Lysering av bakterier og celler ved hjelp av det terminale komplementkomplekset
C5b-9 som penetrerer membraner.

¢ Fjerning av immunkomplekser fra sirkulasjonen ved opsonisering og opptak i milt og
lever.

e Regulering av celler 1 immunforsvaret ved binding til spesifikke komplement

reseptorer. [45].



Komplementsystemet bestar av over 30 proteiner i plasma og pa celleoverflater [45].
Aktiveringsproduktene omfatter anafylatoksinene C3a, C4a, C5a og dannelse av et kompleks
som kan angripe membranen [46]. Betegnelsen terminalt komplementkompleks (TCC)
benyttes bade for komplekser som er lgselig og membranbundne. Det membranbundne
komplekset kalles ogsa membran angrepskompleks (MAC). TCC er et kompleks av
komplementfaktorene C5b-C9 og kan medfgre lysering av cellen eller bakterien.
Komplementkomponenter vil ogsa opsonisere patogene strukturer som igjen kan fagocytteres
av makrofager og ngytrofile granulocytter. Anafylatoksinene vil virke kjemotaktisk og
rekruttere leukocytter til inflammasjonsstedet. Dessuten vil komplementsystemet regulerer
den adaptive immunresponsen. Den immunologiske hukommelsen og produksjonen av
antistoff gkes ved at C3b og C4b bindes til komplementreseptorer pa follikulere dendritiske
celler, B-celler og andre fagocytterende celler. Komplementsystemet vil ogsa fjerne

immunkomplekser og apoptotiske celler [45].

Komplementsystemet er delt inn i tre aktiveringsveier, der de ulike gjenkjenningsmolekylene
aktiveres av spesifikke ligander [47]. Klassisk aktiveringsvei initieres ved at Clq binder seg
til et immunkompleks, antistoff bundet til antigen, CRP, PTX3 eller dgde celler [48]. Lektin
aktiveringsvei startes derimot ved binding av mannosebindende lektin (MBL) eller fikoliner
til spesifikke karbohydratstrukturer pa patogener [45]. Alternativ aktiveringsvei aktiveres

spontant og av patogene strukturer, men hemmes av faktor H og faktor L.

C3 er en sentral komponent i komplementsystemet. Nar C3 spaltes av C3-konvertaser vil a-
kjeden i C3 kuttes og C3a spaltes av. En intern thioester pa C3b blir tilgjengelig for kovalent
binding til hydroksyl- eller aminogrupper pa biologiske overflater [46]. Ved klassisk og lektin
aktiveringsvei vil C3-konvertasen besta av C4b2a. Alternativ aktiveringsvei vil danne C3-
konvertase ved at C3b bundet til en overflate bindes til faktor B, som er spaltet av faktor D,
og C3bBb dannes. C3-konvertasene vil spalte C3-molekyler og danne C5-konvertase ved
binding av ett C3b molekyl til C3-konvertasen. Properdin vil stabilisere C3-konvertasen
C3bBb slik at C5-konvertasen dannes [47]. C5-konvertasen spalter C5 til anafylatoksinet C5a
og C5b som utgjgr starten pa dannelsen av TCC, som i membranbundet form kan lysere

cellen eller bakterien [47].
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Adapted from Mollnes TE, Song WC, Lambris JD. Trends Immunol 2002; 23:61-63
Figur 1. Oversikt over komplementsystemet med aktiveringsveier og regulatorer. CPN; carboksy
petidase N, P; properdin, CR1; komplement reseptor 1, MCP; membran kofaktor protein, DAF;
“decay acceleration factor”, C4BP; C4 bindende protein, C5aR/C3aR; C5a/C3a reseptor. Gjengitt med

tillatelse fra Elsevier.

Faktor H fungerer som kofaktor for faktor I som inaktiverer C3b. Dersom faktor H ikke kan
bindes pa overflaten av bakterier, vil den alternative aktiveringsveien fortsette uforhindret
[46]. Den alternative aktiveringsveien vil akselerere komplementaktivering som skyldes
aktivering fra andre aktiveringsveier [49]. Komplementsystemet reguleres av flere
komplementhemmere, da det er viktig at patogene strukturer angripes, mens reaksjoner mot
eget vev bgr unngas. Ukontrollert komplementaktivering kan medfgre vevsskade pa grunn av
inflammasjonsprosessen med anafylatoksinfrigjgrelse, rekruttering av celler og gkt vaskulaer
permeabilitet [50]. C1-INH regulerer aktivering av alle tre aktiveringsveiene. Dette er omtalt

under avsnitt 2.6.3.
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2.4.2 Koagulasjon og kallikrein-kininsystemet

Koagulasjonssystemet bestar av serinproteaser som fgrer til trombin dannelse og deretter
dannelse av fibrin. Fibrin dannelse medvirker bla. til a stoppe blgdning ved vevsskade i
arveggene. Tradisjonelt er koagulasjonssystemet inndelt i to veier, ytre og indre
aktiveringsvei. TF er hovedinitiatoren til den ytre koagulasjonskaskaden [51]. TF uttrykkes
normalt ikke av endotelceller og andre celler som er i kontakt med sirkulerende blodceller.
Dersom areveggen skades blir TF fra dypere liggende bindevev og dreveggen tilgjengelig for
FVII. Komplekset TF-FVIIa katalyserer omdannelsen av FIX og FX til FIXa og FXa. FIXa
gker aktiviteten til FX, mens FXIa gker aktiviteten til protrombin. FXa omdanner protrombin
til trombin. Trombin omdanner fibrinogen til fibrin som danner et fibrinnettverk pa
skadestedet og blgdningen kan stoppes [52]. FVII kan ogsa aktiveres direkte av FXII uten TF
[53].

Den indre koagulasjonsaktiveringsveien startes ved aktivering av FXII. FXII har in vivo trolig
mest betydning for fibrinolyse og en mangel pa FXII vil kunne gi trombose. Studier viser at
FXII ved sepsis er involvert 1 hypotensjon og vasodilatasjon [54]. FXII er viktig i aktiveringen
av kallikrein-kinin systemet og dannelse av bradykinin. Opprinnelig besto kontaktsystemet av
proteiner som aktiveres ved kontakt med negativt ladde eksogene overflater. FXII, FXI,
plasma prekallikrein og hgymolekylert kininogen (HMWK) utgjér hovedkomponentene 1
dette systemet [55].
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Figur 2. Koagulasjonssystemet. Romertallene er forkortelser for koagulasjonsfaktorene. Antitrombin
og protein C med kofaktor protein S hemmer koagulasjonsaktiveringen. Figuren er gjengitt etter
tillatelse fra Frank Brosstad, ved Universitetssykehuset i Oslo. Figuren er lastet ned fra
http://presenter.gbrick.com/?pguid=1fed7d06-b475-4ec1-bdf8-dd1d0e18cdd5.

2.4.3 Antikoagulasjonsmekanismer
Det er fire antikoagulasjonsmekanismer som regulerer koagulasjonsaktiveringen. Det er det

fibrinolytiske system, TFPI, antitrombin (AT) og protein C-trombomodulin systemet.

Det fibrinolytiske system spalter fibrinogen til fibrin og deretter til fibrin
degraderingsprodukter. Plasminogen, et inaktivt zymogen omdannes til plasmin.

Vevsplasminogen aktivator (t-PA) og urokinase er aktivatorer for denne reaksjonen.
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Hemmere av fibrinolysen er plasminogen aktivator inhibitor 1 og 2 (PAI-1 og PAI-2). I tillegg
regulerer trombin aktiverende fibrinolyse hemmer (TAFI) fibrinolysen. TAFI aktiveres av
trombin-trombomodulin komplekset. Hemmere av trombin vil derfor ogsa hemme TAFIL

TAFI har vist seg & vere hovedhemmeren til C5a [56].

Plasminogen
Kallikrein i I E t-PA - PAI-1 og C1-INH
FXIa, FXIIa - u-PA - PAI-1
Plasmin
- a2-makroglobulin
l ~ a2-antiplasmin
E C1-INH
Fibrinogen =t = Eibrin  se— Fibrin degraderingsprodukter

Figur 3. Fibrinolysen. Rgde piler indikerer hemming, mens bla indikerer aktivatorer.

TFPI hemming av TF-indusert koagulasjon kan beskrives som to trinn. Fgrst binder TFPI seg
til FXa. Deretter binder TFPI-FXa komplekset seg til TF-FVIla og inaktiverer den katalytiske
aktiviteten. Genotypen TFPI 7 for mus er letal, dette viser ngdvendigheten av proteinet [57].
Elastase er den mest effektive hemmeren av TFPI [58]. Andre hemmere for TFPI er APC,
FSAP, plasmin, trombin og FXa [58].

Antitrombin (AT) er hovedhemmeren til trombin og FXa. Heparin som kofaktor gker
aktiviteten til AT minst tusen ganger. Under en systemisk inflammasjonsprosess vil AT
reduseres som fglge av gkt forbruk, redusert syntese og proteolytisk nedbrytning ved elastase

fra ngytrofile granulocytter [15].

Trombin bindes til trombomodulin (TM), et membranbundet protein pa endotelet. Dette er
ngdvendig for at fibrinogen skal omdannes til fibrin. TM som er bundet til trombin er ogsa i

stand til & spalte protein C, til aktivert protein C (APC). Protein C er lokalisert ved endotel
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protein C reseptor (EPCR). Protein S fungerer som kofaktor for APC. APC kan na inaktivere
FVa og FVIIla. Trombindannelsen blir pa denne maten begrenset til skadestedet [59].

@
@ i1 ombin ﬁ ™
® @
' EPCR
= T
* @ trombin
....Endotelcellemembran <> Protein C
cytoplasma ’ Aktivert protein C
@ Protein S

(] Inaktivert faktor V

g Inaktivert faktor VIII

Figur 4. Protein C aktiveres ved binding til trombin-trombomodulin komplekset og EPCR.
Protein S er kofaktor for protein C. Aktivert protein C inaktiverer FVa og FVIIla.

2.4.5 Sammenheng mellom komplement— og koagulasjons-systemene

Inflammasjons-prosesser som har innvirkning pa koagulasjonsaktiveringen
Det er mange forbindelser mellom koagulasjon og inflammasjon. Her vil det kort gjgres greie

for enkelte av forbindelsene.

TF spiller en viktig rolle 1 inflammasjonsmediert koagulasjonsaktivering [60]. Ved sepsis vil
aktiverte monocytter uttrykke TF, dette vil gi FVII mulighet til & binde seg til TF og
koagulasjonsprosessen vil starte. Bakterier kan bindes til TLR pa feks. monocytter. Dette vil
aktivere cellen, som vil frigi proinflammatoriske cytokiner og uttrykke TF. TF uttrykket vil

dessuten gkes som en fglge av cytokiner. Dette er omtalt under avsnittet 2.5.

Cytokinene TNF-a og IL-1B kan pavirke endotelceller til & redusere produksjonen av
glykosaminglykaner. Glykosaminglykanene virker som heparinlignende kofaktorer til
antitrombin (AT). Resultatet blir faerre bindingssteder for AT og den antikoagulerende
funksjonen til AT blir svekket [61]. TNF-a og IL-1B vil ogsa redusere uttrykket av TM pa
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endotelceller og dermed fgre til at trombin fremmer bade koagulasjon og

inflammasjonsprosessen [62].

Nivaet av aktivert protein C i plasma reduseres ved sepsis [63]. Dette skyldes blant annet de
proinflammatoriske cytokinene TNF-a og IL-1 som gker TF ekspresjonen [64;65]. Nawroth
viste dessuten at TNF-o nedregulerer trombomodulin som igjen reduserer mengden aktivert
protein C [66]. En effekt av gkt TF uttrykk vil vere redusert uttrykk av trombomodulin pa
endotelcellene [67]. Endotel protein C reseptor (EPCR) nedreguleres ved sepsis, dette vil ogsa
redusere effekten til protein C [66].

Ved sepsis kan TFPI nedreguleres eller brytes ned av elastase som en fglge av aktiveringen av
TLR pa immuncellene. Dette vil gke mengden av tilgjengelig TF og fremme videre

inflammasjon og koagulasjonsaktivering [52;68].

C1-INH er et protein med mange funksjoner, som vil omtales under avsnitt 2.6. C1-INH er en
viktig forbindelse mellom inflammasjon og koagulasjon. Komplementaktiveringen hemmes
av CI-INH. Dessuten er C1-INH en hemmer bade for det indre koagulasjonssystemet og

fibrinolytiske reaksjoner.

Koagulasjonsprosesser som har innvirkning pa inflammasjonsaktiveringen

APC har anti-inflammatorisk effekter pa monocytter og granulocytter i tillegg til a fungere
som en viktig antikoagulant. Tilfersel av APC resulterte 1 redusert TNF-a syntese i rotter
stimulert med LPS [69]. Indirekte vil APC hemme inflammasjonsprosessen ved a inaktivere
FVa og FVIIla som igjen forhindrer trombin i binding til protease aktiverte reseptorer (PAR-1
og PAR-4) [70]. APC vil ved binding til EPCR kunne beskytte endotelbarrieren via
signaloverfgring ved PARI [71].

FXa, trombin og fibrin kan aktivere monocytter og endotelceller slik at disse syntetiserer IL-6
og/eller IL-8 [30]. Trombin kan ogsa fungere som en C5 konvertase og spalte av C5a direkte
fra C5 [72]. Trombin kan ogsa pavirke endotelbarrieren via PAR1. Ved lav konsentrasjon vil
permeabiliteten reduseres. Hgy konsentrasjon vil gke permeabiliteten og altsa redusere

barrieren [73].

PAR er G-proteinkoblede reseptorer for aktiverte proteaser. PAR2 aktiveres ikke av trombin 1
motsetning til PAR1, PAR3 og PAR4. Kompleks med FVIla og dets kofaktor TF kan enten
aktivere PAR2 direkte eller indirekte via TF/FVIla-FXa [74]. PAR har innvirkning pa uttrykk
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av adhesjonsmolekyler og bevegeligheten av leukocytter. Cytokinsyntesen vil ogsa kunne

reguleres av PAR [75].
25 TF

2.5.1 TF og koagulasjon

TF er initiatoren for den ytre koagulasjonsvei. TF betegnes ogsa som koagulasjonsfaktor III,
tromboplastin eller CD142. Genet er lokalisert pa kromosom 1, og bestar av seks ekson skilt
av fem intron [76]. TF er et membranbundet protein pa 47 kDa. Det ekstracelluleere omradet
bestar av 219 aminosyrer, 23 aminosyrer utgjgr det transmembrane omradet mens det
intracelluleere omradet bestar av 21 aminosyrer. Proteinet kan glykosyleres pa tre ulike steder
pa det ekstracellulere omradet. Disulfidbindinger mellom to cysteinaminosyrer stabiliserer
TF [77]. TF uttrykkes pa flere celletyper, de aller fleste er celler som normalt ikke er i kontakt
med blod. TF er uttrykt i alle blod-vev barrierer. TF ser ut til & danne en hemostatisk
beskyttelse der koagulasjonsystemet aktiveres dersom barrieren gdelegges [78]. TF fungerer
som reseptor og kofaktor for FVII [51]. Dersom TF blir tilgjengelig for FVII som sirkulerer i
blodbanen danner disse et kompleks (TF-FVIIa) som starter koagulasjonskaskaden der
sluttproduktet er fibrindannelse og reparasjon av skaden [79]. Komplekset TF-FVII kan vere
biologisk inaktivt, sakalt kryptert TF. Prosessen som omdanner det til et biologisk aktivt
kompleks er nart knyttet til det cytosoliske kalsiumnivaet og cellemembranens
fosfolipidasymmetri [80]. Carmeliet et.al viste ved hjelp av TF” muse embryo at fravaer av TF

ikke var forenelig med liv [81].

2.5.2 Inflammasjonsmediert ekspresjon av TF

Ved en inflammasjon vil uttrykket av TF gke. Endotelceller, dendritiske celler og monocytter
aktiveres under en inflammasjonstilstand og dette medfgrer gkt syntese og uttrykk av TF. I
tillegg til endotoxin vil cytokinene TNF-a og IL-1 gke TF uttrykket pa endotelceller [64;65].
C5a vil ogsa gi gkt uttrykk av TF pa endotelceller [82]. Endotoxin, TNF-a og IL-1 vil
dessuten gke TF uttrykket pa monocytter [43].

TF kan ogsa induseres direkte fra NF-kB aktivering ved en binding mellom PAMP og PRR
[11]. Dessuten vil integriteten av endotelcellene reduseres og gke tilgjengeligheten av TF

uttrykk fra dypereliggende celler [15].

En tredje faktor som er av betydning er avsondring av mikropartikler med TF fra aktiverte

blodplater eller apoptotiske monocytter, og disse mikroprtiklene kan tas opp av andre celler
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[27;83]. Mikropartiklenes stgrrelse er mellom 0,1 og 1,0 um. De har en membran av
fosfolipider. Opphavscellen kan bestemmes ut fra antigener som uttrykkes 1 membranen. Det
diskuteres i fagmiljgene hvilke celler som kan avsondre TF positive mikropartikler. Det er na
antatt at nivaet av TF positive mikropartikler kan ha en prognostisk verdi for pasienter med

vaskulare tromber [84].

Samspillet mellom aktiverte trombocytter, leukocytter og endotelceller vil medfgre en ytterlig
gkning av TF uttrykket pa monocyttene [85]. Warr et al. viste i 1990 at gkt TF uttrykk

sannsynligvis er arsaken til sepsismediert DIC [7].

Anti-inflammatoriske cytokiner som IL-4, IL-10 og IL-13 kan hemme inflammasjons-indusert

TF syntese. Dette viser noe av samspillet mellom inflammasjon og koagulasjon [30].

2.5.3 TF og PAR
TF-FVIla komplekset kan signalisere bade via PAR1 og PAR2 [74]. Det antas at PAR2 har en

proinflammmatorisk rolle [86]. Aktivering av PAR2 vil medfgre mobilisering av L-selektiner
pa overflaten av ngytrofile granulocytter. Dette fremmer leukocyttmigrasjon i den
ekstracellulere matriksen og vil dermed fgre til aktivering og rekruttering av leukocytter til
inflammasjonsstedet. PAR?2 signal fgrer blant annet til gkt sekresjon av cytokinene IL-6, IL-8
og IL-1P fra bade monocytter og ngytrofile granulocytter. Signal via PAR1 vil ogsa gi gkt

dannelse av cytokiner [75].

TF uttrykkes pa kreftceller og spiller en viktig rolle i kreft og metastaseutvikling. Forsgk med
mus har vist at hemming av TF-FVIla komplekset reduserte stgrrelsen av tumoren. En
sannsynlig arsak kan vere at TF-FVIIa komplekset hindres i binding til PAR2. Andre forsgk
med mus har vist at effekter av TF-FVIIa-PAR2 kan ha betydning for skadeomfanget ved
hjerteinfarkt [60].

2.6 C1-INH

2.6.1 C1-INH som akuttfaseprotein

C1-INH ble tidligere benevnt som Cl-esterase inhibitor og tilhgrer serpin superfamilien.
Serpin superfamilien bestar av hemmere som hemmer serinproteaser. C1-INH ble fgrste gang
beskrevet i 1957 [87]. Genet for C1-INH er plassert pa kromosom 11 (p11.2-q13) [88] og
proteinet er et 105 kD polypeptid [89]. Det bestar av en karboksyldel som utgjgr
proteaserekogniseringsomradet og en svert glykolysert aminoterminalende. En unit - 1U,

tilsvarer C1-INH innholdet i 1 mL citratplasma fra en frisk person. Konsentrasjonen av Cl1-
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INH 1 blod er under normale forhold ca. 0,25 g/L [90]. C1-INH er et akuttfaseprotein og kan
derfor gke til det dobbelte under en ukomplisert bakteriell inflammasjon [91]. IFN-y
stimulerer til syntese av C1-INH, men ogsa andre cytokiner som TNF-a, IL-6 og M-CSF kan i
mindre grad pavirke syntesen [92]. C1-INH produseres hovedsakelig av hepatocytter, men

kan ogsa lages av andre celler som monocytter [93].

2.6.2 C1-INH som proteasehemmer

Serpiner inaktiverer proteaser ved en to-trinns prosess. Serpin etterligner substansen som er
malet for proteasen. Proteasen bindes til det reaktive setet til serpinet og peptidbindingen
Arg444-Thrd445 spaltes [94]. Dette medferer en molekyler rearrangering og serpin og
protease blir irreversibelt bundet til hverandre med en kovalent binding mellom det aktive
setet av proteasen og serpinet. Proteasen blir dermed inaktivert [95;96]. Glykosaminoglykaner
(GAG) vil pavirke den hemmende funksjonen til enkelte serpiner. Nar det gjelder C1-INH
gker ikke GAG den hemmende effekten generelt, men for enkelte proteaser som Cls og FXla.
Effekten av C1-INH pa FXIla og kallikrein vil ikke pavirkes av GAG [97]. Kompleksene av
CI1-INH og proteasene bindes til serpin-enzym kompleks reseptorer pa monocytter og
hepatocytter og fjernes raskt fra blodsirkulasjonen [98]. Halveringstiden for C1-INH i plasma
er 35.5 timer [99].

2.6.3 C1-INH og komplementsystemet

Cl-INH er den eneste hemmeren som regulerer proteasene 1 den klassiske
komplementaktiveringsveien [100]. C1-INH binder og inaktiverer Clr og Cls og komplekset
C1rCl1s(CI1-INH), blir dannet [101]. Dette forhindrer autoaktivering av C4 og C2, som igjen
hemmer dannelsen av C3 konvertase. C1-INH stabiliserer ogsa C1 komplekset uten a binde
seg kovalent til komplekset [102]. CI1-INH er dessuten en generell komplementhemmer, da
den ogsa har en viss regulerende effekt pa de andre aktiveringsveiene. Lektin
komplementaktiveringsvei hemmes ved at C1-INH reagerer med mannosebindende lektin-
assosiert serin protease (MASP) 1 og 2 [103]. Alternativ komplementaktiveringsvei kan ogsa
hemmes ved en nonkovalent binding mellom CI-INH og C3b, fordi denne bindingen

forhindrer binding av faktor B til C3b [104].

2.6.4 C1-INH og koagulasjonssystemet
C1-INH er hovedhemmeren for faktor VII aktiverende protease (FSAP) [97]. Proteasen FXI i
den indre aktiveringsveien i koagulasjonen inaktiveres ogsa av C1-INH. Det fibrinolytiske

system pavirkes ogsa av CI-INH, da CI1-INH kan inaktivere FXII, plasmin og
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vevsplasminogen aktivator (t-PA) [55]. Enkelte mener at disse effektene ved hgy C1-INH-
dose kan vare skadelig for pasienten ved a gi en prokoagulant tilstand med gkt risiko for

trombedannelse [105].
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Figur 5. Oversikt over effekt av C1-INH pa de ulike kaskadene fibrinolyse, kallikrein-Kinin,
koagulasjon og komplement. De gra sirklene indikerer at dette er en protease som kontrolleres av
C1-INH. Plg, plasminogen; pl, plasmin; sc-UK, enkelkjedet urokinase; tc-UK, to kjedet urokinase; t-
PA, vevsplasminogen aktivator; HMWK, hgymolekylart kininogen; BK, bradykinin; KK, kallikrein;
PK, prekallikrein; F, faktor; C, komplement faktor; A*, anafylatoksiner; Ag-Ab, antigen-antistoff
kompleks; LPS, lipopolysakkarid; PS, bakterielle polysakkarider. Figuren er gjengitt fra referanse 97
(Zeerleder S., Cl-Inhibitor: More Than a Serine Protease. Semin.Thromb.Hemost. 2011; 37:362-74)
etter tillatelse fra Thieme Medical and Scientific Publishers.

2.6.5 C1-INH og kallikrein-kininsystemet

C1-INH inaktiverer FXII og plasmakallikrein, som er proteaser i kallikrein-kinin systemet.
Arvelig angiogdem (HAE) er en tilstand med redusert niva av funksjonelt C1-INH. Ved HAE
type 1 er det redusert produksjon og konsentrasjon av CI1-INH. Ved HAE type 2 er
produksjonsnivaet av C1-INH normal, men proteinet fra det syke genet virker ikke [97]. Det
vil ved HAE vare gkt spontanaktivering av C4 og C2. C3 konvertasen C4bC2a vil ikke
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dannes, da C4b inaktiveres raskt 1 vaskefase av faktor I. C4-bindende protein er kofaktor for
faktor I [47]. Ved HAE-anfall vil pasienten fa gdemer i hud og slimhinner. Det kan bli kritisk
for pasienten dersom hevelsen skjer 1 gvre del av luftveiene. Anfall som angriper mage og
tarm gir magesmerter, oppkast og diaré [106]. Omdannelsen av prekallikrein til kallikrein vil
ikke reguleres tilstrekkelig dersom C1-INH mangler. Dette fgrer til gkt bradykinindannelse.
Bradykinin gir gkt vaskuler permeabilitet som medfgrer gdemer [107]. Det er dessuten gjort
studier som viser at det under anfall hos HAE-pasienter er gkt koagulasjonsaktivering med gkt
niva av FVIla og trombin [5;6]. HAE behandles med tilfgrsel av C1-INH. CI1-INH-
behandlingen viser at C1-INH spiller en viktig rolle i reguleringen av vaskepermeabilitet og

kontroll av trombindannelse.

2.6.6 Andre biologiske effekter av C1-INH
C1-INH har vist seg a ha flere effekter som ser ut til a vaere uavhengig av proteasedelen av

molekylet.

C1-INH binder seg bla. til komponenter i1 ekstracelluler matriks. Denne mekanismen kan
bidra til gkt C1-INH-konsentrasjon pa inflammasjonsstedet. C1-INH reagerer med E- og P-
selektiner pa endoltelcellene og dette undertrykker leukocyttrulling og transmigrasjon. Cai og
Davis har vist at C1-INH har sialyl Lewis™ sakkarider pa den N-glykane delen av C1-INH. Det
kan vare arsaken til at C1-INH binder seg til selektiner [2]. Caccia et al. har gjort forsgk som
kan tyde pa at C1-INH-binding til selektiner pa endotelceller kan hemme trombinaktiviteten
[108]. Komplementaktiveringen via alternativ aktiveringsvei vil reduseres av CI-INH
uavhengig av den proteasechemmende effekten. C1-INH bindes til C3 med en ikke-kovalent
binding [104]. C1-INH vil ogsa kunne bindes direkte til Gram-negative bakterier og dermed
kunne bremse utviklingen av sepsis [21]. C1-INH binder seg dessuten ogsa direkte til LPS
[109].

2.6.7 Proteolytisk nedbrytning av C1-INH

C1-INH kan inaktiveres av elastase frigitt fra ngytrofile granulocytter. Brower et al. viste at
elastase kan hydrolysere C1-INH 1 tre ulike regioner av molekylet. Binding til Cls blir da
ikke lenger mulig [110]. Det er hos pasienter med sepsis funnet et hgyere niva av C1-INH enn
hva det funksjonelle nivaet av C1-INH skulle tilsi. Dette tyder pa tilstedevarelse av inaktivert
CI-INH. Nivaet av proteolytisk inaktivert C1-INH har ifglge studier av Nuijens prognostisk
verdi, ettersom et hgyere niva er assosiert med gkt mortalitet blant sepsispasienter. Plasmin og

andre proteaser fra bakterier gir ogsa proteolytisk inaktivering av C1-INH [90].
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2.6.8 Nye terapiomrader for C1-INH?

Det forskes stadig pa nye bruksomrader for C1-INH. Det har vist seg at infusjon av C1-INH
fgr eller ved hjerteinfarkt gir positive effekter. C1-INH reduserer stgrrelsen pa infarktet,
forhindrer infiltrering av ngytrofile granulocytter 1 myokard og reduserer gkningen av
kreatinin og troponin i dyremodeller [55]. Det er ogsa utfgrt enkelte kliniske studier pa
mennesker. Resultatene viste redusert komplementaktivering og et lavere niva av
infarktparametrene troponin T og CK-MB [99]. C1-INH-tilfgrsel 1 musemodeller med hjerne-
reperfusjonsskade  reduserte bade volumet av det ischemiske omradet og

leukocyttinfiltreringen i det skadede omradet [111].

Det er gjort forsgk med bruk av C1-INH i xenotransplantasjoner. Det er forhapninger om at
C1-INH skal hindre komplementaktivering og andre patologiske prosesser involvert 1
avstgtningsreaksjoner. Nyrer fra gris som ble perfundert med humant blod tilsatt hgye CI1-
INH konsentrasjoner ga en lavere klassisk komplementaktivering, redusert aktivering av
leukocytter og trombocytter og forlenget levetid av nyret sammenlignet med perfusjon av

humant blod uten ekstra C1-INH [112].

Sepsis er en kompleks tilstand der mange systemer er aktivert. C1-INH er regulator bade for
komplementkaskadene, kallikrein-kininsystemet og det indre koagulasjonssystem som er av
stor betydning for sepsis utviklingen. Dette i tillegg til de ovenfor nevnte effektene av Cl1-
INH kan gjgre C1-INH til en interessant komponent 1 behandlingen av sepsis. Igonin et al. har
nylig publisert en studie der en gruppe pasienter med sepsis ble behandlet med C1-INH-
infusjon 1 tillegg til tradisjonell behandling. Kontrollgruppen fikk behandling etter vanlig
prosedyre. Resultatene tyder pa at tilfgrselen av C1-INH medfgrte en nedregulering av den

systemiske inflammasjonsresponsen og mortaliteten av sepsis ble redusert [3].

2.7 Compstatin
Peptidet compstatin ble funnet ved en screening av en klon fra et tilfeldig “phage-displayed”
bibliotek for C3b bindende protein [113]. Compstatin bestar av 13 aminosyrer:

ICVVQDWGHHRCT-NH,

Det er en disulfidbro mellom cystein 2 og 12. Strukturen pa peptidet er syklisk og
molekylvekten er pa 1551 Da [114]. Compstatin er en effektiv komplementhemmer. Den

bindes til B-kjeden pa C3, og hemmer C3 konvertasen [115].
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Det er og blir fremdeles gjort flere forsgk pa endringer av molekylet som ville forbedre

egenskapene til compstatin [116].

2.7.1 Compstatin som terapi?

Compstatin er nyttig i forskningsgyemed ettersom det kan gi indikasjoner pa om en bestemt
prosess er komplementavhengig. I fullblodsmodellen med E. coli har compstatin redusert den
oksidative burst til granulocytter og monocytter og syntesen av cytokinet IL-8 ble redusert
[117]. Compstatin kan derfor bli et viktig behandlingsmiddel av sykdommer der patogenesen
skyldes komplementaktivering. Det er gjort studier med compstatin pa aldersrelatert makulaer
degenerasjon (AMD) hos aper. Compstatin injisering resulterte i at krystallene som trigget
den inflammatoriske responsen forsvant noe som gir forhapninger om mulig behandling for
AMD [118]. Det er ogsa gjort forsgk i bavian der effekten av compstatin pa E. coli-indusert
sepsis ble studert. Resultatene viste at en reduksjon av trombocytt og leukocytt infiltrering i
vev ble redusert. I tillegg ga behandlingen en reduksjon av mikrovaskuler trombedannelse og
lavere grad av organskade. Compstatin reduserte ogsa den prokoagulante aktiviteten og bidro
til a bevare endotelets antikoagulante egenskaper. Behandling med compstatin kan derfor i

framtiden vare aktuell som en del av terapien ved sepsis [119].

2.8 Prosjektets hypoteser

2.8.1 Hovedhypotese: C1-INH vil ha en hemmende effekt pa koagulasjonsaktiveringen.

Sepsis er en kompleks tilstand med aktivering av flere kaskadesystem. Koagulasjonssystemet
aktiveres for & avgrense infeksjonen. Dersom infeksjonen blir systemisk vil
koagulasjonsaktiveringen vare uheldig for individet. Aktiveringen medfgrer trombedannelse
og fare for utvikling av DIC. Dette kan igjen fgre til multiorgansvikt. Det er forsket mye pa
nye behandlingsmetoder, som 1 tillegg til tradisjonell behandling kan bedre prognosen og

redusere mortaliteten, uten at noen nye behandlingsprinsipper er kommet i klinisk bruk.

Cl-INH har en regulerende funksjon 1 kallikrein-kininsystemet, den indre
koagulasjonsaktiveringsvei og i komplementsystemet. Det er dessuten flere forbindelser
mellom koagulasjon og komplement-systemene. Davis og Liu har gjennom flere
forskningsarbeider vist at C1-INH kan ha anti-inflammatoriske egenskaper, og disse kan vare

uavhengige av den proteasechemmende effekten av C1-INH.

Det er under HAE anfall pavist gkt koagulasjonsaktivering [5;6]. Vi vil derfor anta at C1-INH

ogsa kan ha en hemmende effekt pa koagulasjonssystemet. Denne effekten kan vare arsaken



22

til de positive resultatene CI-INH behandling gir ved sepsis i dyremodeller og som

tilleggsbehandling til tradisjonell behandling 1 klinikken [3;4].

TF er trolig et sentralt molekyl ved sepsisutvikling og en viktig forbindelse mellom
komplement og koagulasjonsaktivering. Aktiverte monocytter vil uttrykke TF. TF ekspresjon
vil initiere den ytre koagulasjonsaktiveringsveien. Vi har derfor studert effekten av C1-INH
pa LPS og E. coli-indusert TF. Protrombin F1+2 er det siste produktet i
koagulasjonsprosessen fgr trombin som hemmes av lepirudin. Lepirudin blir benyttet som
antikoagulant i fullblodsmodellen ettersom den ikke pavirker komplement-aktiveringen [117].
Nivaet av protrombin F1+2 i tillegg til analyse av TF mRNA, TF funksjon i plasma
mikropartikler og ekstracellluler TF ekspresjon pa monocytter vil kunne belyse eventuelle
effekter C1-INH har pa koagulasjonskaskaden. Dersom C1-INH kan hemme TF uttrykk pa
mRNA niva og TF uttrykk pa monocyttoverflaten vil det sannsynligvis kunne forhindre
utvikling av DIC og multiorgansvikt ved sepsis. Det er tidligere vist at TF er ansvarlig for
utvikling av DIC ved sepsis, ved bruk av et blokkerende anti-TF immunglobulin G i en kanin

modell [7].

2.8.2 Underhypotese: Koagulasjonsaktiveringen er indusert av komplementaktiveringen.

I forsgkene ble det benyttet en spesifikk C3 konvertasechemmer, nemlig compstatin som
hemmer komplementaktivering fra alle de tre aktiveringsveiene. Resultatene fra disse
forsgkene gjor det mulig a studere sammenhengen mellom komplement- og
koagulasjonsaktiveringen 1 en human fullblodsmodell for sepsis. Det antas at

koagulasjonsaktiveringen er en fglge av komplementaktiveringen ved sepsis.

2.9 Prosjektets modell: Fullblodsmodell

Fullblodsmodellen som beskrives senere under avsnitt 3.2 er blitt brukt i alle forsgkene. En
alternativ metode er a isolere cellene enten fgr eller etter stimulering. Ved bruk av isolerte
celler kan en lettere studere cellulere mekanismer og bestemme mRNA nivaet av utvalgte
proteiner i de ulike celletypene. En fordel med fullblodsmodellen er likevel at alle celltyper og
kaskadesystemer i blod far medvirke i reaksjonene. Resultatene kan derfor lettere overfgres til
sannsynlige resultater in vivo. Det cellulere opphavet for mRNA nivaet som blir malt i
fullforsgkene kan ikke bestemmes sa lenge denne modellen benyttes. Monocyttene har stgrre
mRNA produksjon, men er ferre i1 antall sammenlignet med granulocytter. Det
ekstracellulere uttrykket av TF kan bestemmes for de enkelte leukocyttpopulasjonene ved

hjelp av flowcytometri.
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Ved bruk av lepirudin hemmes koagulasjonen fgr trombindannelse. For a studere
koagulasjonsaktiveringen kan en analysere protrombin F1+2. Dette utgjor det siste trinnet i
koagulasjonsaktiveringen fgr trombindannelse. Bruk av antikoagulant er ngdvendig da det

ikke vil veere mulig a gjennomfgre analysene i koagulert blod.

3. Materiale og metode

3.1 Forstudie: Tidsstudie av TF

3.1.1 Hensikt

I forkant av hovedprosjektet ble det gjennomfgrt et pilotprosjekt. Dette besto av tre tidsstudier
der TF mRNA ble malt etter stimulering med LPS i to ulike konsentrasjoner og med ulik
inkubasjonstid. Malet var a finne den best egnede konsentrasjonen av LPS og passende

inkubasjonstid for videre forsgk.

3.1.2 Gjennomféring

En nermere beskrivelse av metodene fglger senere, her vil det kun kort bli beskrevet hvordan
pilotprosjektet ble gjennomfgrt. Fullblodsmodellen ble benyttet med tre ulike inkuberingstider
1 tillegg til TO. TO prgven ble kun tilsatt PBS og reaksjonen i rgret ble stoppet umiddelbart.
Inkuberingstidene var 15, 30, 60 og 120 minutter. Det ble inkubert tre rgr for hver
inkuberingstid, og til disse ble det tilsatt PBS, og ultrarenset LPS i konsentrasjonene 100
ng/ml og 1000 ng/ml. Leukocyttpopulasjonene ble skilt ved hjelp av Lymfoprep. Prgvene ble
analysert pa flowcytometer for a analysere det ekstracellulere uttrykket av TF. RNA ble
ekstrahert fra prgvene og konsentrasjonen ble malt pa et spektrofotometer. Deretter ble det
utfert en revers transkripsjon for a syntetisere cDNA. Det relative innholdet av TF mRNA i

prgvene sammenlignet med TO prgven ble analysert med qPCR.

3.2 Fullblodsmodell

En human fullblodsmodell for sepsis, med antikoagulanten lepirudin ble benyttet. Fordelen
med lepirudin sammenlignet med tradisjonelle antikoagulanter som EDTA og citrat er at
lepirudin ikke pavirker komplementsystemet [117]. Lepirudin er en trombinhemmer som gjgr
at alle kaskadereaksjonene kan fungere tilneermet som in vivo helt til koagulasjonsprosessen

stanses ved 4 hemme trombin.

Det ble benyttet ferskt blod fra friske blodgivere (n=15). Alle hadde gitt informert samtykke
og prosjektet er godkjent av REK. Rgrene som ble benyttet ved prgvetaking var 4.5 ml
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polypropylen rgr fra Nunc. Rgrene ble korket med korken fra prgvetakingsrgr (BD Vactainer
Z, 5 ml) uten tilsetning. Alt utstyr som ble benyttet 1 fullblodsmodellen var endotoksinfritt.
Hetteglass med 50 mg Refludan ble Igst opp 1 20 mL steril PBS med kalsium og magnesium,
slik at konsentrasjonen ble 2.5 mg/mL. Rgret ble tilsatt 80 puL lepirudin (Refludan 50 mg,
Pharmion) som antikoagulant (final konsentrasjon 50 pg/mL). Vakuum ble skapt ved a trekke
ut 19 mL luft med en steril sprgytespiss og en 20 mL sprgyte. Vacutaineren vil da trekke ut 4
mL blod.

Blodprgvetakingen ble gjennomfort rett fgr fullblodsforsgkene. Rgrene ble blandet godt og
satt 1 varmeblokk. Det ble tilsatt hemmere eller PBS i rekken av Nunc rgr som skulle benyttes
i forsgket, ogsa alle rgrene ble satt i en varmeblokk (37°C). Forholdet mellom PBS/hemmer,
blod og PBS/aktivator er alltid 1:5:1. Deretter ble det tilsatt blod pipettert med 15-20
sekunders intervall og rgrene ble blandet forsiktig. Etter 8 minutter preinkubering ble deretter
PBS eller aktivator (LPS eller E. coli) tilsatt. Rgrene ble blandet pa vortexmikser og
intervallet mellom pipetteringene var det samme som ved pipettering av blod. Dersom
inkuberingstiden oversteg 15 minutter ble rgrene lagt pa vippe i varmeskap ved 37 °C. Etter
fullfgrt inkuberingstid ble rgret blandet forsiktig pa vortexmikser og prgvemateriale til de
ulike analysene ble tatt ut med 15-20 sekunders intervall. Til flowcytometri av TF ble det
avpipettert blod til polypropylen rgr tilsatt citrat. Rgrene til plasmaanalyser ble satt pa is og
tilsatt EDTA (10 mM final konsentrasjon) for a stanse komplementaktiveringen. Rgrene ble
deretter sentrifugert i 15 minutter ved 4°C (2500 x g). Supernatanten (plasma) ble avpipettert

til et Nunc rgr. Det gjenvarende innholdet i rgrene, cellepellet, ble benyttet til RNA analyser.

3.2.1Begrensninger ved metoden
Ved a benytte plastrgr i fullblodsmodellen vil det skje en lavgradig komplementaktivering.
Dette er en reaksjon som skjer spontant ved at C3b bindes til proteiner som har festet seg til

overflaten av rgret [120]. Det blir i denne modellen benyttet polypropylen rgr.

Blodcellene ble ikke isolert i de ulike cellepopulasjonene fgr mRNA analyse. Derfor kan ikke
mRNA nivaet for de enkelte celletypene bestemmes. Dette er ogsa kommentert tidligere under

avsnittet 2.9.

Hemming av trombin med antikoaglanten lepirudin medfgrer at reaksjonene stanses her. Det
er derfor ikke mulig a studere effektene av trombin i denne modellen. Dersom koagulasjonen

ikke hemmes blir det vanskelig eller umulig a gjennomfgre de gnskede analysene.
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3.2.2 Fordeler med fullblodsmodellen

I fullblodsmodellen kan en studere hvordan de ulike kaskadesystemene komplement,
koagulasjon og kallikrein-kininsystemet innvirker pa hverandre. Dette er mulig da lepirudin
som antikoagulant bare hemmer trombin uten & innvirke pa komplementsystemet, i motsetnng

til de andre tradisjonelle antikoagulantene EDTA, heparin og citrat [117].

3.3 Reagenser og utstyr
Disse er omtalt i1 det vedlagte manuset til Landsem et al. Det opplgste C1-INH reagenset ble
kontrollert med hensyn til konsentrasjon og funksjon. Det ble dessuten utfgrt kontroll av LPS

nivaet i iC1-INH opplgsningen. Resultatene av testene gav tilfredsstillende verdier.

3.4 ELISA, enzym bundet immunosorbent analyse

ELISA er en analyseteknikk som benyttes for a detektere tilstedeverelse og/eller mengden av
et antigen eller antistoff i prgvematerialet. Ved “sandwich” ELISA brukes det et antistoff som
er festet til en fast fase, for eksempel en mikrotiterbrgnn. Uspesifikke bindinger kan gi
bakgrunnsst@y, derfor har en del metoder et blokkeringstrinn, for prgvematerialet tilsettes.
Antigenet en er interessert i bindes deretter til antistoffet. Ubundet prgvematerialet vaskes sa
bort og det tilsettes et enzymmerket sekundarantistoff. Det dannes et kompleks bestaende av
antistoff-antigen-antistoff, et sakalt ”sandwich” kompleks. En vaskeprosedyre gjennomfgres
og ubundne substanser fjernes. Substrat tilsettes og enzymet pa sekundarantistoffet danner et
avlesbart produkt som er proporsjonalt med mengden antigen i préoven. Metoden som brukes
for a kvantitere produktet kan vare spektrofotometri, fluorescens og luminescens. Det finnes
ogsa mange varianter av ELISA. Ved konkurrerende metoder vil produktet vaere omvendt
proporsjonalt med mengden antigen i prgven [121]. Konsentrasjonen i prgven avleses mot en
standardkurve som genereres etter analysering av en standardrekke. Positive og negative

kontroller analyseres ogsa for a kvalitetssikre analysen.
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Substrat

Figur 6. ELISA. Figuren viser ”sandwich” teknikk der antigenet omsluttes av antistoff. Sekundar
antistoffet er merket med enzym som ved tilsats av substrat forarsaker en fargeutvikling som kan
avleses fotometrisk. Fargeutviklingen vil vere proporsjonal med konsentrasjonen av antigenet.

3.4.1 Protrombin faktor 1+2

Protrombin, ogsa kalt faktor II er et K-vitaminavhengig zymogen til trombin. Trombin er en
serinprotease som er sentral i koagulasjonsprosessen. Proteinets molekylvekt er 72 kDa. Det
humane genet er lokalisert pa kromosom 11 pl1-ql2. Protrombin bestar av fragment 1+2
(fragment 1 og fragment 2) og pretrombin 2. Protrombin aktiveres av FXa ved en proteolytisk

spalting av to bindinger og trombin dannes [122].

Protrombin F1+2 ble malt i plasma for a bestemme graden av koagulasjonsaktivering.
Ettersom antikoagulanten lepirudin hemmer trombindannelse kunne mengden trombin-
antitrombin kompleks ikke brukes som mal pa koagulasjonsaktivering. Det ble benyttet et kit,
Enzygnost®F1+2 (monoclonal) fra Dade Behring (Dade Behring Marburg GmbH, Tyskland).

Dette er en “sandwich” ELISA teknikk som er basert pa et monoklonalt museantistoff for
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deteksjon av humant protrombin fragement faktor 1+2. Den vedlagte prosedyren til kitet ble

fulgt [123]. Absorbansen ble malt ved 450 nm pa en plateleser.

3.4.2 Det terminale komplementkomplekset (TCC)
Det terminale komplementkomplekset ble malt i veeskefasen. TCC bestar av C5b, C6, C7, C8
og C9. TCC er ikke lytisk 1 veskefase. Konsentrasjonen av TCC gir i de fleste tilfeller et godt

mal pa graden av komplementaktivering.

TCC kvantiteres ved en ELISA metode der et av de monoklonale antistoffene er rettet mot en
neoepitop pa C9. Dette er et antigen som dannes i det komplekset samles og som ikke
eksisterer i de opprinnelige komponentene. Den originale metoden er beskrevet i Mollnes et
al. [124], men metoden er senere blitt modifisert [125]. Mikrotiterplaten ble dekket med det
monoklonale antistoffet aE11. Prgvemateriale ble tilsatt. TCC 1 prgven ble bundet til
antistoffet 1 brgnnene. Etter vaskeprosedyrer ble et biotinylert merket monoklonalt
sekundarantistoff mot C6 tilsatt. Streptavidin peroxidase ble benyttet som konjugat.
Fargeutviklingen etter tilsats av acetatbuffer var proporsjonal med konsentrasjonen av TCC 1

préven. Absorbansen ble malt ved 405 nm, med et referansefilter pa 490 nm.

3.4.3 Lang pentraxin 3 (PTX3)

Lang pentraxin 3 er omtalt under avsnittet som omhandler inflammatoriske mediatorer.
Miling av PTX3 utfgres ved hjelp av en kommersielt kit fra R&D Systems (katalog nummer
DPTX30, Minneapolis MN, USA)[126] [123]. Dette er en kvantitativ “sandwich”
immunoassay. Prosedyren som var vedlagt kitet ble fulgt. Brgnnene 1 platen var fra
fabrikanten dekket med streptavidin. Det ble tilsatt biotinylert monoklonalt antistoff mot
PTX3. PTX3 1 prgvematerialet ble bundet til dette antistoffet. Ubundne komponenter ble
vasket bort. Enzymbundet konjugat spesifikt for PTX3 ble tilsatt. Fargeutviklingen som ble
malt etter tilsats av substratlgsning var proporsjonal med nivaet av PTX3 i prgven.

Absorbanmaling ble utfgrt pa 450 nm.

3.5 Cytokin analysering pa Multiplex teknologi
Bio-Plex Cytokine Assay fra Bio Rad (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) ble benyttet for a

kvantitere nivaet av 27 ulike cytokiner. Cytokiner er omtalt i avsnitt 2.3.1.

Analysene ble utfert i samsvar med Kkitets prosedyre [127]. Metoden er designet som en
”sandwich” immunoassay. Polystyren kulene pa 5.6 um er farget med en spesifikk farge for

hver analytt. Kulene har bundet spesifikke antistoff for hver analytt som gnskes analysert.
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Cytokinene i prgven bindes deretter til antistoffene pa kulene. Flere pafglgende
vaskeprosesser fjernet ubundet protein. Deretter ble biotinylert antistoff mot spesifikke
epitoper pa cytokinene tilsatt. Streptavidin-phycoerythrin ble tilsatt og dette ble bundet til det
biotinylerte sekundare antistoffet. Et flowcytometer med to lasere detekterte bindingene
mellom cytokiner fra provematerialet og kulene. Flowcytometret identifiserte og kvantifiserte
bindingene pa kulene ved hjelp av kulens farge og intensiteten av fluorescensen. En
hgyhastighets digital prosessor behandlet raskt alle dataene som ble produsert av
flowcytometret. Resultatene ble beregnet ved hjelp av en standardkurve som ble generert etter

analyseringen av en standardrekke med rekombinante cytokiner.

3.6 Analysering av TF mRNA

3.6.1 Lysering av celler
Cellefraksjonen ble benyttet videre til mRNA analyse. Cellene ble lysert ved a tilsette 1x
Nucleic Acid Purification Lysis solution (Applied Biosystems, Warrington, UK). Prgvene ble

oppbevart pa is under lysering og lagret i -80°C fryser inntil de ble behandlet videre.

3.6.2 Ekstraksjon

RNA innholdet i1 prgvene ble isolert ved hjelp den halvautomatiske ekstraktoren AB6100
Nucleic Acid Prep station (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Programmet for
RNA fra fullblod ble valgt og reagenser fra Applied Biosystems ble benyttet.

3.6.3 Konsentrasjonsmaling av RNA

Etter isolering av RNA ble det gjennomfgrt absorbansmaling for & finne RNA
konsentrasjonen. Dette for a sikre at samme mengde RNA fra hver prgve ble brukt i den
videre prosessen. Spektrofotometret Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scientific, Wilmington,
DE, USA) ble bbrukt og prgvene ble analysert i duplikat. Absorbansverdien ble automatisk
beregnet til ug/mL, som tilsvarer ng/uL.

3.6.4 cDNA

Til den videre behandlingen var det gnsket 50 ng RNA. Ved hjelp av Excel ble det beregnet
volum av isolert RNA og nukleasefritt vann. Totalvolumet ble satt til 50 pL. For a
gjennomfgre revers transkripsjon ble det benyttet High Capacity cDNA Reverse transcription
kit og Thermal cycler (Applied Biosystems) [128]. Denne prosessen omdanner RNA til
komplementart DNA. Ved hjelp av revers transkriptase ble det syntetisert enkelttradet DNA
kopit av RNA. Dette var ngdvendig da RNA ikke kan brukes direkte i qPCR. cDNA er
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dessuten mer stabilt enn RNA som lett brytes ned av RNase. Reagensene ble benyttet
ihht.protokollen fra Applied Biosystems (High-capacity cDNA Reverse Transcription Kits

Protocol). Reagens per prove:

10 x RT buffer 2,0 uL
25 x ANTP mix 0,8 uL
10 x RT Random primers 2,0 uL
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1,0 uL
Nuklease-free H,O 4,2 uLL

Dette er mastermiks for et totalvolum pa 20 uL, dette ble skalert opp til et totalvolum pa 100
uL.

3.6.5 RT-gPCR

I denne studien ble det benyttet real time kvantitativ PCR (RT-qPCR). Dette er en mer
sensitiv metode enn tradisjonell PCR. Dessuten er den bade hurtigere og mer spesifikk. Ved
RT-gPCR unngar en tidkrevende gelelektroforese og reagensene er mindre helseskadelige. Til
analysen kreves det to primere, polymerase, DNA prgvemateriale og en probe merket med en
reporter fluorescende farge pa 5’enden og en ’quencher” pa 3’enden. Proben binder seg til en
spesifikk sekvens for genet en vil analysere. “Quencher” forhindrer at fluorescens frigis, dette
gjores ved at “quencher” fanger opp lysenergien fra reportermolekylet og ikke sender dette
videre. Nar polymerasen arbeider seg langs DNA traden, vil proben som er festet til den
spesifikke sekvensen destrueres. Quencher kan ikke lengre forhindre fluorescens. Dette
detekteres og det dannes et diagram over malt fluorescens i syklusene. Det er tre faser, i den
fgrste er det eksponsiell vekst, antall kopier av DNA traden dobles for hver syklus. Den neste
er lineer, tilgangen pa reagenser er mindre. Den siste fasen er platafasen der det ikke lenger er
reagenser og reaksjonene stanser. Malinger foretas i den fgrste fasen, da dette gir den beste
presisjon og ngyaktighet av resultatet. Terskellinjen (" Threshold line””) oppnas nar intensiteten
av fluorescens overstiger bakgrunnsstgyen, og Cr-verdien defineres som antall sykluser som
er gjennomfgrt fgr denne fluorescens intensiteten oppnas. En lav Cr-verdi indikerer en hgy

konsentrasjon av det aktuelle mRNA 1 prgven.
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Figur 7. Prinsipp bak TagMan probe. Fluorokrommet vil ikke frigi fluorescens sa lenge det er i
nerheten av quencher molekylet. Nar DNA polymerase bryter ned proben som er spesifikt bundet til
en gensekvens, splittes reporter og quencher molekylene og fluorescens frigis.

I denne studien ble det benyttet multiplex RT-qRNA. Flere spesifikke DNA sekvenser kan
detekteres ved hjelp av ulike fluorogene fargestoffer. Humant beta -2-mikroglobulin (B2M,
assay ID 4326319E, fra Applied Biosystems) ble benyttet som referansegen og TF
(Hs00175225_ml) malgenet ble analysert i samme mikrotiterbrgnn. Referansegen og malgen
fikk like forutsetninger og reagensforbruket ble halvert. B2ZM proben var VIC farget, mens TF
proben var FAM merket. Det ble blandet en mastermiks for gnsket antall prgver. Dette er

reagensbehovet per prgve:

TagMan Fast Reagens (Applied Biosystems, USA) 5,0 uL
Endo/Target Primer 0,5 uL
Nukleasefritt vann 1,0 uLL

Det ble tilsatt 3uL. cDNA til hver brgnn.

Prgvene ble analysert i triplikat pa et 7500 Real time PCR system fra Applied Biosystems.
Resultatene ble vanligvis sammenlignet med Cr verdien 1 TO prgven, som ble satt til 1 og

brukt som kalibrator. Den relative konsentrasjonen av TF mRNA ble funnet ved hjelp av
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“delta-delta Cr 7 metoden. Denne metoden sammenligner Cr verdien for TF og
referansegenet som er et gen som er likt uttrykt i alle prgvene ved hjelp av formelen 24T,
Metoden analyserer de relative endringene i genuttrykket til referansegenet og malgenet,

under forutsetning av at PCR av malgenet og referansegenet har samme effektivitet [129].

3.7 Kvantitering av TF pa celleoverflaten ved hjelp av flowcytometri
Ekstracellulert TF uttrykk pa monocytter ble analysert ved hjelp av flowcytometri pa et BD
LSR 1T flowcytometer (Becton Dickinson). Citrat ble tilsatt i forholdet 1:9, til blod som var
inkubert i1 2 timer. Det ble benyttet 12.5 pL citratblod til analysen. Et FITC-konjugert
monoklonalt antistoff mot humant TF (produksjonsnummer 4508CJ, American Diagnostica
Inc, Stamford, CT, USA) ble brukt i en final konsentrasjon pa 50 ug/mL etter tilsats av 500
uL filtrert deionisert vann til 0,1 mg/mL og 500 uL. PBS med 1 % BSA.

Prgvene ble tilsatt 2,5 pL. FITC merket anti-TF og 2,5 uL anti-CD14 PE (Becton Dickinson,
San Jose, CA, USA). Til hver prgve ble det ogsa analysert en gammakontroll.
Gammakontrollen besto av 12,5 pL citratblod tilsatt 2,5 uL IgG1 FITC (BD 345815) og 2,5
uL CD14 PE (BD 345785).

Prgvene med FITC konjugert antistoff ble inkubert mgrkt i 15 minutter ved romtemperatur.
Polypropyl-MTB (BD 353263) ror ble benyttet. Deretter ble det tilsatt 250 uL Easylyse
(52364, DakoCytomation, Glostrup Danmark) som var fortynnet 1:20 med destillert vann.
Dette lyserte erytrocyttene etter 15 minutters inkubering i mgrke ved romtemperatur. Deretter
ble det gjennomfgrt en vaskeprosedyre med med 0,1 % BSA (PBS tilsatt 0,1 % bovint serum
albumin) etterfulgt av sentrifugering ved 300 x g 1 5 minutter. PBS (250 pL) ble tilsatt og

prévene var klar til analysering pa flowcytometret.

Granulocytter og monocytter vil plassere seg pa ulike steder i plottet med ”fremover”
spredning (FSC) langs x-aksen og side spredning (SSC) pa y-aksen. FSC skiller mellom
relative forskjeller i stgrrelse av celler eller partikler. SSC skiller mellom kompleksitet eller
granularitet. Nar fluorescensmerkede antistoff utsettes for lyset fra laserstralen, vil den tilfgrte
energien fore til at fluorkrommet eksiteres. Nar det eksiterte molekylet faller tilbake til
grunntilstanden vil energien emitteres som lys. Dette kalles fluorescens. FITC absorberer blatt
lys og emitterer grgnt lys ved 530 nm. PE emitteres som gult lys ved 575 nm [130].
Resultatene ble angitt i middelverdi for fluorescens intensitet (MFI). MFI for gamma

kontrollen ble trukket fra MFI for TF uttrykk i prgven. Antistoffet vil ikke kunne bindes til
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kryptert TF eller TF som er bundet TFPI. Det er kun eksponert TF som detekteres i denne

analysen.

3.8 TF funksjon i plasma mikropartikler

Etter 2 timers inkubering ble plasma fgrst sentrifugert for a fa et platefritt plasma. Prgvene ble
sa frosset ved -80°C og sendt frosset til samarbeidspartner prof. Bjarne @sterud (Institutt for
Medisinsk Biologi, Univ. i Tromsg). TF funksjon i plasma mikropartikler ble sa analysert
vhja. av en enzymatisk metode i laboratoriet til prof. @sterud ihht. Engstad et al. [131]. Fgrst
ble mikropartiklene fra plasma isolert vhja. ultrasentrifugering (40000 x g, 90 min) ved +4°C.
Mikropartiklene ble sa etter ultrasentrifugeringen resuspendert i 0,15 M NaCl og frosset ved -
70°C. Prgvene ble deretter tint og TF funksjon analysert vhja. en to stegs enzymatisk metode.
Metoden er basert pa evnen TF har til & gke den FVIIa medierte aktiveringen av FX, etterfulgt

av FXa mediert omdanning av protrombin til trombin i n&rver av FVa [131].

3.9 Statistikk

Resultatene ble bearbeidet i statistikkprogrammet Graph Pad Prizm versjon 5.03 (GraphPad
Software, Inc. California). Det ble benyttet enveis ANOVA for repeterte malinger. ANOVA
for repeterte malinger ble valgt da det var blod fra samme blodgiver som gjennomgikk ulike
behandlinger. Dunnett's posttest ble brukt og i denne testen sammenlignes middelverdiene av
hver gruppe mot middelverdien i en kontrollgruppe. Dette gjores uten at de andre gruppene
sammenlignes mot hverandre [132]. I denne studien ble rgrene med E. coli eller LPS tilsatt
kun PBS og uten tilstedevarelse av hemmer sammenlignet mot de gvrige gruppene. For a
kunne bruke denne testen ma tallene vare normalfordelte. Dersom tallseriene ikke var
normalfordelt ble tallene transformert logaritmisk. I noen fa tilfeller ble slengere (outliers)
fjernet fra tallmaterialet hvis verdien la > eller < 3 standardavvik fra gjennomsnittet av de 5
andre tallene og dette tallet ble deretter erstattet med middelverdien av de resterende tallene

for serien. Dersom P < 0,05 ble forskjellen karakterisert som statistisk signifikant.

4. Resultater

4.1 Resultater fra forstudien

LPS konsentrasjon pa 100 ng/mL ga tilstrekkelig malbart uttrykk av TF ekstracellulert pa
monocytter og gkning av TF mRNA inne i cellene. Inkubasjonstidene ble derfor satt til 120
minutter for maling av TF uttrykt ekstracelluleert. @Pkning i TF mRNA viste seg a veare

detekterbar allerede etter 60 minutter. For a finne den relative mengden av mRNA inne i



33

cellene ble det derfor utfgrt RT-PCR etter bade 60 og 120 minutter. Tidligere forsgk
gjennomfgrt ved forskningsgruppen her ved Nordlandssykehuset har vist at
cytokinfrigjgringen fgrst stiger etter 120 minutters inkubering. Derfor ble det besluttet at

cytokin-analysene i EDTA-plasma skulle utfgres pa prgver som var inkubert i 120 minutter.

4.2 Resultater fra hovedstudien
Det vil her kun 1 korthet nevnes hovedfunnene fra prosjektet. Alle resultatene er ellers omtalt 1

artikkelen til Landsem et al., som er en del av oppgaven.

e E. coli og LPS ga gkt TF mRNA niva og gkt ekstracellulert proteinuttrykk av TF pa
monocytter sammenlignet med PBS kontrollen. Begge stimuli gkte ogsa TF funksjon i
plasma mikropartikler. Koagulasjonsaktivering malt som protrombin F1+2 og
komplementaktiveringen malt som TCC gkte ogsa etter tilsetting av E. coli og LPS til
fullblod. Dessuten gkte i betydelig grad de inflammatoriske mediatorer som cytokiner
og PTX3.

e CI1-INH i alle de benyttede konsentrasjonene reduserte signifikant bade E. coli og LPS
indusert protrombin FI1+2 nivaet i humant fullblod. Komplementhemmeren
compstatin ga ogsa en statistisk signifikant reduksjon av protrombin F1+2 for begge
stimuli.

e CI-INH reduserte TF mRNA ekspresjon, ekstracellulert TF uttrykk pa monocytter og
TF funksjoni plasma mikropartikler. Compstatin reduserte ogsa TF mRNA og TF
ekspresjon pa monocytter, men oppnadde ikke en statistisk signifikant reduksjon for
TF funksjon 1 mikropartikler.

e CI-INH reduserte PTX3 nivaet tilbake til TO niva. Compstatin reduserte PTX3 tilbake
til nivaet i den spontane kontrollen.

e CI1-INH hemmet frigjgringen av flere cytokiner. Compstatin hadde ikke noen
hemmende effekt pa cytokinsyntesen, med unntak av IL-8 syntesen.

¢ Kontrollforsgkene med iC1-INH viser at iC1-INH hemmer koagulasjonsaktivering
malt som protrombin F1+2. iC1-INH hadde ikke samme effekt som C1-INH pa de
andre malte analyttene.

e Det var kun den hgyeste konsentrasjonen C1-INH som reduserte den E. coli-induserte
komplementaktiveringen statistisk signifikant. Compstatin som er en spesifikk C3

konvertasehemmer, hemmet som forventet TCC nivaet signifikant.
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S. Diskusjon

Sepsis er en kompleks og sammensatt diagnose med aktivering av mange kaskadesystemer.
Til tross for moderne antibiotikabehandling krever sepsis fortsatt mange liv [1]. TF er viktig 1
patogenesen ved denne tilstanden ettersom TF aktiverer den ytre koagulasjonsvei som kan
bidra til utvikling av DIC [7;76]. I tillegg er koagulasjonsaktiveringen trolig ogsa involvert i
komplementaktiveringen bla. via trombin [72]. Denne studien har vist at C1-INH og
compstatin reduserte LPS- og E. coli-stimulert TF malt som mRNA, ekstracelluleaert uttrykk
pa monocytter og TF funksjon i plasmamikropartikler. C1-INH og compstatin reduserte
dessuten koagulasjonsaktiveringen malt som protrombin F1+2, noe som kan tyde pa at C1-
INH og C3 hemming kan redusere koagulasjonsaktivering ved en Gram-negativ sepsis.

Resultatene tyder pa at en del av koagulasjonsaktiveringen ved sepsis er komplementmediert.

Nye terapeutiske behandlingsstrategier ved sepsis

Graden av komplementaktivering er korrelert til dgdeligheten ved Gram-negativ sepsis [133].
Komplementaktivering vil bla. bidra til a gi aktiverte monocytter som uttrykker TF. Det er
flere innfallsvinkler for a stanse denne aktiveringen. I denne studien er det i tillegg til C1-INH
ogsa benyttet compstatin som er en generell hemmer av komplementsystemet. Compstatin
hemmer C3 og dermed alle de tre aktiveringsveiene. En gkt mottakelighet for andre
infeksjoner kan va@re en ugnsket bivirkning ved denne typen blokkering av
komplementaktiveringen. Dette bla. fordi blokkeringen gir redusert opsoniseringen og dermed
redusert fagocytose [50]. Behandling ved sepsis vil imidlertid vanligvis vare av relativt kort
varighet og forega pa sykehus der pasienten overvakes. En annen mulighet er & hemme de
enkelte komplementaktiveringsveiene spesifikt. Dette forutsetter at aktiveringsveien som er
involvert i det enkelte tilfelle er kjent, og det reduserer trolig potensialet til denne strategien i
betydelig grad. Alternativ aktiveringsvei sgrger bla. for gkt komplementaktivering mediert av
de andre aktiveringsveiene. Hemming av faktor B og D vil dempe denne
komplementaktiveringen [134]. Det er ogsa flere muligheter for a hemme C5 og
anafylatoksinet C5a. C5aR antagonist eller antistoff mot C5a er to av mulighetene [135].
Dannelse av C5a er ogsa involvert i Neisseria meningitidis-indusert TF [136]. Soliris er et
medikament som bestdr av et monoklonalt immunglobulin som bindes til C5 og hindrer
spalting til C5a og C5b [137]. Disse vil hemme virkningene av C5a og dannelse av TCC, men

effektene for CSa vil ikke hemmes. Effektene av C3a vil fremdeles vare tilstede. Hemming
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av C5 og C5a er vist a bedre overlevelsen ved sepsis i flere dyremodeller [138]. En studie av
solirisbehandling av “paroxysmal nocturnal hemoglobinuri” (PNH) pasienter viser at
hemming av C5-aktivering ogsa vil resultere i redusert trombindannelse [139]. Mekanismene
bak denne effekten er ukjent. En annen strategi er en kombinert hemming av komplement og
CD14. CD14 er en viktig LPS reseptor. Forsgk med anti-C2, anti-faktor D og anti CD14
opphevet nesten fullstendig den E. coli induserte inflammatoriske responsen i fullblod [140].
Studier pa kombinasjon av bade komplement og CD14 hemming er fortsatt et viktig
forskningsomrade med hensyn til blant annet sepsis [141]. Denne studien gir sterke
indikasjoner pa at LPS og E. coli indusert koagulasjonsaktivering er komplementmediert.
Dette stgtter teorien om at komplementhemming fortsatt kan vere en god tiln@rming mot

utvikling av tilleggsbehandling for sepsis.

Koagulasjonsaktiveringen er en viktig prosess ved sepsis. Det vil oppsta en prokoagulant
tilstand ved sepsis pa grunn av aktiverte immunceller og endotelceller, som medferer gkt
uttrykk av TF. I tillegg vil de naturlige antikoagulanssystemene vare nedregulert. Dette vil gi
gkt trombetendens og blgdningsrisiko pa grunn av gkt forbruk av koagulasjonsfaktorer. For a
gjenopprette balansen mellom koagulasjon og antikoagulasjon, har en strategi vart a gke
nivaet av naturlige antikoagulanter. Rekombinant protein C behandling har veart benyttet ogsa
pa mennesker, men pa grunn av manglende effekt er dette preparatet na trukket tilbake fra
markedet [17]. Effekten av rekombinant TFPI tilfgrsel ved sepsis er ogsa blitt undersgkt.
Hemming av TF uttrykk ved hjelp av antistoff er en tredje strategi. Dette er omtalt under
avsnitt 2.1.1. Utfordringen er a gjenopprette den riktige balansen mellom koagulasjon og

fibrinolyse ved sepsis, for & forhindre gkt risiko for tromber eller blgdning.

Cytokinsyntesen er betydelig okt ved sepsis og bidrar trolig til aktivering av andre
kaskadesystem som bla. koagulasjon og komplement. Cytokinene vil i tillegg aktivere bla.
endotelceller og ngytrofile granulocytter som gker uttrykket av adhesjonsmolekyl. Nivaet av
proinflammatoriske cytokiner har vist seg a korrelere med alvorligheten og mortaliteten av
sepsis [142]. Hemming av cytokinfrigjgrelse har vert undersgkt ved bruk av blant annet anti-
TNF antistoff, men dette har imidlertid ikke gitt gnskede effekter verken in vivo eller in vitro
[143]. Flere nye tiln@rminger for a redusere cytokinstormen ved sepsis er under utprgving

[14]. T var studie er det gjort forsgk pa a hemme kaskader som stimulerer til gkt
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cytokinsyntese. Komplementaktivering gir bla. gkt niva av anafylatoksiner som igjen

medferer gkt frigjgrelse av cytokiner [144].

CI1-INH er en proteasechemmer. Det er mulig at ogsa andre proteasehemmere kan bli aktuelle
kandidater for behandling av sepsis. Mange av de aktive komponentene i kaskadesystemene
er proteaser. Det er blitt vist at alfa-1 antitrypsin kan hemme cytokinsyntese i humant fullblod
[145]. Alfa-1 antitrypsin hemmer ogsa proteasen elastase som frigis fra aktiverte ngytrofile

granulocytter [110]. Elastase bryter ned C1-INH og TFPI [68;110].

C1-inhibitor som mulig behandling ved sepsis

Det er nylig publisert resultater fra en klinisk studie pa pasienter med sepsis som viser at C1-
INH reduserte mortaliteten signifikant da dette ble gitt 1 tillegg til tradisjonell behandling [3].
Forsgkene som ble gjennomfgrt i var studie kan tyde pa at effekten C1-INH har pa TF uttrykk
og koagulasjonsaktivering kan vare en del av forklaringen pa disse funnene. Det er tidligere
vist at C1-INH er en mindre effektiv komplementhemmer enn compstatin [146]. Dette ble
bekreftet ved TCC-resultatene i denne studien. C1-INH 1 hgye doser ga imidlertid en
reduksjon av alle de malte parametrene. Dette skyldes sannsynligvis ikke bare den
komplementhemmende effekten, men ogsa andre effekter ved C1-INH. CI1-INH tilhgrer
serpin familien og er en kjent regulator av flere prosesser som er relevant i denne
sammenhengen. [ tillegg til & vaere en viktig hemmer for komplementaktivering via klassisk,
lektin og alternativ aktiveringsvei, har den ogsd en regulerende rolle innenfor indre
koagulasjonaktiveringsvei og kallikrein-kininsystemet [97]. Det har inntil nylig vert fokusert
pa proteinets proteasehemmende effekter og binding til proteaser. Flere studier har vist at C1-
INH ogsa har andre egenskaper som er uavhengige den proteasebindende funksjonen. Noen
av disse effektene har vist seg a vare anti-inflammatoriske [21]. To av effektene som er
uavhengig den proteasebindende effekten til C1-INH er binding til LPS og E. coli [21;109].

Dette vil gi redusert aktivering av monocyttene og dermed lavere uttrykk av TF.

Det er flere proteasebindende effekter som er viktig for koagulasjonsaktivering. C1-INH
hemmer proteasen FSAP [97]. FSAP hemmer TFPI, som er en viktig TF hemmer [58].
C1-INH vil derfor kunne redusere TF uttrykket ved hemming av FSAP. Det er nylig publisert
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en studie som viser at MASP-1, som er en protease i lektin komplementaktiveringsvei, ogsa
pavirker koagulasjonen. MASP-1 kan aktivere protrombin, FXIII og TAFI uavhengig av
trombin [147]. MASP-1 er en protease som hemmes av C1-INH [103]. Dessuten er det
beskrevet at FXII direkte kan aktivere FVII. C1-INH hemmer FXII, og kontaktaktiveringen
vil derfor kunne reduseres, noe som trolig forklarer hvorfor C1-INH reduserer protrombin

F1+2 til niva under den spontane PBS kontrollen.

Cytokinsyntesen ble med unntak av IL-8, ikke pavirket av compstatin. C1-INH hemmet
derimot cytokinsyntesen. Flere av de proinflammatoriske cytokinene bidrar til gkt TF
ekspresjon noe som kan forklare den mer uttalte effekten C1-INH har pa TF oppreguleringen.
TF er avgjorende for koagulasjonsaktiveringen og vil derfor ha stor betydning for protrombin
F142 resultatene [53]. Da iC1-INH ogsa gir reduksjon av koagulasjonsaktiveringen tyder
dette pa at noen av effektene ved koagulasjonshemmingen er uavhengig CI1-INH
proteasebindende funksjon. Effekten CI1-INH hadde pa TF oppreguleringen og
koagulasjonsaktiveringen skyldes mest sannsynlig ikke bare en enkelt mekanisme. Det er
heller et resultat av de mange proteaschemmende og anti-inflammatoriske egenskaper som

C1-INH innehar.

C1-INH 1 suprafysiologiske konsentrasjoner gir god hemming av inflammmasjonsprosessen
ved sepsis. Bade komplement og koagulasjonsaktiveringen blir hemmet ved hgye C1-INH
konsentrasjoner. I praksis kan det vare et problem & oppna slike hgye CI1-INH
konsentrasjoner i blodbanen ved sepsis. I tidligere sepsisstudier er det ved intravengs infusjon
oppnadd konsentrasjoner av C1-INH som er opptil 3-5 ganger hgyere enn den fysiologiske
konsentrasjonen [148;149]. I denne studien er den hgyeste konsentrasjonen (5 mg/ml) som ble
brukt 20 ganger hgyere enn den fysiologiske konsentrasjonen, mens den laveste benyttede
konsentasjonen (1,25 mg/ml) er 5 ganger hgyere enn den fysiologiske konsentrasjonen.
Ettersom CI1-INH (1,25 mg/ml) ga en betydelig hemming av LPS- og E. coli-indusert
koagulasjonsaktivering malt som protrombin faktor 142, er det sannsynlig at lavere C1-INH
konsentrasjoner ogsa kan ha stor effekt pa koagulasjonsaktiveringen. Dette gjenstar a

undersgke 1 videre studier.
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Studier har indikert at hgye C1-INH doser kan gi uheldige bivirkninger som gkt tromberisiko
[105]. Dette ble begrunnet i effekten C1-INH har pa fibrinolytiske hemmere. Et redusert niva
av plasmin vil kunne redusere fibrinolysen. Nedbrytningen av trombin vil dermed bli
ufullstendig. Risikoen for utvikling av tromber kan derfor bli gkt. Horstick et al. anbefalte
derfor at det ikke burde benyttes hgyere C1-INH doser enn 100 eller 200 IU/kg. Studien ble
gjennomfgrt som en folge av en rapport der CI1-INH behandling av nyfgdte ble
sannsynliggjort som arsak for at 9 av 16 dgde av trombedannelse [105]. Heparin gker effekten
av C1-INH nar det gjelder enkelte effekter [150]. Horstick benyttet derfor ikke heparin i
forsgket. Hack mener dette kan vare arsaken til den protrombotiske effekten Horstick finner
ved bruk av C1-INH [151]. Denne risikoen blir ogsa tilbakevist av Relan et al. som ved
studier pa HAE pasienter kunne vise til at nivaet av trombin-antitrombin kompleks (TAT),
D-dimer og PAP-komplekset var uendret etter tilfgrsel av rekombinant human CI1-INH
(rhC1-INH). D-dimer nivaet er avhengig av pagaende koagulasjon og fibrinolyse. De
bekreftet sitt funn ved a vise til at hovedhemmerne for plasmin og t-PA er henholdsvis
alfa-2-antiplasmin og PAI-1. C1-INH har liten innvirkning pa hemming av fibrinolysen i
forhold til disse. Relan konkluderer med at rhC1-INH opptil 100 U/kg ikke gir gkt risiko for
trombedannelse [152].

Framtidsvisjoner

Pa et tidlig stadium av sepsisutviklingen kan den mikrobiologiske arsaken vare ukjent. Det
vil derfor vaere gunstig a undersgke effekten av C1-INH ogsa pa Gram-positive bakterier. Det
er flere studier underveis pa dette feltet. Dessuten utgjgr endotelet en viktig del i patogenesen
ved sepsis. Endotelcellene aktiveres ved en inflammasjonsprosess og er viktige bade for
vaskebalanse, prokoagulans, rekruttering og infiltrering av leukocytter til vevet. Effekten av

CI1-INH pa endotelcellene kan studeres in vitro i cellekulturer eller in vivo i dyremodeller.

De effektene vi har funnet av C1-INH pa LPS- og E. coli-indusert TF er lovende, men
konsentrasjonene er hgye. C1-INH reduserer imidlertid enkelte av de malte parametrene sa
kraftig at en lavere dose av C1-INH sannsynligvis kan gi en tilstrekkelig hemmende effekt,
bla. pa koagulasjonsaktiveringen. Dette ma imidlertid undersgkes med nye forsgk der lavere
C1-INH konsentrasjoner benyttes. Resultatene fra denne studien gir uansett nytt innblikk 1

sammenhengen mellom komplement- og koagulasjonsaktivering ved Gram-negativ sepsis.
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Dessuten gir resultatene grunn til videre forskning pa komplementhemming som potensiell

stgttebehandling ved sepsis.
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Summary

The complement system and tissue factor (TF), a key initiating component of coagulation, are
activated in sepsis. There is crosstalk between complement and coagulation. Cl-inhibitor
(CI-INH) participates as regulator in both systems. Our aim was to study this crosstalk by
investigating the effect CI1-INH on Escherichia coli (E. coli)-induced hemostasis and
inflammation. Fresh human whole blood anticoagulated with lepirudin was incubated with E.
coli or ultrapurified E. coli LPS in the absence or presence of C1-INH or a protease inactivated
C1-INH. C3 was blocked by compstatin, a specific C3 convertase inhibitor. TF mRNA was
measured using RT-qPCR, and TF surface expression by flow cytometry. In plasma the terminal
complement complex, prothrombin F14+2 (PTF1+2) and long-pentraxin 3 (PTX3) was measured
by ELISA. Cytokines were analyzed using a multiplex kit. C1-INH (1.25 to 5 mg/ml) efficiently
and dose-dependently reduced both LPS- and E. coli-induced activation of coagulation measured
as a reduction of PTF142 in plasma (P<0.05). Both LPS and E. coli markedly upregulated TF
mRNA and TF surface expression on whole blood monocytes. This was efficiently reduced by
C1-INH (P<0.05). C1-INH reduced the synthesis of PTX3 (P<0.05) and virtually all of the
cytokines (P<0.05). Complement activation was inhibited more efficiently with compstatin than
with C1-INH. Nevertheless, CI-INH more efficiently inhibited most of the other readouts,
consistent with effects on non-complement dependent mechanisms as well. The results indicate
that complement plays a role in coagulation activation during sepsis and that C1-INH is a broad-

spectered attenuator of the inflammatory and hemostatic responses.
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Introduction

Sepsis is a serious condition with high lethality [1]. The invading microbes may harmfully over
activate the immediate host inflammatory response, including several cascade systems like the
complement-, kinin- and coagulation systems [2, 3]. In some cases, this leads to multiorgan
failure and death. Therefore, there is an urgent need for new treatment regimens, which can

reduce or block detrimental overshoot by the cascade systems.

Tissue Factor (TF) is the most important activator of coagulation [4]. In vitro stimulation with
LPS and bacteria upregulates TF expression on the monocyte surface [4]. Several cytokines may
also induce TF surface expression on monocytes [S]. TF is expressed on extravascular cells and
is thereby involved in normal hemostasis [5]. TF is a transmembrane glycoprotein and is a
receptor for FVII, which is converted to FVIla upon binding. This further catalyzes the
generation of limited amounts of FXa and FIXa during the initiation phase of coagulation [4].
Later on, the small amounts of thrombin generated by the TF bearing cell activates platelets, FV
and dissociated FVII from von Willebrand factor, leading to activation of FXI and the
amplification phase of coagulation. Napoleone et al. reported that long pentraxin 3 (PTX3)
increased LPS-induced TF mRNA up-regulation [6]. PTX3 is produced by several cells
including monocytes and do not bind to the classical pentraxin ligands except for complement

component Clq [7].

The complement system is efficiently activated by whole Gram-negative bacteria, whereas pure
LPS activate the complement system only at high concentrations [8]. Escherichia coli (E. coli)
mainly activates the classical and alternative pathways [9]. Inhibition of complement component
C3 has shown promising results in a baboon model of E. coli sepsis [10]. Complement activation

leads to the release of the anaphylatoxin C5a with a number of effects during sepsis [11]. C5a is
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also involved in the Neisseria meningitidis-induced TF surface expression on monocytes [12].

Interestingly, thrombin can also split C5 and participate in C5a generation [13].

C1-INH is a protease inhibitor in the serpin family [14]. C1-INH inhibits complement activation
both through the classical pathway by blocking Clr and Cls activation [15] and lectin pathway
by inhibiting MASP1 and MASP2 [16, 17]. In addition, C1-INH has an important regulatory
effect on the kinin system [18]. C1-INH is used to treat angioedema in patients with hereditary
C1-INH deficiency [19]. In addition, C1-INH has anti-inflammatory effects and several of these
effects are not dependent on CI-INH protease inhibitory activity [20]. C1-INH efficiently
reduced E. coli-induced complement activation and cytokine release in baboons [21]. Treatment
with C1-INH has recently been reported to significantly reduce the lethality during human sepsis

[22].

Several recent reports have indicated crosstalk between the coagulation and complement systems
[23]. Since C1-INH participates as a regulator of both systems, we here investigated the role of
C1-INH on E. coli- and LPS-induced effects on coagulation and complement, as well as on

inflammatory biomarkers including PTX3 and cytokines in human whole blood.
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Materials and methods

Inhibitors

Purified human C1-INH (Berinert® P C1 esterase inhibitor) was obtained from ZLB Behring
GmbH, Germany. Inactivated C1-INH (iC1-INH) was produced as previously described [24] and
dissolved in LAL Reagent Water (Cambrex Bio Science Walkersville, Inc, MD). The C3
convertase inhibitor compstatin HQ2039 [25] and a corresponding control peptide were provided

by the coauthor J.D. Lambris.

Whole blood experiments

Experiments were performed with 10 different healthy blood donors (women and men) using
fresh human whole blood as previously described [9]. Blood was obtained after informed
consent according to guidelines from the local Ethics Committee. The study was approved of
Regional Ethic committee in Health Region North. Whole blood samples were collected in 4.5
ml polypropylene tubes (Nunc, Roskilde, Denmark) with lepirudin (Refludan, Celgene, Great
Britain, 50 mg/l), as anticoagulant. Aliquots of fresh whole blood were immediately distributed
into polypropylene tubes containing PBS, inhibitors or control. A Dulbecco’s Phosphate buffered
saline (PBS), with or without calcium chloride and magnesium chloride was purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). All equipment such as tubes (Nalgene Nunc, Roskilde,
Denmark), tips and solutions were endotoxin-free. After 8 minutes preincubation at 37°C, PBS,
E. coli (1x10’/ml) or ultrapurified LPS (100 ng/ml) from E. coli 0111 (LPS-EB Ultrapure,
Invivogen, Eugene, OR) was added. The E. coli strain LE392 (ATCC 33572) was obtained from
American Type Culture Collection, Manassas, VA. The bacteria were grown and heat-
inactivated as previously described [9]. The time zero sample (T0) was processed immediately,
and the other samples were incubated on a rotator at 37°C for 60 or 120 minutes respectively.

Immediately after the designated incubation periods, blood was distributed into three different
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tubes. Citrate was added to samples prior to flow cytometric analysis. In the tubes for TF
function analysis, no additive was used. For complement activation products and mRNA
analysis, ethylenediaminetetraacetic (EDTA, 10 mM final concentration) was added to stop
further complement activation. Both tubes with and without EDTA were centrifuged for 15 min
at 3220 x g at 4°C. The plasma was kept in freezer at -80°C for later analysis. The pelleted cell
fraction in the EDTA tubes was used for mRNA extraction. Cells were lysed using 1x Nucleic
Acid Purification Lysis Solution (Applied BioSystems, Warrington, UK) and the lysates were

frozen at -80°C until analyzed.

RT-qPCR of TF mRNA expression

Total RNA was isolated using reagents from Applied Biosystems total RNA chemistry and the
AB6100 Nucleic Acid Prep station (Applied Biosystems, Foster City, CA). The concentration of
RNA was measured using the Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE).
Reverse transcription was done using 50 ng total RNA, the High Capacity cDNA Reverse
Transcription kit and the 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems). Thermal cycle conditions
were 25°C 10 min and 37°C 120 min. Samples of cDNA were frozen at -80°C. The relative
concentrations of TF mRNA were measured using the 7500 Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems), Taq Man Fast Universal PCR Master Mix and predeveloped TagMan®
gene expression assays. The target gene TF (Hs00175225_ml) and the reference gene human
beta-2-microglobulin (B2M, assay ID 4326319E, Applied Biosystems) were analyzed in a
multiplex reaction with cycle conditions according to the manual. The candidate reference gene
was chosen because it was stably expressed in this whole blood model. Ct values for multiplex
reactions were comparable to Ct values for single reactions. RT-qPCR was performed using 3 ul

cDNA (triplicate samples) and a final volume of 20 pl. The comparative delta Ct-method was
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used to determine the relative concentration of TF mRNA. The different samples threshold cycle

was compared to TO. The value for TO was set to one and served as the calibrator for the assay.

Flow cytometric analysis of TF surface expression

Monocyte TF expression was analyzed using 12.5 ul whole blood, stained with FITC-conjugated
anti-human TF antibody (American Diagnostica Inc, Stamford, CT) and anti-CD14 PE (Becton
Dickinson, San Jose, CA). IgG1 FITC (BD 345815) was used as the isotype matched control.
After 15 minutes incubation at room temperature protected from light, red cells were lysed with
Easy Lyse (S2364, Dako Cytomation, Glostrup, Denmark) using 15 min incubation at room
temperature. Cells were then washed (PBS with 0.1% Bovine Serum Albumin) and reconstituted
with PBS. Acquisition was performed on BD LSR II flowcytometer (Becton Dickinson) with the
threshold on forward scatter. Monocytes and granulocytes were gated in a PE/SSC-dotplot and

the results were recorded as median fluorescent intensity (MFI).

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Activation of coagulation was measured as the concentrations of prothrombin fragment 142 in
plasma using the Enzygnost®F1+2 (monoclonal) kit from Dade Behring (Marburg GmbH,
Germany). Human long Pentraxin 3 (PTX3) was analyzed using the kit for Human Pentraxin
3/TSG-14 from R&D Systems (Minneapolis, MN). The assays were performed according to the
manufacturer’s instructions. Activation of the terminal C5-C9 pathway was measured using the
monoclonal antibody aE11, which is specific for a C9 neoepitope exposed in the sC5b-9
complex (TCC) as previously described [26]. Optical density was measured using a MRX

microplate reader (Dynex Technologies, Denkendorf, Germany).

Cytokine Assays
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For cytokine measurement the multiplex cytokine assay Bio-Plex, Human Cytokine 27-plex
panel from Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA) was used. These cytokines were included in the
assay: Interleukin (IL)-1P, IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12,
IL-13, IL-15, IL-17, eotaxin, FGF basic, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, IP-10, MCP-1, MIP-1a,
MIP-1B, platelet derived growth factor (PDGF) bb, RANTES, TNF-a and VEGF. The analysis
was performed according to the manufacturer’s instruction, using the Luminex xMAP

Technology and the instrument Bio Plex 200 System (Bio-Rad).

TF functional activity in plasma microparticles

Whole blood samples were centrifuged as described above. The TF functional activity in plasma
microparticles from platelet-poor plasma was analyzed according to Engstad et al. [27]. In brief,
microparticles were isolated by ultracentrifugation at 40,000 x g for 1 h 30 min at 4°C from
previously isolated platelet-poor plasma. The microparticles were then resuspended in 200 pl
0.15M NaCl and frozen at -70°C. Samples were then thawed and tested for TF activity in a two-
stage amidolytic assay. The method is based on the ability of TF to accelerate the activation of
FX by FVIla, followed by the FXa conversion of prothrombin to thrombin in the presence of

activated FV.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with GraphPad Prizm version 5.0 from GraphPad Software
(San Diego, CA) using one-way, repeated measurements ANOVA and multiple comparisons.
The results were analyzed using E. coli or LPS as control. The data was transformed

logarithmically if the normality test failed. P<0.05 was considered statistically significant.
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Results

C1-INH inhibited LPS- and E. coli-induced coagulation activation in human whole blood
We first examined the effect of C1-INH on LPS and E. coli-induced coagulation activation by
analyzing PTF1+2 in plasma. The PTF1+2 levels only slightly increased from 0.19 nmol/I in the
baseline sample TO to 0.65 nmol/l in the spontaneous control after 2 h incubation with PBS (Fig.
la). Incubation of whole blood with LPS (100 ng/ml) enhanced the PTF1+2 level 8.5-fold from
0.65 nmol/l to 5.6 nmol/l after 120 min incubation (Fig. 1a). CI1-INH dose-dependently and
significantly (P<0.05) reduced the LPS-induced coagulation activation to baseline levels (i.e.
T0). The C3 convertase inhibitor compstatin also inhibited the LPS-induced coagulation

activation extensively and significantly (P<0.05), to the level of the spontaneous PBS control.

Incubation with E. coli (1x10"/ml) significantly enhanced PTF1+2 levels 8.1-fold from 1.5
nmol/l in the spontaneous PBS control to 12.1 nmol/] after 120 min incubation (Fig. 1b). C1-INH
dose-dependently and significantly (P<0.05) reduced E. coli—induced coagulation activation to
baseline levels. In comparison, compstatin significantly (P<0.05) reduced the coagulation
activation close to the level of the spontaneous PBS control, consistent with the LPS data
describe above. These data indicate that the effect of C1-INH on coagulation activation was

largely dependent on complement.

C1-INH inhibited LPS- and E. coli-induced TF mRNA up-regulation

Next, we examined the regulation of TF at the mRNA level using RT-qPCR. The TF mRNA
level was expressed as relative quantity (RQ) to the TF mRNA level in the baseline TO sample
which was set to 1. The TF mRNA levels increased from 1 in the baseline sample TO to 253 in
the spontaneous control after 2 h incubation with PBS (Fig. 2a). Incubation with LPS (100

ng/ml) enhanced TF mRNA up-regulation from 253 RQ to 1715 and 802 RQ after 60 min and
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120 min incubation, respectively (Fig. 2a,b). Incubation with E. coli (1x10"/ml) enhanced TF
mRNA up-regulation from 241 RQ to 2389 and 2391 RQ after 60 and 120 min incubation,
respectively (Fig. 2c, d). C1-INH dose-dependently and significantly (P<0.05) reduced LPS and
E. coli-induced TF mRNA up-regulation to the level in the spontaneous PBS control after 60 min
incubation (Fig. 2a, c). Similar results were obtained after 120 min (Fig 2b, d). In comparison,
compstatin significantly (P<0.05) reduced LPS-induced TF up-regulation at both time points, but
the effect on the E. coli-induced TF mRNA up-regulation was seen only at 120 min. Thus, the
inhibition of TF mRNA up-regulation by C1-INH in the highest concentration could not be fully

explained by complement inhibition.

C1-INH inhibits LPS- and E. coli-induced TF cell surface expression on monocytes in
whole blood

The TF surface expression only slightly increased from approximately 43 in the baseline sample
TO to 88 MFI in the spontaneous control after 2 h incubation with PBS (Fig. 3a). Incubation with
LPS (100 ng/ml) significantly enhanced (P<0.05) the cell surface TF expression on monocytes
from 88 to 275 MFI after 120 min incubation (Fig. 3a). CI-INH (2.5 and 5.0 mg/ml)
significantly (P<0.05) reduced LPS-induced TF cell surface expression almost down to the
baseline levels (i.e. TO) (Fig. 3a). Incubation with E. coli (1x107/ml) significantly enhanced
(P<0.05) the cell surface TF expression on monocytes from 200 in the spontaneous controls to
1152 MFI, after 120 min incubation (Fig. 3b). Furthermore, C1-INH dose-dependently and
significantly (P<0.05) reduced E. coli-induced TF cell surface expression on monocytes to
spontaneous levels (Fig. 3b). Compstatin significantly (P<0.05) reduced both LPS- and E. coli-
induced TF cell surface expression, but not to the same extent as C1-INH, suggesting that the

C1-INH effect in highest concentration was not only dependent on complement inhibition.
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C1-INH reduced LPS- and E. coli-induced TF functional activity in plasma microparticles

The TF functional activity only slightly increased from 0.04 mU/ml in the baseline sample TO to
0.06 mU/ml in the spontaneous control after 2 h incubation with PBS (Fig. 4a). Incubation with
LPS (100 ng/ml) significantly (P<0.05) enhanced TF functional activity in plasma microparticles
from 0.06 to 0.47 mU/ml, after two hours incubation (Fig. 4a). C1-INH dose-dependently and
significantly (P<0.05) reduced LPS-induced TF activity in plasma microparticles down to the
level in the spontaneous control (Fig 4a). Incubation with E. coli (1x10/ml) for two hours
significantly (P<0.05) increased TF functional activity from approximately 0.1 in the
spontaneous control to 0.81 mU/ml (Fig. 4b). C1-INH at 5 mg/ml also significantly (P<0.05)
reduced E. coli-induced TF activity down to the level in the spontaneous control. In comparison,
compstatin non-significantly reduced the TF functional activity in plasma microparticles to 0.30

mU/ml, suggesting that this effect could not be explained by complement inhibition alone.

C1-INH reduced LPS- and E. coli-induced PTX3 release

The PTX3 levels spontaneously increased from approximately 0.3 ng/ml in the baseline sample
TO to 3-4 ng/ml in the PBS control after 120 min incubation (Fig. 5a, b). Incubation with LPS
(100 ng/ml) further increased the PTX3 levels to 7.5 ng/ml after 120 min incubation (Fig. 5a).
Incubation with E. coli (1x107/ml) increased the PTX3 levels to 6.8 ng/ml (Fig. 5b). C1-INH
dose-dependently and significantly (P<0.05) reduced LPS- and E. coli-induced PTX3 release.
The highest concentration of C1-INH (5.0 mg/ml) reduced the PTX3 concentrations below the
spontaneous PBS control and almost down to the baseline sample TO. In comparison, compstatin
significantly (P<0.05) reduced LPS- and E. coli-induced PTX3 release to the level of the

spontaneous controls.

C1-INH reduced the LPS- and E. coli-induced production of cytokines
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We next examined the effect of C1-INH on LPS- and E. coli-induced cytokines. The IL-17
levels spontaneously increased from 12 pg/ml in the baseline sample TO to 42 pg/ml in the PBS
control after 120 min incubation (Fig. 6a). LPS and E. coli enhanced the release of the pro-
inflammatory cytokine IL-17 to 82 and 74 pg/ml, respectively (Fig. 6a and b). CI1-INH dose-
dependently reduced both LPS- and E. coli-induced IL-17 and the effect at 5 mg/ml was
statistically significant (P<0.05). In comparison, compstatin slightly and non-significantly

reduced IL-17 levels.

The levels of the anti-inflammatory cytokine IL-1ra increased from 59 pg/ml in the baseline
sample TO to 232 pg/ml in the PBS control after 120 min incubation (Fig. 6¢). LPS and E. coli
enhanced IL-1ra levels to 706 and 670 pg/ml, respectively (Fig. 6¢ and d). C1-INH at 5 mg/ml
significantly reduced both LPS- and E. coli-induced IL-1ra (P<0.05), while compstatin had no

effect.

PDGEF bb is released from a-granula in activated platelets. The PDGF bb levels increased from
195 pg/ml in the baseline sample TO to 1535 pg/ml in the PBS control after 120 min incubation
(Fig. 6¢e). LPS and E. coli enhanced PDGEF release to 2118 and 2880 pg/ml, respectively (Fig. 6e
and f). CI1-INH at 2.5 and 5.0 mg/ml dose-dependently and significantly (P<0.05) reduced LPS

and E. coli-induced PDGF, whereas compstatin did not reduce PDGF.

The effects of the inactivated iC1-INH on LPS- and E. coli-induced PTF1+2, TF mRNA,
TF expression on monocytes and IL-8 release

We then examined whether inactivated C1-INH (iC1-INH) affected LPS (100 ng/ml) and E. coli
(1x10’/ml)-induced coagulation activation measured as PTF1+2 levels. iC1-INH markedly

reduced LPS-induced PTF1+42 levels from 20.5 to 3.4 nmol/l, close to CI-INH, though
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statistically not significant (Fig. 7a), while it significantly reduced E. coli-induced PTF1+2 (Fig.
7b). In contrast, iC1-INH enhanced LPS- and E. coli-induced TF mRNA levels (Fig. 7c and d).
Similarly, iC1-INH increased LPS-induced TF surface expression while E. coli-induced surface
expression was unaffected (Fig. 7e and f). In comparison, C1-INH significantly reduced LPS-
and E. coli-induced TF mRNA up-regulation and TF surface expression levels, consistent with

the previous data (Fig. 7c, d, e and f).

Next, we examined IL-8 synthesis. LPS (100 ng/ml) enhanced IL-8 release from 309 pg/ml in

the spontaneous PBS control to 1933 pg/ml after 120 min incubation (Fig. 7g). In comparison,

E. coli-induced enhanced IL-8 release to 3784 pg/ml after 120 min incubation (Fig. 7h). iC1-INH
significantly (P<0.05) enhanced LPS-induced IL-8 release, while no effect was seen with E. coli.
C1-INH significantly (P<0.05) reduced both LPS- and E. coli-induced IL-8 release to 290 and

942 pg/ml, respectively (Fig. 7g and h).

C1-INH reduced E. coli-induced complement activation

Finally, we examined E. coli-induced complement activation in the fluid phase. The TCC levels
increased from 0.3 AU/ml in the baseline sample TO to 6.3 AU/ml in the PBS control after 120
min incubation (Fig. 8). E. coli (1x10"/ml) significantly enhanced (P<0.05) the complement
activation measured as TCC to 17 AU/ml (Fig. 8). CI-INH significantly (P<0.05) and dose-
dependently reduced E. coli-induced TCC levels to 4.5 AU/ml, i.e. to approximately the same
levels as in the spontaneous PBS control. As expected, the complement inhibitor compstatin
efficiently abolished TCC formation (P< 0.05), confirming the efficient effect of compstatin to

inhibit complement as compared to C1-INH.
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Discussion

This study found that supraphysiological concentrations of C1-INH efficiently inhibited LPS and
E. coli-induced TF up-regulation and TF expression on monocytes, PTX3, PTF1+42 and several
cytokines. With the exception of cytokines, the C3 convertase inhibitor compstatin showed that
much of the effect of C1-INH could be explained by complement inhibition. Interestingly,
however, for several of the readouts it seems that non-complement dependent mechanisms of
C1-INH were responsible for the effects. This is in accordance with a number of recent studies
highlighting CI1-INH as a promiscuous molecule with modulating effects on e.g. LPS and
P-selectin [28]. Notably, the effect of C-INH as a specific complement inhibitor when challenged
by LPS or E. coli is not particularly efficient [24], as compared to specific inhibitors like

compstatin.

C1-INH efficiently reduced the LPS- and E. coli-induced coagulation activation and to a slightly
greater extent than the pure complement blocker compstatin. We used PTF1+2 levels to evaluate
coagulation activation since we used lepirudin as anticoagulant which selectively inhibits
thrombin and affect the formation of thrombin-antithrombin complexes. The role of thrombin
can therefore not be examined in this model. The efficacy of compstatin over CI-INH as a
complement blocker was clearly documented in this study by analyzing soluble TCC in plasma.
C1-INH efficiently hindered PTF1+2 generation comparable to the values in the baseline sample
(TO) and below the spontaneous PBS control. The slightly increased PTF1+2 levels in the
spontaneous control after 2 h compared to the baseline sample (T0) is most likely due to
coagulation activation by the plastic surface in vitro. It is well documented that FXII in the
coagulation system and the complement system is activated when blood meets the polypropylene
plastic in the test tube [29]. The LPS- and E. coli-induced coagulation activation is most likely

due to up-regulation of TF. However, the TF-induced coagulation activation can be modulated
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by post-translational modifications of TF [30] and phosphatidylserine expression [31],

highlighting the complex regulation of TF-induced coagulation activation.

Incubation with LPS and E. coli rapidly enhanced TF mRNA, TF surface expression on
monocytes and TF functional activity in plasma microparticles. As TF expression is important
for the development of disseminated intravascular coagulation (DIC) in sepsis, and DIC
increases the tissue damage and may lead to organ failure and death, a treatment which reduces
TF could be of great benefit in sepsis [32]. Interestingly, this study shows how the C3 convertase
inhibitor compstatin and CI1-INH efficiently reduce LPS and E. coli-induced TF mRNA up-
regulation, and TF expression on monocytes. Cytokines released by LPS- and E. coli—stimulated
immune cells also up-regulates TF expression [5]. C1-INH inhibited synthesis of several
cytokines. This could be the reason for a more extended inhibition of TF mRNA compared with
compstatin. Compstatin had no effect on E. coli-induced TF mRNA up-regulation after 60 min
suggesting that the initial TF mRNA up-regulation was not complement dependant. However,
the effect of compstatin on TF mRNA up-regulation was delayed and more pronounced after 2 h.
Thus, our data suggest that the E. coli-induced TF mRNA up-regulation after 2 h is mainly

complement dependent.

C1-INH significantly reduced the LPS- and E. coli-induced TF functional activity in plasma
microparticles, while the effect of compstatin was not statistically significant. The plasma
microparticles are most probably derived from activated platelets or apoptotic monocytes [33].
The results indicate that LPS- and E. coli-induced TF functional activity in plasma
microparticles is not complement dependent. PDGF bb is stored in o-granula in platelets. The
observation that C1-INH inhibits LPS- and E. coli-induced PDGF bb levels suggests that

C1-INH affects the activation of platelets. The effect of CI-INH on TF functional activity in
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plasma microparticles may in part be due to inhibitory effects on platelet activation [34], but this

remains to be elucidated.

PTX3 has previously been reported to enhance the LPS-induced TF mRNA up-regulation in
monocytes regulation [6]. Our data indicate that both LPS and E. coli stimulation increased
PTX3 release. CI1-INH and compstatin reduced LPS- and E. coli-induced PTX3 release
indicating that the release is at least partly complement dependent. Recent studies have shown
that PTX3 participates in the communication between the classical and lectin pathways.
Mannose binding lectin (MBL) bind to pathogen associated molecular patterns including LPS.
Thereafter, PTX3 may bind to MBL and enhance complement activation, if Clq is present [35].
Compstatin reduced both LPS- and E.coli-induced PTX3 release back to the level of the
spontaneous control indicating that the PTX3 release is complement dependent. C1-INH further
reduced the PTX3 release down to the levels of the baseline sample at blood sampling indicating
that the effect may be due to a significant reduction of LPS- and E. coli-induced cytokines, as

IL-1P and TNF-a both stimulate PTX3 synthesis [36].

Cytokines are important mediators of inflammation and TF up-regulation [5]. IL-17 is important
in the proinflammatory response in sepsis through induction of cytokines and accumulation of
neutrophils at the infection site [37]. IL-17 may also play a role in monocyte TF production [38].
This report confirms that both LPS and E. coli-stimulates IL-17 release. However, our data
indicate that the IL-17 release was only reduced by the highest C1-INH concentration suggesting
that the inhibitory effect of C1-INH on TF can only partly be explained by effects on IL-17
release. The 1L-17 release was not complement dependent since compstatin had no effect. This
indicates that the effect of compstatin on TF was not mediated through reduced IL-17 release.

Complement inhibition have been reported to increase the levels of the anti-inflammatory
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cytokine IL-1ra [12]. The inhibitory effect on C1-INH on IL-1ra levels and the slightly enhanced
IL-1ra levels found after incubation with compstatin, confirms that CI1-INH and compstatin
affect cytokine synthesis differently. We analyzed several other cytokines including IL-8 and
IL-1pB since they have been reported to increase TF surface expression on monocytes [5, 6].
C1-INH reduced almost all analyzed cytokines, while compstatin only reduced LPS- and E. coli-
induced IL-8 synthesis (data not shown) in line with previous findings [39]. The efficient
reduction by C1-INH on cytokine release could possibly explain the more pronounced inhibition
of TF surface expression on monocytes compared with compstatin. C1-INH efficiently reduced
E. coli-induced cytokine synthesis in human whole blood using live E. coli bacteria [24] in line
with this study, using heat-inactivated bacteria. However, iC1-INH neither reduced LPS- nor E.
coli-induced IL-8 release or any of the other cytokines analyzed (data not shown). We speculate
that the slight increase in IL-8 release is due to competition of iC1-INH with the normal C1-INH

present in plasma.

The effect of C1-INH on TF up-regulation may be explained by several mechanisms. Firstly, the
effect of C1-INH at high concentrations may be due to other effects of C1-INH than its protease-
inhibitory effects since Davis et al. showed that C1-INH bound directly to Gram-negative
bacteria [18]. In our study, however, iCI-INH neither reduced LPS- nor E. coli-induced TF
mRNA up-regulation and TF surface expression on monocytes indicating that TF was inhibited
via CI-INH’s protease inhibitory function. C1-INH and iCI1-INH have been shown to directly
bind LPS and inhibit LPS-induced TLR4 activation on the immune cells [40]. Since iC1-INH
had no effect, the almost complete inhibition by CI1-INH on LPS-induced TF mRNA up-
regulation we found in our study is most likely via anti-protease effects. It is well known that
LPS binds to CD14, MD2 and TLR4, the main receptor for LPS [41]. Surprisingly, our study

shows that compstatin slightly reduced LPS-induced TF expression on monocytes. This may
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suggest that LPS slightly activated complement, but the LPS-induced complement activation
measured as TCC in plasma was very weak (data not shown). Both C1-INH and compstatin
reduced monocyte TF expression significantly, indicating that TF expression on monocytes is at
least partly complement dependent. However, C1-INH reduced TF expression down to the level
in the spontaneous control suggesting that mechanisms in addition to complement inhibition also
are involved. A mechanism could be factor VII activating protease (FSAP). FSAP blocks the TF
pathway inhibitor. C1-INH binds and inhibits FSAP [42]. The result may be reduced TF and a

possible explanation for the more efficient inhibition by C1-INH compared with compstatin.

C1-INH at supraphysiological concentrations at or above 1.25 mg/ml can only be achieved in
experimental models or after intravenous or intraarterial injection of CI-INH [43,44]. In one
study on acute myocardial infarction the levels of C1-INH, after intravenous infusion, reached a
level equivalent to 3 times the physiological concentration [45]. The lowest CI1-INH
concentration in our study is equivalent to approximately 5 times the physiological
concentration. Regional intraarterial administration of C1-INH directly into organs, however, can
most likely reach a much higher level of C1-INH than an intravenous administration, and reach
concentrations in the organ higher than in our study. Therefore, the high C1-INH doses we have
used are clinically relevant. On the other hand, although we did not examine the effect of lower
C1-INH concentrations, our data suggests that C1-INH lower than 1.25 mg/l will also inhibit
coagulation activation since C1-INH at 1.25 mg/l efficiently reduced LPS-induced PT F1.2
levels by 97%. Interestingly, a recent report showed that intravenous injection of CI1-INH
significantly increased the survival of sepsis patients [22]. This indicates that C1-INH may be a

potential therapeutic medication in sepsis patients.
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In conclusion, our study shows for the first time that C1-INH reduced LPS- and E. coli-induced
TF mRNA up-regulation, TF surface expression, coagulation activation and PTX3 release. The
effects were partly, but not completely dependent on inhibition of complement. Our findings
emphasize the broad-spectrum modulating effects of CI1-INH in many of the harmful

mechanisms contributing to development of sepsis.
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Legends to figures

Fig. 1. C1-INH efficiently reduced LPS- and E. coli-induced coagulation activation measured as
PTF1+2 in human whole blood. (a) LPS (final concentration 100 ng/ml) and (b) E. coli (final
concentration 1x107/ml) was added to whole blood and incubated for 120 min. Prior to
incubation, PBS, C1-INH (1.25, 2.5 and 5.0 mg/ml), the complement C3 inhibitor compstatin
(Comp.) (20 uM) or a control peptid (Ctrl.) (20 uM) were added. PTF1+2 was analyzed in
plasma by ELISA and expressed as nmol/l. TO is the baseline sample at time zero. Values are
means + SD (n=6) of separate experiments with different donors.*P < 0.05 compared to LPS or

E. coli plus PBS, respectively.

Fig. 2. C1-INH efficiently reduced LPS- and E. coli-induced TF mRNA up-regulation. (a,b) LPS
(100 ng/ml) and (c,d) E. coli (1x107/ml) was added to human whole blood and incubated for 60
min (a,c) or 120 min (b,d). TF mRNA was analyzed using real-time RT-qPCR of whole blood
total RNA. The TF mRNA level is expressed as relative quantity (RQ) to the TF mRNA level in
the baseline TO sample which was set to 1. The concentrations of inhibitors and controls are
indicated in the legend to Fig. 1. Values are given as means * SD (n=6) from separate
experiments using different blood donors. *P < 0.05 compared to LPS or E. coli plus PBS,

respectively.

Fig. 3. C1-INH efficiently reduced LPS- and E. coli-induced TF surface expression on whole
blood monocytes. (a) LPS (100 ng/ml) or (b) E. coli (1x107/ml) was added to human whole
blood and incubated for 120 min. TF expression on monocytes was analyzed using flow
cytometry and expressed as median fluorescence intensity (MFI). The concentrations of

inhibitors and controls are indicated in the legend to Fig. 1. Values are given as means + SD
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(n=6) from single experiments with different blood donors. *P < 0.05 compared to LPS or E. coli

plus PBS, respectively.

Fig. 4. C1-INH efficiently reduced LPS- and E. coli-induced TF functional activity in plasma
microparticles. (a) LPS (100 ng/ml) and (b) E. coli (1x107/ml) was added to human whole blood
and incubated for 120 min. TF functional activity was analyzed in plasma microparticles using a
chromogenic method and expressed as U/ml. The concentrations of inhibitors and controls are
indicated in the legend to Fig. 1. Values are given as means + SD (n= 6). P < 0.05 compared to

LPS or E. coli plus PBS, respectively.

Fig. 5. C1-INHefficiently reduced LPS- and E. coli-induced PTX3 release. (a) LPS (100 ng/ml)
and (b) E. coli (1x107/ml) was added to human whole blood and incubated for 120 min. The
concentrations of inhibitors and controls are indicated in the legend to Fig. 1. PTX3 in plasma
was analyzed using ELISA and the results are expressed as ng/ml. Results are given as means +
SD (n=6) from separate experiments with each blood donor. P < 0.05 compared to LPS or E.

coli plus PBS, respectively.

Fig. 6. C1-INH efficiently reduced LPS- and E. coli-induced cytokine synthesis. (a,c,e) LPS (100
ng/ml) and (b,d,f) E. coli (1x107/ml) was added to human whole blood and incubated for 120
min. The concentrations of inhibitors and controls are indicated in the legend to Fig. 1. The
concentrations of cytokines in the samples were measured using a multiplex cytokine assay
measuring 27 cyokines. The results are expressed as pg/ml. Results are given as means + SD
(n=6) from separate experiments with each blood donors.”P < 0.05 compared to LPS or E. coli

plus PBS, respectively.
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Fig. 7. Inactivated C1-INH (iC1-INH) reduced LPS- and E. coli-induced PTF1+2, but not TF
mRNA up-regulation, TF expression on monocytes or IL-8 release. (a,c,e,g) LPS (100 ng/ml)
and (b,d,f,h) E. coli (1x107/ml) was added to human whole blood and incubated for 120 min. C1-
INH and iC1-INH were added at final concentrations of 5 mg/ml. (a,b) PTF1+2 in plasma was
analyzed using ELISA and expressed as nmol/l. (¢, d) TF mRNA up-regulation was analyzed
using RT-qPCR and expressed as relative quantity (RQ) to the TF mRNA level in the PBS
sample after 2 h which was set to 1. (e, f) TF surface expression on monocytes was analyzed by
flow cytometry and given as median fluorescence intensity (MFI). (g, h) IL-8 was analyzed
using multiplex ELISA and given as pg/ml. Results are given as means and SD (n=3-7) from
separate experiments with each blood donor. "P< 0.05 compared to LPS or E. coli plus PBS,

respectively.

Fig. 8. C1-INH reduced E. coli-induced complement activation in human whole blood, but less
efficient than compstatin. E. coli (1x10/ml) was added to human whole blood and incubated for
120 min. The concentrations of inhibitors and controls are indicated in the legend to Fig. 1.
Complement activation measured as the terminal complement complex (TCC) in plasma was
analyzed by ELISA. The results are expressed as AU/ml. Values are given as means + SD (n=0)

from single experiments with different blood donors. P < 0.05 compared to E. coli plus PBS.
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Fig. 8
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