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I. EINLEITUNG

Bereits im Jahr 1865 beschrieb Armand Trousseau die Assoziation von tumor-

osen Erkrankungen und erhdhter Gerinnungsneigung’.

Noch heute herrscht Uneinigkeit Uber die genauen Mechanismen, welche der
gesteigerten Gerinnungsneigung bei Tumorpatienten zu Grunde liegen. Doch
das Augenmerk richtet sich zunehmend auf tumorése Mikropartikel, die von
Tumorzellen abgeschnurt und in die Blutbahn entlassen werden. Diese Mikro-
partikel stehen unter Verdacht, der entscheidende prokoagulatorische Faktor
von Tumoren zu sein und zu einer systemischen Aktivierung der Gerinnungs-

kaskade zu fuhren.

Obwohl vielfach gezeigt wurde, dass Thrombosen wesentlich zur Morbiditat und
Mortalitat beitragen, ist die Pathophysiologie weitgehend unverstanden. In Er-
mangelung eines potenten Versuchstiermodells war es bisher kaum mdglich die
komplexen Prozesse der tumorassoziierten Gerinnungsaktivierung in vivo zu

analysieren.

Fakt ist jedoch, dass Tumorpatienten verstarkt unter der Ausbildung vendser
Thromben leiden. Um neue Therapieoptionen fur die Tumor-assoziierte Throm-
bose zu entwickeln, ist es jedoch von zentraler Bedeutung, die pathophysiologi-
schen Vorgange besser zu verstehen. Nur dann kénnen alternative Behand-
lungsstrategien entworfen werden, um das Risiko tumorassoziierter vendser
Thrombosen zu minimieren bzw. die Nebenwirkungen der tiefen Venenthrom-
bose zu reduzieren. Den Tumorpatienten kdénnte durch eine gezielte und ver-

traglichere Begleittherapie ein Stlck Lebensqualitat zurlickgeben werden.



Il. Literaturibersicht 2

Il. LITERATURUBERSICHT

1. VENOSE THROMBOSE

1.1 Definition

Die Begriffe tiefe venése Thrombose (TVT) sowie Pulmonalembolie (PE) wer-

den unter dem Terminus vendse Thromboembolie (VTE) zusammengefasst.

Die vendse Thrombose stellt die pathologische Bildung eines lokalisierten Blut-
koagels im vendsen Schenkel des Blutkreislaufs dar. Als Komplikation mit
schwerwiegenden, oft tdédlichen Folgen, kann es zu einer pulmonaren Embolie
kommen, wenn der bzw. ein Teil des gebildeten Thrombus mit dem Blutfluss

abgeschwemmt wird und im Gefaldbaum der Lunge relokalisiert.

1.2 Bau venoser Gefalle

Venen bilden das Niederdrucksystem des Kreislaufs, dem im Wesentlichen
zwei wichtige Funktionen zukommt: Zum einen speichern Venen als Kapazi-
tatsgefalRe etwa 70% des Blutvolumens, zum anderen wird desoxygeniertes

Blut im groRen Kreislauf von der Peripherie zurlick zum Herzen beférdert?.

Grundsatzlich weisen vendse wie auch arterielle Gefalde einen dreischichtigen
Bau auf: Der luminalen Tunica intima folgt die Tunica media, wahrend die Tuni-

ca externa das GefaR auferlich umschlieRt®.



Il. Literaturibersicht 3
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Abbildung 1: Wandschichtung einer Vene.

Die luminale Auskleidung der Gefalde, die Tunica intima, besteht aus Endothel-
zellen, die der Basalmembran aufsitzen. Im Unterschied zu arteriellen Gefallen
verfugen mittlere und grélRere Venen Uber zweiteilige Venenklappen. Diese En-
dothelduplikaturen mit eingelagerten, verstarkenden Kollagenfasern verhindern
ein Versacken des Blutes in der Peripherie. Klappen fehlen in der Vena cava,

der Vena porta sowie den Venen von Niere, Gehirn und Leber®.

Hauptcharakteristika der Tunica media sind zirkular angeordnete, glatte Muskel-
fasern, zwischen denen Kollagenfasern und elastische Netze eingewoben sind.
Im Vergleich zum arteriellen Gefallbaum, dem Hochdrucksystem des Kreis-
laufs, der das Blut aktiv in die Peripherie befordert, ist der Muskelfasergehalt bei
Venen deutlich reduziert. Da die Eigenkontraktilitdt der Venen zu gering ist, ist
ein aktiver Rucktransport des Blutes zum Herzen nicht mdglich. Trotzdem ga-
rantiert das Zusammenspiel von Muskelpumpe, Ventilmechanismus der Venen-
klappen und Atmungspumpe unter physiologischen Bedingungen den Ruck-

transport zum Herzen und die rhythmische Fiillung des rechten Ventrikels®>.

Die Tunica adventitia bzw. externa besteht vorwiegend aus scherengitterartig



Il. Literaturibersicht 4

verflochtenen kollagenen Faserblndeln sowie netzartig verzweigten glatten
Muskelfasern und dient dem Einbau und der Verankerung des Gefalkes in die

Umgebung®.

1.3 Entstehung eines venosen Thrombus

Bereits im Jahre 1856 beschrieb Virchow drei mogliche Ursachen fur die Bil-
dung eines vendsen Thrombus, die heute als Virchow’sche Triade bekannt
sind. Neben Veranderungen der physiologischen Blutzusammensetzung (Hy-
perkoagulabilitat) sind Alteration der GefaRwand (Endothelschaden) und Ande-
rung der Hdmodynamik, allem voran Reduktion der Stromungsgeschwindigkeit,
die Trigger fir TVT*°.

1.3.1 Hyperkoagulabilitat

Zustande erhohter intravasaler Gerinnbarkeit sind vorwiegend auf genetisch
bedingte thrombophile Stérungen zurlckzufuhren. Auf der einen Seite stehen
Defekte, die mit Funktionsverlust antikoagulatorischer Mechanismen einherge-
hen. Hierzu zahlen z.B. Antithrombin®- und Protein C- Defizienz’. Demgegen-
uber stehen Erkrankungen bedingt durch vermehrte Expression oder vermin-
derte Inhibition prokoagulatorischer Mechanismen, wie beispielsweise Faktor V
Leiden® oder Prothrombin 20210A°.

1.3.2 Endothelschaden

Endothellasionen sind vorwiegend auf traumatische Ursachen zuriick zu fuhren
oder entstehen im Zuge chirurgischer Eingriffe. Geht die Integritat des En-
dothels verloren kdonnen Blutzellen Uber ihre Adhasionsrezeptoren mit ihren
Liganden der subendothelialen Matrix interagieren. Die Aktivierung der Koagu-
lationskaskade erfolgt in diesem Fall vor allem durch den Kontakt des Blutes mit
dem exponierten Tissue factor (TF) der geschadigten Gefallwand. Das Throm-
boserisiko steigt rapide an. Im Gegensatz zur arteriellen Thrombose ist die In-

tegritat des Endothels im Falle der vendésen Thrombose jedoch zumeist erhal-
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ten'.

Koellnberger konnte am Mausmodell zeigen, dass spontane vendse Thromben
auch ohne Lasion der Gefallwand, allein durch Reduktion der Flussgeschwin-

digkeit, in der Vena cava caudalis entstehen'".

1.3.3 Anderung der Himodynamik

Spontane vendse Thromben entwickeln sich haufig im Zusammenhang mit re-
duzierter Blutstromungsgeschwindigkeit / Stase. Studien zeigen, dass langere
Immobilisierung, z.B. wegen langerer Bettruhe'®, Ruhigstellung durch Gips /
Verband'®, aber auch Langstreckenfliige'* das Risiko an TVT zu erkranken er-
hdhen. Entsprechend leiden Patienten mit Hemiparesen nach Schlaganfall
deutlich haufiger unter Thrombusbildung in der gelahmten Seite als in der ge-

sunden Seite™®.

Typischerweise bilden sich vendse Thromben beim Menschen in den tief lie-
genden Venen der unteren GliedmaRen'®. Als Ausgangspunkt der Thrombus-
bildung gilt der Sinus um die Venenklappen®'®'®'" denn im sinuidalen Raum
kann es zu Stase und damit verbunden zu Hypoxie und Akkumulation pro-
thrombotischer Substanzen, wie z.B. TF-positiven (TF") Mikropartikeln kom-
men, wodurch ein prokoagulatorisches Milieu entsteht. Es wurde bereits ge-
zeigt, dass Endothelzellen im Zuge von Hypoxie aktiviert werden, Weibel Pala-
de Kodrperchen (WPB) exozytieren und darin gespeichertes P-Selektin prasen-
tieren'®'92°_ Folge ist die Akkumulation von Leukozyten, aber auch TF* Mikro-
partikeln, die Uber ihren Membranrezeptor PSGL-1 (P-Selectin Glycoprotein
Ligand-1) an das endotheliale P-Selektin binden?' %2. AuRerdem exprimieren
Monozyten unter hypoxischen Bedingungen vermehrt TF'® und tragen somit zur
VergrofRerung des lokalen TF-Pools bei. Desweiteren setzen WPB von Wille-
brand Faktor (VWF) frei, der fur die Flussreduktion-induzierte Thrombogenese

eine wichtige Rolle spielt®.

Als geeignetes in vivo Modell zur weiteren Erforschung der molekularen Me-
chanismen der venosen Thrombose hat sich das venose Stenosemodell etab-

liert, welches alleine die Flussreduktion als Trigger fur die Thrombogenese
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nutzt?*. Dieses Modell liegt auch dieser Arbeit zugrunde.

1.4 Venose Thrombosemodelle bei Labornagern

Die steigende Inzidenz vendser Thrombosefalle bei Menschen lasst die Erfor-
schung der Ursachen und molekularen Mechanismen immer mehr in den Mit-
telpunkt des Interesses riicken. Da es sich bei der Phlebothrombogenese je-
doch um einen hoch diffizilen Vorgang handelt, bei dem verschiedenste Syste-
me des Korpers ineinandergreifen, ist es unabdingbar, verlassliche in vivo Mo-
delle zu etablieren, die es erlauben, den Prozess der Thromboseinduktion und -

progression im physiologischen Milieu zu studieren.

Mause bieten neben den zahlreichen Vorteilen wie einfachem Handling, schnel-
ler Reproduktionszeit, unkomplizierter Haltung etc., die Mdglichkeit, an spezifi-
schen Knockout-Stammen den Einfluss einzelner Proteine / Moleklle auf die

Phlebothrombogenese zu evaluieren.

Da in der vorliegenden Arbeit vendése Thrombosen an der Vena cava caudalis
untersucht werden, sollen im Folgenden alternative Methoden zur makrovasku-

laren Thrombogenese vorgestellt werden.

1.4.1 Eisenchlorid-Modell

Urspriinglich entwickelt, um arterielle Thrombosen zu induzieren®, wird dieses
Modell, Ubertragen auf das vendse System, auch zur Induktion mikro- und mak-

rovaskularer vendser Thrombosen eingesetzt.

Auf dem freigelegten Gefal® wird ein mit 3,5 %iger FeCls-Losung getranktes
Stlck Filterpapier platziert und nach 2-3 min wieder entfernt. Es entsteht ein
transmuraler GefaBwandschaden, in dessen Folge sich innerhalb von Minuten

ein okklusiver Thrombus bildet.

Dieses Modell eignet sich vor allem dazu die Okklusionszeit zu beurteilen, ist
jedoch im Hinblick auf den thrombogenen Trigger nur mit einem kleinen Bruch-

teil klinischer TVT-Falle vergleichbar?®®. Es beruht auf einer Endothelverletzung
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und nicht, wie der Grof3teil klinischer Falle, auf einer Flussreduktion ohne Ge-

falRwandschaden.

1.4.2 Venose Stase

Venose Stase im Sinne einer 100 %igen Flussreduktion durch vollstandige Li-

gatur des GefaRes, kann ebenfalls eine venése Thrombose hervorrufen®®2.

Im Gegensatz zur vendsen Stenose (Abs. 1.4.3) wird das Lumen der Vena
cava, ebenso wie Zuflisse, durch einzelne Ligaturen vollstandig verschlossen,

woraus eine vollstandige Stase resultiert®®.

Zhou et al. haben die Hypothese erstellt, dass die Stase zur Aktivierung von
Endothelzellen und Akkumulation von zellularem TF fuhrt, was die Thromboge-

nese triggern soll*’.

Vorteilhaft ist, dass dieses Modell reproduzierbar zur Thrombusformation fihrt
und somit die Mdglichkeit ertffnet, Interaktionen von Endothel und Zellen des
sich formierenden Thrombus zu untersuchen. Allerdings ist es wenig geeignet
Vergleiche zur humanen Phlebothrombose zu ziehen, da der Blutfluss vollig un-
terbunden wird?®, was nur bei einer duRerst geringen Anzahl klinisch manifester

Thromboseerkrankungen der Fall ist.

1.4.3 Venose Stenose

Ziel dieses Modells ist die Induktion einer vendsen Stenose mit 70-80 %iger
Reduktion des physiologischen, aber weiterhin bestehendem Restfluss. Unter
Einsatz eines Platzhalters wird die Vena cava caudalis kaudal der Einmindung
der Vena renalis sinistra ligiert. Wird der Platzhalter entfernt erlaubt das verklei-

nerte Restlumen Blutfluss durch die Engstelle.

Grolder Vorteil dieses Modells ist die Tatsache, dass die Thrombogenese und
entsprechend gebildete Thromben der klinischen Prasentation humaner TVT im
zeitlichen Verlauf und histologischen Aufbau ahneln, sodass frihe zellulare Me-
chanismen, sowie der Verlauf der Thrombusprogression vergleichend studiert

werden kdénnen?*,
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1.4.4 Elektrolytische GefaBRverletzung

Ein mit Silber ummantelter Kupferdraht der Starke einer 30G Kanule, welcher
mit einer 25G Kanule verbunden ist, wird zum einen subkutan (Kathode), zum
anderen intravends (i.v.) in die hintere Hohlvene (Anode) inseriert. Fir 15 min
wird ein Stromfluss von 25 pAmp angelegt, um die Bildung freier Radikale anzu-

regen. Diese Radikale schadigen und aktivieren das Endothel®’.

Diese Methode kann als Alternative zum Stenosemodell genutzt werden, da der
Blutfluss erhalten und das Endothel intakt bleibt. Nur an der Einstichstelle wird

das Endothel denudiert, was die Ergebnisse verfalschen kann?®.

1.5 Aufbau venoser Thromben

1.5.1 Aufbau humaner vendéser Thromben

Die makroskopische und mikroskopische Untersuchung humaner vendser
Thromben lasst ein wiederkehrendes Muster der Verteilung zellularer Bestand-

teile erkennen.

Simon Sevitt beschrieb den Aufbau vendser Thromben schon im Jahr 1974
eingehend. Aus seinen Studien wurde ersichtlich, dass die Zellverteilung inner-
halb des Thrombus variiert. Es gilt dabei zwischen den makroskopisch unter-

scheidbaren roten und weien Regionen zu differenzieren.

Die roten Areale entsprechen den Stellen der fruhen Zelladhasion und Zellinva-
sion und finden sich vorwiegend distal, aber auch lateral in der Thrombusmasse
lokalisiert. Histologisch entspricht das rote Erscheinungsbild einer dicht gepack-
ten Erythrozytenmasse, die von Fibrinstrangen und Leukozyten durchzogen
wird. Im Gegensatz dazu dehnen sich die weilden Areale proximolateral aus.
Sie sind als Region der Thrombusprogression zu verstehen. Charakteristisch
fur den weillen Thrombus ist eine Vielzahl an Thrombozyten, umgeben von fei-
nen Fibrinfaden. Im Querschnitt fallt eine laminare Schichtung des Thrombus

auf.
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1.5.2 Aufbau Stenose-induzierter muriner venoser Thromben

Die Struktur und Zusammensetzung vendser Thromben, die mittels des veno-
sen Stenosemodells generiert wurden, erforschten v. Brihl und Stark. Diese
Thromben wiesen ebenso wie spontane humane Thromben einen geschichte-
ten Aufbau mit roten und weilen Arealen auf. Dabei liegt der rote Thrombusan-
teil immer unmittelbar benachbart zur Ligaturstelle. Auch die in humanen
Thromben charakteristische laminare Schichtung von kernhaltigen und kernlo-
sen Strukturen ist im Mausmodell darstellbar. Immunhistologische Farbungen
offenbaren, dass es sich bei den kernhaltigen Zellen um Leukozyten, im Spezi-
ellen um Neutrophile handelt, die den Groldteil der Zellen stellen. Daneben fin-

den sich Monozyten, wohingegen Lymphozyten kaum nachweisbar sind*.

Mit Hilfe des murinen vendsen Stenosemodells |asst sich ein Milieu schaffen,
welches dem der vendsen Sinus ahnelt. Auf diese Weise wird die Bildung von
Thromben angeregt, die im Hinblick auf Trigger (Flussreduktion), Kinetik
(protrahierter Verlauf von 48 h) sowie makro- und mikroskopischer Struktur der

Mehrzahl spontan entstehender humaner Thromben ahneln.

Abbildung 2: Makro- und mikroskopische Ansicht eines murinen Thrombus 48 h nach Ligatur, mit freund-
licher Genehmigung von Prof. Dr. Massberg und Dr. Chandraratne, LMU Mdunchen. a) Deutlich
geschichteter vendser Thrombus nach Entnahme; rote Pfeile = roter Bereich, blaue Pfeile = weilles
Thrombusareal; b) Histologischer Langsschnitt und ¢) Querschnitt eines vendsen Thrombus mit klarer

Schichtung.
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1.6 Klinische Relevanz venoser Thrombosen

Zu den haufigsten vaskularen Dysfunktionen zahlen, neben Myokardinfarkt und

Schlaganfall (Apoplexia cerebri), das Auftreten vendser Thrombosen.

In den Industrienationen wird die Phlebothrombose schon auf Grund der demo-
graphischen Entwicklung zu einem zunehmenden Problem, denn es ist eine
starke Altersabhangigkeit erkennbar. Wahrend die Inzidenz innerhalb der Be-
volkerung bis 40 Jahre im Durchschnitt bei 1:1000 liegt, steigt die Inzidenz ab
einem Alter von 45 Jahren dramatisch an und bewegt sich bei den Uber 80-

Jahrigen im Bereich von 5-6:1000%%",

Unterschiedlichste Risikofaktoren beeinflussen die Entstehung von TVT. Hierzu
zahlen beispielsweise Adipositas, die das Risiko um das 2-3fache steigert®*>°.
Auch langere Phasen der Immobilisierung, welche mit vendser Stase verbun-

3435 aber auch

den sind, wie Bettruhe, Ruhigstellung durch Gips oder Paralysen
langere Reisen mit Bus, Bahn oder Flugzeug'* erhdhen das Risiko an TVT zu

erkranken.

Desweiteren gehen verschiedene Krankheitsbilder mit gesteigerter Thrombose-

rate einher, wobei an erster Stelle Tumoren (Abs. 6.1) zu nennen sind.

Haufig verlauft die Bildung vendser Thromben klinisch inapparent, dennoch
konnen die Folgen fatal sein. TVT und allem voran die in Folge von Ab-
schwemmung des bzw. eines Teils des Thrombus entstehenden Lungenembo-
lien bedingen eine Mortalitatsrate von ca. 6 % innerhalb der betroffenen Patien-
tenpopulation®®. Viele der Uberlebenden (5-7 %) leiden unter rezidivierenden

thrombotischen Ereignissen®>®

oder haben mit den Erscheinungen des soge-
nannten postthrombotischen Syndroms zu kampfen. Das heift, etwa 20-50 %
der TVT-Patienten leiden unter Schwellungen, Schmerzen und Hautproblemen

bis hin zu thrombotischen Ulzera an der betroffenen GliedmaRe>®3°.

Die Erforschung der auslésenden Mechanismen der TVT sowie gezielter The-
rapiemdglichkeiten gewinnt mehr und mehr an Bedeutung, um dem wachsen-

den Problem der venésen Thromboembolisierung Herr werden zu kénnen.
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2. THROMBOZYTEN

2.1 Definition

Thrombozyten sind kernlose, discoidale Zellen von 2-4 ym Durchmesser. lhre
Vorlauferzellen, die Megakaryozyten, finden sich im Knochenmark, wo sie
Thrombozyten abschnlren und in die Blutbahn entlassen. Diese kleinsten kor-
puskularen Strukturen im Blut spielen eine eminent wichtige Rolle fur die Ha-
mostase, da sie an verletztem oder dysfunktionalem Endothel adharieren und
aggregieren und so den Defekt primar versiegeln. Zudem regen sie die lokale

Fibrinbildung an, sodass ein stabiler Thrombus entsteht>*°.

2.2 Relevante Rezeptoren

2.2.1 GPIb-IX-V

Dieses Adhasionsmolekul, aus der Gruppe der leucinreichen Glykoproteine,
besteht aus vier Untereinheiten: GPlb,, GPlbg, GPV und GPIX. Vor allem GPIbq
spielt im Rahmen der Gerinnung eine bedeutende Rolle, denn es bindet vVWF**
42 aber auch Mac 1%, P-Selektin**, a-Thrombin und Kininogen®. Uber die In-
teraktion mit VWF, einem Glykoprotein, welches in der subendothelialen Matrix
lokalisiert ist oder aus den a-Granula von aktivierten Plattichen bzw. aus den
WPB aktivierter Endothelzellen entlassen wird*®, wird die transiente Adhasion
von Thrombozyten auch in Bereichen hoher Scherkrafte ermdglicht. In Folge
der Bindung von GPIb-IX-V an VWF werden intrazellulare Prozesse in Gang
gesetzt, Plattchen werden aktiviert, es kommt zur Formanderung, Spreading
und Sekretion. Folglich werden weitere Thrombozyten rekrutiert, die aggregie-

ren.

Wie von Chandraratne beschrieben, hatte das Fehlen des funktionalen GPIb
Rezeptors bei IL4-R/Iba-Mausen, die der vendsen Stenoseoperation unterzo-
gen wurde, massive Auswirkungen auf die Thrombogenese. Intravitalmikrosko-
pische Aufnahmen belegen, dass 6 h nach Induktion der Flussreduktion adha-
rente Thrombozyten nur diffus verteilt angetroffen und keine Aggregatbildung

beobachtet werden konnte. Ebenso war die Leukozytenadhasion sowie die
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Thrombozyten-Leukozyten-Interaktion signifikant reduziert. In Folge dessen war
die Thrombogenese signifikant eingeschrankt. Zusatzlich war auch die Bildung
der sog. NETs (Neutrophil extracellular trap) reduziert, welche ebenfalls eine

wichtige Rolle fiir die Thombusbildung spielen®’.

2.2.2 GPlib-llla (ou, B3)

Zur Familie der Integrine, bei denen es sich um transmembrandse Adhasions-
rezeptoren handelt, die sich jeweils aus einer a- und B-Untereinheit zusammen-
setzen, welche eine funktionelle Einheit bilden und zwischen Strukturen des Cy-
toskeletts und der EZM vermitteln, zahlt auch der Fibrinogenrezeptor GPlIb-llla.
Er findet sich auf der Plasmamembran von Thrombozyten, wo etwa 70 % kon-
stitutiv exprimiert werden, allerdings in einem geringaffinen Funktionsstadium
vorkommen. Etwa 30 % sind in den a-Granula der Plattchen lokalisiert und wer-

den erst bei Aktivierung freigesetzt.

Physiologischerweise kann inaktives GPlIb-llla |6sliches Fibrinogen nicht bin-
den. Erst nach Aktivierung der Thrombozyten kommt es zur Konformationsan-
derung des Rezeptors in eine hochaffine Form, die mit Fibrinogen interagieren

kann.

2.2.3 P-Selektin

Neben E-Selektin, welches die Granulozytenadhasion an aktiviertem Endothel
vermittelt und L-Selektin, das von Leukozyten exprimiert wird und ebenfalls die
Interaktion mit Endothelzellen steuert, zahlt P-Selektin zu den heute bekannten

Selektinen.

Sowohl Plattchen als auch Leukozyten rollen auf aktiviertem Endothel, bevor
sie an verletztem oder dysfunktionalem Endothel adharent werden. Gerade in
diesem Prozess nimmt P-Selektin eine SchlUsselrolle ein. Leukozyten binden

(iber den Counterrezeptor PSGL-1%4%*"

. PSGL-1 ist gleichfalls in geringen
Mengen auf Plattchen zu finden®®. Zudem interagieren Thrombozyten iiber den

vWF-Rezeptor GPIb, mit P-Selektin®.
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Ein positiver Nachweis von P-Selektin gelingt in Thrombozyten, wo es in den a-
Granula gespeichert wird®>® und in endothelialen WPB>*. P-Selektin wird erst bei

Aktivierung dieser beiden Zelltypen auf die Zelloberflache transloziert>®.

P-Selektin ist von essentieller Bedeutung fur die Leukozytenrekrutierung an das
Endothel sowie fiir die Plattchen-Leukozyten-Interaktion*®. Schon langer wurde
vermutet, dass P-Selektin eine Rolle flr die Hamostase bzw. Thrombosebildung
spielt. In der Tat zeigen P-Selektin™ Mause eine um 40 % verlangerte Blutungs-

zeit®,

Koellnberger und Steinhart haben die Rolle von P-Selektin im vendésen Throm-
bosemodell naher definiert und konnten zeigen, dass P-Selektin in der initialen
Phase der Thrombusbildung eine herausragende Bedeutung zukommt und
dass P-Selektin™ Tiere deutlich weniger und kleinere Thromben entwickeln'"?’.
Dies ist vor allem darauf zurlckzufiihren, dass die Leukozytenrekrutierung na-
hezu vollstandig inhibiert wird und damit die Thromboseinitiierung verhindert

wird.

Ein weiterer Aspekt ist, dass PSGL-1 positive Mikropartikel an P-Selektin bin-
den konnen und somit die lokale Konzentration an TF massiv zu erhohen ver-

mdgen, was eine Aktivierung der Koagulationskaskade zur Folge haben kann?.

2.3 Rolle der Thrombozyten fiir die Entstehung der venésen Thrombose

Man geht davon aus, dass Thrombozyten vor allem an der arteriellen Thrombo-
se beteiligt sind, die vendse Thrombose aber nur durch Aktivierung der Blutge-
rinnung induziert wird. Neuere Untersuchungen legen jedoch nahe, dass
Thrombozyten auch fiir die vendse Thrombose von Bedeutung sind®>?*. Dies

konnte kiirzlich auch bei Patienten bestétigt werden®®.

In der Initialphase der Thrombusbildung steigt die Anzahl adharenter Throm-

2457~ Sje binden Uiber den Rezeptor GPIb entweder di-

bozyten kontinuierlich an
rekt an endothelialen vVWF und / oder Uber P-Selektin an rekrutierte Leukozyten,
mit denen sie Aggregate bilden. Plattchendepletierte Mause zeigen ebenso wie
GPIb™ Tiere eine signifikant reduzierte Thrombusinzidenz®* im Stenose-

induzierten Thrombosemodell, was auf den Wegfall folgender Faktoren zurick-
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zufuhren ist:

1. Der Fibrinogenrezeptor GPlIb-llla, der bei Aktivierung von Thrombozyten in
die hochaffine Konformation Uberflhrt wird, kann nun an |6sliches Fibrinogen

binden. Folge ist die Quervernetzung und Aggregatbildung von Blutplattchen.

2. Aktivierte Thrombozyten degranulieren Proteine wie Phosphodiisomerase
(PDI), eine Protease, die als Aktivator von ruhendem TF gilt. Diese gelangen in
den extrazellularen Raum und kénnen lokal akkumulierten monozytaren TF in

die aktive Form konvertieren.

3. Wie bereits belegt werden konnte stimulieren Plattchen die NETosis von
Neutrophilen und triggern so, auf indirekte Art und Weise, die Leukozyten-
abhangige Fibrinbildung Uber Aktivierung des intrinsischen Weges der Koagula-

tionskaskade®**°,

Die Thrombozyten-Leukozyten-Interaktion scheint additive Effekte auf die Akti-
vierung und Akkumulation beider Zelltypen zu haben. In diesem sehr komple-
xen System bedingen sich die Funktionen und Auswirkungen der Leukozyten-
und Thrombozytenrekrutierung, sodass eine separate Betrachtung der zellula-

ren Mechanismen nur eingeschrankt moglich ist.

3. LEUKOZYTEN

3.1 Definition

Leukozyten sind kernhaltige Blutzellen, die ihren Ursprung im Knochenmark
haben. Myeloische Stammzellen bilden die Vorlaufer von Monozyten, neutrophi-
len, basophilen und eosinophilen Granulozyten. Dahingegen stammen B- und
T-Lymphozyten von lymphoiden Stammzellen ab. Die Subpopulationen lassen
sich entsprechend ihres Farbeverhaltens unterscheiden. Nur etwa 5 % der Ge-
samtleukozyten zirkuliert im Blut. Der Grofteil der Leukozyten ist in den Orga-

nen verteilt?.

Ubersteigt der prozentuale Anteil der Granulozyten im Differentialblutbild 50 %

der Gesamtleukozyten spricht man von einem granulozytaren Blutbild. Dies ist
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beispielsweise beim Menschen der Fall. Mause hingegen weisen ein lympho-

zytares Blutbild auf.

Schon lange ist bekannt, dass Leukozyten eine tragende Rolle in Zuge der an-
geborenen und erworbenen Immunabwehr spielen. Desweiteren ist ihre Bedeu-
tung fur die Entstehung der vendsen Thrombose zu beachten, was erst in jln-

gerer Zeit gezeigt werden konnte.

3.2 Adhasionskaskade

Grundvoraussetzung fur die Diapedese von Leukozyten ist die Interaktion mit
Endothelzellen, die folgende Adharenz und schliellich die Transmigration. Seit
Jahren existiert ein Modell zur Adhasionskaskade, welches urspringlich drei
Schritte umfasste: 1. Selektin-vermitteltes Rollen, 2. Chemokin-abhangige Akti-

vierung der Neutrophilen und 3. Integrin-vermittelter Arrest auf dem Endothel®.

LFAI-ICAMI

VLA4-VCAMI

o,B,-integrin-MADCAMI PECAMI
Selectins SRC kinases CD99
PSGLI Selectin PI3K MACI JAMs ICAMI
VLA4 signalling Chemokines VAV, VAV2, VAV3 ICAMI ESAM PECAMI?

Activation J
Capture Paracellular and transcellular
transmigration
Slow Adhesion
Rollmg ‘ rollin Arrest strengthening,  Intravascular Paracellular
8 spreadlng crawlmg
@ : w) 5\\% Transcellular
Endothelial cells Basement membrane

Abbildung 3: Adhasionskaskade von Leukozyten mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Publis-
hers Ltd: Nature Reviews Immunology Copyright (2007).

Kontinuierliche Forschung und neue Erkenntnisse erlauben heute ein besseres
Verstandnis der Zell-Zell-Interaktionen und der beteiligten Rezeptoren. In Folge
dessen konnten zusatzliche Schritte der Adhdsionskaskade definiert werden
(Abb. 3) Das aktuelle Modell umfasst: 1. loses Binden (Tethering), 2. Rollen,
den Zwischenschritt 3. langsames Rollen vor dem 4. Arrest, 5. Festigung der

Adhasion / Spreading, 6. intravaskulares Kriechen und schliel3lich 7. trans- bzw.
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parazelluldre Transmigration®.

Tethering, Rollen und langsames Rollen der Leukozyten auf dem Endothel ge-
schieht Selektin-vermittelt. Von den drei bekannten Selektinen spielt P-Selektin,
das von inflammatorischen Endothelzellen, aber auch von aktivierten Throm-
bozyten exprimiert wird, die Hauptrolle. Leukozyten binden P-Selektin Gber den
Counterrezeptor PSGL-1 (Abs. 2.2.3).

Wahrend des Rollens triggern Chemokine die Aktivierung der leukozytaren In-
tegrine wie LFA-1 oder VLA-4, die an ICAM-1 oder VCAM-1 auf der luminalen
Membran von Endothelzellen binden. Es kommt zur festen Adhasion und zum
Arrest der Leukozyten und im weiteren Verlauf zum Spreading. Mit langsamen,
kriechenden Bewegungen, dem sog. Crawling der Leukozyten, suchen diese
das Endothel nach geeigneten Emigra-tionsstellen im Bereich postkapillarer
Venolen ab, bevor sie auf para- oder transzellularem Weg das Gefalllumen ver-
lassen. Auch die Transmigration erfordert ein komplexes Zusammenspiel von

Integrinen der Leukozyten mit endothelialen Adhasionsrezeptoren®.

3.3 Subpopulationen

In aktuellen Publikationen wird beschrieben, dass neutrophile Granulozyten und
Monozyten einen grol3en Einfluss auf den Entstehungsprozess der vendsen
Thrombose nach Flussreduktion haben und deshalb werden sie néher betrach-
tet.

3.3.1 Monozyten

Nach ihrer Bildung im Knochenmark migrieren Monozyten in die Blutbahn. Mit
einem Durchmesser von 12-20 uym sind sie die groften Leukozyten. Ultrastruk-

turell zeichnen sie sich durch einen hufeisenférmigen, dezentralen Kern aus.

Monozyten verweilen nur kurzzeitig (1-2 Tage) im Blut; bald wandern sie in das
Gewebe aus und differenzieren unter Einfluss der spezifischen Milieubedingun-
gen zu Makrophagen. Diese Zellen sind langlebig und kdénnen Uber Jahre hin-

weg aktiv bleiben®®".
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Hauptfunktion der Monozyten bzw. Makrophagen ist die Phagozytose grolder
Partikel. Sie sind befahigt, Antigene auf ihrer Oberflache zu prasentieren und

spielen somit eine wichtige Rolle fiir die spezifische Immunantwort®.

FUr Subpopulationen von Monozyten konnte die Expression von TF belegt wer-
den. Diese ist sowohl auf Zellen in ruhendem Zustand nachweisbar®?, doch ist
die TF-Expression bei stimulierten Monozyten wesentlich erhéht®®*®. Zudem

entlassen stimulierte Monozyten vermehrt TF* Mikropartikel in die Blutbahn®>°®.

3.3.2 Neutrophile Granulozyten

Im lymphozytaren Blutbild der Maus stellen neutrophile Granulozyten 20-30 %
der Gesamtleukozyten?, mit 90 % jedoch das Gros der zirkulierenden Gra-

nulozyten®'.

Neutrophile sind segmentkernige Zellen von 10-20 ym Durchmesser. Ultrastruk-
turell zeichnen sie sich durch zahlreiche neutrophile Granula aus, welche lyso-
somale Enzyme enthalten. Neutrophile sind befahigt, chemotaktischen Stimuli
folgend, aktiv in inflammatorisches Gewebe auszuwandern?. Sie phagozytieren
kleinere Partikel, allem voran Infektionserreger, nachdem diese gebunden und
erkannt wurden und verdauen diese intrazellular im Phagolysosom. Zudem sind
Neutrophile in der Lage Antigene durch Abgabe des Granulainhalts extrazellular

zu verdauen.

Ob Neutrophile TF exprimieren wird kontrovers diskutiert. Auf der einen Seite
existieren Berichte, dass komplement-aktivierte Neutrophile TF* sind und TF*
Mikropartikel abscheiden®”. Zudem wurde gemutmaRt, dass endothelgebunde-
ne Neutrophile in der Initialphase der Thrombusbildung als Hauptlieferant fur
zirkulierenden TF dienen®®. Weiterhin sollen Neutrophile in verschiedenen

Krankheitsbildern, wie z.B. Sepsis, TF exprimieren®.

Anderen Forschergruppen hingegen war es nicht moglich TF-Aktivitat oder TF-
Protein in Neutrophilen zu detektieren. Andererseits scheint die Interaktion mo-
nozytarer Mikropartikel mit Neutrophilen mdglich, sodass die den Neutrophilen
zugesprochene TF-Aktivitat auf gebundene monozytare Mikropartikel zurlck

gefiihrt werden kénnte™.
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3.4 Rolle der Leukozyten fiir die Entstehung der venosen Thrombose

Dass Leukozyten eine Bedeutung fur die Entstehung der venésen Thrombose
haben wurde schon lange vermutet, da sie in grofder Anzahl in murinen wie

auch humanen venésen Thromben zu finden sind'®""72,

Dabei blieben die molekularen Mechanismen lange Zeit unbekannt. Koellnber-
ger und Steinhart aus der eigenen Forschungsgruppe konnten grundlegende
Mechanismen auf zellularer und molekularer Ebene definieren und somit das
Verstandnis Uber den Zusammenhang zwischen Inflammation und vendser

Thrombose fordern'”.

In intravitalmikroskopischen Untersuchungen war es moglich nachzuweisen,
dass es innerhalb der ersten 6 h nach Induktion einer vendsen Flussverlang-
samung durch partielle Ligatur der Vena cava caudalis und somit Induktion ei-
ner vendsen Stenose zur massiven Rekrutierung myeloider Leukozyten am ak-
tivierten Endothel kommt, sodass nahezu das gesamte Endothel von den Leu-
kozyten bedeckt war'"*". Die Auswertung der Aufnahmen im Hinblick auf die
Leukozytenadhasion und —aggregation ergab, dass initial 84,4 % der rekrutier-
ten Gesamtleukozyten Neutrophile sind. 19,2 % entfallen auf Monozyten. Im
Vergleich dazu kommt es 48 h post Ligatur zu einer Verschiebung der Zellver-
teilung: 33,9 % Monozyten, 66,1 % Neutrophile®’.

Die Entstehung einer Phlebothrombose kann als sterile Inflammation interpre-
tiert werden, einhergehend mit aktiver Leukozytenrekrutierung - initial neutrophi-
le Granulozyten, Monozyten im spateren Verlauf - im Zuge der Thrombuspro-

gression.

3.4.1 Beitrag von Monozyten

Da Hypoxie nicht nur Endothelzellen zu aktivieren vermag, sondern auch Mo-
nozyten'® ist es wahrscheinlich, dass iiber diesen Mechanismus die lokale TF-
Expression hochreguliert wird. Dies wird initial durch die am Stenose-
induzierten aktivierten Endothel rekrutierten Monozyten selbst, zum anderen
durch vermehrt abgeschnirte monozytare Mikropartikel erreicht. Monozyten

und Mikropartikel kdnnen auf diese Weise die Thrombusentstehung fordern. Die
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monozytaren Mikropartikel, die wie die Mutterzelle neben TF auch den Membr-
anrezeptor PSGL-1 auf der Oberflache tragen, kénnen dartber hinaus dazu
beitragen, dass aktivierte Thrombozyten vermehrt an Endothelzellen akkumulie-
ren’. Monozyten kénnen so die Gerinnung (iber den extrinsischen Gerin-

nungsweg anregen.

3.4.2 Beitrag von Neutrophilen

Zwar ist die TF-Konzentration auf Neutrophilen und deren Mikropartikeln sehr
gering, doch tragen Neutrophile auf andere Weise zur Thrombogenese bei:
Durch das Ausschleudern von prokoagulatorischen und prothrombotischen
NETs?*. Weiterhin wurde in in vitro Perfusionsversuchen von Fuchs et al. ge-
zeigt, dass Thrombozyten an NETs adharieren, aktiviert werden und aggregie-
ren’®. Aktivierte Plattchen wiederum entlassen granuldre Proteine, wie z.B. PDI,
das als Aktivator von TF auf den Oberflachen der NETs identifiziert werden

konnte”.

Ein Aspekt des thrombogenen Potentials von Neutrophilen kann also auf die
NETs-abhangige Thrombozytenaggregation und die PDI-vermittelte Aktivierung
des lokal akkumulierten monozytaren TF im Bereich der vendsen Stase zurick
gefuhrt werden. Die NETs bilden hierbei gleichsam eine Plattform, auf deren

Oberflachen die prokoagulatorischen Prozesse stattfinden kdnnen.

Ein weiterer prokoagulatorischer Prozess, der durch NETs induziert wird, ist die
Autoaktivierung von FXII zu FXlla. Dies wird durch die negative Ladung des de-
kondensierten Chromatins auf der Oberflache der NETs getriggert. Auf diese
Weise wird die intrinsische Koagulationskaskade anregt, was bereits in vitro

und in vivo gezeigt werden konnte?*’®.

4. MIKROPARTIKEL

4.1 Definition

Mikropartikel sind heterogene, 100-1000 nm kleine Fragmente mit negativ gela-
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dener, Phosphatidylserin-reicher Oberflache, die von apoptotischen oder akti-
vierten Zellen abgespalten und in die Blutbahn entlassen werden. Da sie von
der Ursprungszelle stammende Membranrezeptoren, cytoplasmatische und
nukleare Molekule tragen, ist es moglich, sie der Mutterzelle aufgrund ihrer cha-

rakteristischen Ausstattung mit Oberflachenmolekiilen zu zuordnen””®.

Tissue factor

. o
o '... ..Oo’tf‘)
o® _go00fioe, "% .
. o o0 e % P-Selektin
Verschiedene ° °
Rezeptoren () /

der Mutterzelle

Cytoplasmatische
Bestandteile der
Mutterzelle

Phosphatidyl-
serin

\ .‘...

Integrine

Abbildung 4: Schematische Darstellung eines Mikropartikels.

4.2 Herkunft und Funktion

Im aktivierten oder apoptotischen Zustand spalten verschiedene Zelltypen Mik-
ropartikel ab. Als Hauptquelle gelten Thrombozyten, auf die rund 80 % des ge-

samten Blut-Mikropartikel-Pools zuriickzufiihren sind”®.

Daneben produzieren Monozyten, Neutrophile und Endothelzellen sowie Eryth-
rozyten und glatte Muskelzellen (smooth muscle cells = SMC) der Gefalkwand

Mikropartikel und entlassen diese in die Blutbahn®®'"82,

Funktionell gesehen kommen den Mikropartikeln vielfaltige Aufgaben zu. Sie
sind befahigt mit verschiedenen Zielzellen zu interagieren, zu fusionieren oder
in selbige aufgenommen zu werden und mediieren so die Zell-Zell-

Kommunikation’”""8,
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Sie sind aber auch an pathologischen Prozessen beteiligt. So ist bereits seit
langerer Zeit bekannt, dass zellulare Mikropartikel thrombogenes Potential auf-
weisen. Die genauen molekularen Mechanismen sind bisher allerdings unvoll-
standig erforscht. Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zum besseren Ver-

standnis der prokoagulatorischen Eigenschaften von Mikropartikeln leisten.

4.3 Thrombogene Mikropartikel

Schon mehrfach wurde ein Zusammenhang zwischen Mikropartikeln und
Thrombose vermutet®®*. Auf molekularer Ebene wird dem Molekiil TF eine
herausragende Bedeutung fur die Thrombogenese zugeschrieben und mehrere
Studien belegen die Existenz von TF* Mikropartikeln®®’. Diese TF* Mikroparti-
kel kdnnen im Bereich vaskularer Lasionen akkumulieren und zur Koagulations-
initiierung beitragen®*®. Dabei stellt sich die grundlegende Frage, ob allen Mik-
ropartikeln thrombogenes Potential zugesprochen werden muss oder ob ihre
prokoagulatorischen Eigenschaften respektive ihre TF-Expression abhangig

von der zellularen Abstammung der Mikropartikel variieren.

4.3.1 Monozytare Mikropartikel

Subpopulationen von Monozyten exprimieren auch im ruhenden Zustand TF,
jedoch ist die TF-Expression bei stimulierte Monozyten wesentlich erhoht®%%4,
Zudem entlassen stimulierte Monozyten vermehrt TF* Mikropartikel in die Blut-
bahn®°. Monozytire Mikropartikel tragen neben TF auch den Membranrezep-
tor PSGL-1 auf der Oberflache, der die Interaktion mit aktivierten Thrombozyten

und Endothelzellen vermittelt’.

4.3.2 Thrombozytare Mikropartikel

Mehrere Studien deuten darauf hin, dass Plattchen selbst keinen TF exprimie-
ren oder nur in sehr geringen Mengen und deshalb thrombozytare Mikropartikel
keinen Beitrag zum TF* Mikropartikelpool leisten®®*®. Wahrscheinlicher ist es,

dass monozytare TF™ Mikropartikel Gber PSGL-1 an das P-Selektin aktivierter
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Plattchen binden und ein positiver Nachweis mdglich wird.

4.3.3 Granulozytare Mikropartikel

Ob Neutrophile TF exprimieren wird kontrovers diskutiert. Auf der einen Seite
existieren Berichte, dass komplement-aktivierte Neutrophile TF" sind und TF*
Mikropartikel abscheiden®’. Andererseits scheint die Interaktion monozytérer
Mikropartikel mit Neutrophilen moglich, sodass - ahnlich den thrombozytaren
Mikropartikeln - die den Neutrophilen zugesprochene TF-Aktivitat auf gebunde-

ne monozytire Mikropartikel zuriick gefiihrt werden kann™,

4.3.4 Endotheliale Mikropartikel

In Hinblick auf die TF-Expression durch Endothelzellen sind ebenfalls wider-
spruchliche Studien zu finden. Zwar ist ein positiver Nachweis von TF auf un-
stimulierten Endothelzellen nicht gelungen, im Zuge bestimmter Krankheiten je-
doch auf aktivierten Endothelien durchaus mdglich. Von aktivierten Endothelzel-

len kdnnen also auch TF* Mikropartikel abstammen®'.

4.4 Bedeutung fiir die Entstehung der venosen Thrombose

Gemeinsam mit den TF prasentierenden Zellen, allen voran Monozyten, tragen
TF* Mikropartikel zu einem erhdhten Blut-TF-Pool bei und spielen eine wichtige
Rolle im Hinblick auf die Thrombusinitierung als auch auf die Thrombuspro-

gression.

4.4.1 Thrombusinitilerung

Im Modell der vendsen Stenose entsteht durch die Verlangsamung des Blut-
flusses eine Veranderung der Scherkrafte sowie eine lokale Hypoxie, was zur
Aktivierung von Endothelzellen fuhrt. Diese exprimieren P-Selektin, woran mo-

nozytare Mikropartikel via PSGL-1 binden kdnnen??°**>"3 TF akkumuliert im
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Bereich des stimulierten Endothels. Desweiteren interagieren Plattchen mit ak-
tivierten Endothelzellen, erfahren ihrerseits eine Aktivierung und schuitten unter
anderem das Enzym PDI aus. Dieses Enzym konnte als Aktivator von TF identi-
fiziert werden, der eine Konformationsanderung des Moleklls verursacht, was
eine Steigerung seiner prokoagulatorischen Eigenschaften zur Folge hat™. TF

kann nun FVII und FVlla binden und die Fibrinbildung initiieren.

4.4.2 Thrombusprogression

Auch das Fortschreiten des Thrombuswachstums kann anteilig den TF* Mikro-
partikeln zugeschrieben werden. Mikropartikel binden und kommunizieren mit
den Plattchen, die den Endotheldefekt bereits bedecken®°°%>%  Somit stellen
sie eine alternative Quelle fur TF dar, welche die Koagulationskaskade restimu-

lieren kann.

5. TISSUE FACTOR

5.1 Definition

TF ist ein 47 kDa groRes transmembrandses Glykoprotein®3. Auch bekannt
als Thrombokinase, Thromboplastin, CD142 oder FlllI findet es sich vorwiegend
auf perivaskularen Zellen, wie Fibroblasten, Perizyten und glatten Muskelzellen,
wo es konstitutiv in aktiver Form exprimiert wird®®*. Erst bei Verletzung der
Endothelschicht kommt TF in Kontakt mit zirkulierendem Blut und ein hamosta-

tisches Koagel entsteht als effektiver Schutz gegen Ubermaligen Blutverlust.

Daneben findet sich der sogenannte zirkulierende TF im Blut, wo er induzierbar

auf aktivierten Zellen, v.a. Monozyten und Endothelzellen, oder konstitutiv ex-

21,63,65,95-97

primiert auf einigen Leukozyten und auf Mikropartikeln zu finden

iSt22,98,99-
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5.2 Funktion — Koagulationskaskade

Dem Molekul TF kommen unterschiedliche Funktionen bei der Signaltransduk-
tion in Zellen zu. Bei physiologischen Prozessen wie der Angiogenese, aber
auch bei pathologischen Vorgangen wie Tumorwachstum und Metastasierung,

konnte seine Beteiligung nachgewiesen werden'%%1%",

Das Augenmerk soll aber den prokoagulatorischen Eigenschaften von TF gel-
ten, der in seiner aktiven Form als Hauptinitiator der Koagulationskaskade fun-

giert2,102-105

Intrinsischer Weg Extrinsischer Weg

e e
——|
(][]

|

Gemeinsamer Weg

—' FXa
———(re}—[=]

| Prothrombin (Fil) |——{ Thrombin (Flla) |

[Firmogen | ——[Firn |
l*— FXllla

| Vernetztes Fibrin | I

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Koagulationskaskade.
Der intrinsische Gerinnungsweg (blau gerahmt) umfasst die Faktoren XIlI, XI, IX und VIII; der extrinsischer
Weg (rot gerahmt) den Gerinnungsfaktor VIl und TF. Beide Wege haben die gleiche Endstrecke, den ge-

meinsamen Weg (griin gerahmt), der in die Fibrinbildung miindet.

Die plasmatische Gerinnung wird in den extrinsischen und den intrinsischen
Weg unterteilt, deren letzte Schritte gleich verlaufen und deshalb als gemein-

samer Weg bezeichnet werden.
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Klassischerweise erfolgt die Aktivierung des extrinsischen Weges durch Kontakt
von TF, der vorwiegend auf Zellen der Media und Adventitia vorkommt, mit im
Blut zirkulierendem FVII. Beide Faktoren komplexieren zum aktiven TF-FVlla-

Komplex, welcher die Aktivierung des FX zu FXa katalysiert.

Startpunkt des intrinsisches Weges der Koagulationskaskade ist die, durch
Kontakt mit negativ geladenen Oberflachen bedingte, autokatalytische Aktivie-
rung von FXIl zu FXlla. Uber die Zwischenschritte der Bildung von FXla und

FIXa mundet auch dieser Weg in der Aktivierung des Zymogens FX zu FXa.

Der gemeinsame Weg, beginnend mit der Entstehung von FXa, gipfelt in der
Bildung von Fibrin. Als sogenannter Prothombinaktivator konvertiert FXa, der
mit seinem Cofaktor FVa komplexiert, Prothrombin zu Thrombin, das seiner-
seits proteolytisch aktiv ist und ldsliches Fibrinogen in Fibrin umwandelt. Die
Quervernetzung der gebildeten Fibrinpolymere wird durch den ebenfalls von
Thrombin aktivierten FXllla katalysiert und fuhrt zur Konsolidierung des Throm-

bus?.

5.3 Regulation der Aktivitat

Die Anwesenheit von TF im GefalRlumen macht Regulationsmechanismen er-
forderlich, die eine spontane Gerinnungsaktivierung unterdriicken. Heute ist be-
kannt, dass TF in zwei funktionell unterschiedlichen Formen vorliegen kann: 1.)
inaktiv, kryptisch, ohne prokoagulatorische Eigenschaften oder 2.) aktiv und

hoch prokoagulatorisch®"7.

Unter physiologischen Bedingungen liegt zirkulierender TF auf Zellen und Mik-
ropartikeln in inaktiver Form vor. Flr die Konversion von der kryptischen in die
aktive Form ist das Enzym PDI verantwortlich”. Wahrend PDI bei intakter Ge-
falBwand intravaskular nicht detektiert werden kann, wird es aus aktivierten
Thrombozyten, im Falle einer Gefallwandverletzung auch aus rupturierten En-

dothel- und SMC-Zellen, lokal in die Blutbahn entlassen”® %8109,
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Abbildung 6: Aktivierung von TF durch PDI.
Die freie Thiolgruppe des inaktiven TF-Proteins (blau, links) wird in einer Isomerisierungsreaktion durch

das Enzym PDI in eine Disulfidbriicke umgewandelt (orange, rechts).

Chemisch gesehen kommt es durch das Enzym PDI zu einer Isomerisierungs-
reaktion, bei der die freien Thiolgruppen der Cysteinreste 186 und 209 zu einer
Disulfidbricke verbunden werden, wodurch sich die Konformation von TF derart

andert, dass die Bindungsstelle fiir FVII frei zuganglich wird”°.

5.4 Rolle fiir die Entstehung der venosen Thrombose

Mehrfach wurde schon vermutet, dass TF die Entstehung einer spontanen ve-
nésen Thrombose auslésen kann''®""". Giesen et al. bewiesen in ex vivo Ver-
suchen, dass zirkulierender TF in aktiver Form im Blut gesunder Spender vor-
kommt, dass dieser TF zur Thrombusbildung beitragt und dass er von Leukozy-
ten abstammt®®. Zudem wurde TF immunhistologisch in humanen vendsen

Thromben nachgewiesen''?1"3,

Auch im Tiermodell der vollstandigen Stase war ein positiver Nachweis fur TF
auf Leukozyten, die am Endothel adharierten oder in den Thrombus eingebaut
wurden und fiir die angrenzenden Endothelzellen méglich?’. Genetisch modifi-
zierte Mause, die nur 1 % der physiologischen TF-Menge exprimieren - soge-
nannte low TF Mause - entwickelten im vendsen Stase- und Stenosemodell
deutlich kleinere und weniger Thromben®*'"*. In einer weiteren Studien redu-
ziert der Einsatz des TF:FVlla-Komplex-Inhibitors die Thrombusbildung in Pri-

maten’®.
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Aus diesen Ergebnissen lasst sich ableiten, dass zirkulierender TF von heraus-
ragender Bedeutung fur die Initiierung und Progression der Thrombusbildung ist
und dass eine TF-Defizienz (low-TF Tiere) bzw. Funktionsverlust (Inhibitorver-

suche) massiv zur Reduktion der Thrombusinzidenz und -gréf3e beitragt.

6. VENOSE THROMBOSE UND TUMORLEIDEN

6.1 Venose Thrombose bei Tumorpatienten

Schon Mitte des 19. Jahrhunderts wurde der Zusammenhang zwischen gestei-
gerter Koagulabilitat und Thrombosebildung bei Tumorpatienten beobachtet.
Dieses von Armand Trousseau 1865 beschriebene Phanomen ist als Trousse-

au Syndrom bekannt'.

Die Mechanismen, die der Tumor-Gerinnungs-Achse zu Grunde liegen sind
zahlreich. Die enge Interrelation zwischen Tumorbiologie, Koagula-tion und In-
flammation stehen deshalb im Mittelpunkt des Interesses. Abweichungen von
den physiologischen Gerinnungsparametern sind bei Tumorpatienten haufig zu
beobachten. Eine veranderte Fibrinbildung oder das vermehrte Auftreten von
Gerinnungsbeiprodukten, wie D-Dimer oder Thrombin-Antithrombin-Komplex,

sind in vielen Fallen zu registrieren’"®.

Tumorzellen tragen auf unterschiedliche Weise zur Aktivierung des hamostati-
schen Systems bei: Durch die Expression von prokoagulativen Proteinen (z.B.
TF und dem sog. Cancer Procoagulant) und Lipiden (anionische Phospholipi-
de), Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen (z.B. TNF-a oder IL-1B) und

durch die Vesikulation von (TF*) Mikro-partikeln'""118.

Heute weill man, dass Tumorpatienten mit einem etwa 6fach hdéheren Risiko an

venodser Thromboembolisation leiden!%12°

und dass TVT die haufigste vaskula-
re Dysfunktion bei Tumorpatienten ist'?'. Symptomatische TVT wirkt sich nach-
gewiesener Malien negativ auf die Lebensqualitat und die Prognose von Tu-
morpatienten aus'?. Es ist davon auszugehen, dass ca. 15 % aller Tumorpati-
enten im Verlauf ihrer Krankheit eine TVT entwickeln®**'?*, Besonders hoch ist

die Inzidenz bei hochgradig malignen Tumoren vom Typ mucinéses Adenokar-
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87,124,125 Das

zinom, v.a. bei Ovarial-, Prostata- und Gastrointestinalkarzinomen
Pancreaskarzinom lasst mit einer Thromboseinzidenz von bis zu 57 % die

starkste Korrelation von Tumorleiden und Thrombose erkennen'?%128,

In vielen Fallen endet die Bildung tiefer venéser Thromben und das Auftreten
von Lungenemboli letal. Damit rangiert die VTE trotz prophylaktischer Gabe von
Antikoagulantien in der Bilanz der haufigsten Todesursachen bei Tumorkranken

direkt hinter dem Grundleiden'?°.

6.2 Mikropartikel bei venoser Thrombose

Dem heutigen Stand der Forschung folgend ist die erhdhte Gerinnungsbereit-
schaft teilweise prokoagulatorischen Mikropartikeln, die von Tumorzellen in die
Blutbahn entlassen werden, zu zuschreiben*'?%"*° TF, von Tumorzellen expri-
miert®" und auf tumordsen Mikropartikeln im Blut von Tumorpatienten nach-

Weisbar1 10,132-134

, gilt als Trager der prokoagulatorischen Aktivitat und es haufen
sich die Belege, dass zirkulierende TF* Mikropartikel mit erhéhter Gerinnungs-

bereitschaft bei Tumorerkrankung eine Rolle spielt.

Beispielsweise zeigten Mikropartikel, gewonnen aus Kkultivierten Brust- und
Pancreaskarzinomzellen, in vitro eine etwa 200fach héhere prokoagulatorische
Aktivitat im Vergleich zu Mikropartikel-freiem Plasma sowie eine doppelt so ho-
he Thrombinbildungsrate, die auf Phosphatidylserin und TF zurlck zu fluhren

war'?,

In einem anderen Versuchsansatz fihrten Plasmamikropartikel von Tumorpati-
enten mit TVT in vitro zu einer deutlich erhohten Mikropartikel-assoziierte TF-

Aktivitat im Vergleich zu Patienten ohne TVT'3*1%°

In einer retrospektiven Studie evaluierten Zwicker et al. die Anzahl und Grole
von TF" Mikropartikeln bei 30 Tumorpatienten mit TVT, 60 ohne TVT und 22
Patienten ohne Tumorleiden aber idiopathischer TVT mit Hilfe der impedanzba-
sierten Durchflusszytometrie. TF* Mikropartikel konnten bei allen Gruppen
nachgewiesen werden, wobei die Werte bei Patienten mit Pancreaskarzinom
(68 %positiv), aber auch anderen bdsartigen Karzinomen, v.a. von Ovar, Brust,

Colorectum (je 50 % positiv), besonders hoch waren. Deutlich geringere Werte
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hatten tumorfreie Patienten. Diese Studie ergab, dass Patienten mit TF* Mikro-
partikeln im Blut 4 mal haufiger an TVT leiden und unter einem 7fach héheren

Risiko im Zuge der Tumorerkrankung TVT zu entwickeln'*,

In einer weiteren retrospektiven Studie von Khorana mit 122 Pancreaskarzi-
nompatienten war die VTE-Rate signifikant erhdht bei jenen Patienten mit hoher

Tumorzell-TF-Expression im Vergleich zu jenen mit niedriger TF-Expression'®.

Es bestehen aber auch gegensatzliche Berichte zur Rolle von Mikropartikel-
assoziiertem TF. Den Untersuchungen von van Dormaal zufolge konnten keine
erhdhten TF-Spiegel bei Tumorpatienten nachgewiesen werden, da der Level
von nicht zellgebundenem TF vergleichbar zu den Kontrollpatienten war. Zu-
dem gab es keinen Unterschied zwischen Tumorpatienten mit VTE und sol-
chen, die keine VTE entwickelten, im Hinblick auf die TF* Mikropartikelanzahl.
Allerdings haben die Mikropartikel bei VTE-Tumorpatienten Tendenz vermehrt
FXa zu bilden, die TF-abhangig war. Auch der Fibringenerationstest war deut-

lich schneller im Plasma von VTE-Patienten™’.
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lll. ZIELSETZUNG

1. STANDARDISIERUNG DES VENOSEN THROMBOSEMODELLS

Das komplexe Modell der murinen vendsen Stenose soll zunachst auf die Pa-
rameter Flussreduktion nach Platzierung der Ligatur und Thrombusgewicht

nach 48 h standardisiert werden.

2. EINFLUSS PROKOAGULATORISCHER TUMOROSER MIKROPARTIKEL AUF DIE

STENOSE-INDUZIERTE TVT

Zwei Typen tumordser Mikropartikel sollen auf ihr prokoagulatorisches Potential
hin untersucht werden. Als Vergleichsgruppe werden physiologischerweise im
Blut vorkommende Blut-Mikropartikel herangezogen, um Ruckschlisse auf die

veranderte Gerinnungsneigung ziehen zu kdénnen.

Zudem sollen, aufbauend auf Vorarbeiten der Arbeitsgruppe, die Mechanismen
der Mikropartikel-induzierten Thrombose in vivo untersucht werden. Verschie-
dene Zellen bzw. spezifische Proteine beeinflussen das Gerinnungsgeschehen
in vivo und es soll im Detail geklart werden, ob diese Faktoren auch bei der Mik-
ropartikel-induzierten Thrombose von Bedeutung sind. Beurteilt werden soll der
Effekt von Mikropartikeln bei Knockout von P-Selektin, GPIb sowie myeloidem
TF. Desweitern wird die Auswirkung von Mikropartikeln bei Depletion von
Thrombozyten bzw. Neutrophilen erprobt. Auch der Einfluss der Blockade des
intrinsischen Gerinnungsweges im Mikropartikel-Setting soll beurteilt werden. In
einem weitern Ansatz wird versucht, den mikropartikularen TF mittels spezifi-

scher Antikorper zu blockieren.

3. BEURTEILUNG DER DYNAMIK DER MIKROPARTIKEL-INDUZIERTEN VENOSEN

THROMBOSE IM STENOSEMODELL

Mittels Ultraschall wird die Entstehungsdynamik vendéser Thromben in zeitlicher
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Abhangigkeit von den Mikropartikelinjektionen untersucht.
Die in vivo Darstellung der Thrombusgestalt vor Versuchsende erfolgt an eini-

gen reprasentativen Tieren beispielhaft mittels CT.
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IV. MATERIAL UND METHODEN

1. VERSUCHSTIERE

Grundlage dieser Arbeit sind in vivo Untersuchungen an der Maus. Die einfache
Haltung, kurze Generationszeiten bei guten Zuchterfolgen, leichtes Handling
und nicht zuletzt die Existenz unterschiedlichster Genotypen machen die Maus
zu einem geeigneten Versuchstier. Die Rolle tumordser Mikropartikel fur die pa-
thologische Thrombogenese wurde, neben dem weit verbreiteten Wildtypstamm

C57Bl/6J, an verschiedenen transgenen Mauslinien untersucht.

1.1 Wildtypstamm C57BI1/6J

Der Mausstamm C57BI/6J ist der fUr Tierversuche an der Maus am haufigsten
verwendete Inzuchtstamm. Zudem stellt er den genetischen Hintergrund vieler

transgener Stamme’?®.

C57Bl/6J Mause liegen den Experimenten zur Mikropartikel-induzierten Throm-
bogenese als native Kontrolltiere zu Grunde. Depletionsversuche zur Untersu-
chung des Einflusses von Neutrophilen und Thrombozyten wurden ebenso an
C57Bl/6d Tieren durchgeflhrt, wie Untersuchungen zur Rolle des mikropartiku-

laren TF und zum Einfluss des intrinsischen Gerinnungsweges (FXII-Inhibtion).

Dieser Stamm dient als Hintergrund der verwendeten genetisch manipulierten

Linien.

1.2 Genetisch manipulierte Stamme

Der kongene Stamm B6.129s7-Selp (tm1Bay)/J sowie die transgenen Stamme
GPIb/IL-4R und TF™™X| ysM Cre kamen im Zuge dieser Arbeit zum Einsatz.

Der Stamm B6.129s7-Selp (tm1Bay)/J (kurz SELP™) zeichnet sich durch einen

Knockout von P-Selektin auf Endothelzellen und auf Thrombozyten aus'®. Die
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Injektion von Blut- und L3.6pl-Mikropartikeln sollte Aufschluss Uber den Effekt
des Adhasionsrezeptors P-Selektin auf die durch tumordse Mikropartikel indu-

zierte Thrombusbildung geben.

Bei Tieren des Stammes GPIb/IL-4R ist die extrazellulare Domane des throm-
bozytaren GPIlb, durch die a-Untereinheit des humanen IL-4-Rezep-tors ersetzt,
wodurch die Interaktion mit vWF, dem Hauptliganden von GPlb,, unterbunden
wird"%"" Verwendung fanden Tiere dieses Stammes zur Beurteilung der Rolle
von GPlby bei der Tumormikropartikel-induzierten TVT. Im Detail sollten die
Auswirkungen einer fehlenden GPIbs-vWF-Interaktion bei GPIbs” Tieren im Zu-

ge der Mikropartikel-assoziierten TVT untersucht werden.

SchlieRlich sollte durch Einsatz von TF"¥"* ysM Cre-positiven (Cre*) Tiere er-
forscht werden, ob ein Mangel an myeloidem TF die Entstehung eines Throm-
bus nach Injektion von Mikropartikeln beeinflusst. Cre-negative (Cre’) Tiere
dienten als Kontrolle. Durch Insertion des Cre-Gens innerhalb des Lysozym M-
Locus myeloider Zellen und flankieren des TF-Gens mit der loxP-Sequenz
kommt es bei der Expression der Cre-Rekombinase zur zellspezifischen Exzisi-

on des gefloxten Gens'*#'%4,

1.3 Tierzucht

Insbesondere im Falle der genetisch manipulierten Mauslinien erfolgte die
Zucht im eigenen Tierstall. Generell lag der Zucht eine bigame Verpaarung zu
Grunde. Ein Bock wurde mit zwei weiblichen Tieren gehalten und nach einem
bestimmten Zeitraum, spatestens nach positiver Trachtigkeitskontrolle, wieder
von den Weibchen getrennt. Fur die Aufzuchtphase von vier Wochen blieben
die Jungtiere beim Muttertier. Danach wurden mannliche und weibliche Ge-
schwister getrennt und die Alttiere konnten erneut der Verpaarung zugefihrt

werden.
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1.4 Tierhaltung

1.4.1 Tierhaltung allgemein

Die Unterbringung der Tiere getrennt nach Stdammen erfolgte in sogenannten
IVCs (individuell ventilierte Kafige) (TECNIPLAST, Hohenpeil3enberg), die leicht
zu reinigen, sterilisierbar, durchsichtig und einzeln bellftbar sind. Die Kafige
entsprachen dem Typ Il mit einer Grundfléche von ca. 820 cm?. Um eine hygi-
enische Abschirmung der Tiere zu gewahrleisten wurden die IVCs mit einer
speziellen Haube verschlossen und Uber ein Beluftungssystem HEPA-gefilterte,
konditionierte Raumluft in die Haltungs- und Zuchtkafige geleitet, wobei eine
stindliche Luftumwalzung von ca. 50-70 Luftwechseln gegeben war. Zudem
wurde Uber das Beluftungssystem das ,Mikroklima“ in den Kafigen kontrolliert
und eine stabile Luftfeuchtigkeit von 50-60 % sowie eine Temperatur von 20-
24° C eingestellt. Der Tag-Nacht-Rhythmus wurde durch einen zwdlfstindigen
Hell-Dunkel-Rhythmus geregelt, bei dem wahrend der Hell-Phase 50-100 Lux

erreicht wurden.

Da Mause sozial lebende Tiere sind, wurden sie stets in Gruppen von 2-6 Tie-

ren gehalten. Nur unvertragliche Zuchtbdcke saRRen in Einzelkafigen'.

Ausgestattet waren die Haltungs- und Zuchtkafige mit einem speziellen Weich-
holzgranulat als Einstreu (LIGNOCEL® BK 8-15, J. Rettenmaier & Séhne, Ro-
senberg), welches besonders weich und saugfahig ist und deshalb nur einmal
in der Woche gewechselt werden musste. Desweiteren fand sich in jedem Ka-
fig ein autoklavierbares, rotes Plastikhauschen (Mouse House, TECNIPLAST,
HohenpeilRenberg) sowie sterilisierter Zellstoff, um den Tiere die Mdglichkeit
zum Ausleben ihres natlrlichen Spiel- und Nestbautriebes zu geben und das

Wohlbefinden zu steigern.

Allen Tieren stand pelletiertes, artgerechtes Futter (#1320 Ratte/Maus Hal-
tungsdiat, Altromin, Lage) und sterilisiertes Leitungswasser ad libitum zur Ver-

fugung.

Das vorliegende Tierversuchsvorhaben wurde von der Regierung von

Oberbayern gemal’ § 8 des Deutschen Tierschutzgesetzes genehmigt (Akten-
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zeichen: 55.2-1-54-2531-144-08 und 55.2-1-54-2531-145-12).

1.4.2 Tierhaltung im 48 h Versuch

Grundlage dieser Arbeit ist die Durchfihrung chronischer Tierversuche, bei de-
nen die Tiere wieder aus der Narkose erwachten und fur weitere 48 h Uberleb-
ten. Die Haltungsbedingungen wichen wahrend des Versuchs von der allge-

meinen Tierhaltung ab.

Bereits 30 min vor Antagonisierung der Narkose erhielten die Tiere eine erste
Injektion a 30 ug Buprenorphin (Temgesic, Reckitt Benckiser, Hull, UK) sub-
kutan. Dieses halbsynthetische Opioid sollte, zweimalig im Abstand von 12 h

appliziert, eine effektive postoperative Analgesie gewahrleisten.

Sobald die Tiere aus der Narkose erwachten, wurden sie einzeln sitzend in Ka-
figen (Typ Il, TECNIPLAST, Hohenpeildenberg) gehalten. Um die Staubbelas-
tung zu reduzieren und die Forscher vor moglichen Allergenen zu schitzen,
wurde die Einstreu entfernt und die Kafige mit Tlichern (Wypall, Kimberly-Clark,
Koblenz) ausgelegt. Kosmetiktlicher (Kleenex, Kimberly-Clark, Koblenz) dienten
den Tieren als Nestbau- und Spielmaterial. Mit dem Ziel, die Mause mdglichst
stressfrei und abgeschirmt von akustischen, optischen und olfaktorischen Rei-
zen unterzubringen, wurden sie in einem speziellen, bellfteten Tierhaltungs-
schrank (Ventilated Cabinet, TECNIPLAST, Hohenpeildenberg) gehalten. Das
Ventilated Cabinet bot zudem den Vorteil, dass die Mause durch die rote, fur
die Tiere undurchsichtige Plexiglasscheibe, jederzeit in Augenschein genom-
men werden konnten ohne die Einzelkafige zu bewegen und die Tiere zusatz-

lich zu stressen.

Zur Uberwachung des Allgemeinbefindens wahrend des 48 h-Versuchs wurden
die Tiere regelmallig im Hinblick auf ihren Habitus und das Verhalten, auf Nah-
rungsaufnahme, Kot- und Urinabsatz sowie die Bewegungsaktivitat untersucht.
Die Befunde wurden schriftlich dokumentiert und das Allgemeinbefinden mit Hil-
fe eines Scoresystems beurteilt. Als Abbruchkriterium fir den Versuch, der die
Euthanasie des Tieres zur Folge hatte, galt ein einmaliger Score von 2 in einem

der genannten Kontrollkategorien oder dreimal hintereinander der Score von 1.
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2. MIKROPARTIKEL

2.1 Zellularer Ursprung

In der vorliegenden Arbeit kamen verschiedene Typen von Mikropartikeln zum
Einsatz, deren Einfluss auf die Phlebothrombogenese bei lokal verringerter
Blutflussgeschwindigkeit eruiert werden sollte: Blut-, FG- und L3.6pl-
Mikropartikel. Wahrend Blut-Mikropartikel physiologischerweise im Blut nach-
weisbar sind, stammen FG- und L3.6pl-Mikropartikel von tumorésen Zelllinien
ab.

2.1.1 Blut-Mikropartikel

Mikropartikel sind im Blut eines jeden Individuums nachweisbar, da sie von ak-
tivierten oder apoptotischen Zellen abgeschnirt und in die Vaskulatur entlassen
werden (Abs. 4.2). Dementsprechend erfolgt die Gewinnung aus dem Vollblut

von humanen, gesunden Spendern.

2.1.2 Tumorose Mikropartikel

Die beiden Typen tumordser Mikropartikel, die in dieser Arbeit auf ihr prokoagu-
latorisches Potential hin untersucht wurden, stammen von der selben pancre-
askarzinomatdsen Zelllinie ab, unterschieden sich aber wesentlich in ihrer Ka-

pazitat Metastasen zu bilden.

2.1.2.1 FG-Mikropartikel

Bereits 1980 etablierten Morgan et al. humane Pancreaskarzinomzellen, welche
aus einer Metastase des axillaren Lymphknotens gewonnen wurden, fur die
Zellkultur. Die Zelllinie erhielt den Namen COLO 357'*°. Tumorzellen einer
schnell wachsenden Variante (fast growing = FG) dieser COLO 357 Linie
zeichnen sich zwar durch schnelles Wachstum aus, ihre Metastasierungsnei-

gung ist hingegen gering.
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2.1.2.2 L3.6pl-Mikropartikel

Um ausgehend von dieser schnell wachsenden Zelllinie Tumorzellen mit hoher
Metastasierungskapazitat zu erzeugen, wurden FG-Zellen von der Forschungs-
gruppe um Vezeridis in die Milz von Nacktmausen injiziert. Diese Mause bilde-
ten Lebermetastasen, deren Zellen geerntet, in der Zellkultur etabliert und als

L3.3 designiert wurden™’.

Im Weiteren wurde die Metastasierungsneigung der L3.3 Zellen in folgenden
Passagen deutlich erhdht. Zu diesem Zweck wurden Tumorzellen der L3.3 Linie
orthotop in das Pancreas von Nacktmausen oder in das Milzparenchym injiziert.
Lebermetastasen wurden geerntet und in Zellkultur etabliert. Nach 2-3 Passa-
gen in vitro konnten die Zellen, nunmehr L3.4pl (pancreas — liver; im Falle der
intrapancreatischen Injektion mit folgender Lebermetastase) bzw. L3.4sl
(spleen-liver; im Falle der Milzinokulation) erneut fir die in vivo Injektion bereitet
werden. Der gesamte Zyklus wurde zwei weitere Male wiederholt, bis schlief3-
lich L3.6pl bzw. L3.6sl Zellen vorlagen. Diese zeichnen sich durch schnelles

Wachstum und hohe Metastasierungseigenschaften aus'.

Bruns et al. konnten im Vergleich von FG-, L3.6pl- und L3.6sl-Zellen, die erneut
in die Milz oder das Pancreas von Nacktmausen inokuliert wurden nachweisen,
dass L3.6pl-Zellen die grofdte Metastasierungsrate aufweisen. In vitro proliferie-
ren L3.6pl-Zellen schneller als L3.6sl- und als FG-Zellen und verfligen uber eine

hohere Zellmotilitat™8,

2.2 Isolierung

2.2.1 Isolationsprotokoll Blut-Mikropartikel

Frisch enthommenes Vollblut gesunder humaner Spender wurde bei Raumtem-
peratur fur 15 min bei 160 g ohne Bremse zentrifugiert. Nach zwei weiteren
Zentrifugationsschritten des Mikropartikel-haltigen Plasmas bei 855 g fir 20 min
ohne Bremse konnte der Uberstand, das zellfreie Plasma, zu je 1000 pl in Ep-
pendorf Rohrchen aliquotiert werden. Die Mikropartikel wurden durch erneutes,
zweimaliges Zentrifugieren bei 17740 g fir 30 min ohne Bremse pelletiert. Der

Uberstand wurde alsdann verworfen und die Mikropartikel in PBS (Phosphat
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buffered saline) resuspendiert um eine Proteinbestimmung nach Lowry durch
zu fihren. Entsprechend dem Ergebnis der Proteinbestimmung wurden die Mik-

ropartikelsuspensionen zu Portionen a 150 ug Protein vereinigt.

Eine Lagerung in Puffer bei 8° C war fur ca. eine Woche maoglich. Vor der An-
wendung in vivo erfolgte ein letzter Zentrifugationsschritt bei 17740 g fur 30
min, um das Mikropartikelpellet anschlieRend in 200 pl steriler Na-

triumchloridlésung (NaCl) zu resuspendieren.

2.2.2 Isolationsprotkoll tumoroser Mikropartikel

Nach Entnahme des Mediums aus den Zellkulturflaschen und verbringen in 50
ml Falcons konnte es in zwei aufeinander folgenden Schritten bei 1430 x g fur
20 min bei Raumtemperatur zentrifugiert werden. Die zellfreie Losung wurde zu
je 1000 ul in Eppendorf Roéhrchen aliquotiert. Diese wurden zweimal zentrifu-
giert: 30 min bei 17740 x g ohne Bremse. Nach Verwerfen des Uberstands er-
folgte die systematische Vereinigung der Pellets in PBS mit anschlieRender
Proteinbestimmung nach Lowry. Lagerung und Aufbereitung flr die i.v. Injektion

folgten dem Protokoll der Blut-Mikropartikel.

2.3 Markieren von Mikropartikeln

2.3.1 DCF

Um Mikropartikel in den immunhistologischen Schnitten von anderen Strukturen
differenzieren zu kénnen wurden sie vor der Applikation mit DCF, einem grin

fluoreszierenden Farbstoff, markiert.
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Cl

Abbildung 7: Strukturformel von DCF.

DCF (5-(and-6)-carboxy-2',7'-dichlorofluorescein diacetat) per se ist zunachst
farblos und diffundiert passiv in die Zellen / Mikropartikel. Die grine Fluores-
zenz (Emissionsmaximum 530 nm) resultiert aus der Deacetylierung durch int-

razelluldre / intramikropartikuldre Esterasen’*®.

Zur Markierung der Mikropartikel wurde das in 1000 yl PBS aufgenommene
Pellet bei Raumtemperatur lichtgeschutzt fur 2 min mit 5 ul einer 4,48 mM DCF-
Ldsung inkubiert. Der Inkubation folgte ein Waschschritt mit PBS, die abschlie-
Rende Zentrifugation bei 17440 x g fir 30 min und schliel3lich die Resuspendie-

rung in steriler NaCl zur in vivo Anwendung.

2.3.2 anti-TF Antikorper

Die Blockade des mikropartikularen TF sollte Aufschluss Uber die Rolle dieses

Proteins fur die Thrombogenese geben.

Zu diesem Zweck wurde das Mikropartikelpellet in 100 pl PBS resuspendiert
und mit dem Antikérper (PE mouse anti-human CD142, BD Pharmingen, Hei-
delberg) in einer Konzentration von 45 pg / 150 ug Protein vermischt. Nach ein-
stiindiger Inkubation bei Raumtemperatur und zweimaligem Waschen mit PBS,
wobei die Zentrifugation bei 17440 x g fur 30 min erfolgte, konnte das Pellet tro-

cken gelagert oder gleich in sterile NaCl aufgenommen werden.
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2.3.3 anti-TF-Isotyp

Die Behandlung der Mikropartikel mit dem anti-TF-Isotyp (Purified mouse 1gG1
kappa Isotype Control, BD Pharmingen, Heidelberg) folgte dem gleichen Re-
gime wie die Behandlung mit anti-TF-Antikdrper. Die Konzentration des Isotyps

betrug ebenfalls 45 ug / 150 ug Protein

2.4 Mikropartikelinjektion

Uber die Vena coccygea lateralis erhielten die Mause im Abstand von 6 h und
18 h nach der Ligatur jeweils eine Portion Mikropartikel zu 150 ug suspendiert
in 200 pl NaCl.

OP 1. Injektion 2. Injektion Entnahme
| | L 4'
| | |

Oh 6h 18 h 48 h

Abbildung 8: Zeitlicher Verlauf des chronischen Versuchs.

Zur Schwanzveneninjektion wurde die Maus in einen Restrainer (Broome HAR-
52-04, Féhr Medical Instruments GmbH), einer Fixationsvorrichtung, die freien

Zugang zum Schwanz ermdglicht, verbracht.

An der Schwanzbasis wurde das Blut zwischen Zeige- und Mittelfinger gestaut.
Einen hyperamisierenden Effekt sollte ein mit warmem Wasser geflllter, auf
den Schwanz aufgelegter Handschuh haben. Vor dem Einstich wurde die Haut
mit Octeniderm (Schilke & Mayr GmbH, Norderstedt) desinfiziert.

Die Mikropartikelsuspension wurde dabei Uber einen Katheter i.v. als Bolus ap-
pliziert. Dieser bestand aus einem ca. 15 cm langen Polyethenschlauch (Portex,
Polythene Tubing, 0,28 mm ID 0,61 mm OD, Smiths Medical International,
Hythe, USA) mit aufgesetzter 30 G Kanule (30 G, BD Microlance, Becton Di-

ckinson Labware, Franklin Lakes, USA), an die eine 1 ml Spritze (B. Braun,
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Melsungen) angeschlossen war. Am vorderen Ende des Katheterschlauchs war
die Nadel einer 30 G Kanlile eingefuhrt, die in die geweitete Vena coccygea la-

teralis eingestochen wurde.

3. OPERATIONSVERFAHREN

3.1 Narkose

3.1.1 Narkotisierung

Mit dem Ziel die Stressbelastung bei der Applikation des Injektionsnarkotikums
sowie das Verletzungsrisiko fur das Tier so gering wie moglich zu halten, wurde
die Narkose mit Isofluran (Forene 100 %, Abbot, Wiesbaden) eingeleitet. In ei-
ner Narkosekammer aus Plexiglas, welche direkt an den Isofluranverdampfer
angeschlossen werden konnte, inhalierten die Tiere ein 3 %iges Isofluran-
Sauerstoffgemisch. Sobald die Stellreflexe erloschen wurde die Maus aus der
Kammer entnommen und in der kurzen Rekonvaleszenzzeit die Tripelnarkose
intraperitoneal (i.p.) appliziert. Anschlie3end verblieben die Tiere, geschitzt vor
optischen und akustischen Reizen, in einer Einschlafbox, bis auch der Zwi-

schenzehenreflex erloschen war.

Die eigentliche Operation zur Stenosierung der Vena cava caudalis erfolgte un-
ter Allgemeinanasthesie, einem reversiblen Zustand der Bewusstlosigkeit /

Hypnose, Immobilisation / Relaxation und Schmerzausschaltung / Analgesie.

Durch die Applikation von Injektionsnarkotika sollten die Tiere in das chirurgi-
sche Toleranzstadium gebracht werden. Zur Anwendung kam eine Kombination
der Wirkstoffe Medetomidin (Dorbene vet 1 mg/ml, Pfizer GmbH, Karlsruhe),
Fentanyl (Fentanyl 0,5 mg Rotexmedica GmbH, Trittau) und Midazolam (Mida-

zolam-hameln 5 mg/ml, Hameln Pharmaceuticals GmbH, Hameln).

Medetomidin, ein sedativ-hypnotisches Analgetikum, gehoért zur Wirkstoffklas-
se der az-Agonisten. Neben seiner muskelrelaxierenden Wirkung hat Mede-
tomidin sowohl viszeral als auch peripher analgetische Eigenschaften. Aller-
dings wirkt Medetomidin depressiv auf das Herzkreislaufsystem. Unerwinschte

Nebenwirkungen sind vor allem Hypotension, Bradycardie, Atemdepression und
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Hypothermie.

Fentanyl, ein synthetisches Opioid, findet aufgrund seiner potenten Schmerz-

hemmung Einsatz. Als Nebenwirkung ist eine Katatonie mdglich.

Midazolam reiht sich in die Gruppe der GABAergen Benzodiazepine. Es wirkt

sedierend und hat muskelrelaxierende und antikonvulsive Effekte’°.

Da keines dieser Pharmaka alleine alle Kriterien der Allgemeinanasthesie
(Hypnose, Analgesie und Relaxation) erfullt, kamen sie kombiniert zum Einsatz.
Vorteil dieser Tripelnarkose ist die vollstandige Antagonisierbarkeit. Zudem
sinkt das Risiko fir Nebenwirkungen, da die Nutzung der additiven Effekte eine

Reduktion der Einzeldosis jedes Pharmakons erlaubt.

Die Versuchstiere erhielten eine Mischung aus 0,5 mg/kg Medetomidin, 0,05
mg/kg Fentanyl und 5,0 mg/kg Midazolam, verdinnt mit steriler NaCl (Isotoni-
sche Kochsalzlésung, Fresenius, Bad Homburg v.d.H.) auf 0,35 ml Gesamtvo-
lumen, die i.p. appliziert wurde. Erfahrungsgemal gelangten die Tiere nach 10-

20 min in das gewulnschte chirurgische Toleranzstadium I112.

FUr die nicht invasiven und schmerzlosen Untersuchungsverfahren Sonogra-
phie und Computertomographie wurden die Tiere lediglich mit einem 2 %igen

Isofluran-Sauerstoffmischung anasthesiert.

Wirkstoff Handelsname | Konzentration | Dosierung | Gabe

Medetomidin Dorbene vet. 1 mg/ml 0,5 mg/kg i.p.

Fentanyl Fentanyl 0,5 mg 0,5 mg/ml 0,05 mg/kg i.p.

Midazolam Midazolam- 5 mg/ml 5,0 mg/kg i.p.
hameln

Tabelle 1: Dosierung der vollstandig antagonisierbaren Narkose bei der Maus.

3.1.2 Antagonisierung der Narkose

Der weitaus groRte Teil der Versuchstiere wurde nach erfolgreichem Beenden

der Operation aus der Narkose erweckt, um nach weiteren 48 h den Grad der
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Thrombusprogression untersuchen zu koénnen. Fur die Antagonisierung der
Narkose bediente man sich einer Kombination der Wirkstoffe Naloxon (Na-
loxon-hameln 0,4 mg/ml, hameln Pharmaplus, Hameln), Atipamizol (Antisedan,
Pfizer, Karlsruhe) und Flumazenil (Flumazenil Inresa 0,5 mg i.v., Inresa Arz-

neimittel GmbH, Freiburg).

Naloxon ist ein reiner, hochselektiver Opioidantagonist, der Fentanylmolekile

kompetitiv von den p-Rezeptoren verdrangt und somit dessen Wirkung aufhebt.

Atipamizol wirkt an a,-Adrenorezeptoren und ist der Antagonist fur Medetomi-

din, der zentralnervos dessen Wirkung kompetitiv hemmt.

Flumazenil findet Einsatz als Benzodiazepin-Antagonist, der ebenfalls auf zent-

raler Ebene die Effekte von Midazolam aufhebt'°.

2,5 mg/kg Atipamezol, 1,2 mg/kg Naloxon und 0,5 mg/kg Flumazenil wurden
subkutan injiziert. Nach 5-10 min erwachten die Tiere und konnten in die vorbe-

reiteten Kafige Uberflhrt werden.

Wirkstoff Handelsname | Konzentration | Dosierung | Gabe
Naloxon Naloxon-hameln 0,4 mg/ml 1,2 mg/kg i.p.
Atipamizol Antisedan 5 mg/ml 2,5 mg/kg i.p.
Flumazenil | Flumazenil Inresa 0,1 mg/ml 0,5 mg/kg i.p.
0,5mgi.v.

Tabelle 2: Dosierung der Antagonisten zur vollstandig antagonisierbaren Narkose bei der Maus.

3.2 Vorbereitung des Operationsfeldes in der Linea alba

Gerade bei Operationen, die mit Eréffnung von Korperhdhlen einher gehen, ist
sauberes und grundliches Arbeiten die Voraussetzung daflr, dass die Tiere,

welche postoperativ erwachen, nicht an Infektionen erkranken.

Deshalb wurde der Arbeitsplatz vor jeder Operation mit zur Flachendesinfektion
zugelassenem Spruhalkohol (Pursept-A, Merz Hygiene GmbH, Frankfurt am

Main) desinfiziert. Auch das Operationsbesteck wurde direkt vor Operationsbe-
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ginn erneut gereinigt.

Die Vorbereitung der narkotisierten Versuchstiere begann nach dem Erfassen
des Korpergewichts mit der Rasur der Bauch- bzw. Halsregion (Ermila Magnum
Handy, Wahl, Unterkirnach). Anschlieend wurde das Operationsfeld unter
Verwendung von Enthaarungscreme (Veet, Reckitt Benckiser, Mannheim) ent-
haart. Darauf folgte die Hautdesinfektion mittels Sprihalkohol (Cutasept F, Bo-
de Chemie, Hamburg).

Sobald der OP-Bereich vorbereitet war, wurde Augensalbe (Bepanthen Augen-
und Nasensalbe, Bayer, Leverkusen) aufgetragen und das Tier schlieBlich mit
Klebeband (Transpore 3M, Health Care, Neuss) in Rickenlage auf der Warme-
platte (Intraoperatives Tierbewarmungssystem IOW-3704, Féhr Medical Instru-
ments GmbH, Seeheim-Ober Beerbach), welche die Kérpertemperatur wahrend
der gesamten Versuchsdauer zwischen 36-39° C stabil hielt, unter dem Stere-
omikroskop (Stemi-2000, Fa. Zeiss, Jena) fixiert. Die Nase befand sich dabei in
einer Kopfkammer, sodass eine kontinuierliche Versorgung mit Sauerstoff si-
chergestellt war. Zusatzlich konnte bei Bedarf Isofluran zugemischt werden. Zur
Ausleuchtung des Operationsfeldes kam eine Kaltlicht-Schwanenhalslampe
(Schott-Kaltlichtquelle KL200 und Schwanenhals-Lichtleiter, Zeiss, Goéttingen)
zum Einsatz. Unmittelbar vor dem chirurgischen Eingriff wurde der OP-Bereich
nochmals mit Sprihalkohol (Cutasept F, Bode Chemie, Hamburg) entfettet und

desinfiziert.

3.3 Jugulariskatheter

Vor allem zur wiederholten Applikation von Fluoreszenzfarbstoffen wahrend der
Intravitalmikroskopie, aber auch zur sicheren Injektion gréRerer Volumina, von
Zellen und Antikérpern, ist ein permanenter vendser Zugang von Vorteil. Ein
geeignetes Gefald zur Katheterisierung ist aufgrund der leichten Zuganglichkeit

die Vena jugularis.

Die Katheterisierung erfolgte unter Allgemeinanasthesie (Abs. 3.1.1). Sobald
das Tier ausreichend tief in Narkose lag konnte die ventrale Halsregion wie

oben beschrieben rasiert und enthaart werden. Ist das Tier in Rickenlage fixiert
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wurde die Haut mit Alkohol entfettet und desinfiziert. Um den Zugang zur Vena
jugularis zu erleichtern wurde eine 1 ml Spritze (B. Braun, Melsungen) in den

Nacken geschoben, sodass der Hals gestreckt war.

Der Hautschnitt erstreckte sich von caudal des Angulus mandibulae bis cranial
des Sternums und verlief rechts paramedian. Die nun sichtbare Speicheldrise
(Glandula mandibularis) wurde behutsam caudal an der Apex ergriffen, stumpf
freiprapariert und nach rostral verlagert. Die Vena jugularis dextra stellte sich
dar und wurde ebenfalls durch stumpfe Praparation vom umgebenden Binde-
und Fettgewebe getrennt. Ein erster Faden (Prolene Polypropylen, 7-0 metric,
Ethicon, Norderstedt), welcher als Haltefaden fungiert, wurde caudal der vorge-
lagerten Glandula mandibularis vorgelegt, geknotet, mit einer Moskitoklemme
ergriffen und das Gefal® durch Zug rostral gestreckt. Jetzt spannte sich die Ve-

na jugularis zeltférmig auf, was die weitere Praparation wesentlich erleichterte.

Im Weiteren legte man drei Faden vor: Den Fixierfaden flr den Katheter mit ei-
ner doppelten Ligatur moglichst weit caudal, einen zweiten Faden, welcher spa-
ter die Inzisur verengen sollte cranial davon und einen dritten Faden, der den
Zufluss aus den Seitenasten der Vena jugularis unterbinden sollte. Die beiden

letzteren Faden wurden mit einer einfachen Ligatur vorgelegt.

Der Katheter, bestehend aus einem Polyethenschlauch (Portex, Polythene Tu-
bing, 0,28 mm ID 0,61 mm OD, Smiths Medical International, Hythe, USA), ei-
nem Dreiwegehahn (Discofix C, B.Braun, Melsungen) und einer 2 ml Spritze (B.
Braun, Melsungen), welche mit steriler NaCl gefillt war, wurde spannungsfrei
neben der Maus platziert. Um den Katheter in das Gefal} einfuhren zu kénnen
wurde die Gefallwand nun vorsichtig ergriffen und mit Hilfe einer feinen Feder-
schere inzidiert. Durch diese Inzisur wurde der Katheter in das Gefald einge-
fuhrt, die doppelt vorgelegte Ligatur zugezogen, um den Katheter in seiner Lage
zu fixieren und anschlieRend die anderen beiden Ligaturen angezogen. Zusatz-
lich fixierte man den Katheter mittels Klebeband an der Kopfkammer. Ob der
Katheter in Position lag wurde durch Spulung mit steriler NaCl geprift. Um ein
Austrocknen des Gewebes zu verhindern wurde es mit steriler NaCl benetzt

und das Wundgebiet mit Parafilm (Pechiney, Chicago, USA) abgedeckt.
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3.4 Venose Stenose

3.4.1 Ligatur der Vena cava caudalis

Die Induktion einer vendsen Stenose durch partielle Ligatur der Vena cava cau-
dalis wurde am narkotisierten und fur den chirurgischen Eingriff vorbereiteten

Tier in Ruckenlage durchgefuhrt.

Der Hautschnitt erstreckte sich von ca. 0,5 cm caudal des Xiphoids bis zum
Nabel. Flr die Durchfuhrung der Intravitalmikroskopie wurde der Bauch vom
Xiphoid bis zur Beckenregion eroffnet. AnschlieRend wurden die Bauchmusku-

latur und das Peritoneum in der Linea alba durchtrennt.

Auf einen linksseitig des Tieres positionierten Histocage (Tissue-Loc Cassettes,
Richard-Allan Scientific, Kalamazoo, USA) wurde ein Stick angefeuchtete, ste-
rile Gaze (Gazin Mullkompresse, Lohmann & Rauscher, Rengsdorf) gelegt. Un-
ter zu Hilfenahme von mit steriler NaCl angefeuchteten Tupfern (Wattestabchen
Bel premium, CMC Consumer Medical Care GmbH, Sontheim / Brenz) wurde
das Darmkonvolut schonend extrakorporal auf die Gaze gelagert, in diese ein-
gehullt und durch regelmaliges Befeuchten mit steriler, angewarmter Kochsalz-
|I6sung vor dem Austrocknen geschutzt. Der Blick auf die ventral der Wirbelsau-

le verlaufenden Vena cava und die abdominale Aorta war nun frei.

Direkt caudal der Mundung der Vena renalis sinistra wurde das umgebende
Binde- und Fettgewebe vorsichtig stumpf von der Vena cava geldst und die Ve-
ne mit einer gebogenen Pinzette untertunnelt, wobei hdchste Vorsicht beim
Trennen von Vena cava caudalis von der unmittelbar anliegenden Aorta abdo-
minalis geboten war. Dann konnte der Bindfaden (Premilene Polypropylen, 8/0,
B. Braun, Melsungen) mit einer doppelten Ligatur vorgelegt werden. Ein feiner
Draht (Fuhrungsdraht eines humanen Herzkatheters), der als Platzhalter dient,
wurde zwischen Vene und Ligatur positioniert, die Ligatur angezogen und ein
Sicherungsknoten darauf gesetzt. Nach Entfernen des Platzhalter blieb so ein

gewisses Restlumen und somit Restfluss erhalten.

Nach erfolgreicher Ligatur der Vena cava bzw. nach den intravitalmikroskopi-
schen Aufnahmen wurde der Darm zurlck in die Bauchhohle verlagert und die

Wunde verschlossen (Prolene Polypropylen, 7-0 metric, Ethicon, Norderstedt).
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Mittel der Wahl war die fortlaufende Diagonalnaht (Kirschner Naht) zum Ver-

schluss von Peritoneum und Muskulatur, wohingegen die Haut mit Kopfheften

adaptiert wurde.

Abbildung 9: OP-Schritte zur Stenosierung der Vena cava caudalis.
1. Enthaartes und desinfiziertes Operationsfeld; 2. Medianer Hautschnitt mit Eréffnung der Bauchhohle in
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der Linea alba; 3. Darmkonvolut extrakorporal gelagert; 4. Aufsicht auf die Vena cava caudalis (blauer
Pfleil); 5. Vena cava caudalis caudal der Vena renalis sinistra (gelber Pfeil) untertunnelt, Faden (weilker
Pfeil) fir die Ligatur vorgelegt; 6. Doppelter Knoten vorgelegt; 7. Platzhalter (schwarzer Pfeil) zwischen
Faden und Vene platziert; 8. Knoten angezogen; 9. Platzhalter entfernt; 10. Naht von Peritoneum und

Muskulatur fortlaufend; 11. Hautnaht mit Knopfheften.

3.4.2 Sham-Operation

Die Sham-Operation an Wildtyptieren mit folgender Mikropartikelinjektion wurde
durchgehfuhrt, um den Beweis zu erbringen, dass nicht die Manipulation von
Gewebe und Vene und dabei eventuell entstehende Lasionen sowie die Appli-
kation tumordser Mikropartikel per se die Thrombusbildung induziert, sondern

die Flussreduktion essentiell fir die Thromboseinitiierung ist.

Im Falle der Sham-Operation wurde die oben genannte Operationsmethode bis
zum Schritt der Untertunnelung der Vena cava caudalis und dem platzieren des
Bindfadens identisch durchgeflhrt. Der Bindfaden wurde dann allerdings nur
soweit angezogen, dass er sich der Adventitia direkt anschmiegte, das Gefal}

aber nicht einengte.

Abbildung 10: OP-Schritte der Sham-Operation.
1. Vena cava untertunnelt und Faden (weilBer Pfeil) mit doppeltem Knoten vorgelegt; 2. Ligatur gelegt, so-

dass Vena cava nur geringgradig eingeschnurt wird.

3.5 Entnhahme der Vena cava caudalis

Im chronischen Versuch wurden die erneut narkotisierten Tiere 48 h nach Ste-

nosierung der Vena cava euthanasiert, um das Gefald auf Entstehung eines ve-
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ndsen Thrombus makroskopisch untersuchen zu kdnnen. Hatte sich ein
Thrombus gebildet, konnte dieser entnommen, gewogen und fur die weitere his-

tologische Untersuchung aufbereitet werden.

3.5.1 Entnahmetechnik

Parallel zur bereits vorhandenen Nahtlinien wurde die Haut des narkotisierten
Tieres sowie Muskulatur und Peritoneum mit einer spitzen Schere durchtrennt
und der Darm mit zwei angefeuchteten Wattestabchen extrakorporal verlagert.
Im Aufblick auf die Vena cava caudalis liel® sich makroskopisch beurteilt, ob
sich ein Thrombus entwickelt hatte. Im weiteren Vorgehen befeuchtete man die
Haut Uber dem Brustkorb mit Sprihalkohol und durchtrennte sie Uber dem
Sternum. Anschliel3end inzidierte man die Vena cava cranial der Ligaturstelle,
sodass das Blut bei dem folgenden Spulvorgang aus der Zirkulation austreten
konnte. Eine 5 ml Spritze (B. Braun, Melsungen) mit steriler NaCl wurde senk-
recht im zweiten Interkostalraum fur die intrakardiale Punktion eingefthrt. War
nach leichter Aspiration Blut im Konus sichtbar spllte man das Gefallsystem
mit dem gesamten Volumen von 5 ml. Sobald das Tier entblutet war, konnte die
Vene mit der Aorta abdominalis stumpf vom umgebenden Gewebe separiert
werden. Um eine Dislokation des Thrombus bei der weiteren Behandlung zu
verhindern, wurde eine Ligatur (Prolene Polypropylen, 7-0 metric, Ethicon, Nor-
derstedt) in Hohe der Zuflusse der Venae iliacae gelegt. Im Folgenden konnte
die Vene mit der Federschere vollstandig vom umgebenden Gewebe abge-

trennt werden.




IV. Material und Methoden 50

\ .. " |
o 9 1
- .
.. -
i} i
: 1
® ™
o ,
A n 5
By
i B sy
3 ﬂ " R
X A
y b

Abbildung 11: OP-Schritte zur Entnahme der Vena cava caudalis.

1. Paramediane Eréffnung der Bauchhohle; 2. Darmkonvolut extrakorporal gelagert; 3. Aufsicht auf die
thrombosierte Vena cava (weilter Pfeil = kraniale Ligatur); 4. Faden fiir die kaudale Ligatur (blauer Pfeil)

vorgelegt; 5. Kaudale Ligatur angezogen; 6. Thrombus entnommen.

3.5.2 Gewichtsbestimmung

48 h nach Ligatur wurden die Tiere nach oben beschriebenem Regime (Abs.
3.5.1) entblutet, das Gefald entnommen und gewogen. Um sich bei der Auswer-
tung objektiv auf das Thrombusnettogewicht beziehen zu kénnen, wurde eine
Versuchsgruppe mit n = 7 C57BIl/6J Tieren herangezogen, um das Leergewicht
der Vena cava caudalis zu bestimmen. Dabei wurden die Tiere direkt nach der
Stenoseoperation entblutet, die kaudale Hohlvene einschlieRlich Aorta abdomi-
nalis, welche nicht von der Vene abprapariert wurde und den beiden Ligaturen
auf das genormte Filterpapier der GroRe 0,5 x 0,3 cm Uberflhrt und gewogen
(AE 260 DeltaRange, Mettler, Giesen). Der Mittelwert der Leergewichte aller
Tiere dieser Versuchsgruppe wurde als standardisiertes Taragewicht vom Brut-
togewicht der entnommenen Thromben subtrahiert, um das Thrombusnettoge-

wicht zu ermitteln.

3.6 Kardiale Blutentnahme

Durch die kardiale Punktion konnte im finalen Stadium des Versuchs eine grof3e

Menge Blut fir die weitere Analyse gewonnen werden.

Dem Vorgehen der transkardialen Perfusion folgend, wurde die Haut der sich in

Ruckenlage, in tiefer Narkose befindlichen Maus Uber dem Brustkorb mit
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Spruhalkohol desinfiziert und Uber dem Sternum durchtrennt. Die an eine 2 ml
Spritze (B. Braun, Melsungen) aufgesteckte 30 G Kanule (BD Microlance 3, BD,
Drogheda, Irland) wurde senkrecht im zweiten Interkostalraum eingefuhrt und
das Blut langsam, durch leichte Aspiration entnommen. In der Spritze waren je

100 pl einer 0,106 molaren Natriumcitrat als Antikoagulanz vorgelegt.

4. ANTIKORPER-/ INHIBITORANWENDUNG

4.1 Injektionsverfahren

Antikérper und Inhibitoren wurden via Schwanzveneninjektion (Abs. 2.4) inji-

ziert.

4.2 Zelldepletion

Unter Depletion versteht man Allgemeinhin die Reduktion korpereigener Stoffe.
In dieser Arbeit erfolgte die Zelldepletion pharmakologisch, durch i.v. Applikati-
on spezifischer Antikdrper, die bestimmte Zellpopulationen binden und aus der

Blutbahn eliminieren.

4.2.1 Depletion der Thrombozyten

Ziel der Depletionsversuche von Thrombozyten war es, Informationen Uber die
Bedeutung von Thrombozyten fir die Mikropartikel-induzierte Thrombose zu

gewinnen.

Als plattchendepletierender Antikdrper kam ein gegen den Oberflachenrezeptor
GPIb, (rat anti-mouse GPIb,, Emfret analytics GmbH & Co. KG, Eibelstadt) ge-
richtetes, aus dem Blut immunisierter Ratten gewonnenes Immunglobulin zum

Einsatz''.

In einer Konzentration von 2 mg/kg Kdrpergewicht wurde die entsprechende
Menge Antikorper, verdinnt auf 200 ul Losung mit NaCl, 30 min nach Beendi-

gung der stenosierenden Operation per Schwanzveneninjektion appliziert.
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Im Zuge der Entnahme der Vena cava caudalis 48 h nach Stenosierung konnte
aus dem transkardial gewonnen Blut ein Blutbild an einem hamatologischen
Analysegerat (Sysmex XE-5000, Sysmex, Noderstedt) erstellt und die Throm-

bozytopenie bestatigt werden.

Als Kontrolle zur Thrombozytendepletion diente ein Isotyp (rat IgG, Emfret ana-
lytics, Eibelstadt)'’, der nach dem selben Applikationsregime in einer Konzent-

ration von 2 mg/kg Koérpergewicht injiziert wurde.

4.2.2 Depletion der Neutrophilen

Im Falle der Neutrophilendepletion kam ein spezifisch gegen das Protein Ly6-G
gerichteter Antikérper zum Einsatz (purified rat anti-mouse Ly6-G, Klon 1A8, BD
Pharmingen, Heidelberg). Dieses Protein wird vorwiegend auf reifen Granulozy-
ten exprimiert. Vorteil dieses Antikorpers ist, dass er Ly6-C positive Zellen
(Neutrophile, dendritische Zellen, Subpopulationen von Lymphozyten und Mo-
nozyten) unangetastet lasst, also spezifisch neutrophile Granulozyten deple-

tiert'2.

Bei der ersten Injektion wurden 12 h vor der Ligatur 50 ug Antikérper, verdunnt
mit steriler NaCl auf 200 ul Lésung, i.v. appliziert. Eine zweite Injektion von 25

Mg Antikorper ebenso verdunnt erfolgte 24 h nach der Ligatur.

Im Zuge der Entnahme der Vena cava caudalis 48 h nach Stenosierung konnte
aus dem transkardial gewonnen Blut ein Blutbild an einem hamatologischen

Analysegerat erstellt und die Granulozytopenie bestatigt werden.

Das gleiche Injektionsprotokoll lag auch der Isotypkontrolle (rat IgG2b kappa

Isotyp, 1 mg/ml, eBioscience, Frankfurt) zu Grunde.

4.3 PCK ((H-D-Pro-Phe-Arg-chloromethylketone)
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Abbildung 12: Strukturformel von PCK.

Durch Inhibition des FXII (H-D-Pro-Phe-Arg-chloromethylketone, Bachem AG,
Bubendorf) wurde getestet, ob dem intrinsischen Weg der Koagulationskaskade
eine merkliche Bedeutung fur die Mikropartikel-induzierte Thrombogenese zu-
kommt. Dazu wurde der Inhibitor PCK i.v. in einer Konzentration von 10 mg/kg
jeweils direkt vor Ligatur und dann in 24 stindigem Abstand appliziert. Kontroll-

tiere erhielten nach dem gleichen Injektionsregime je 200 ul sterile NaCl i.v.

5. BILDGEBENDE VERFAHREN

5.1 Intravitalmikroskopie

5.1.1 Prinzip des Epifluoreszenzmikroskops

Die Intravitalmikroskopie erlaubt es, zellulare Vorgange im physiologischen Mi-
lieu in vivo in Echtzeit darzustellen. In den Organismus eingebrachte Fluores-
zenzfarbstoffe, die Zellen oder zellulare Bestandteile markieren, lassen einzelne
Strukturen im Fluoreszenz-Auflicht-Mikroskop sichtbar werden. Die Farbung der
Zellen kann direkt in vivo, aber auch ex vivo erfolgen. Fluorochrome werden
durch Bestrahlung mit und Absorption von kurzwelligem, energiereichem Anre-
gungslicht kurzzeitig in einen elek-tronisch angeregten Zustand versetzt, fallen
jedoch unmittelbar danach durch spontane Lichtemission in einen energiearme-
ren Zustand zurlck. Das abgestrahlte Emissionslicht ist von grolzerer Wellen-
lange und unterscheidet sich damit auch farblich vom Anregungslicht. Dieses

Phanomen ist als Fluoreszenz bekannt'.
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Abbildung 13: Darstellung des Strahlengangs im Epifluoreszenzmikroskop.
Der Strahl aus der Lichtquelle wird durch Kollektor und Exzitationsfilter auf einen Farbteiler gefiihrt, reflek-
tiert und auf das Objekt gelenkt. Vom Objekt emittierte langerwellige Strahlen gelangen durch den Emissi-

onsfilter in die Kamera.

Aus der Abbildung wird der typische Strahlengang in einem Epifluoreszenzmik-
roskop ersichtlich. Um das schwache Fluoreszenzlicht, welches von angeregten
Fluorochromen emittiert wird, stérungsfrei detektieren und somit ein definiertes
Farb- bzw. Frequenzspektrum erkennen zu kénnen, sind spezielle Filter in den
Strahlengang integriert. Eine starke Lichtquelle emittiert weildes Licht, das durch
den Kollektor auf einen Exzitationsfilter, welcher als Anregungsfilter fungiert, ge-
lenkt wird. Dieser ,Short Pass“-Filter ist selektiv permeabel fur kurzwelliges,
energiereiches Licht. Das passierende Licht wird vom Farbteiler reflektiert und
uber das Objektiv auf das zu untersuchende Objekt geleitet. Trifft das kurzwelli-
ge Licht nun auf Fluorochrome, geht ein Teil der Energie verloren und langer-
welliges Licht wird emittiert. Der Farbteiler lasst langwelliges Emissionslicht un-
gehindert in Richtung Emissionsfilter passieren. Ein weiterer Filter, der Emissi-
ons- oder ,Long pass“-Filter, ist der Kamera vorgeschaltet und lasst seinerseits
nur langwelliges Licht passieren. Er nimmt die Funktion eines Sperrfilters ein,
welcher die Strahlungsintensitat um eventuell noch vorhandenes, stérendes

Restanregungslicht bereinigt. Eine Kamera leitete die Aufnahmen direkt an den
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Computer weiter.

Zu beachten ist, dass das Strahlenspektrum der Lichtquelle und verwendete
Fluoreszenzfarbstoffe eine Kompatibilitat erfordern. Um dies zu gewahrleisten
wurden in die jeweiligen Mikroskope Filterblocke eingesetzt, die mit den ver-

wendeten Fluoreszenzfarbstoffen kompatibel sind'’.

5.1.2 Verwendeter Fluoreszenzfarbstoff Acridin-Orange

Acridin-Orange (3,6-Acridinediamine, N,N,N',N'-tetramethyl-, monohydrochlori-
de, C47H20CIN3) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) ist
ein oranger Fluoreszenzfarbstoff, der in Folge seiner lipophilen Eigenschaften
leicht durch Zellmembranen diffundieren kann. Acridin-Orange akkumuliert in
sauren Zellkompartimenten wie zum Beispiel Lysosomen, Endosomen und dem
Golgi-Apparat und interkaliert mit nuklearer DNA und RNA. In die Vaskulatur
eingebracht dient er der Farbung kernhaltiger Zellen, den Leukozyten™*. An
dsDNA gebundene Farbstoffmoleklle emittieren bei Anregung mit Licht einer
Wellenlange von 495 nm grine Fluoreszenz, wobei das Emissionsmaximum bei

etwa 530 nm liegt.

FiUr die Intravitalmikroskopie wurden jeweils 0,05 ml Acridin-Orange in einer

Konzentration von 0,05 % i.v. appliziert.

O > O
N/
N(CH
HCl

Abbildung 14: Strukturformel von Acridin-Orange.

(CHS)ZN 3)2

5.1.3 Durchfiihrung der Intravitalmikroskopie

Intravitalmikroskopische Untersuchungen wurden mit dem Olympus Cell*R Sys-

tem durchgefuhrt. Als Lichtquelle diente ein Multifunktions-Beleuchtungssystem
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MT20 (Olympus, Hamburg) mit Xenon-Lampe. Alle Aufnahmen wurden mit ei-
nem 20x Immersionsobjektiv (Olympus, Hamburg) des Mikroskops (BX51WI,
Olympus, Hamburg) gefertigt. Das Emissionssignal wurde Uber eine CCD-
Kamera (ORCA-ER, Hamamatsu, Herrsching am Ammersee) an einen Compu-
ter gesendet. Die zu Grunde liegende Software war das Cell*R-Programm, mit

dem die gesamte Erfassung, Dokumentation und Bearbeitung erfolgte.

Um die Flussgeschwindigkeit des Blutes pra- und poststenotisch messen zu
kénnen, wurden intravitalmikroskopische Untersuchungen jeweils direkt vor so-
wie nach Platzierung der Ligatur durchgefuhrt. Die Vena cava caudalis wurde
zu diesem Zweck im Bereich der Mindung der Vena renalis sinistra bis zur Bi-
furkation der Venae iliacae communes von aufgelagertem Fett- und Bindege-

webe freiprapariert. Sodann wurde der Ligaturfaden lose vorgelegt.

Zusatzlich wurde bei jedem Tier ein Jugulariskatheter gelegt, um Acridin-
Orange, das verwendete Fluorochrom, applizieren zu kdnnen. Sobald die Pra-
paration beendet war konnte die Maus unter dem Epifluoreszenzmikroskop
platziert und die Aufnahmen mit 200facher VergroRerung unter steter FlUssig-
keitsimmersion mit steriler, kdrperwarmer NaCl gemacht werden. Fur die Be-
stimmung der Flussgeschwindigkeit pra- und poststenotisch wurde ein Aufnah-
mefenster mdglichst weit caudal gewahlt. Ungestort durch eventuelle Verwirbe-
lungen wegen Einmindung der Gonadenvene im Bereich direkt caudal der Li-
gatur wurden jeweils zwei Aufnahmeserien zu je 50 Einzelbildern mit einer Be-

lichtungszeit von 20 ms gefertigt. Daraus entstand ein Film von ca. 5 sec Lan-

ge.

5.1.4 Auswertung - Flussgeschwindigkeitsbestimmung

Die Flussgeschwindigkeit pra- und poststenotisch wurde bestimmt, um im Zuge
der Standardisierung des Modells den prozentualen Anteil der Flussreduktion

nach Ligatur eruieren zu kdnnen.

Zu diesem Zweck wurden die mit dem Programm Cell*R erstellten Filme in die

Software Imaged (Freeware) Uberfuhrt, mit der die Auswertung erfolgte. Pro
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Tier und Aufnahme wurden 6-8 Zellen in der sogenannten Frame-to-Frame Me-
thode Uber mehrere Einzelbilder verfolgt und aus den Einzelwerten die mittlere
Flussgeschwindigkeit einer Zelle errechnet. Aus den 6-8 ausgewerteten Zellen
wurde schlieBlich die mittlere Flussgeschwindigkeit je Aufnahme und Tier gebil-
det und die prozentuale Flussreduktion aus dem Quotienten der Flussge-

schwindigkeit post- und prastenotisch errechnet.

5.2 Computertomographie

5.2.1 Prinzip der Computertomographie

Die Computertomographie ist ein Bildgebungsverfahren in der Medizin, um

uberlagerungsfreie Schichtbilder zu schaffen.

Um den auf dem Patiententisch liegenden Patienten rotiert das sogenannte
Gantry, die Scaneinheit, welche die Rdntgenquelle sowie den Detektor tragt.
Die von der Rontgenquelle emittierten Rontgenstrahlen treffen, nachdem sie
den Patienten durchstrahlt haben und auf dem Weg durch das Gewebe abge-
schwacht wurden, auf den Detektor, der aus einem strahlenempfindlichen Mate-
rial besteht. Der Detektor absorbiert die einfallenden Réntgenstrahlen und wan-
delt sie in sichtbares Licht um, welches wiederum auf eine Photodiode trifft, die
das Licht in elektrischen Strom umwandelt. Aus dem Stromimpuls wird ein digi-
tales Signal erstellt. Letztlich entsteht ein zweidimensionales Schnittbild durch
komplexe mathematische Berechnungen am Computer. Weil in der Computer-
tomographie ein Schnittbild aus gleich grolten Volumenelementen, den Voxeln,
besteht, denen in Abhangigkeit des Rontgen-Absorptionskoeffizienten je ein
Grauwert zugeordnet wird, stellt sich ein CT in verschiedenen Grautonen dar.
Durch die Rotation des Gantrys um den Patienten wird ein Gewebe aus vielen
Richtungen durchstrahlt. Erst aus der Summe der Absorptionsprofile kann dann

die Volumenstruktur rekonstruiert werden'®.

5.2.2 Durchfiihrung der Computertomographie

Fir die schmerzfreie CT-Untersuchung wurden Mause 48 h nach der Induktion
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der TVT verwendet und mit Isofluran anasthesiert. Als Kontrastmittel kam das
kolloidale eXIA 160 (eXIA 160-XL, Binitio Biomedical Inc., Ottawa, CAN) zum
Einsatz, das in Folge seines hohen Jodgehalts auch bei geringem Injektionsvo-
lumen von 100 pl/Maus einen deutlichen Kontrast zwischen Blut und Gewebe

schafft. Es wurde i.v. appliziert.

Die CT-Untersuchung wurde mit einem Inveon PET / CT (Siemens, Munchen)
durchgefuhrt. Folgende Gerateeinstellungen wurden gewahlt: Belichtungszeit

400 ms, Rontgenréhrenspannung 80 kV, Anodenstrom 400 pA.

5.3 Sonographie

5.3.1 Prinzip des Sonographie

Als Ultraschall bezeichnet man Schall im Bereich von 20 kHz bis 100 MHz. Im
medizinischen Bereich kommen Gerate zum Einsatz, die Schallwellen erzeu-
gen, indem ein kurzer elektrischer Impuls an die im Schallkopf angeordneten
piezoelektrische Kristalle anlegt wird, die den Ultraschallimpuls generieren. Die-
se Kristalle fungieren gleichfalls als Empfanger der reflektieren Schallwellen.
Die Schwingungen breiten sich im Gewebe in Abhangigkeit von Gewebedichte
und Frequenz und Wellenléange unterschiedlich schnell aus. Am Ubergang von
Geweben unterschiedlicher Dichte andert sich der Schallwellenwiderstand, was
auch als Impedanzsprung bezeichnet wird. An diesen Grenzflachen werden die
Schallwellen teils reflektiert, teils dringen sie weiter ins Gewebe ein (Transmis-
sion) oder werden gebrochen und setzen ihren Weg fort. Reflektierte Schallwel-
len, das sogenannte Echo, die wieder auf die Sonde treffen, erzeugen ihrerseits
ein elektrisches Signal. Aus der Zeitdifferenz, die zwischen Aussenden der
Schallwellen und Empfang der Echos liegt und der Geschwindigkeit des ausge-

sendeten Schalls kann die Lage der geschallten Strukturen berechnet werden.

Von den verschiedenen Darstellungsmodi wurde fur die sonographische Beur-
teilung der Entstehungsdynamik vendser Thromben in der Vena cava caudalis
der Brightness-Mode (kurz B-Mode) gewahlt. In diesem Modus werden die
Amplituden der empfangenen Schallwellen als Lichtpunkte verschiedener

Graustufen auf einem Monitor dargestellt. Dabei korreliert die Helligkeit mit der
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Intensitat der Echos. Es entsteht ein 2D-Bild, an dem Langen- und Flachenbe-

rechnungen durchfiihrt werden kénnen'®.

5.3.2 Ablauf der sonographischen Untersuchungen

Das transportable Ultraschallgerat MyLab™ One der Firma Esaote (Esaote Bi-
omedica Deutschland GmbH, Koéln) ist Grundlage der sonographischen Unter-
suchungen. Als Sonde wurde ein Linearschallkopf vom Typ SL 3116 verwendet,
dessen Sendefrequenz zwischen 14-22 mHz variabel ist. Fur die Darstellung
der feinen anatomischen Strukturen der Maus wurde die Frequenz 22 mHz ge-

wahlt.

Fir die nicht invasive und nicht schmerzhafte Ultraschalluntersuchung wurden
die Tiere mit einem 3 %igen Isofluran-Sauerstoff-Gemisch in Narkose gelegt.
Nach dem Auftragen von Augensalbe und dem Scheren der rechten Bauch-
und Brustwand, wurden die Tiere in links-lateraler Lagerung auf einer Warme-
platte positioniert und die Schnauze in einer auf dieser Warmematte befestigten
Kopfkammer platziert. Uber die Kopfkammer war die konstante Zufuhr von mit
1,5 % Isofluran angereichertem Sauerstoff moglich um die Narkose aufrecht zu

erhalten.

Um eine gute Adaptation des Schallkopfes zu gewahrleisten, wurde grof3zigig
Ultraschallgel (Sonogel, Sonogel Vertriebs GmbH, Bad Camberg) aufgetragen,

bevor mit der Schalluntersuchung begonnen wurde.

Uber einen Zeitraum von 3 h wurde in halbstiindigem Abstand ein Kurzfilm der

Vena cava caudalis im prastenotischen Bereich im Langsschnitt erstellt.

5.3.3 Auswertung

Die erstellten Filme wurden mit dem Programm MyLabDesk von Esaote bear-
beitet. Aus den Filmen konnten entsprechende Einzelbilder generiert werden,
an denen die Langenmessung des sichtbaren Thrombusmaterials erfolgte. Zu

diesem Zweck steht dem Anwender eine Messfunktion zur Verfigung.

Fir die Flachenberechnung wurden die Bilder mit dem Programm Image J ge-
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offnet und zunachst eine Skalierung auf die richtige MalRReinheit vorgenommen.
AnschlieRend konnte das Thrombusmaterial manuell, unter Einsatz des Frei-

handtools, umfahren und die Flachenmalflie ermittelt werden.

6. IMMUNHISTOLOGIE

6.1 Anfertigen histologischer Schnitte - Kryotom

Die Vena cava caudalis wurde direkt nach der Entnahme, makroskopsischen
Beurteilung und dem Wiegen in ein aufgeschnittenes Stlick Schlauch Uberflhrt
und mit Einbettmedium (Tissue-Tek O.C.T. Compound, Sakura, Alphen aan
den Rijn, NL) Uberlagert. Sogleich wurde sie in flissigem Stickstoff schockge-

froren und bei -80° C gefrierkonserviert.

Zum Anfertigen immunhistologischer Schnitte wurde der tiefgefrorene Throm-
bus in einem, auf -25° C vorgekuhlten Kryostat (CM 1850, Leica, Nussloch) mit
Hilfe von Tissue Tek auf einem Haltestempel fixiert, um serielle Schnitte anferti-
gen zu konnen. Die Dicke der Schnitte betrug je 5 um. Sie wurden auf be-
schichtete Objekttrager (Superfrost Plus, Menzel, Braunschweig) Ubertragen

und bei -20° C bis zur immunhistologischen Farbung gelagert.

6.2 Farbung

Antigene werden mit den spezifischen fluoreszierenden Antikérpern nachge-
wiesen. Die immunhistologische Farbung gibt Aufschluss Uber Zellverteilung, -

quantitat und -interaktion.

Da nur der sekundare Antikorper, der an die Fc-Fraktion des Primarantikorpers
bindet, fluoresziert, spricht man von indirekter Immunfarbung. Vorteil ist, dass
es durch Bindung mehrerer Sekundarantikdrper an einen Primarantikdrper zur

Signalverstarkung kommt'®2.
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6.2.1 Allgemeines Farbeprotokoll

Allen immunhistologischen Farbungen lag nachfolgendes Standardprotokoll zu

Grunde®’.

Um die Schnitte wahrend der Farbeprozedur vor Austrocknung und Lichtein-
strahlung zu schitzen, wurden sie in eine lichtundurchlassige Kammer gelegt.
Zudem wurden sie mit einem Fettstift (Dako Pen, Dako, Hamburg) umfahren,

damit aufgetragene Losungen auf dem Praparat bleiben und nicht verlaufen.

Zunachst wurden die Schnitte fir 3 min bei Raumtemperatur in 4 %iger Forma-
linldsung (Thermo Scientific, Rockford, lllinois, USA) fixiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS (Invitrogen, Darmstadt) + 0,1 % Tween (Tween 20, Sigma-
Aldrich, Taufkirchen) wurden unspezifische Bindungen geblockt. Zur Anwen-
dung kam ein anti-mouse CD16/32 Antikorper (affinity purified rat anti-mouse
CD16/32, Clone 93, eBioscience, San Diego, Kalifornien, USA) in einer Ver-
dinnung von 1:200 zusammen mit 3 % BSA (Bovine Serum Albumin, PAA La-
boratories, Pasching, Osterreich) in PBS. Nach einer Inkubationszeit von 30
min wurde die Blockierldsung nur abgeklopft um direkt im Anschluss den Pri-
marantikdrper bzw. die Isotypkontrolle aufzutragen. Die Inkubation fur eine
Stunde wurde durch erneutes Waschen mit PBS + 0,1 % Tween beendet. Se-
kundarantikorper waren entweder mit den Fluoreszenzfarbstoffen Alexa 488
(grin) oder Alexa 594 (rot) gelabelt. Die Inkubation dauerte eine weitere Stun-
de. SchlieRlich wurde mit DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride,
Invitrogen, Darmstadt), einem blau fluoreszierenden Reagenz in einer Verdin-
nung von 1:3000 flr 30 Sekunden inkubiert, um die Zellkerne darstellen zu
konnen. Es folgte ein abschlieRender Waschgang, bevor das Praparat mit 1-2
Tropfen Eindeckmedium (Mounting Medium, DAKO, Hamburg) bedeckt wurde,
welches sich nach Auflegen eines Deckglases gleichmaRig uber dem gefarbten
Schnitt verteilte.

Aufnahmen wurden an einem digitalen Mikroskop (Leica DMRB, Firma Leica,
Bensheim, Deutschland) gemacht, wobei eine Kamera (AxioCam, Firma Zeiss,
Gottingen, Deutschland) die Schnitte abfotografiert und gleichzeitig auf den

Computer Ubertrug.
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6.2.2 Zellspezifische Farbungen

Die Gesamtzahl der Leukozyten wurde durch die spezifische Bindung eines ge-

gen das Antigen CD45 gerichteten Antikorpers markiert.

Primarantikorper Sekundarantikorper
Antigen CD45
Konzentration 0,5 mg/ml 2 mg/ml
Verdinnung 1:1000 1:200
Spezies rat donkey anti-rat
Klon / Fluorochrom 30-F11 Alexa 594
Anbieter eBioscience Invitrogen

Tabelle 3: Antikdrper zur immunhistologischen Leukozytenfarbung.

Neutrophile Granulozyten wurden mit Hilfe eines spezifisch gegen das gra-

nulozytare Antigen Ly6-G, welches nur auf Neutrophilen nachweisbar ist, ge-

farbt'®2. Die Farbung folgte dem gezeigten Standardprotokoll.

Primarantikorper Sekundarantikorper
Antigen Ly6-G
Konzentration 0,2 mg/ml 2 mg/ml
Verdinnung 1:500 1:200
Spezies rat donkey anti-rat
Klon / Fluorochrom 1A8 Alexa 594
Anbieter BD Pharmingen Invitrogen

Tabelle 4: Antikdrper zur immunhistologischen Neutrophilenfarbung.

Zur Darstellung von Thrombozyten im immunhistologischen Praparat wurde ein
gegen CD41 gerichteter Antikdrper verwendet. Das Farbeprozedere entsprach
dem beschriebenen Protokoll, wobei die Zellen vor dem Blocken noch mit Tri-
tonX-100 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) permeabilisiert und anschliefend mit

PBS + 0,1 % Tween gewaschen wurden.
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Primarantikorper Sekundarantikorper
Antigen CD41
Konzentration 0,2 mg/ml 2 mg/ml
Verdinnung 1:25 1:200
Spezies rat donkey anti-rat
Klon / Fluorochrom MWReg 30 Alexa 594
Anbieter BD Pharmingen Invitrogen

Tabelle 5: Antikdrper zur immunhistologischen Thrombozyenfarbung.

Die Blutgerinnung gipfelt in der Bildung von quervernetztem Fibrin. Die Farbung
auf Fibrinogen sollte dieses Netz sichtbar machen, denn der verwendete Anti-
korper reagiert kreuz mit Fibrin. Abweichend zum Standardprotokoll wurde nur
mit 2 % Glycin (Roth, Karlsruhe) und Fc-Block (1:200) geblockt.

Primarantikorper Sekundarantikorper
Antigen Fibrinogen
Konzentration 6mg/ml 2mg/ml
Verdinnung 1:300 1:200
Spezies rabbit donkey anti-rabbit
Klon / Fluorochrom A0080 Alexa 594
Anbieter DAKO Invitrogen

Tabelle 6: Antikorper zur immunhistologischen Fibrinogenfarbung.

7. DOKUMENTATION

Um die Nachvollziehbarkeit der Versuche gewahrleisten zu kénnen, wurde fur
jedes Tier ein schriftliches Protokoll erstellt, gemal den Vorgaben des Geneh-
migungsbescheides der Regierung von Oberbayern zu dem entsprechenden
Tierversuchsvorhaben. Zudem wurden alle Daten in Form einer, mit einem Ta-
bellenkalkulationsprogramm erstellten, elektronischen Datenbank gespeichert.
Dokumentiert wurden Operationsdatum, Herkunft der Tiere, Tiernummer und
Stamm, Geburtsdatum und Alter in Wochen, Geschlecht, Korpergewicht sowie
Menge der verabreichten Narkose, Mikropartikeltyp, makroskopisches Vorhan-

densein von Thromben und deren Gewicht. Falls zutreffend, wurden die Menge
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der verabreichten Substanzen (Antikorper etc.) und die Applikationsweise fest-
gehalten. Im Falle bildgebender MalRhahmen wurde der genaue Zeitverlauf und

die gewonnenen Erkenntnisse stichpunktartig niedergeschrieben.

8. VERSUCHSPLANUNG

8.1 Tierzahl

Insgesamt forderten die Versuche 166 Tiere. Wahrend vor allem die genetisch
manipulierten Tiere aus eigener Zucht stammten, konnten die Mause des
C57Bl/6J Wildtypstammes kauflich erworben werden. Im Zuge der Standardi-
sierung des vendsen Stenosemodells wurden 33 Tiere verwendet. Die Flussge-
schwindigkeit wurde an 10 Tieren bestimmt, wovon 5 Tiere fir die Erhebung der
Thrombusinzidenz herangezogen wurden. Weitere 7 Tiere dienten der Ermitt-
lung des Leergewichts. SchlielRlich wurde die Thrombusinzidenz an 21 Tieren
erhoben. Die Auswirkung der verschiedenen Mikropartikel-Typen - Blut-, FG-
und L3.6pl-Mikropartikel - wurde jeweils an 8 Tieren bewertet, wobei an weite-
ren 8 Tieren, welche L3.6pl-Mikropartikel erhielten, eine Sham-Operation
durchgefuhrt wurde, um manipulative Gefallschaden als Trigger fur die Throm-
busbildung ausschlieBen zu kdnnen. Von den genetisch manipulierten Mausli-
nien GPIb/IL-4R und TF" LysM Cre* kamen jeweils 4 Tiere je Gruppe zum Ein-
satz, von den SELP” wurden insgesamt 9 Tiere in den Versuch genommen.
Weitere Versuche zur Untersuchung der Bedeutung von Thrombozyten bzw.
Neutrophilen durch Zelldepletion sowie der Rolle des intrinsischen Gerinnungs-
weges durch Inhibition von FXIlI wurden ebenfalls an jeweils 4 Tieren pro Grup-
pe durchgefluhrt. Mikropartikel, welche vor Injektion mit einem anti-TF-
Antikérper behandelt wurden, fanden an 5 Tieren Anwendung. Schliel3lich wur-
den 12 Tiere fur bildgebende Malinahmen herangezogen, 9 fur Ultraschall-, 3

fur CT-Untersuchungen.

Fir die Auswertung wurden nur Tiere herangezogen, bei denen keine oder nur
eine geringgradige Blutung aus dem umgebenden Fett- und Bindegewebe wah-
rend der Operation aufgetreten war. Bei Blutungen wurden die Tiere aus den

Versuchsgruppen ausgeschlossen. Dies war bei 6 Mausen der Fall. Zudem
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konnten 15 Tiere nicht in die Auswertung einflie3en, da sie wahrend der 48 h
aufgrund von schlechtem Allgemeinbefinden, bewertet in Anlehnung an das

Scoresystem, euthanasiert wurden.

Die Durchfuhrung des Tierversuchsvorhabens erfolgte mit Genehmigung der

Regierung von Oberbayern.

8.2 Versuchsgruppen

Fir die Standardisierung der vendsen Thrombose im Stenosemodell wurden

folgende Tiere herangezogen:

Parameter Stamm Anzahl & Alter Gewicht
Geschlecht (Wo) (9)
Flussgeschwindigkeit | C57BI/6J 4m, 6w 11-24 g;?
Leergewicht C57BI/6J om, 7w 12-24 ﬁﬁl
Thrombusinzidenz | C57BI/6J | 17m, 4w 12-25 2‘21,?-

Tabelle 7: Tiere fur die Standardisierung des vendsen Stenosemodells.

Um den Effekt der verschiedenen Mikropartikeltypen evaluieren zu kdnnen

wurden folgende Tiere operiert:

Mikro- Stamm Eingriff Anzahl & Alter Gewicht
partikel Geschlecht (Wo) (9)
Blut-MP | C57BI/6J | Ligatur 5m, 3w 11-30 21,7-
27,1
FG C57BI/6J | Ligatur 4m, 4w 10-34 23,3-
27,9
L3.6pl | C57BI/6J | Ligatur 5m, 3w 11-25 ;g,g-
L3.6pl | C57Bl/6J | Sham-OP 4m, 4w 10-30 ;’fﬁ

Tabelle 8: Tiere fur die Mikropartikel-getriggerte vendse Stenose.
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Nachfolgend aufgefuihrte Tiere genetisch manipulierter Stdmme wurden ope-
riert, um den Effekt spezifischer Protein im Rahmen der Mikropartikel-

getriggerten vendse Stenose zu beurteilen.

Stamm Mikroparti- Anzahl & Alter Gewicht
kel Geschlecht (Wo) (9)
B6.129s7-Selp Blut-MP 3m, 2w 11-16 22,1-
(tm1Bay)/J 28,8
Kontrolltiere Blut-MP 3m. 2w 10-30 21,0-
C57BI/6J ' 26,4
B6.129s7-Selp L3.6pl 2m, 2w 16-31 23,7-
(tm1Bay)/J 28,3
Kontrolltiere L36p| 2m. 2w 9-34 20,2-
C57BI/6J ' 30,0
GPIb/IL-4R L3.6pl 3m, 1w 21-24 28’411_
Kontrolltiere L36p| 2m. 2w 9-16 20,1-
C57BI/6J ' 29,8
TF"" LysM Cre* L3.6pl 1m, 3w 12-15 1;,3-
Kontrolltiere L36p| 1m. 3w 12-34 19,4-
TF" LysM Cre’ ’ 25,8

Tabelle 9: Tiere der Knockout-Stamme fir die vendse Stenose.

Weiterhin sollte der Verlauf der Mikropartikel-getriggerten vendsen Stenose un-
ter Einsatz spezifischer Antikérper und Inhibitoren getestet werden, um ver-
schiedene Mechanismen und zellulare Effekte ausschalten zu kénnen. Dazu

wurden folgende Tiere thrombozytendepletiert:

Antikorper Stamm Mikro- | Anzahl & | Alter Gewicht
partikel | Geschlecht | (Wo) (9)
rat anti-mouse | c57BI/6J | L3.6pl | 2m, 2w | 12-22 21,9-
GPlbg 27,9
rat I9G C57Bl/6J | L3.6pl | 2m, 2w | 14-15 gg;

Tabelle 10: Tiere fur die Thrombozytendepletion.

Fir die Neutrophilendepletion wurden folgende Tiere verwendet:
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Antikorper Stamm Mikro- | Anzahl & | Alter Gewicht
partikel | Geschlecht | (Wo) (9)
rat anti-mouse Ly- [ c57B1/6J | L3.6pl | 2m,2w | 11-16 23,7-
6G, Klon 1A8 26,0
rat IgG 2by Isotyp | C57BI/6J | L3.6pl | 1m, 3w | 13-17 ggg

Tabelle 11: Tiere fur die Neutrophilendepletion.

Fir die Beurteilung der Rolle des intrinsischen Gerinnungsweges durch Inhibiti-
on des FXII wurden folgende Tiere verwendet:

Inhibitor Stamm Mikro- | Anzahl & | Alter Gewicht
partikel | Geschlecht | (Wo) (9)
H-D-Pro-Phe-Arg- 19.8-
chloromethyl- C57Bl/6d | L3.6pl 2m, 2w 10-17 26, 3
ketone ’

Kontrolle: NaCl i.v. | C57BI/6J | L3.6pl 2m, 2w 9-11 19,4-
27,0

Tabelle 12: Tiere fir die Untersuchungen zur Rolle des intrinsischen Systems.

Fir die Beurteilung der Rolle des mikropartikularen TF kamen folgende Tiere zu
Einsatz:

Antikorper Stamm Mikro- | Anzahl & Alter Gewicht
partikel | Geschlecht | (Wo) (9)
PE mouse anti- | c57BI/6J | L3.6pl | 2m,3w | 14-18 19,0-
human CD142 26,7
Purified mouse 19.9-
IgG 1k Isotype C57Bl/6J | L3.6pl 3m, 2w 11-17 29’ 3
Control ’

Tabelle 13: Tiere fur die Untersuchungen zur Rolle von mikropartikularem TF.

8.3 Bildgebende MaRnahmen

Computertomographische Untersuchungen zur Bewertung der Thrombusbil-
dung in vivo wurde an drei Tieren durchgefuhrt:



IV. Material und Methoden 68

Mikro- Stamm Kontrast- Anzahl & Alter Gewicht
partikel mittel Geschlecht (Wo) (9)
Blut-MP C57BIl/6d | eXIA 160 2w 17 20,9-21,2
L3.6pl C57BIl/6J | eXIA 160 Tm 19 30,1

Tabelle 14: Tierzahl fur die CT-Untersuchungen.

Untersuchungen zur Kinetik der Mikropartikel-induzierten Thrombogenese wur-
de mittels Ultraschall durchgefihrt. Um die Dynamik der Thrombusbildung

nachvollziehen zu kénnen, wurden folgende Tiere verwendet:

Zeitspanne Stamm Mikro- | Anzahl & Alter Gewicht
partikel | Geschlecht | (Wo) (9)

1.-3. h post C57BI/6J | L3.6pl 1m 12 24,1

1. Injektion

4.-6. h post C57BI/6J | L3.6pl 1m 12 23,2

1. Injektion

1.-3. h post 2. In-

jektion; sofortige | c57BI/6J | L3.6pl 1w 14 19,6

Thrombusent-

nahme

1.-3. h post 2. In-

jektion, Entnah- | c57BI/6J | L3.6pl | 2m, 1w | 12-14 | 18,6- 27,1

me nach 48 h

1.-3. h post 2. In-

jektion, Entnah- | cs7gyey | BlUE 1m, 2w 17 | 20,9- 26,1

me nach 48 h MP

Tabelle 15: Tierzahl fur die Dynamikbeurteilung durch Ultraschall.

9. STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die statistische Auswertung der gewonnenen Ergebnisse erfolgte vorwiegend
mit dem Programm SigmaStat 3.5 (Systat Software, Inc, Chicago, USA). Je-
weils zwei Gruppen wurden auf einen bestehenden Unterschied hin mit Hilfe
des t-Tests bzw. des Mann-Whithey Rangsummentests verglichen. Zunachst

fuhrte das Programm einen Test auf Normalverteilung der Daten nach Shapiro-
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Wilk sowie einen Test auf die Varianzhomogenitat durch. Waren beide Tests er-
folgreich, konnte der t-Test angewendet werden. Falls einer der beiden Tests
scheiterte griff das Programm automatisch auf den Rangsummentest zurtick. Im
Falle des Rangsummentests vollfihrte das Programm bei gréieren Fallzahlen
(n > 10) die asymptotische Testvariante, bei kleinen Fallzahlen (n < 10) die
exakte Testvariante. Beim t-Test wurde stets die einseitige Testvariante ge-

wahlt.

In einem Fall wurden zwei Versuchsgruppen im Hinblick auf das mittlere
Thrombusgewicht mit dem Aquivalenztests auf die Gleichheit der Daten vergli-
chen. Die Berechnung folgte den Ausfihrungen von Steinijans aus dem Manu-
skript von Schneider’'®.  Als maximale Effektstarke wurde dabei der Wert
von 7 mg angenommen. Dieser Test sollte unter Berucksichtigung einer gewis-
sen Irrtumswahrscheinlichkeit bewerten, ob zwei Werte abhangig von der Ef-

fektstarke als gleich interpretiert werden kénnen.



V. Ergebnisse 70

V. ERGEBNISSE

1. STANDARDISIERUNG DER VENOSEN STENOSE IN WILDTYPTIEREN

In der vorliegenden Arbeit wurde die vendse Thrombose am Mausmodell durch
Flussverlangsamung in der Vena cava caudalis induziert. Dadurch kam es bei
etwa 60 % der Tiere innerhalb von 48 h zur Bildung eines Thrombus caudal der
Stenose. Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, wie Tumormikropartikel den
Prozess der Thrombusbildung beeinflussen. Dafur war eine Standardisierung

des Tiermodells notwendig, die im Folgenden weiter beschrieben wird.

1.1 Bestimmung der Flussgeschwindigkeit

Durch die stenosierende Ligatur an der Vena cava caudalis wurde der vendse
Blutfluss stark verlangsamt. Um den Unterschied der Strdmungsgeschwindig-
keit vor und nach Platzierung der Ligatur beurteilen zu kénnen, wurden in einer
Versuchsgruppe von 10 Tieren kernhaltige Zellen mit Acridin-Orange gefarbt,
um sie intravitalmikroskopisch visualisierbar zu machen und die Flussge-

schwindigkeit berechnen zu kénnen.

Basal betrug die Flussgeschwindigkeit 0,82 mm/s + 0,03 mm/s, nach Stenosie-
rung war sie mit 0,24 mm/s £ 0,01 mm/s signifikant verlangsamt (p = < 0,001).

Dies entspricht einer Reduktion der Flussgeschwindigkeit von 70,3 %.
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Abbildung 15: Vergleich der Flussgeschwindigkeit vor und nach Stenosierung der Vena cava caudalis
(n=10); Querbalken = Mittelwert.

1.2 Leergewichtsbestimmung

Da die venésen Thromben samt umgebender GefaRwand, den beiden Liga-
turfaden sowie der anliegenden Aorta entnommen und tiefgefroren wurden, war
es von Noten, das Leergewicht der umgebenden Strukturen zu bestimmen, um
einen Ruckschluss auf das Thrombusnettogewicht ziehen zu kénnen. Dazu
wurden 7 Tiere direkt nach der stenosierenden Ligatur entblutet und das Gefa®
entnommen (Abs. 3.5). Das Gewicht dieser Strukturen von allen Tieren ergab
im Mittel das Leergewicht von 5,4 mg, welches als Tara vom Thrombusbrutto-

gewicht subtrahiert wurde.

1.3 Thrombusinzidenz

Das makroskopische Vorhandensein oder Fehlen vendser Thromben 48 h nach
der stenosierenden Operation wurde zur Quantifizierung der Thrombosenei-
gung als prozentualer Wert angegeben. Ein Thrombus stellte sich als dunkle

Masse innerhalb des GefalRes dar und konnte nach Perfusion der Vaskulatur in
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seiner ganzen Grolde klar abgegrenzt werden.

Als Referenzwert galt die Thrombusinzidenz von 57,1 % in einer Gruppe von
C57Bl/6J Wildtyptieren. Von 21 Tieren entwickelten 12 Tiere einen Thrombus, 9
Tiere blieben ,leer®. Das mittlere Thrombusgewicht betrug 6,07 mg + 1,75 mg.
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Abbildung 16: Thrombusgewicht im Stenosemodell (n=21); Querbalken = Mittelwert.

2. MIKROPARTIKEL INDUZIERTE VENOSE THROMBOSE IN WILDTYPTIEREN

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle von Mikropartikeln maligner Tumoren
bei der vendsen Thrombose im Detail untersucht. Sie stehen unter Verdacht die

Protagonisten prokoagulativen Geschehens in Tumorpatienten zu sein.

Um den Effekt von Mikropartikeln per se, also ohne die tumorassoziierten Ei-
genschaften zu testen, wurden sog. Blut-Mikropartikel, die unter physiologi-
schen Bedingungen im Blut eines jeden Individuums detektierbar sind, im zu-
grundeliegende Versuchssetting an 8 Wildtyptieren getestet. Da 5 von 8 Tieren
einen Thrombus entwickelten, lag die Thrombusinzidenz innerhalb dieser Grup-
pe bei 62,5 %. Das mittlere Thrombusgewicht betrug 6,8 mg + 2,44 mg. Der
Vergleich von C57BI/6J Wildtyptieren, die 6 h und 18 h postoperativ 200 pl NaCl
i.v. erhielten, mit C57BI/6J Tieren, die im gleichen Zeitintervall jeweils 150 ug
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Blut-Mikropartikel i.v. appliziert bekamen, zeigt eine ahnliche Thrombusrate und
Gewichtsverteilung. Im Vergleich beider Gruppen mittels Aquivalenztest konnte
bewiesen werden, dass eine statistisch signifikante Aquivalenz vorliegt (p <
0,05). Das bedeutet, dass im Vergleich das mittlere Thrombusgewicht beider
Gruppen auch unter Berlcksichtigung einer gewissen Irrtumswahrscheinlichkeit
als gleich interpretiert werden kann. In Folge dieser Berechnung wurden Blut-
Mikropartikel als Kontrolle fur tumorése Mikropartikel herangezogen. Schluss-
folgernd kann postuliert werden, dass Blut-Mikropartikel per se keinen prokoa-
gulativen Effekt haben und dass die Applikation humaner Mikropartikel in den

murinen Organismus das Gerinnungssystem nicht beeinflusst.

Die immunhistologischen Praparate von Blut-Mikropartikel induzierten Throm-
ben, die mit dem Ziel gefertigt wurden einen Uberblick tiber den Zellgehalt und
die Zellverteilung in den Thromben zu erhalten, liel3en erkennen, dass kernhal-
tige Zellen (DAPI-Farbung), respektive Leukozyten (CD45 positiv), diffus Uber
den gesamten Querschnitt verteilt in den Thrombus eingelagert wurden. Aus
den CD41- und Fibrinogenfarbungen wurde ersichtlich, dass die Thrombus-
masse aus aggregierten Thrombozyten und Fibrin besteht. In der Fibrinogen-

farbung stellte sich klar der schichtartige Aufbau des Thrombus heraus.
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Abbildung 17: Immunhistologische Farbungen zur Beurteilung von Zellgehalt und Zellverteilung in einem

Blut-Mikropartikel induzierten Thrombus.
Mafistab = 200pm; a) Leukozytenfarbung, CD45 (rot), DAPI = Kernfarbung (blau); b) Thrombozytenfar-
bung, CD41 (rot), DAPI (blau); c) Fibrinogenfarbung, Fibrin (rot) DAPI (blau).

Die zwei Typen pancreaskarzinomatdser Mikropartikel - FG und L3.6pl - wurden
ebenfalls im Hinblick auf Thrombusinzidenz und mittleres Thrombusgewicht mit

der Blut-Mikropartikel-Kontrollgruppe verglichen.

FG-Zellen zeichnen sich durch schnelles Wachstum aber geringe Metastasie-
rungsrate aus. Von den 8 Tieren, welche zwei Injektionen zu 150 pg FG-
Mikropartikel i.v. erhielten, entwickelten 7 Tiere innerhalb der 48 h einen
Thrombus. In dieser Gruppe war ein mittleres Thrombusgewicht von 26,1 mg +
4,09 mg zu ermitteln. Statistisch war der Unterschied zur Blut-Mikropartikel-

Gruppe hochsignifikant (p = 0,001).

Die Immunhistologie eines FG-Mikropartikel induzierten Thrombus zeigte, dass
die kernhaltigen, CD45 positiven Zellen vorwiegend randstandig zu finden sind.
Auch die CD41-Farbung lie3 erkennen, dass Blutplattchen ebenfalls vermehrt
endothelnah lokalisiert sind. Dahingegen wirkte die Fibrinmasse kompakt, ge-

schichtet und flllte das gesamte Gefalsdlumen aus. Insgesamt entstand der Ein-
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druck, dass deutlich weniger Zellen in den Thrombus integriert wurden.

CD 45 Uberlagerung

=
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Abbildung 18: Immunhistologische Farbungen zur Beurteilung von Zellgehalt und Zellverteilung in einem

FG-Mikropartikel induzierten Thrombus.
Mafistab = 200um; a) Leukozytenfarbung, CD45 (rot), DAPI = Kernfarbung (blau); b) Thrombozytenfar-
bung, CD41 (rot), DAPI (blau); c) Fibrinogenfarbung, Fibrin (rot) DAPI (blau).

Im Falle der L3.6pl-Mikropartikel, die von schnell wachsenden Zellen mit hoher
Metastasierungsrate abstammen, war bei allen Mausen eine Thrombusbildung
zu beobachten. Im mittel waren die Thromben 22,3 mg + 4,36 mg schwer. Auch
hier zeigte sich ein signifikanter Unterschied verglichen mit der Kontrollgruppe
(p = 0,006).

Auch im Falle der L3.6pl-Mikropartikel machte die Immunhistologie deutlich,
dass weniger CD45 positive Zellen zu finden waren, die vorwiegend endothel-
nahe lokalisiert sind. Im Hinblick auf die Verteilung der CD41 positiven Zellen
fiel ein dichter, endothelnaher Saum auf sowie eine zweite, schichtférmig ange-
ordnete Masse. Fibrin bildete auch im Falle der L3.6pl-Mikropartikel die Haupt-

masse des Thrombus.
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Abbildung 19: Immunhistologische Farbungen zur Beurteilung von Zellgehalt und Zellverteilung in einem

L3.6pl-Mikropartikel induzierten Thrombus.
Mafistab = 200pm; a) Leukozytenfarbung, CD45 (rot), DAPI = Kernfarbung (blau); b) Thrombozytenfar-
bung, CD41 (rot), DAPI (blau); c) Fibrinogenfarbung, Fibrin (rot) DAPI (blau).

Zusammengenommen sprechen diese Ergebnisse dafur, dass tumorése Mikro-
partikel die Thrombusbildung und -gré3e entscheidend beeinflussen. Zudem
scheint die Malignitat der Mikropartikel offenbar keinen Einfluss auf die Throm-
bogenitat zu haben, denn der Vergleich von FG- und L3.6pl-Mikropartikeln zeigt
eine ahnlich Thrombosierungsrate sowie ein vergleichbares Gewichtsniveau der

entstandenen Thromben.

Letztlich wurde, um ausschliel3en zu kdnnen, dass manipulative Gefalllasionen
die Thrombogenese triggern und zu belegen, dass die Flussreduktion Initiator
der stenotischen Phlebothrombose ist, 8 C57BIl/6J Tiere sham-operiert und
L3.6pl-Mikropartikel appliziert. Keines dieser Tiere entwickelte einen makrosko-
pischen Thrombus. Verglichen mit der Blut-Mikropartikel-Kontrollgruppe zeigte
sich ein signifikanter Unterschied im Hinblick auf das mittlere Thrombusgewicht
(p = 0,010). Auch der Test auf Unterschied zur L3.6pl-Mikropartikel-Gruppe
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machte einen statistisch signifikanten Unterschied deutlich (p < 0,001).

Dieses Resultat erlaubte es schlussfolgernd fest zu halten, dass die Operation
als Trigger der Thrombose ausgeschlossen werden kann und Tumormikroparti-
kel alleine nicht in der Lage sind eine Thrombose zu induzieren, sondern dass

zusatzlich eine Flussverlangsamung notwendig ist.

Dem explorativen Charakter dieser Studie folgend war ein aussagekraftiger
Vergleich auf Unterschied (Fisher-Test) im Hinblick auf die Thrombusinzidenz
der verschiedenen Versuchsgruppen in Folge der geringen Fallzahlen nicht
mdglich, sodass nachfolgendem und allen weiteren Inzidenzdiagrammen eine

rein illustrative Funktion zuzuschreiben ist.
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Abbildung 20: Einfluss von MP auf die Stenose-induzierte vendse Thrombose.
Dotplot: Vergleich der Thrombusgewichte; Querbalken = mittleres Thrombusgewicht

Saulendiagramm: lllustration der Thrombusinzidenz.

3. MIKROPARTIKEL GETRIGGERTE VENOSE STENOSE IN GENETISCH MANIPULIERTEN

LINIEN

Da bei der Anwendung von L3.6pl-Mikropartikeln die héchste Thromboseinzi-
denz (8/8 Tieren) beobachtet werden konnte, wurden die nachfolgenden Versu-
che mit diesem Mikropartikeltyp durchgeflhrt. Ziel dieser Experimente war es,
den Mechanismus der Mikropartikel-assoziierten Thrombose im Detail zu kla-

ren.

3.1 P-Selektin knockout

Im Hinblick auf die Stenose-induzierte TVT konnte bereits bewiesen werden,

dass die Thrombusinzidenz bei SELP” Mausen signifikant reduziert ist®*.

Ob der Knockout des Adhasionsmolekils P-Selektin auch die Entstehung der
Mikropartikel-induzierten Phlebothrombose beeinflusst, sollte an SELP”" Mau-
sen getestet werden. Bekanntermalden ist P-Selektin verantwortlich fur die Ad-
hasion von Leukozyten (Uber PSGL-1) und Thrombozyten (Uber vWF) an akti-

viertes Endothel sowie fur die Leukozyten-Thrombo-zyteninteraktion.
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Interessanterweise entwickelten nach Mikropartikelapplikation alle 4 SELP™
Tiere, die jeweils zwei Injektionen zu 150 ug L3.6pl-Mikropartikel erhielten, ei-
nen Thrombus. Das mittlere Thrombusgewicht lag bei 25,6 mg + 5,1 mg. Eben-
so wie bei 4 C57BI/6J Wildtypmausen, die L3.6pl-Mikropar-tikel erhielten, zeig-
ten die SELP™ Tiere eine massive Thrombosierungsneigung. Das mittlere
Thrombusgewicht beider Gruppen (C57Bl/6J + L3.6pl: 23,5 mg + 2,6 mg) be-
wegte sich im gleichen Grdlenbereich, sodass statistisch kein Unterschied

nachweisbar war (p = 0,381).

In der Kontrollgruppe von 5 SELP™ Tiere, die Blut-Mikropartikel nach demsel-
ben Injektionsregime erhielten, war bei keinem Tier ein makroskopischer
Thrombus detektierbar. Dieses Ergebnis unterschied sich stark von der SELP”
Gruppe mit L3.6pl-Mikropartikeln und war auch statistisch signifikant (p =
0,016). Die stark prothrombotische Wirkung der L3.6pl-Mikropartikel konnte

somit erneut bewiesen werden.

Schliel3lich wurde eine Gruppe von 5 C57BI/6J Tieren, die Blut-Mikro-partikel
erhielten, untersucht. Die Thrombusinzidenz innerhalb dieser Gruppe lag bei 60
%, denn 3 der 5 Tiere entwickelten einen Thrombus und das mittlere Throm-
busgewicht bei 6,9 mg + 2,8 mg. Im Vergleich zu den SELP” Tieren mit Blut-
Mikropartikeln, die keine Thrombosierungsneignung erkennen lieen, war ein

statistisch signifikanter Unterschied nachweisbar (p = 0,030).

Obwohl der Mangel an P-Selektin im Stenosemodell die Thrombusbildung bei
Wildtyptieren sowie bei Injektion von Blut-Mikropartikeln zu verhindern ver-
mochte, hatte dieser Knockout bei Tumormikropartikeln keinen Effekt. Zusam-
menfassend zeigen diese Ergebnisse, dass Tumormikropartikel 1.) zur Entfal-
tung ihrer prothrombotischen Wirkung unabhangig von P-Selektin sind und 2.)
wahrscheinlich nicht auf die Leukozyten- und Thrombozytenadhasion angewie-
sen sind, welche bei alleiniger Flussreduktion ohne Mikropartikelinjektion die
entscheidenden zellularen Faktoren sind. In den nachfolgenden Experimenten
soll daher naher auf die Rolle von Thrombozyten und Leukozyten eingegangen

werden.
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Abbildung 21: Einfluss von P-Selektin auf die MP-getriggerte vendse Thrombose.

Dotplot: Vergleich der Thrombusgewichte; Querbalken = mittleres Thrombusgewicht

Saulendiagramm: lllustration der Thrombusinzidenz.
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3.2 GPIb, knockout

Um die Frage zu klaren, ob der Mangel von GPIb als wichtigstem Adhasions-
molekul der Thrombozyten die Mikropartikel-induzierte Thrombose im Steno-
semodell einddmmen kann, wurden 4 Mause des Stammes GPIb/IL-4R auf

Thrombusbildung nach L3.6pl-Injektion hin untersucht.

Im Rahmen der physiologischen Hamostase vermittelt GPIlb die transiente In-
teraktion von Thrombozyten an das Endothel Uber vWF. Die adharenten
Thrombozyten wiederum fordern die Leukozytenakkumulation und stimulieren
Leukozyten zur NETosis im Mausmodell der TVT. Im Stenosemodell war fest-
zustellen, dass der plattchenspezifische Knockout des GPIb-Gens mit einer auf

20 % signifikant reduzierten Thrombusinzidenz einher ging®.

Im Mikropartikelsetting verlief die Thrombogenese in GPIb/IL-4R Tieren aller-
dings ungehindert. Alle 4 Tiere entwickelten vendse Thromben mit einem mittle-
ren Gewicht von 23,9 mg £ 2,9 mg. In der Kontrollgruppe mit 4 Tieren des Wild-
typstammes, die L3.6pl-Mikropartikel erhielten, wiesen ebenfalls alle Tiere ei-
nen Thrombus auf. Das mittlere Gewicht der Thromben lag bei 20,1 £ 6,6 mg.
Tumormikropartikel verursachen somit, unabhangig von GPIb und damit auch
unabhangig von der Thrombozytenrekrutierung eine hochgradige Thrombusbil-
dung. Ein Unterschied zwischen beiden Gruppen war aus statistischer Sicht

nicht zu ermitteln (p = 0,333).
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Abbildung 22: Einfluss von thrombozytarem GPIb auf die MP-induzierte venése Thrombose.
Dotplot: Vergleich der Thrombusgewichte; Querbalken = mittleres Thrombusgewicht

Saulendiagramm: lllustration der Thrombusinzidenz.

3.3 TF"" LysM Cre*

Da ohne Mikropartikelapplikation der TF myeloider Leukozyten den entschei-
denden Trigger fur die Fibrinbildung darstellt, wurde hier analysiert, ob dies
auch bei Injektion von Tumormikropartikeln der Fall ist. Nachweislich verringerte
der Mangel an myeloidem TF im TVT-Modell ohne Mikropartikel das mittlere
Thrombusgewicht um 60,2 % auf 3,88 mg + 1,40 mg, wobei die Thrombusinzi-
denz bei 61,7 % lag.

Durch Einsatz Cre" Tiere sollte erforscht werden, ob ein spezifischer Mangel an
myeloidem TF die Entstehung eines Thrombus nach Injektion von Mikroparti-

keln beeinflusst. Cre™ Tiere dienten als Kontrolle.

Die Applikation von L3.6pl-Mikropartikeln verursachte bei allen ligierten TF"
LysM Cre” sowie bei allen Cre™ Tieren eine vendse Thrombose. Das mittlere
Thrombusgewicht betrug bei den Cre” Mausen 14,4 mg + 3,0 mg, bei den Cre’

Tieren 19,1 mg = 4,0 mg. Im statistischen Vergleich beider Gruppen bezuglich



V. Ergebnisse 83

der mittleren Thrombusgewichte lag kein Hinweis auf einen Unterschied vor (p
= 0,168). Die Thrombusinzidenz verhielt sich in beiden Gruppen identisch. Tu-
mordse Mikropartikel fuhren also unabhangig von myeloidem TF zu erhdhter
Thrombosierungsneigung, wobei das mittlere Thrombusgewicht hinter der Kon-

trollgruppe zurlck bleibt.
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Abbildung 23: Einfluss des myeloiden TF auf die MP-induzierte venése Thrombose.
Dotplot: Vergleich der Thrombusgewichte; Querbalken = mittleres Thrombusgewicht

Saulendiagramm: lllustration der Thrombusinzidenz.

4. MIKROPARTIKEL  GETRIGGERTE VENOSE THROMBOSE UNTER [EINSATZ

SPEZIFISCHER ANTIKORPER UND INHIBITOREN

4.1 Thrombozytendepletion

Nachdem zu beobachten war, dass die Thrombosierungsneigung im TVT-
Modell bei Applikation tumordser Mikropartikel unabhangig von GPIb ist, wurde
mit Hilfe der Thrombozytendepletion untersucht, ob es auch trotz vollstandiger
Abwesenheit von Blutplattchen zu einer Mikropartikel-induzierten Gerinnung

und Thrombusbildung kommt.
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An 4 Tieren wurde die Thrombozytendepletion durchgefihrt und die Throm-
bozytopenie jeweils anhand eines Blutbildes bestatigt. Alle Tiere entwickelten
innerhalb der 48 h einen Thrombus. Das mittlere Thrombusgewicht von 25,2 mg
t+ 5,1 mg bewegte sich dabei in einem ahnlichen GréRenbereich wie das mittle-
re Thrombusgewicht von den 4 Kontrolltieren, die mit dem entsprechenden Iso-
typ behandelt wurden (20,9 mg £ 6,0 mg). Statistisch fiel kein Unterschied zwi-
schen den Thromusgewichten auf (p = 0,328). Aus diesem Experiment wird er-
sichtlich, dass die tumordsen Mikropartikel die Thrombogenese unabhangig

vom Einfluss der Plattchen triggern.
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Abbildung 24: Einfluss der Thrombozytendepletion auf die MP-induzierte venése Thrombose.
Dotplot: Vergleich der Thrombusgewichte; Querbalken = mittleres Thrombusgewicht

Saulendiagramm: lllustration der Thrombusinzidenz.

4.2 Neutrophilendepletion

Neutrophile Granulozyten kdnnen Uber die Bildung von NETs das intrinsische
Gerinnungssystem aktivieren und somit zur Thrombusbildung beitragen®*. Die
Depletion von Neutrophilen in Wildtyptieren fuhrte zu einer verringerten Throm-

businzidenz, die bei nur 20 % angesiedelt war sowie einem signifikant reduzier-
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tem mittlerem Thrombusgewicht im Vergleich zur Isotypkontrolle?*. Um die Rolle
von neutrophilen Granulozyten im Zuge der Mikropartikel-vermittelten TVT zu
untersuchen, wurde in einer Versuchsgruppe eine pharmakologische Depletion

der Neutrophilen induziert.

Die Depletion von Neutrophilen in C57BI/6J Tieren, die L3.6pl-Mikropartikel i.v.
erhielten, zeigte keinen Einfluss auf die Thrombogenese, denn alle neutropenen
Tiere entwickelten innerhalb von 48 h einen vendsen Thrombus. Das mittlere
Thrombusgewicht von 35,2 mg £ 3,7 mg unterschied sich aus statistischer Sicht
dabei nicht (p = 0,172) von den 4 Tieren, die mit dem entsprechenden Isotyp
behandelt wurden und deren mittleres Thrombusgewicht von 25,7 mg £ 7,1 mg
bei ebenfalls 100 %iger Thrombusinzidenz angesiedelt war. Zwar ist die Ten-
denz erkennbar, dass neutrophilendepletierte Tiere deutlich schwerere Throm-
ben aufweisen, doch legen diese Resultate den Schluss nahe, dass die Mikro-

partikel-assoziierte Thrombogenese unabhangig von Neutrophilen verlauft.
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Abbildung 25: Einfluss der Neutrophilendepletion auf die MP-induzierte vendse Thrombose.
Dotplot: Vergleich der Thrombusgewichte; Querbalken = mittleres Thrombusgewicht

Saulendiagramm: lllustration der Thrombusinzidenz.
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4.3 Inhibition des FXII

Um die Rolle des intrinsischen Gerinnungsweges im Zuge der Mikropartikel-
assoziierten TVT zu untersuchen, wurde dieser Teil des Gerinnungssystems

durch Inhibition des Faktors Xll ausgeschaltet.

In einer Gruppe von 4 C57BI/6J Tieren, denen i.v. der FXII-Inhibitor PCK appli-
ziert wurde, lie3en alle Tieren einen makroskopischen Thrombus erkennen; das
mittlere Thrombusgewicht betrug 23,7 mg £+ 5,1 mg. In der Kontrollgruppe, die
anstelle des Inhibitors jeweils zwei Boli sterile NaCl i.v. erhielten und ebenfalls
alle einen Thrombus zeigten, lag das mittleren Thrombusgewicht bei 21,8 mg +
7,7 mg. Auch in dieser Gruppe war beim Vergleich des mittleren Thrombusge-
wichts kein Hinweis auf einen Unterschied vorhanden (p = 0,436). Daraus wird
ersichtlich, dass die Mikropartikel-getriggerte TVT unabhangig vom FXIl und

somit vom intrinsischen Gerinnungssystem verlauft.
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Abbildung 26: Einfluss des FXII auf die MP-induzierte vendse Thrombose.
Dotplot: Vergleich der Thrombusgewichte; Querbalken = mittleres Thrombusgewicht

Saulendiagramm: lllustration der Thrombusinzidenz.
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4.4 Blockade des mikropartikularen TF

TF wird von Tumorzellen exprimiert und ist auf tumordsen Mikropartikeln im Blut
von Tumorpatienten nachweisbar. TF gilt als Trager der prokoagulatorischen
Aktivitdt und es haufen sich die Belege, dass zirkulierende TF* Mikropartikel mit
erhdhter  Gerinnungsbereitschaft  bei  Tumorerkrankung eine  Rolle

110120.132.134 * Dyrch Prainkubation des Mikropartikelpellets mit einem

spielen
spezifischen TF-Antikdrper wurde versucht, die Aktivitat von mikropartikularem
TF zu blockieren, um zu untersuchen, ob das prokoagulative Potential von tu-

mordsen L3.6pl-Mikropartikeln vermindert werden kann.

Einer Gruppe von 5 Mausen wurde nach dem bekannten Applikationsregime
mit anti-TF Antikdrper inkubierte Mikropartikel appliziert. 4 der 5 Tiere entwickel-
ten einen Thrombus, wobei das mittlere Thrombusgewicht 5,4 mg + 2,0 mg be-
trug. Dies ist signifikant reduziert im Vergleich zu der Kontrollgruppe, bestehend
aus 5 Mausen, die mit dem entsprechenden Isotyp inkubierte Mikropartikel er-
hielten (p = 0,006). Deren mittleres Thrombusgewicht lag bei 13,9 mg + 1,4 mg,
wobei alle 5 Tiere Thromben entwickelten. Die Entwicklung einer Mikropartikel-
assoziierte Thrombose ist somit deutlich abhangig von der Aktivitat des mikro-

partikularen TF.

(5/5)

259 100 e
p = 0,006 !
90
4/5
20 - 80 (4/5)
£ s £ 70
T 154 &
2 — 139 3 60
PY N
o £
o)) * ] » 50
(7] >
3 104 . €
€ & 40
g o s
= 30
5,4
4 B
5 20
PY 10
0 T * 0 R
Isotyp anti-TF Isotyp anti-TF
L3.6pl MP  L3.6pl MP L3.6pl-MP L3.6pl-MP

Abbildung 27: Einfluss des mikropartikularen TF auf die MP-induzierte vendse Thrombose.
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Dotplot: Vergleich der Thrombusgewichte; Querbalken = mittleres Thrombusgewicht

Saulendiagramm: lllustration der Thrombusinzidenz.

5. COMPUTERTOMOGRAPHIE

Computertomographische Untersuchungen, angefertigt 48 h nach Ligatur, kurz
vor der Entnahme des Thrombus, ermdglichten eine Diagnose der vendsen
Thrombose in vivo. Von den 2 Tieren, die Blut-Mikropartikel erhielten, entwickel-
te ein Tier keinen Thrombus. In den Aufnahmen dieses Tieres ist die einengen-
de Ligatur nach Kontrastmittelapplikation deutlich sichtbar (Abb. 28a). Ein Tier
wurde mit L3.6pl-Mikropartikeln behandelt und ebenfalls einem CT-Scan unter-
worfen. Das Gerinnsel dieser Maus stellte sich im CT deutlich als Kontrastmit-
tel-freie Region dar (Abb. 28b). Damit war der Beweis erbracht, dass es sich bei
den Stenose-induzierten, nach 48 h entnommenen Thromben nicht um post-
mortale Gebilde handelt. Zudem stellte sich die Computertomographie als po-
tente und schonende Methode dar, um vendése Thromben in vivo visualisieren

zu konnen.

Abbildung 28: CT Aufnahmen im Sagittalschnitt.
a) Rumpf einer Maus mit Blut-Mikropartikeln ohne Thrombusbildung, einengende Ligatur sichtbar (roter

Pfeil); b) Rumpf einer Maus mit L3.6pl-Mikropartikeln mit Thrombusbildung (begrenzt von gelben Pfeilen).
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6. ULTRASCHALLUNTERSUCHUNGEN

Ultrasonographische Untersuchungen wurden mit dem Ziel durchgefihrt, den
Verlauf der Thrombogenese in vivo verfolgen zu kdénnen. Mit Hilfe dieser
Technik sollte evaluiert werden, ob sich venése Thromben in der Vena cava
caudalis nicht invasiv darstellen lassen und wie sich die Dynamik der

Mikropartikel-assoziierten Thrombose verhalt.

6.1 Ubersicht zur Entstehungsdynamik von L3.6pl-assoziierten Thromben

In einer ersten Versuchsgruppe wurden 3 Tiere, die tumordse L3.6pl-
Mikropartikel erhielten, Uber 3 h hinweg zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach
Platzierung der Ligatur mittels Ultraschall untersucht, um einen Uberblick Uber
die Entstehungsdynamik eines Thrombus zu gewinnen. Bei allen Tieren wurden
in 30 minutigem Abstand sonographische Aufnahmen gefertigt und an Hand
dieser Aufnahmen die Lange und die Flache der aktuellen Thrombusmasse

bestimmt.

Maus 1 Maus 2 Maus 3
Zeitspanne der 1.-3. h post 4.-7. h post 1.-3. h post
Sonographie 1.Injektion 1. Injektion 2. Injektion
Mess- max. Flache max. Flache max. Flache
parameter Thrombus- | (mm?) | Thrombus- | (mm?) | Thrombus- | (mm?)
lange (mm) lange (mm) lange (mm)
0 min nach In- keine
% jektion h B 1.3 Aufnahme 4,1 5.305
3 30 min nach
= L 3,1 3.642 1,4 1.722 6,7 9.984
8 | Injektion
O
A .
< |1hnachlinjek-| — 5g 3.146 1,6 1.905 8 12.051
S tion
c .
= | 3hnach Injek-1 34 4.264 2,8 3.805 6,2 10.782
N tion
Gewicht bei 0,5 mg 3,7 mg 20,2 mg
Entnahme
Lange bei Ent- 3,0 mm 3,0 mm 7,8 mm
nahme

Tabelle 16: Dynamik der L3.6pl-induzierten Thrombogenese nach der 1./ 2. Mikropartikelinjektion mit so-

fortiger Thrombusentnahme.
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Maus 1 wurde innerhalb der ersten 3 h nach der ersten Mikropar-tikelinjektion
untersucht. Wahrend direkt nach der Applikation noch kein Thrombusmaterial
zu erkennen war, hatte sich 30 min spater bereits ein Clot von 3,1 mm Lange
(entspricht einer Flache von 3,642 mm?) gebildet. Im weiteren Verlauf traten nur
geringe Schwankungen der  Thrombus-masse auf; 3h nach
Mikropartikelinjektion lag die Lange bei 3,1 mm (Flache 4,264 mm?). Der direkt
nach der letzten Schalluntersuchung entnommene Thrombus hatte

makroskopische eine Lange von 3,0 mm, bei einem Gewicht von 0,5 mg.

Omin post 1. Injektion - 3h post 1. Injektion

Abbildung 29: Ultraschallbefunde 0 min nach und 3 h nach der 1. Mikropartikelinjektion sowie entnom-

mener Thrombus makroskopisch.

Um den weiteren Verlauf der Thrombusbildung darzustellen wurde Maus 2 im
Zeitraum von der 4.-7. h nach der ersten Mikropartikelinjektion untersucht. Bei
diesem Tier war ein kontinuierliches Langenwachstum des Thrombusmaterials
zu beobachten. 4 h nach der 1. Injektion (Zeitpunkt 0 min) betrug die Lange des
Thrombus 1,3 mm und wuchs bis zur letzten Schalluntersuchung 7 h nach der
ersten Injektion (Zeitpunkt 3 h) bis auf eine Lange von 2,8 mm (Flache 3,805

mm?). Makroskopisch konnte eine Lange von 2,9 mm gemessen werden.

4,5h post 1. Injektion 7h post 1. Injektion

Abbildung 30: Ultraschallbefunde 4,5 h nach und 7 h nach der 1. Mikropartikelinjektion sowie entnomme-

ner Thrombus makroskopisch.
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Im Falle von Maus 3, die innerhalb der ersten 3 h nach der zweiten
Mikropartikelinjektion untersucht wurde, war zum Zeitpunkt der ersten
Schallaufnahme eine Thrombusmasse von 4,1 mm Lange (Flache 5,305 mm?)
vorhanden, die innerhalb der ersten 30 min auf 6,7 mm (Flache 9,984 mmz)
anwuchs. Im Zuge der letzten Aufnahme nach 3 h konnte eine Lange von 6,2
mm (Flache 10,782 mm?) ermittelt werden. Der entnommene Thrombus wies
eine Lange von 7,8 mm auf. Dabei ist der Langenunterschied in vivo und ex
vivo auf einen sehr dunnen, im Gefall flotierenden Thrombusschwanz
zuruckzufihren, der in Folge seiner Beweglichkeit sonsographisch nicht erfasst

werden konnte.

Omin post 2. Injektion 50C 3h post 2. Injektion

Abbildung 31: Ultraschallbefunde 0 min nach und 3 h nach der 2. Mikropartikelinjektion sowie entnom-

mener Thrombus makroskopisch.

Aufbauend auf den Erkenntnissen aus dieser ersten Versuchsgruppe wurden 3
weitere Tiere, ebenfalls Uber einen Zeitraum von 3 h nach der zweiten
Mikropartikelinjektion, geschallt. Diese Tiere Uberlebten bis zum regularen Ende
des chronischen Versuchs 48 h nach der stenosierenden Operation. Erst dann

wurde der Thrombus entnommen.
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Maus 4 Maus 5 Maus 6
Zeitspanne der 1.-3.h post 1.-3.h post 1.-3.h post
Sonographie 2. Injektion 2. Injektion 2. Injektion
Mess- max. Flache max. Flache max. Flache
parameter Thrombus- | (mm?) | Thrombus- | (mm?) | Thrombus- | (mm?
lange (mm) lange (mm) lange (mm)
c vor Injektion 1,8 1,38 2,3 3,08 5,5 7,78
sy
2 30 min nach 5,5 1,28 4.1 5,37 10,7 15,02
8 llnjektion (1,9+3,6)
O
2 1 h nach Injek- 5,8 3,72 4,2 5,95 11,1 15,03
S tion
,i 3 h nach Injek- 5,5 4,24 6,8 7,48) 10,6 15,83
N | tion (1,7+3,8) (4,3+2,5)
Gewicht nach 6 mg 20,9 mg 28,7 mg
48 h
Lange nach 5,5 mm 6,8 mm 10,5 mm
48 h

Tabelle 17: Dynamik der L3.6pl-induzierten Thrombogenese in der 1.-3. h nach der 2. Injektion.

Die aus diesen 3 Mausen gewonnenen Daten konnten wie folgt zusammenge-
fasst werden: Bei allen 3 Tieren war vor der 2. Mikropartikelinjektion ein Gerinn-
sel erkennbar, das im Mittel 3,4 mm (mittlere Flache von 4,387 mm?) lang war.
Der Effekt der 2. Mikropartikelportion liel3 sich schon 30 min spater erkennen,
denn das Thrombusmaterial war auf eine mittlere Lange von 6,8 mm (8,163
mm?) angewachsen. Nach weiteren 30 min war eine geringe Langenzunahme
von 0,5 mm auf 7,3 mm (9,189 mm?) zu verzeichnen. Auch 3 h nach der zwei-
ten Injektion betrug die sonographische Lange 7,3 mm (9,581 mm?). Die ent-
nommenen Thromben wiesen 48 h nach Versuchsbeginn ein mittleres Gewicht

von 18,5 mg und eine mittlere Lange ex vivo von 7,6 mm auf.

Die Untersuchungen zur Entstehungsdynamik Mikropartikel-induzierter Throm-
ben demonstrieren, dass die erste Mikropartikelinjektion die initiale Thromboge-
nese triggert und eine erste Gerinnselformation zur Folge hat, wahrend die
zweite Injektion, aufbauend auf dem bestehenden Clot, eine starke Massenzu-

nahme verursacht.
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6.2 Blut-Mikropartikel-assoziierte Thrombogenese

Um die Entstehungsdynamik von Thromben nach Applikation tumordser
Mikropartikel vergleichend zu einer Kontrollgruppe beurteilen zu kdnnen,
wurden 3 Tiere, die Blut-Mikropartikel erhielten, nach der zweiten Mikro-

partikelinjektion Uber 3 h hinweg geschallt.

Im Falle der Blut-Mikropartikelapplikation konnte zum Zeitpunkt direkt vor der
zweiten Injektion bei keinem Tier eine solide Thrombusmasse im Ultraschall
dargestellt werden. Auch im Laufe der 3 h nach der zweiten Injektion war die
Ausbildung einer soliden Zellmasse nicht zu beobachten. Lediglich ein Tier
hatte einen schwach echogenen Bereich direkt caudal der Ligatur, der jedoch
intrinsische Bewegung erkennen liel3. Bei diesem Tier war zum Zeitpunkt der
Entnahme nach 48 h ein kleines Gerinnsel von 1,2 mg nachweisbar. Die

anderen beiden Mause entwickelten keinen Thrombus.

Weder durch die erste Injektion von Blut-Mikropartikel, noch durch die zweite
Injektion war eine Aktivierung der Gerinnung mit folgender Thrombusformation
zu erkennen. Es besteht kein Zusammenhang zwischen Blut-

Mikropartikelinjektion und Thrombogenese.

6.3 Dynamik der Mikropartikel-assoziierten Thrombogenese

Eine deutliche Massenzunahme erfuhr das sich bildende intravasale Gerinnsel

jeweils direkt nach den Injektionen von L3.6pl-Mikropartikeln.

Bei Maus 1 entwicklete sich innerhalb der ersten 30 min nach der ersten
Injektion eine solide Thrombusmasse von 3,1 mm Lange die im Weiteren nicht

grolder wurde.

Maus 2 liel3 ein kontinuierliches Wachstum beobachten; eine Langen-zunahme

uber den Untersuchungszeitraum vom 3 h von 115 % konnte errechnet werden.

Da die Mause 3-6 im gleichen Zeitraum - 1.-3.h nach der zweiten
Mikropartikelinjektion - geschallt wurden, wurde der Mittelwert aller 4 Tiere
graphisch dargestellt. Es wurde ersichtlich, dass es auch innerhalb der ersten

30 min nach der zweiten Injektion zu einer massiven Thrombus-bildung kommt.
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Vor bzw. zum Zeitpunkt dieser Injektion betrug die mittlere Thrombuslange 3,4
mm und wuchs in nur 30 min auf die doppelte Lange von 6,8 mm an, was einer
Massenzunahme von 100 % entsprach. Das Gerinnungsgeschehen war
innerhalb der ersten 30 min nach den Injektionen massiv und ab 1 h nach
Injektion waren nur noch geringgradige Schwankungen der Thrombusgréfie zu
verzeichnen. Im Vergleich dazu konnte bei keinem der 3 geschallten Mause, die

mit Blut-Mikropartikeln behandelt wurde ein intravasaler Thrombus dargestellt

werden.
Maus 1 Maus 2 Mause 3-6 (Mittelwert)
10 10,00
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7 7,00
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£ =)
g6 6,00 3
(0] o
O c
:% p28
9 ®
§ 4 2 400 3
£ ~ / / 3
' ~ < o
3 I 3,00
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Ligatur 1. Injektion 2. Injektion Entnahme

Abbildung 32: Graphische Darstellung der Entwicklung von Thrombuslange und Thrombusflache in Ab-
hangigkeit vom Zeitverlauf nach Mikropartikelinjektion.

Durchgezogene Linien = Entwicklung der Thrombuslange; gestrichelte Linien = Entwicklung der Throm-
busflache; schwarze Linien = Maus 1 (0 min bis 3 h nach erster. Injektion); graue Linien = Maus 2 (4 h bis
7 h nach erster. Injektion); blaue Linien = Mittelwert der Mause 3-6 (direkt vor bis 3 h nach der zweiten.

Injektion).
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VI. DISKUSSION

1. WAHL DER MAUSLINIEN

Die Wahl der Maus als Versuchstier begriindet sich aus der vergleichsweise
leichten Haltung und dem einfachem Handling sowie aus der Tatsache, dass
verschiedenste genetisch modifizierte Stamme zur Verflgung stehen. Auch im
Hinblick auf cardiovaskulare Fragestellungen stehen zahlreiche Knockout-,
Knockin- oder gefloxte Stdmme zur Auswahl, sodass der Einfluss diverser Zell-

typen und Proteine auf die Thrombogenese spezifisch untersucht werden kann.

Der Inzuchtstamm C57BI/6J wurde in der vorliegenden Arbeit als Wildtypstamm
herangezogen, an dem die Standardisierung des vendsen Stenosemodells so-
wie die Evaluation des Effekts von Mikropartikeln auf die Thrombusbildung er-
folgte. Desweiteren wurden C57BI/6J Tiere als Kontrollstamm flr die verschie-
denen genetisch manipulierten Stamme, die auf C57BIl/6J-Hintergrund gezlch-
tet wurden, herangezogen'®*'*"""** Auch die Depletions- und Inhibitorversuche

wurden an Tieren dieses Stammes durchgefuhrt.

2. DAS STENOSEMODELL MIT PARTIELLER FLUSSREDUKTION ALS TIERMODELL DER

SPONTANEN VENOSEN THROMBOSE

Gemal den Erkenntnissen von Virchow wird die Entstehung eines vendsen
Thrombus durch drei Grundmechanismen getriggert: Endothellasion, Hyperko-
agulabilitit und Anderung der Hamodynamik®. Die verschiedenen tierexperi-
mentellen Modelle nutzen entweder eine operativ induzierte Anderung der

Flussdynamik des Blutes (Stase-, Stenosemodell)?"#426-28

oder eine gezielt ge-
setzte Lasion des Endothels (FeClI3, Laserverletzung, photochemische En-
dothelverletzung) zur Induktion vendser Throm-bosen?2%1%%1% Doch sind Er-
gebnisse aus Studien, bei denen Thrombose durch Endothellasion induziert
wird nicht daflir geeignet, Rickschlusse auf die Pathomechanismen der haufig

auftretenden spontanen tiefen Venenthrombose zu ziehen. Wie man heute
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weild, ist die spontane TVT in der Regel nicht auf Schadigung der Endothel-
struktur, sondern auf Anderung der Hdmodynamik zuriick zu fihren. Verschie-
dene Risikofaktoren, die mit langeren Phasen der Immobilisierung einhergehen
und somit mit einem reduzierten Rickfluss des vendsen Blutes zum Herzen
durch Ausfall der Muskelpumpe, fordern die Entstehung von TVT '012.14.15.34.35
Sevitt konnte zeigen, dass bei einem Groldteil der von ihm histologisch unter-
suchten humanen tiefen Venenthromben die Integritat des Endothels vollstan-
dig erhalten war'®. Ebenso werden Modelle, die mit vollstandiger Stase in den
vendsen Gefalden arbeiten, den pathophysiologischen Mechanismen der veno-
sen Thrombose nicht gerecht. Auch im Falle von z.B. Ruhigstellung durch Gips
oder anderweitiger Immobilisierung ist ein gewisser Restblutfluss im vendsen
Schenkel zu registrieren, da weitere Mechanismen (Ventilmechanismus der
Venenklappen und Atmungspumpe) den vendsen Ruckfluss zum Herzen si-

cherstellen?.

Vollstandig sistierender Blutfluss wird im Tiermodell entweder durch Ligatur o-
der Abklemmen des Gefales erreicht. Dabei wird der An- und Abtransport von
Blutzellen, Gerinnungsfaktoren und Proteinen allerdings komplett unterbunden.
Dies ist im Falle der spontanen venésen Thrombogenese nicht der Fall - eine
Vergleichbarkeit zu Situationen beim immobilisierten Patienten ist somit also

nicht gegeben?®.

Zur Erforschung des Effekts von tumorésen Mikropartikeln auf die Entstehung
von Phlebothrombosen fiel die Wahl aus Griinden der Ubertragbarkeit der Er-
gebnisse auf das vendse Stenosemodell mit reduzierter Blutstromungsge-
schwindigkeit. Durch Ligatur der Vena cava caudalis unter Einsatz eines Platz-
halters wird sichergestellt, dass ein verlangsamter, aber bestehender Blutfluss
erhalten bleibt. Der Beweis, dass die Integritat des Endothels unangetastet
bleibt konnten v. Brihl und Stark in elektronenmikroskopischen Untersuchun-

gen erbringen®?,

In der aktuellen Studie wurde das Modell, um mdgliche Durchfihrungsfehler im
Vorhinein auszuschlieRen und die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse gewahr-
leisten zu kénnen, zunachst im Hinblick auf die Blutflussgeschwindigkeit stan-

dardisiert, was mit Hilfe intravitalmikroskopischer Aufnahmen gelang. Vor und
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nach Platzieren der Ligatur wurde bei einer Gruppe von Tieren Aufnahmen ge-
fertigt und die Stromungsgeschwindigkeit zu den beiden Zeitpunkten berechnet.
Durch die stenosierende Operation wurde eine Reduktion des Blutflusses um
70,3 % erzielt.

Die generierten Thromben wiesen eine charakteristische makroskopische Mor-
phologie auf. Ahnlich der makroskopischen Erscheinung von humanen Throm-
ben'® zeigten die murinen Stenose-induzierten Thromben ein charakteristisches
Muster. Der Ligaturstelle anliegend fand sich ein roter Bereich, dem sich nach

kaudal weif3e und rote Thrombusbereiche anschlossen.

Das vendse Stenosemodell mit partieller Flussreduktion spiegelt die Pathome-
chanismen der spontanen vendsen Thrombose wesentlich realistischer wider
als die anderen in vivo Thrombosemodelle, die mit einer Endothelschadigung
oder vollstindiger Stase einhergehen®. Es erlaubt die Schlussfolgerung, dass
allein die Anderung der Hamodynamik als Stimulus fiir die Thrombusbildung
ausreichend ist. Der makro- und mikroskopische Bau der generierten Thromben
gleicht zudem dem Bau von Thromben bei tiefen Venenthrombosen von huma-

nen Patienten.

3. THROMBOSEINDUKTION ALS SPEZIFISCHER EFFEKT VON TUMORMIKROPARTIKELN

Tumorpatienten leiden an einem etwa 6fach hdoheren Risiko an vendser Throm-
boembolisation zu erkranken als die gesunde Bevolkerung''®. Neben dem
Grundleiden wirkt sich eine symptomatische Manifestation der TVT zusatzlich
negativ auf die Lebensqualitdt und die Prognose von Tumorpatienten aus'?.
Besonders haufig von der Ausbildung von Phlebothrombosen sind Patienten
betroffen, die an hochgradig malignen Tumoren vom Typ mucindéses Adenokar-
zinom leiden. Darunter ist vor allem das Pancreaskarzinom mit einer hohen

Thromboseinzidenz von bis zu 57 % assoziiert'?%-128,

Immer mehr Studien befassen sich mit dem Zusammenhang von Tumorleiden
und Hyperkoagulabilitdt. Dabei ricken tumordse Mikropartikel verstarkt in den

Focus, die durch die starke Akkumulation von TF, dem Initiator der extrinsi-
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schen Gerinnung, ein hohes prokoagulatorisches Potential haben. Schon meh-
rere Studien konnten belegen, dass im Blut von Tumorpatienten vermehrt TF*
Mikropartikel nachweisbar sind und dass die Mikropartikel-assoziierte TF-
Aktivitat erhoht ist’!86:87.120.130.132.134.161 " Ajjerdings gab es bisher noch kein ver-
lassliches in vivo Modell, mit dem explizit der Effekt tumordser Mikropartikel auf

die Thrombogenese bei spontaner TVT untersucht werden konnte.

Am murinen Stenosemodell mit partieller Flussreduktion konnte bei Mausen
nach orthotoper Implantation humaner Tumoren gezeigt werden, dass TF von
pancreatischen Tumorzellen die Koagulationskaskade aktiviert, dies allerdings

unabhéangig von zirkulierenden TF* Mikropartikeln geschieht'®?,

Durch Kombination des vendsen Stenosemodells und der i.v. Applikation von
tumorésen Mikropartikeln bot sich die Mdglichkeit, reproduzierbar die Auswir-
kung von Mikropartikeln auf die Thrombosierungsneigung zu erforschen sowie
weitere Untersuchungen im Hinblick auf Thrombusmorphologie und -zellgehalt

einzuleiten, um damit Rickschlisse auf die Pathogenese ziehen zu kénnen.

Im Organismus tumorkranker Patienten wirken zahlreiche Mechanismen modu-
lierend auf die Hamostase. In der vorliegenden Arbeit fokussierten wir uns je-
doch auf die Tatsache, dass Tumoren Mikropartikel in die Blutbahn abgeben
und darliber prokoagulatorisch wirken kénnen 838487.98.110132135 " 1y ;rch  die
zweimalige Injektion von jeweils 150 pg Mikropartikel konnten im Stenosemo-
dell reproduzierbar venése Thromben generiert werden und zwar mit einer Inzi-
denz von 100 % gegenulber nur ca. 60 % bei Tieren ohne Mikropartikelapplika-
tion. Somit kann hier gezeigt werden, dass mit dem dargestellten Tiermodell die

thrombogene Wirkung von Tumormikropartikeln in vivo analysiert werden kann.

Zunachst wurde die thrombogene Wirkung unterschiedlicher Mikropartikeltypen
untersucht: Blut-, FG- und L3.6pl-Mikropartikel. Blut-Mikropartikel, isoliert aus
dem Blut gesunder humaner Spender, wurden im murinen Stenosemodell ge-
testet, um eine Aussage uUber die prokoagulativen Eigenschaften von Mikropar-
tikeln an sich treffen zu kdnnen. Blut-Mikropartikel finden sich physiologischer-

weise im Blut eines jeden Individuums und stammen von verschiedenen vasku-

b77-80

laren Zellen a , v.a. von Thrombozyten aber auch Erythrozyten, Monozyten,

79,161

glatten Muskelzellen . Im Vergleich zu einer Kontrollgruppe, die einer ste-



VI. Diskussion 99

nosierenden Operation unterzogen wurde, aber keine Mikropartikel erhielt, war
es maglich, eine statistische Aquivalenz nachzuweisen. Dies beweist, dass die
i.v. Applikation humaner Blut-Mikropartikel in Mause per se keinen prothrombo-
tischen Effekt hat. Zudem lasst sich hieraus schlie3en, dass Blut-Mikropartikel
aus gesunden Spendern keinen anregenden Effekt auf die Phlebothromboge-
nese haben. Dies ist wahrscheinlich darauf zurtckzufuhren, dass TF auf Blut-
Mikropartikeln in seiner inaktiven Form vorliegt und erst aktiviert werden muss,
um seine prothrombotische Wirkung zu entfalten. Daher wurden diese Mikro-
partikel in den weiteren Untersuchungen als Kontrollgruppe der tumordsen Mik-

ropartikel herangezogen.

Zwei Typen tumordser Mikropartikel wurden untersucht: FG- und L3.6pl- Mikro-
partikel, die beide von einer pancreaskarzinomatdosen Mutterzelllinie abstam-
men. Wahrend FG-Mikropartikel sich durch schnelles Wachstum aber geringe
Metastasierungsrate auszeichnen, ist schnelles Wachstum sowie eine hohe

Metastasierungsrate fiir L3.6pl-Mikropartikel charakteristisch'®'*®,

Zum einen zeigte sich, dass Tumormikropartikel ein signifikant hdheres throm-
bogenes Potential haben als Blut-Mikropartikel. Zum anderen konnte nachge-
wiesen werden, dass tumordse Mikropartikel unabhangig von der Malignitat die
Gerinnung aktivieren, denn die Thrombusgewichte beider Mikropartikeltypen
rangierten in der gleichen Grélienordnung. Lediglich die Thrombusinzidenz war

bei den L3.6pl-Mikropartikeln etwas hdher.

Allerdings wurde durch die Versuche mit Sham-operierten Tieren deutlich, dass
die tumordsen Mikropartikel ihre thrombogene Wirkung nur entfalten kénnen,

wenn simultan die Blutstrdomungsgeschwindigkeit reduziert ist.

Im weiteren Verlauf der Studie wurden vorwiegend L3.6pl-Mikropartikel ver-
wendet. Dies liegt darin begrindet, dass tiefe Venenthrombosen verstarkt bei
Patienten mit hoch malignen, schnell wachsenden und metastasierenden Tu-
moren, allem voran beim Pancreaskarzinom vorkommen. Alle diese Eigen-
schaften sind auch den L.3.6pl-Zellen, welche die Mikropartikel vesikulieren,

zuzuschreiben.
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4. DYNAMIK DER THROMBOGENESE

Die ultrasonographischen Untersuchungen brachten wertvolle Erkenntnisse im
Hinblick auf die dynamischen Aspekte der Thrombogenese. Eine deutliche
Massenzunahme erfuhr das sich bildende intravasale Gerinnsel jeweils direkt
nach den Injektionen. In Folge der ersten Injektion entwickelte sich im Mittel ein
Thrombus der GrolRe von ca. 3 mm, wobei sich die Thrombusmasse in

Reaktion auf die zweite Mikropartikelinjektion im Mittel nochmals verdoppelte.

Die  Untersuchungen zur Dynamik der  Thrombusbildung nach
Mikropartikelinjektion zeigen, dass es jeweils innerhalb der ersten 30 min nach
Injektion zu einer hochgradigen Aktivierung der Gerinnung mit Bildung eines
soliden, sonographisch darstellbaren Thrombus kommt. Schon jeweils eine
Stunde nach der ersten bzw. zweiten Mikro-partikelinjektion sind nur noch
geringe Schwankungen der ThrombusgroRe zu beobachten. Der
prothrombotische Effekt der tumordsen Mikropartikel scheint also auf einen sehr
kurzen Zeitraum beschrankt. Diese Vermutung wird unterstrichen durch die
Tatsache, dass die Messwerte zur Thrombuslange bei den Mausen, deren
Venae cavae zum regularen Versuchsende nach 48 h enthommen wurden, den

Messwerten der letzten sonographischen Aufnahme entsprechen.

Im Gegensatz zu den nicht thrombogenen Blut-Mikropartikel ist eine klare
Korrelation von tumordsen Mikropartikeln und Gerinnungsaktiverung

nachweisbar.

Wahrscheinlich ist die kurze Wirkdauer der Mikropartikel auf die schnelle
Elemination aus dem Blut zurick zu fuhren. Umso beeindruckender erscheint
jedoch die Wucht, mit der sie die Gerinnung zu aktivieren vermdgen. Aus den
Ergebnissen, die im Zuge dieser Arbeit gewonnenen werden konnten, Iasst dich
die Hypothese erstellen, dass tumordse Mikropartikel Uber die Aktivierung der
extrinsischen Koagulationskaskade wirken. Dem mikropartiklularen TF kommt
dabei eine herausragende Rolle zu. Zellulare Mechanismen, ausgehend von
Thromboyzten und Leukozyten, die fir die Stenose-induzierte TVT von
grundlegender Bedeutung sind, werden vom prokoagulatorischen Potential der

tumordsen Mikropartikel vollstandig kaschiert.
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5. UNABHANGIGKEIT DER MIKROPARTIKEL-GETRIGGERTEN VENOSEN THROMBOSE

VON LEUKO- UND THROMBOZYTAREN EINFLUSSEN

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurden bereits wichtige molekulare Grundme-
chanismen der Thrombogenese am vendsen Thrombosemodell geklart. Dabei
konnte gezeigt werden, dass die Rekrutierung von Leukozyten und Thrombozy-

ten (iber P-Selektin bzw. GPIb essentiell fiir die Phlebothrombogenese sind**.

P-Selektin wird von aktivierten Thrombozyten und Endothelzellen expri-
miert'®'9%3 Leukozyten akkumulieren an endothelialem P-Selektin und intera-
gieren mit Thrombozyten (iber ihren Rezeptor PSGL-12**°. Auch Thrombozyten
kénnen Uber GPIb an endotheliales P-Selektin binden. Desweiteren binden
Thrombozyten Uber GPIb an Leukozyten und bilden mit diesen in der frihen

Phase der Thrombusbildung heterotypische Aggregate***°.

In einer kirzlich veroffentlichen Studie konnte gezeigt werden, dass das Fehlen
des funktionalen GPIlb, Rezeptors bei unbehandelten IL4-R/Iba-Mausen massi-
ve Auswirkungen auf die Thrombogenese im Stenosemodell hatte. Intravitalmik-
roskopische Aufnahmen belegen, dass 6 h nach Induktion der Flussreduktion
adharente Thrombozyten nur diffus verteilt angetroffen und keine Aggregatbil-
dung beobachtet werden konnte. Ebenso war die Leukozytenadhasion und die
Thrombozyten-Leukozyten-Inter-aktion sowie die Bildung von NETs signifikant

reduziert. Folge war eine stark eingeschrinkte Thrombogenese®’.

Da in Abwesenheit von Tumormikropartikeln die Rekrutierung von Leukozyten
und Thrombozyten unabdingbar fur die Entstehung von venésen Thrombosen
ist, wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob diese Zelltypen auch fur die
durch Tumormikropartikel ausgeldste Thrombose von Bedeutung sind. Um die
Rolle des GPlb, Rezeptors bei der Mikropartikel-assoziierten TVT zu untersu-
chen, wurden Mause des Stammes IL4-R/Iba mit Mikropartikeln behandelt.
Trotz massiv eingeschrankter Leukozyten-Thrombozyten-Interaktion, einem fur
die ,physiologische“ Thrombusbildung im Stenosemodell unumganglichen Pha-

nomen, war die Thrombosierungsneigung unbeeintrachtigt.

Da aber die Interaktion von Leukozyten und Blutplattchen nicht nur von GPIb,

sondern auch von P-Selektin abhangig ist, wurden P-Selektin-defiziente Mause
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einer Behandlung mit Mikropartikeln unterzogen und die Thrombosierungsrate
und das Thrombusgewicht beurteilt. Bei stenosierten Wildtyptieren ohne zusatz-
liche Mikropartikelapplikation ist in der Initial-phase der venésen Thrombose im
Stenosemodell endotheliales P-Selektin essentiell fur die Leukozytenrekrutie-
rung und die Thrombozytenadharenz. Intravitalmikroskopische Aufnahmen be-
legen, dass die Leukozytenadhésion in P-Selektin defizienten Mausen (SELP™")
fast vollstandig unterbunden ist, was in einer signifikant verminderten Thrombo-

sierungsrate resultiert®.

Keines der SELP” Tiere, welches Blut-Mikropartikel nach dem bekannten
Schema erhielt, entwickelte einen Thrombus, was darauf hindeutet, dass Blut-
Mikropartikel kein prokoagulatives Potential zugesprochen werden kann. Im
Gegensatz dazu war aber bei SELP” Mausen, die mit L3.6pl- Mikropartikeln
behandelt wurden zu beobachten, dass es zu einer massiven Aktivierung des
Koagulationssystems kam. Alle Tiere entwickelten volumindése Thromben, die
sich von der Ligaturstelle nach kaudal z.T. bis in die Venae iliacae ausdehnten.
Thrombusgewichte und -inzidenz war vergleichbar mit einer Gruppe von
C57BIl/6J Mausen, die ebenfalls L3.6pl-Mikropartikel erhielten. Die Induktion ei-
ner vendsen Thrombose durch tumordse Mikropartikel scheint demnach voll-

standig unabhangig von P-Selektin zu verlaufen.

Zusammengefasst lassen diese Ergebnisse darauf schlieRen, dass tumordse
Mikropartikel die Thrombusbildung unbeeinflusst von GPIb, und P-Selektin in-
duzieren. Dies bedeutet gleichzeitig, dass tumordse Mikropartikel die Thrombo-
sierung unabhangig von Leukozyten- und Thrombozytenadhasion sowie -
interaktion aktivieren. Ein Beleg dafur konnte in immunhistologischen Prapara-
ten von Mikropartikel-induzierten Thromben erbracht werden. Leukozyten wa-
ren im Falle der tumordsen Mikropartikel vorwiegend endothelnah lokalisiert. Im
Zentrum des Thrombus konnten nur wenige Leukozyten detektiert werden.
Auch Thrombozyten waren im Vergleich mit Blut-Mikropartikel induzierten
Thromben vermehrt randstandig zu detektieren. Dahingegen konnte anhand der
Fibrinogenfarbung der Eindruck gewonnen werden, dass die Hauptmasse der
Thromben von Tieren, die tumorése Mikropartikel erhielten, Fibrin ist, das dicht

gepackt, in Schichten gelagert das gesamte GefalRlumen ausfillt.
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Ob tumordse Mikropartikel die Thrombosierung nicht nur unabhangig von Re-
zeptoren vermitteln, die verantwortlich flir die Bindung von Zellen an das En-
dothel sind, sondern auch wirklich unabhangig von Blutzellen, welche TVT her-
vorrufen, sollte in einem weiteren Schritt geklart werden. Daflr wurden in unab-
hangigen Gruppen entweder Thrombozyten oder Neutrophile depletiert. In der
eigenen Arbeitsgruppe konnte in der Vergangenheit an unbehandelten Wildtyp-
tieren bereits gezeigt werden, dass in den ersten 6 h nach Stenoseinduktion ei-
ne massive Leukozytenrekrutierung an das aktivierte Endothel zu beobachten
ist. Die Entstehung einer Phlebothrombose kann also als sterile Inflammation
interpretiert werden. Das thrombogene Potential von Neutrophilen kann durch
verschiedene Mechanismen zur TVT beitragen. Erstens werfen Neutrophile
sog. NETs aus, netzartige Strukturen, die auf ihrer Oberflache prokoagulatori-
sche Mediatoren binden kénnen, deren Interaktion beglnstigen und zudem wei-
tere Blutzellen aus dem Blutfluss einfangen kdénnen. Neben der NETs-
abhangigen Thrombozytenaggregation und die PDI-vermittelte Aktivierung des
lokal akkumulierten monozytaren TF im Bereich der vendsen Stase tragen
Neutrophile Uber NETs zur Aktivierung des FXIl und somit zur Anregung des
intrinsischen Gerinnungsweges bei®*. Monozyten hingegen tragen vor allem
durch die Bereitstellung von TF durch die akkumulierten Zellen selbst sowie
durch monozytare Mikropartikel bei und aktivieren die Gerinnung vorwiegend

Uber den extrinsischen Weg.

Im Stenosemodell unbehandelter Kontrolltiere konnte bereits gezeigt werden,
dass neutrophilendepletierte Mause eine signifikant reduzierte Thrombosie-

rungsrate im Vergleich mit isotypbehandelten Mausen aufweisen®’.

Im Widerspruch dazu stehen die Ergebnisse der Mikropartikelversuche an
neutrophilendepletierten Mausen. Hier war wiederum eine massive Thrombo-
sierungsneigung mit 100 %iger Thrombusinzidenz zu beobachten. Die Throm-
ben waren zudem aufdergewohnlich grof3, was auf eine Rolle der neutrophilen
Granulozyten bei der Thrombolyse Mikropartikel-induzierter venéser Thromben

schlielRen lasst.

Thrombozyten kénnen auf mehreren Wegen zur Thrombogenese beitragen.
Zum einen kénnen aktivierte Thrombozyten Uber GPIlIb |6sliches Fibrinogen

binden - sie aggregieren*®. Zum anderen kénnen Plattchen die Thrombinbildung
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durch Interaktion mit verschiedenen Koagulationsfaktoren katalysieren. Vor al-
lem durch die Interaktion von FXa, FVa und Ca®" mit Phospholipiden auf der
Oberflache aktivierter Plattchen entsteht der sog. Prothrombinasekomplex, der
die proteolytische Aktvierung von Prothrombin zu Thrombin zur Folge hat*.
Weiterhin degranulieren aktivierte Thrombozyten granulare Proteine wie PDI,

t’°. Und schlieBlich kdnnen

eine Protease die als Aktivator von ruhendem TF gil
Plattchen die NETosis stimulieren und triggern so auf indirekte Art und Weise
die Leukozyten-abhangige Fibrinbildung Uber Aktivierung des intrinsischen

Wegs der Koagulationskaskade®**°.

Ahnlich der Abwesenheit von Neutrophilen, hatte auch die Depletion von
Thrombozyten keinen Einfluss auf die Mikropartikel-induzierte Thrombosierung.

Alle plattchendepletierten Tiere entwickelten einen Thrombus.

Schlussfolgernd kann festgehalten werden, dass tumordse Mikropartikel im
Stenosemodell die Thrombogenese unabhangig von der Rekrutierung von Leu-
kozyten und Thrombozyten triggern. Die im Rahmen der Flussreduktion-
induzierten Thrombose entscheidenden zelluldren Faktoren werden von tumor-
0sen Mikropartikeln Uberwaltigt und scheinen keinerlei Rolle mehr fur die
Thrombusbildung zu spielen. Allerdings legen die Versuche zur Neutrophilen-
depletion den Verdacht nahe, dass neutrophile Granulozyten einen protektiven
Effekt gegen Uberschiellende Gerinnung haben. Bei Entfernung der Neutrophi-
len aus der Blutbahn war das Gewicht der entnommenen Thromben merklich

erhoht im Vergleich zur Isotypenkohorte.

6. INDUKTION DER VENOSEN THROMBOSE DURCH TF Aus TUMOR- MIKROPARTIKELN

Welcher Mechanismus der Gerinnungsaktivierung unter Umgehung der zellula-
ren Mechanismen zu Grunde liegt ist noch unklar. Bisher existieren noch keine
wissenschaftlichen Berichte Uber die Wirkung tumordser Mikropartikel auf die
vendse Thrombogenese in vivo. Welcher Weg der Koagulationskaskade durch

diese Mikropartikel primar angeregt wird ist ebenso unbekannt.

Die Blutgerinnung lasst sich in zwei Wege unterteilen, deren letzte Schritte

identisch verlaufen. Der extrinsische Weg wird durch Kontakt von TF mit im Blut
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zirkulierendem FVII aktiviert. Startpunkt des intrinsischen Weges ist die autoka-
talytische Aktivierung von FXII zu FXlla. Beide Wege munden in die Konvertie-
rung von FX zu FXa. Der gemeinsame Weg gipfelt letztlich in der Bildung von
Fibrin®.

Ob tumordse Mikropartikel explizit Gber den intrinsischen Gerinnungsweg wir-
ken sollte durch Inhibition des FXII erprobt werden, der den intrinsischen Weg
der Koagulationskaskade aktiviert. Die Mikropartikel-induzierte Thrombogenese
konnte allerdings nicht durch die Inhibition des FXII beeinflusst werden. Alle
Tiere dieser Versuchsgruppe entwickelten Thromben, die mit einer Kontrollko-
horte, die nur NaCl i.v. erhielten, auch im Hinblick auf das Thrombusgewicht
vergleichbar waren. Dies deutet darauf hin, dass tumordse Mikropartikel primar
nicht Uber den intrinsischen Weg aktivierend auf die Koagulationskaskade wir-

ken.

TF, der als Initiator der extrinsischen Gerinnung fungiert 92193195163 "\ird kon-
stitutiv von Zellen der Media und Adventitia exprimiert®*®*, aber auch auf eini-

63,65,95-97 und auch

gen endovaskularen Zellen wie Leukozyten, Endothelzellen
auf Mikropartikeln®°®%°_ Dem Protein TF, allem voran dem endovaskularen TF,
wird eine herausragender Bedeutung fur die Initiierung und Progression der
Thrombusbildung zugesprochen und es konnte bereits belegt werden, dass ei-
ne TF-Defizienz bzw. Funktionsverlust zur massiven Reduktion der Thrombus-

bildung beitragt 249114115,

Bei Blutanalysen von Tumorpatienten mit malignen Tumoren sind tumordse
Mikropartikel, die aktivierten TF auf ihrer Oberflache tragen,
nachweisbar' 9121131132 Bie Werte an TF* Mikropartikeln sind bei Patienten mit

Pancreaskarzinom besonders hoch (68 % positiv)'®*.

Durch die Kombination von Flussverlangsamung und i.v. Applikation tumordser
Mikropartikel in einen lebenden Organismus bot sich die Mdglichkeit, gezielt

den Effekt von tumorassoziiertem TF auf die Thrombogenese zu untersuchen.

Da bereits endogene TF* Mikropartikel, die von myeloiden Zellen abstammen,
Einfluss auf die Stenose-induzierte Thrombogenese nehmen und ein um ca. 60
% reduziertes Thrombusgewicht bei einer 61,7 %igen Thrombusinzidenz zur

Folge hatten®*, wurde zunéchst an TF"" LysM Cre Tieren beurteilt, ob ein Man-
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gel an myeloidem TF die Entstehung eines Thrombus nach Injektion von Mikro-
partikeln beeinflusst. Diese Tiere entwickelten durchweg alle einen Thrombus.
Dennoch war auffallig, dass das mittlere Thrombusgewicht der Cre” M3use ge-
genuber der Kontrollgruppe aus Cre” Mausen um ca. 25 % verringert war. Der
Mangel an endogenen, myeloiden TF" Mikropartikeln scheint also gegentiber

der exogenen tumordsen Mikropartikel eine untergeordnete Rolle zu spielen.

Letztlich wurde versucht, den mikropartikularen TF vor Applikation der Mikro-
partikel durch Inkubation mit einem gegen dieses Antigen gerichteten Antikor-
per zu blockieren. Und tatsachlich war zu beobachten, dass Mause, die Anti-
korper-behandelte Mikropartikel erhielten, im Gegensatz zu jenen, die mit Iso-
typ-inkubierten Mikropartikeln behandelt wurden, signifikant kleinere Thromben
bei verminderter Thrombusinzidenz entwickelten. Schlussfolgernd lasst sich sa-
gen, dass tumorassoziierter TF auf Mikropartikeln die Thrombosierungsneigung
in vivo also mal3geblich beeinflusst. Die Vermutung liegt nahe, dass tumordse
Mikropartikel Uber das Protein TF, welches sie in aktiver Form auf ihrer Oberfla-
che tragen, die extrinsische Gerinnungskaskade aktivieren. Folge ist die massi-
ve Bildung von Fibrin unabhangig von thrombozytaren und leukozytaren Ein-

flissen.

Aus den Ergebnissen, die im Zuge dieser Arbeit gewonnenen werden konnten,
lasst dich die Hypothese erstellen, dass tumordse Mikropartikel Uber die
Aktivierung  der  extrinsischen  Koagulationskaskade  wirken.  Dem
mikropartiklularem TF kommt dabei eine herausragende Rolle zu. Zellulare
Mechanismen, ausgehend von Thromboyzten und Leukozyten, die fir die
Stenose-induzierte TVT von grundlegender Bedeutung sind, werden vom

prokoagulatorischen Potential der tumordsen Mikropartikel vollstandig kaschiert.
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VII. ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal der Einfluss tumordser Mikropartikel auf
die Ausbildung vendser Thrombosen im chronischen Stenosemodell in vivo be-
schrieben. Ziel dieser Studie war es zu beurteilen, ob und wie Mikropartikel die

Gerinnung beeinflussen.

Es konnte gezeigt werden, dass physiologischerweise im humanen Blut vor-
kommende Mikropartikel die Gerinnungsneigung im murinen Organismus nicht
beeinflussen. Demgegeniber stehen die Resultate der Versuche mit Mikropar-
tikeln, die von Tumorzellen abstammen. Tumordse Mikropartikel fihren nach
i.v. Applikation zu einer hochgradigen Aktivierung der Koagulationskaskade mit
massiver Fibrinbildung. Allerdings ist das prothrombogene Potential der tumor-
0sen Mikropartikel nur in Abhangigkeit veranderter Hamodynamik zu beobach-
ten, was im Stenosemodell durch Ligatur der Vena cava caudalis mit partieller
Flussreduktion gegeben ist. Tumordse Mikropartikel haben, unabhangig von
neutrophilen und thrombozytaren Einflissen, die im Rahmen der Stenose-
induzierten tiefen Venenthrombose von essentieller Bedeutung fir die Throm-
bogenese sind, eine massive Aktivierung der Gerinnungskaskade zur Folge.
Weder der Knockout relevanter Proteine wie P-Selektin, GPlb oder myeloidem
TF, noch die vollstandige Elimination von Neutrophilen und Thrombozyten aus
der Blutbahn durch pharmakologische Depletion konnte die Mikropartikel-
induzierte Thrombosierung eindammen. Ebenso konnte bewiesen werden, dass
tumordse Mikropartikel nicht Gber den intrinsischen Weg der Gerinnungskaska-

de agieren, sondern durch das Protein TF den extrinsischen Weg aktiviert.

Damit kann in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Pathogenese der vendsen
Thrombose maldgeblich von der Grunderkrankung abhangig ist. Aus diesem
verbesserten Verstandnis der vendsen Thrombose konnten sich neue Thera-
pieansatze ableiten lassen, die kontextspezifische Ausldosefaktoren miteinbe-

ziehen.
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VIlIl. SUMMARY

The impact of tumorous microparticles on the onset of deep venous

thrombosis in a murine stenosis model

In this study the impact of tumorous microparticles on the onset of deep venous
thrombosis in the murine stenosis model was described. Aim of the study was

to evaluate the mechanism how microparticles modulate the coagulation in vivo.

It was shown that microparticles, which can be isolated from the blood of
healthy human donors, have no influence on the coagulation in mice. In con-
trast, microparticles, that are shed by pancreatic tumor cells, have a massive
impact on the activation of the coagulation cascade after i.v. application. The
prothrombotic effect of tumorous microparticles can only be seen in course of a
reduced venous blood flow, but not in sham operated animals. In the stenosis
model blood flow in the vena cava caudalis is reduced due to the ligation of the
vessel. Independently of neutrophil and thrombocytic influences, that are essen-
tial in face of the stenosis-induced thrombogenesis, tumorous microparticles ac-
tivate the coagulation cascade in mice. Neither the knockout of P-selectin, GPIb
or myeloid tissue factor nor the complete elemination of neutrophils or platelets
by depletion can stop the microparticle-induced thrombosis. Furthermore, it was
possible to show, that tumorous microparticles don’t activate the intrinsic pa-

thway of the coagulation system, but the extrinsic pathway via tissue factor.

In this study we were able to show, that the pathogenesis of venous thrombosis
depends on the underlying disease. The knowledge we gained in course of this
study concerning microparticle-induced venous thrombosis contributes vastly to
the understanding of tumor associated thrombogenesis and may be the start-

point of the development of new therapy strategies.
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