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I. Einleitung 1

l. EINLEITUNG

Die tiefe Venenthrombose (TVT) und ihr Komplikation, die Lungenembolie,
werden zusammen als vendse Thromboembolie (VTE) bezeichnet und sind eine
der haufigsten Ursachen fiir Todesfalle infolge kardiovaskuldrer Erkrankungen’.
Die Inzidenz fur VTE steigt ab einem Alter von 45 Jahren dramatisch an und
bewegt sich zwischen 300.000 und mehr als 2 Millionen pro Jahr in den USA%*.
Angesichts steigender Lebenserwartung werden Strategien zur VVorbeugung und

Behandlung von VTE weltweit daher immer wichtiger.

Die Thrombose ist eng verbunden mit der Hamostase. Dies ist der biologische
Mechanismus, der einen starken Blutverlust nach Verletzung der GeféaRintegritat
unterbindet. Auch bei der TVT kommt es zur Blutgerinnung und
Plattchenaktivierung, die jedoch Konsequenzen fur den Patienten hat, wenn es zur
Thrombose kommt®. Das Komplementsystem ist mit der Blutgerinnung eng
verbunden. Eine Aktivierung der prokoagulatorischen Kaskade wurde bereits im
Zusammenhang mit dem Komplementsystem nachgewiesen’. Ziel dieser Arbeit
ist die erstmalige systematische Untersuchung der Rolle des Komplementsystems
und spezifischer Komplementfaktoren bei der Stase-induzierten TVT. Mit Hilfe
eines neu entwickelten TVT-Modells, anhand dessen eine Flussreduktion in der
Vena cava caudalis zur Thrombose fuhrt, konnte die spezifische Rolle des
Komplementsystems bei der Thromboseentstehung infolge einer Flussreduktion,
ohne begleitende Endothelverletzung, untersucht werden. Damit wird
beispielsweise die Situation bei immobilisierten Patienten simuliert. Das
Zusammenspiel zwischen Komplementsystem und Koagulation zu verstehen hat
grundlegende klinische Bedeutung’, auch im Hinblick auf die Entwicklung neuer

Therapie- und Praventionsmdglichkeiten der Thrombose.
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1. LITERATURUBERSICHT
1. Vendse Thrombose
1.1. Definition

Thrombose ist die pathologische Bildung eines Blutpfropfes bzw. Gerinnsels innerhalb eines
intakten BlutgeféaRes. Dabei kommt es zu einem vollstdndigen oder teilweisen Verschluss von
Arterien oder Venen durch lokale, intravasale und intravitale Blutgerinnung mit Bildung von
Blutkoageln aus Thrombozytenaggregaten und Fibrin®. Dadurch unterscheidet sich die
Thrombose von der postmortalen, intravasalen, generalisierten Bildung wvon
Leichengerinnseln und der intravitalen, aber extravasalen Blutgerinnung®, wie z.B. bei der

physiologischen Blutgerinnung infolge einer blutenden Wunde.

1.2. Funktion und Aufbau der Vene

Das Herz-Kreislaufsystem, bestehend aus Herz, Arterien, Kapillaren und Venen,
gewadhrleistet den Stoff- und Sauerstoffaustausch zwischen Geweben und Blut. Venen
gehdren zum Niederdrucksystem des Kreislaufs, dieses beginnt in den vendsen Abschnitten
der Kapillaren und reicht bis in den rechten Vorhof. Das System hat vielfaltige Aufgaben, wie
z.B. die Rickfiihrung des Blutes zum Herzen, die Fahigkeit zirkulierendes Blut in gréReren
Mengen zu speichern, den Austausch von Blutgasen, Né&hrstoffen, Wérme und den Transport
von Stoffen. Der Wandaufbau der Venen ist diesen Aufgaben entsprechend angepasst. Die
Venenwand ist duflerst dehnungsfahig und Gbersteigt damit die Dehnungsfahigkeit der
Arterien um das 200fache®. Die GefaBwand (Abb. 1) von Venen ist in drei Hauptabschnitte
unterteilt. Die innere Schicht ist die Tunica intima, die mittlere Schicht die Tunica media,
ganz aufRen schlie3t sich die Tunica externa (adventitia) an. Die Tunica intima besteht aus
dem Endothel, dem Stratum subendotheliale und einer dinnen Bindegewebsschicht. Sie kann
auch eine Langsmuskelschicht enthalten. Die Tunica media ist im Gegensatz zu Arterien nur

schwach ausgepragt und unterteilt sich in die Membrana elastica interna, welche oft fehlt oder
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nur schwach vorhanden ist, elastische Fasernetze und Membrana elastica externa. Sie besteht
meist aus glatten Muskelzellen, kollagenen Fibrillen Typ I und Il und elastischen Fasern. Die

Tunica externa ist aus kollagenen Fibrillen und elastischen Fasern aufgebaut.

Tunica Tunica Tunica

intima externa i

Taschenklappen

Er‘n:hr.t'thelJ

Basalmembran

Glatte Muskulatur
und elastische Fasern

Bindegewebe mit

kollagenen Fasern

Abbildung 1: Aufbau einer Vene

Der Wandbau der Venen ist im Gegensatz zu entsprechenden Arterien diinner und starker mit
Bindegewebe durchsetzt. Die Tunica externa ist nicht klar nach auflen abgegrenzt. Die groRen
Kaorpervenen, wie z.B. die Vena cava caudalis besitzen eine relativ gut ausgepragte Tunica
intima, eine schmale Tunica media, welche wenige glatte Muskelzellen, aber viel
Bindegewebe enthélt, und eine sehr stark ausgepréagte Tunica externa, die durch viele Bundel
glatter Muskelzellen, welche in Langsrichtung verlaufen, verstarkt ist. Die mittleren Venen
besitzen Taschenklappen um den Rickstrom des Blutes in die Peripherie zu verhindern. Diese
werden von der Tunica intima gebildet. Im Geféallinneren liegen sich zwei
Bindegewebstaschen, von Endothel (berzogen, gegeniber und geben dem bei der
Ausstromungsphase der Systole entstehenden Unterdruck nach. Sie klappen zur Wand weg
und lassen das Blut passieren. Mit Beginn der Diastole ist der Unterdruck nicht mehr
vorhanden, dadurch klappen die Taschenklappen wieder ins Lumen zurtick, das rickflieRende
Blut fullt die Taschen, diese verschlieRen das Lumen und der Blutriickfluss wird verhindert.
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1.3. Der vendse Thrombus

Venose Thromben haben eine charakteristische laminare Struktur. Sie sind reich an Fibrin
und Erythrozyten und durchsetzt mit einer groRen Anzahl von Leukozyten'. Durch ein
Modell der Stase-induzierten vendsen Thrombose konnte nachgewiesen werden, dass
Leukozyten schon nach sechs Stunden in groBer Anzahl rekrutiert werden. Diese werden am
intakten, vendsen Endothel adhédrent. Die Thrombozytenadhésion beginnt schon zwei Stunden
nach der Stase-Induktion und steigt mit der Zeit an. Nach sechs Stunden lagern sich die
meisten Thrombozyten entweder direkt an das intakte Endothel oder an den schon adhdrenten

Leukozyten an. Thrombozyten und Leukozyten bilden Aggregate'?.

1.4. Entstehung der vendsen Thrombose

Das Risiko an einer Thrombose zu erkranken ist erhoht bei Personen mit einer erblichen
Veranlagung, Verletzten und frisch operierten. Ein weiterer Risikofaktor ist Immobilisierung,
wie z.B. bei Langstreckenfliigen oder postoperativ. AuBerdem sind &dltere Menschen haufiger
betroffen als junge, was zum Teil durch das erhdhte Thromboserisiko bei Krebserkrankungen
erklarbar ist. Auch eine Schwangerschaft begiinstigt die Entstehung einer VVenenthrombose™*
7" Die Thrombose des tiefen Venensystems ist meistens ein akutes Ereignis, welches bei
rechtzeitiger Diagnose therapiert und dessen Folgen weitgehend verhindert oder

abgeschwacht werden kénnen.

Der bekannte Berliner Pathologe Rudolf Virchow hat erstmals die zur Thrombosebildung
pradisponierenden  Faktoren  definiert:  Veranderungen an  der  Venenwand
(Endothelverletzung), Verlangsamung der Stomungsgeschwindigkeit des Blutes (Stasis) oder

1819 Diese drei Faktoren

Veranderungen der Blutzusammensetzung (Hyperkoagulabilitét)
werden als Virchowsches Trias bezeichnet, nachfolgend wird auf jeden dieser Faktoren

genauer eingegangen.
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14.1. Endothelverletzung

Eine Beschéadigung des Gefaliendothels ist ein besonders wichtiger Faktor bei der Entstehung
der venésen Thrombose etwa nach Hiift- oder Knieoperationen?>#. Durch die Exposition der
adhasiven subendothelialen Matrix findet eine rasche Akkumulation der Thrombozyten statt,
welche hierauf aktiviert werden und den Defekt der GefaBwand verschlieBen?. Zudem
kommt es zur Freisetzung von Tissue Factor aus dem Gewebe, welcher den extrinsischen

Gerinnungsweg aktiviert und somit die stabile Bildung eines Blutgerinnsels gewahrleistet.

1.4.2. Stase

Vengse Stase stellt einen wichtigen pathologischen Faktor in der Entstehung vendser
Thrombosen dar. Studien zeigten, dass die Mehrheit vendser Thromben in Regionen mit
verlangsamtem Blutfluss entstehen, wie z.B. im groflen Venensinus der Waden oder in
Taschenklappen und Bifurcationen des Venensystems. Das wird besonders deutlich in
Situationen physischer Inaktivitdt, wie im Fall wvon Bettruhe oder wé&hrend
Langstreckenfliigen. Dabei bewirkt eine fehlende Pumptatigkeit der grofien Muskeln einen

verminderten Blutfluss oder sogar Stase?.

1.4.3. Hyperkoagulabilitat

Das Thromboserisiko ist erhoht, wenn die hamostatische Balance zwischen pro- und
antikoagulatrischen Kraften zugunsten der Koagulation verschoben ist. Wenn diese Imbalance
auf einen angeborenen Defekt zuruickzufiihren ist und die entstandene Hyperkoagulabilitét
andauert, besteht ein lebenslanges Thromboserisiko?. Anderseits gibt es auch die erworbene

Hyperkoagulabilitat, welche etwa bei Krebserkrankungen oder Sepsis zu beobachten ist.
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1.5. Pathophysiologie der ventsen Thrombose

1.5.1. Hamostase und Gerinnungskaskade

Die Hamostase ist ein Prozess der ein geschlossenes Hochdruckzirkulationssystem nach einer
GefaRbeschadigung aufrechterhalt. Eine GefaBwandverletzung und der Austritt von Blut aus
der Zirkulation flihren rasch zu Prozessen, die zur Abdichtung der Verletzung fuhren.
Zirkulierende Thrombozyten werden an den Ort der Verletzung rekrutiert, dort werden sie zu
einer Hauptkomponente des entstehenden Thrombus. Die Blutgerinnung, aktiviert durch
Tissue Factor (TF), fuhrt zur Bildung von Thrombin und Fibrin. Diese Abldaufe entstehen
unter normalen Bedingungen und bei funktionierenden Regulationsmechanismen.

Wenn pathologische Prozesse die Regulationsmechanismen der Hamostase ibernehmen, fihrt

(ibermaRig gebildetes Thrombin zur Thrombusbildung in Arterien oder Venen®.

Die Blutgerinnungskaskade wird lokal am Ort der Verletzung des BlutgeféalRes aktiviert oder
generalisiert, etwa bei disseminierter intravaskularer Gerinnung®. Sie setzt sich zusammen
aus der intrinsischen und extrinsischen Gerinnung. Beide haben bei der Aktivierung von
Faktor X eine gemeinsame Endstrecke, was die Umwandlung von Prothrombin in Thrombin
zur Folge hat. Am Ende wandelt Thrombin Fibrinogen von einem Idslichen Plasmaprotein in

ein nichtlésliches Fibringerinnsel um®.

Wahrend die Thrombozytenaggregation einen provisorischen Wundverschluss bildet, sichert
die Blutgerinnung, dass dieser mechanisch stabil bleibt, indem der Defekt mithilfe von Fibrin
abgedichtet wird. Die Fibrinbildung setzt die fortlaufende Aktivierung von Serinproteasen
und ihren Kofaktoren aus dem Blut voraus. Die Fibrinbildung wird vorwiegend von einem
Zell-Membran-Protein, welches als Tissue Factor bezeichnet wird, eingeleitet. Dieser wird
exprimiert von GefélRwand-Zellen, die nicht dem Blutstrom ausgesetzt sind, und in inaktiver
Form auf Monozyten (Abb. 2)%.
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'. :'Il:r;;i}r:nz;zn E-Iutgerinnsngsfaktu’en
oY o
& 000
Endothelzelle
» intravaskular - -
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[Thrombozytenaggregation
Fibrin

Abbildung 2: Ablauf der Hamostase bei Verletzung eines GeféaRes

Durch Verletzung der GefaRwand wird die Hamostase aktiviert. Die Blutgerinnungsfaktoren kommen mit dem
subendothelialen Tissue Factor in Kontakt. Dies fihrt im weiteren Verlauf der Gerinnung zur Bildung von
Fibrin. Durch den von-Willebrand-Faktor wird die Adhésion der Thrombozyten am Endothel vermittelt.
Dadurch werden die Thrombozyten aktiviert und weitere Thrombozyten rekrutiert. Dies fihr zur

Thrombozytenaggregation. Durch Fibrin wird das gebildete Blutgerinnsel stabilisiert.

Die Endothelbarriere stellt eine radumliche Trennung zwischen Gerinnungsfaktoren im Blut
und dem Tissue Factor im intakten Gewebe dar. Dies stellt sicher, dass die
Gerinnungskaskade nur aktiviert wird, wenn die GefaBwand zerstort und Tissue Factor dem
Blut ausgesetzt ist. Dadurch wird die Interaktion wvon Tissue Factor mit dem
Blutgerinnungsfaktor, genannt Faktor VII, ermdglicht. Diese Interaktion 16st letztlich die
Aktivierung von Gerinnungsfaktor X aus, was zur Bildung von aktiviertem Faktor X (Faktor
Xa) fuhrt. Faktor Xa wiederum induziert die Produktion von Thrombin, dem zentralen
Mediator der Hdmostase. Thrombin flihrt zu weiterer Faktor X Aktivierung uber eine positive

Rickkopplung und wandelt das Fibrinogen im Blut zu Fibrin um (Abb. 2). Um
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unkontrollierte oder disseminierte Gerinnung zu vermeiden muss der Gerinnungsprozess
straff durch Antikoagulationsproteine reguliert werden, wie z.B. von Tissue Factor Pathway
Inhibitor (TFPI), Protein C und Antithrombin®.

1.5.2.  Thrombozytenrekrutierung- und aktivierung

Thrombozyten sind kleine, scheibenférmige, kernlose Zellen mit einem Durchmesser von 1-3
um, die im Knochenmark von Megakaryozyten gebildet und freigesetzt werden®?’. Jeden
Tag werden Millionen von Thrombozyten produziert, diese zirkulieren im Blut und dienen als
Wachter uber die Intaktheit des Gefdl3systems. Wenn es zu einer GefaRverletzung kommt,
sammeln sich die Thrombozyten am Ort der Verletzung. Dies erfolgt hoch effizient, in einem
mehrstufigen Prozess, durch die Interaktion von speziellen
Thrombozytenoberflachenrezeptoren mit subendothelialen Matrixproteinen, eingeschlossen
Kollagen und Von-Willebrand-Faktor (VWF), die in Folge einer Verletzung lokal in
erheblichen Menge freigesetzt werden®?#32. Nach der Adhasion werden die Thrombozyten
aktiviert und heften sich fest an die Gefdwand an. Adhédrente Thrombozyten setzen wirksame
Thrombozytenagonisten, wie z.B. ADP, aus ihren intrazelluldren Granula frei. Diese fuhren
zu einer parakrinen Thrombozytenaktivierung und zur rezeptorvermittelten Bindung von
zirkulierenden Thrombozyten. Dieser Prozess wird als Thrombozytenaggregation bezeichnet.
Die andauernde Adhasion, Aktivierung und Aggregation fiihrt zu einem schnellen Wachstum

des Thrombus und kann den Verschluss eines BlutgefaRes zur Folge haben®.

1.53.  Zusammenspiel von Thrombozyten und Koagulation wahrend der Hamostase

Der Prozess der Thrombozytenakkumulation und die Blutgerinnung beginstigen sich
gegenseitig wahrend der hdmostatischen Gerinnselbildung am Ort der vaskuldren Verletzung.
Thrombozyten zeigen wirksame gerinnungsfordernde Funktionen, etwa durch Exposition von
Phospholipiden auf der Zelloberflache, wie z.B. Phosphatidylserine®>. Die Koagulation
wiederum unterstiitzt die Thrombozytenaktivierung und —akkumulation, hauptséchlich durch
die Protease Thrombin, welche zur Thrombozytenaktivierung ber die Spaltung und
Aktivierung vom Proteinase-aktivierten-Rezeptor 1 (PAR1) und PAR4 auf humanen
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Thrombozyten fiihrt**. Demzufolge kommunizieren und unterstiitzen sich die Thrombozyten

und die Gerinnungskaskade durchgehend wahrend der Thrombusbildung®.

Tissue Factor, welcher den extrinsischen Weg der Gerinnung initiiert, ist ein Protein, welches
in verschiedenen Geweben, wie z.B. im Gehirn, der Lunge, den Nieren und der Plazenta in
hohen Mengen exprimiert wird®. Es ist ein transmembranares Glykoprotein, bestehend aus
263 Aminosauren, mit einem Molekulargewicht von 47 kDa. Es fungiert als ein Rezeptor flr
FVII/VIla im Plasma. Der TF-FVIla-Komplex ist der direkte Initiator der Blutgerinnung in
vivo®. Dieser Komplex aktiviert die Gerinnungsfaktoren, FX und FIX, was in der
Thrombinentstehung, Fibrinablagerung und, zusammen mit den Thrombozyten, in der

Entstehung eines hamostatischen Gerinnsels resultiert®’.

Der Tissue Factor ist eine Hauptkomponente um die Integritdt des Hochdruck-
Zirkulationsystems aufrecht zu erhalten. Es hat sich gezeigt, dass dieses Protein in drei
Bereichen existiert: 1. in der Adventitia und den glatten Muskelzellen der Gefalwand; 2.
induzierbar in den Zellen des endovaskuldaren Kompartiments, inklusive Monozyten,
Granulozyten und Endothelzellen®*®%; 3. Ein Teil der Mikropartikel, die im Blut zirkulieren,
enthalten Tissue Factor’®. Jedes dieser Tissue-Factor-Kompartimente spielt eine
unterschiedliche Rolle in der Hamostase und Thrombose, abhéngig von Lokalisation und

Auslésemechanismus des pathologischen Ereignisses®.

1.54. Leukozytenrekrutierung und Rolle des angeborenen Immunsystems

An der Thrombusbildung sind nicht nur die Blutgerinnung und Thrombozyten beteiligt,
sondern auch Leukozyten. Diese haben einen grof3en Anteil an den rekrutierten Zellen bei der
Entstehung eines Thrombus nach Flussreduktion. Leukozyten lagern sich in Schichten oder
Haufen an das intakte Endothel an. Durch elektronenmikroskopische und histologische
Untersuchungen wurde gezeigt, dass Leukozyten bereits schon sechs Stunden nach
Flussreduktion in  groen Mengen rekrutiert werden. Um die Dynamik der
Leukozytenrekrutierung weiter zu untersuchen, wurden Versuche mit einem intravitalen
Immunfluoreszenzmikroskop und einem zwei-Photonen-Mikroskop gemacht. Dadurch wurde
gezeigt, dass Leukozyten schon eine Stunde nach Flussreduktion damit beginnen, an der
GefaBwand entlang zu rollen und am Endothel adhdrent zu werden. Die Anhdufung der
Leukozyten nimmt mit der Zeit zu, nach funf bis sechs Stunden ist praktisch die gesamte
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Endotheloberflache bedeckt. Dies legt nah, dass die deutliche Leukozytenakkumulation die

Entwicklung der vendsen Thrombose einleitet'.

An der Gerinnselbildung sind auch Zellen des angeborenen Immunsystems beteiligt®.
Monozyten und neutrophile Granulozyten werden bei vendser Thrombose beide schnell an
die GefélRwand rekrutiert und/oder wéhrend der Thrombusentstehung in das wachsende,
intravasale Gerinnsel integriert. Die molekularen und zelluldren Kaskaden, welche die
Leukozytenakkumulation wahrend der Gerinnselbildung initiieren sind abhangig vom
Ausléser der Thrombusentstehung®*%. Bei GefaRverletzung werden Thrombozyten als erste
an den Ort der exponierten subendothelialen Matrix rekrutiert. Sind sie aktiviert, exprimieren
sie Adhasionsrezeptoren und setzen Chemokine frei, wodurch Zellen des angeborenen
Immunsystems angelockt werden®#**® Im Gegensatz dazu bleiben Endothelzellen wéhrend
der Entstehung der TVT in den meisten Fallen morphologisch intakt. Bei der Stase-
induzierten TVT bekommen sie durch Aktivierung eine pro-inflammatorische Oberflache,
durch die die Zellen des angeborenen Immunsystems rekrutiert werden*?. Die TVT entsteht

hierbei also durch eine inflammatorische Reaktion auf die Stase.

1.6. Thromboseinduktion in Tiermodellen

Um die Entstehung der venésen Thrombose und deren Mechanismen genauer zu untersuchen
werden Mausmodelle herangezogen. Es gibt verschiedene Thrombosemodelle, die auf
unterschiedliche Ausléser fir ventse Thrombose eingehen.

1.6.1. Eisen-Chlorid Modell

Bei diesem Modell wird die Thrombose durch die Anwendung von 10%igem FeCl; an der V.
jugularis induziert***°. Die daraus resultierende GefaRwandverletzung fiihrt zur Bildung von
okklusiven Thromben®. Dieses Modell produziert zuverldssig Thromben innerhalb von
Minuten nach der Verletzung. Die GroRe und Geschwindigkeit der Thrombusbildung ist von
der Konzentration des FeCls; und der Expositionszeit abhéngig. Im Allgemeinen sind die
resultierenden Thromben Kleiner als die durch Stase erzeugten. Ein Nachteil dieses Modells
ist die Produktion von transmuralen Venenwandverletzung, die nur eine Minderheit von

klinischen Fallen der vendsen Thrombose imitiert*’
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1.6.2. Vena cava caudalis-Ligatur Modell

Bei diesem Modell wird die Thrombose durch kompletten Stillstand des Blutflusses initiiert.
Dabei kommt es allerdings zu einer schweren Verletzung der Venenwand**>!. Um in der
Vena cava caudalis die komplette Stase zu erzeugen wird diese kaudal der linken Nierenvene
ligiert*®°%°2, Dieses Modell bietet reproduzierbare Thrombusgewichte, auBerdem hat es sich
als sehr wertvoll erwiesen bei der Untersuchung von Wechselwirkungen zwischen der
Venenwand und dem Thrombus wahrend der Entwicklung einer akuten zu einer chronischen

Entziindung. Nachteil dieses Modells ist der fehlende Blutfluss*’.

1.6.3 Vena cava caudalis-Stenose Modell

Dieses Modell wird verwendet, um akute und chronische ventse Thrombosen zu
untersuchen®*>*. Es verbindet eine externe Kompression der Vene mit einer Reduktion des
Blutflusses. Dadurch werden laminare Thromben zu einem frihen Zeitpunkt produziert.
Aulerdem wurde dieses Modell zur Erforschung der Kinetik der Thrombogenese genutzt und
um die Wirksamkeit von therapeutischen Wirkstoffen zu studieren®™*. Die Reduktion des
Blutflusses wird durch die Ligatur der Vena cava caudalis herbeigefihrt, bei der ein
Platzhalter den kompletten Verschluss der Vene verhindert®”. Ein wesentlicher Nachteil
dieses Modells sind die groRen Unterschiede in der Grofe der Thromben und die
Abwesenheit von Thromben in einigen Mdusen. Dieses Modell ist allerdings am besten zur

Analyse der Initiierung der venésen Thrombose geeignet*’, weshalb es in dieser Arbeit

verwendet wurde.
2. Das Komplementsystem
2.1. Bestandteile und Aufgaben

In den letzten Jahren ist das Interesse am Komplementsystem als Mediator fur entzindliche
Prozesse im Zusammenhang mit Kkardiovaskularen Erkrankungen gewachsen®. Das
Komplementsystem ist Teil der angeborenen Immunitét und erlaubt eine effektive Erkennung

und Ausschaltung von Pathogenen®.

Die ersten Beobachtungen tber das Komplementsystem wurden zwischen 1884 und 1894
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beschrieben. 1888 demonstrierte Nuttal, dass frisches Plasma eine bakterizide Wirkung
besitzt, die durch Erhitzung auf 55° C ausgeschaltet werden kann®. Spater zeigte Bordet, dass
die bakterizide Wirkung des hitzebehandelten und dadurch unwirksam gewordenen
Immunserums wiederhergestellt werden kann durch Zugabe von frischem nichtimmunem
Serum®.. Ehrlich und Morgenroth zeigten, dass es zwei Komponenten im Blut gibt die
hauptsachlich bakterizid wirken. Die erste war eine hitze-stabile Komponente, die
»amboreceptors* (Antikorper) genannt wurde. Die zweite war eine hitze-labile Komponente,

die ,,Komplement“ genannt wurde®2.

Das Komplementsystem enthdlt mehr als 30 plasma- und zellgebundene Proteine. Diese
arbeiten wenn notig zusammen, um eine Entzindung zu férdern und Eindringlinge zu
schadigen, wie z.B. Mikroben oder korperfremde Zellen®®®3®*. Die meisten Proteine werden
in der Leber synthetisiert, aber sie kénnen auch von Endothel- und Epithelzellen, Fibroblasten
sowie hauptséchlich von Makrophagen am Ort der Entziindung gebildet werden®®.

2.2. Aktivierung des Komplementsystems

Losliche Komplementproteine zirkulieren normalerweise als Protease-Zymogene oder in
inaktiver aber aktivierbarer Form im Blut. Nach der Aktivierung kénnen die Proteasen
spezifische nachgeschaltete Ziele spalten, interagieren mit anderen Proteinen, initiieren
Verstarkungskaskaden oder setzen Anaphylatoxine frei. Es kdnnen nur ein Signalweg oder
alle drei parallel aktiviert werden®.

Die drei Signalwege zur Aktivierung des Komplementsystem sind (Abb. 3): der ,,Klassische
Weg“, der die Proteine C1, C4, C2 und C3 einschlielt; der ,,Alternative Weg", unter der
Beteiligung von C3 und den Proteinfaktoren B, D, P; und der ,,Lektin Signalweg®, unter der
Beteiligung vom Mannose-binding Lektin (MBL und MBL-assoziierte Proteasen)®. Alle drei
Wege enden mit der Umwandlung von C3, dem wichtigsten Komplementprotein, und danach
in der Aktivierung des terminalen Signalwegs und der Entstehung des Membran-Attack-
Complex (MAC). Die Komplementaktivierung resultiert auch in der Ablagerung von
Proteinfragmenten auf die Zelloberflache von Zielzellen, um diese fiir die Phagozytose durch

Makrophagen zu markieren®.
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Abbildung 3: Aktivierung des Komplementsystems

2.2.1. Der Klassische Aktivierungsweg

Der Klassische Signalweg wird aktiviert tUber den C1-Komplex, der sich aus dem
Erkennungsmolekil C1q und den beiden Serin-Protease Proenzymen C1r und C1s
zusammensetzt. Der Komplex bildet sich unter der Anwesenheit von Kalzium-lonen®’. Clq
kann an antigengebundene-IgG und IgM Antikdrper binden, genauso wie an eine Vielfalt von
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nicht-immunglobulin Aktivatoren®®. Nachdem Clq an die Zieloberfliche gebunden hat,
erfahrt es eine Konformationsumwandlung, die das C1r Zymogen autoaktiviert. Anschlief3end
spaltet und aktiviert das C1r Molekil die zwei Cls Molekiile, um die aktive Cls Serin-
Protease zu bilden® . Das aktivierte C1s spaltet C4 und C2, um die C3-Konvertase, C4b2a,
zu generieren. Wenn C3 aktiviert ist, kann das Hauptfragment C3b kovalent an die
Zieloberflache binden oder an C4b im C4b2a-Komplex. Die letztere Reaktion bildet die C5-

Konvertase, C4b3b2a, und den terminalen Signalweg®.

22.1.1. Clq

Humanes C1q ist ein 460 kDa schweres Multimer, welches aus 6 Untereinheiten besteht
(Abb. 4). Jede Untereinheit setzt sich aus drei homologen Polypeptidketten (A, B und C)
zusammen. Die A, B und C Ketten haben alle eine kollagendhnliche Region am N-Terminus
und einen kugelférmigen Bereich (gHA, gHB, gHC) am C-Terminus. Die A und B Ketten
innerhalb der Untereinheit, sind Uber eine Disulfidbriicke am N-Terminus verbunden. Die C
Kette halt die Untereinheit durch eine Disulfidverbindung zu einer C Kette einer anderen
ABC Untereinheit zusammen. So wird eine dimere Untereinheit gebildet, an der die
kollagenahnlichen Regionen der sechs Ketten diese zu einer Tripelhelix-Struktur

verbinden’*"?,
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Abbildung 4: Aufbau des C1g-Molekils

In Abbildung 4 ist der Aufbau des C1g-Molekuls zu sehen. In (a) sind die A, B und C Ketten
dargestellt, mit dem N-Terminal auf der einen, dem C-Terminal auf der anderen Seite und der
dazwischen befindlichen kollagendhnlichen Region. In (b) werden die durch Sulfidbriicken
entstandenen A-B und C-C Dimere gezeigt. Zwei A-B und ein C-C Dimer zusammen (ABC-
CBA) bilden die Tulpenstruktur (c) des C1q”. (d) zeigt die heterotrimere Struktur. Die drei
gClg Module zeigen klare Unterschiede in ihren elektrostatischen Oberflachenpotentialen,

was teilweise die Unterschiede in der Ligandenerkennung erklart™.

Die Plasmakonzentration von humanem C1q betragt im Mittelwert 115 pg/ml™. Es zirkuliert
im gesamten Plasma als kalziumionen-abh&ngiger Komplex mit dem C1r2-C1s2 Tetramer.
Clq bindet an den Aktivator tber seine C-Terminus Kopfregion (gClq). Wenn zwei oder
mehr gClg gebunden wurden, wird dadurch eine Konformationsanderung an den
kollagenédhnlichen Regionen induziert, was in einer Autoaktivierung von C1r resultiert. Clq
bindet an geladene Gruppen und hydrophobe Regionen und hat eine breite Palette von
Aktivatoren. Es bindet spezifisch an die Fc Regionen von IgG und IgM in Immunkomplexen.

Die Bindung von C1q, mit mehreren Képfen, an ein antigengebundenes pentametrisches oder
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hexametrisches IgM kann in der C1 Aktivierung resultieren. Es kann nur ein Kopf an ein IgG
binden, darum sind zwei oder mehr antigengebundene IgG nétig fur die Aktivierung. Die
Bindung des C1q an ein IgG Monomer ist labil, aber die Bindung mehrerer gC1qg an mehrere,
nah beieinanderliegende, antigengebundene 1gG hat eine hohe Affinitat’. C1q kann auch an
Aktivatoren binden, die keine Immunglobuline sind, wie z.B. an Nukleinsduren, Chromatin,
zytoplasmatische Intermediarfilamente, mitochondriale Membranen, mitochondriale Proteine,
Kardilipin, ligandengebundene C-reaktive Proteine (CRP) und Amyloide®®”’. C1q bindet
auch an viele synthetische Partikel, z.B. an Kohlenstoffnanoréhrchen und an verschiedene

Polymere™®".

2.2.2. Der Alternative Aktivierungsweg

Der ,,Alternative Signalweg“ wird direkt aktiviert durch Kontakt mit verschiedenen Typen
von komplexen Kohlehydrat-Strukturen, die an der Oberflache von Bakterien, Hefen und
vielzelligen Parasiten prasentiert werden. Auch wird dieser Signalweg durch Antikorper-
Antigen-Komplexe, die 1gG oder polymere IgA enthalten, und von vielen synthetischen
Materialien aktiviert®™. Im , Alternativen Signalweg* gibt es kein Hauptmolekil, wie z.B. das
C1q im Klassischen Signalweg. Stattdessen wird der ,,Alternative Signalweg* aktiviert durch
die spontane niedrig-Level Hydrolyse von C3 im Plasma um C3(H.0) zu bilden. Dieser
Prozess tritt auf, wenn kleine nukleophile Molekule, wie z.B. Wasser oder Ammoniak, den
Thioester des unaktivierten C3 im Plasma attackieren. Das resultierende C3(H,O) Molekdl ist
ghnlich in Konformation und Funktion dem C3b. Es kann einen Mg”*-abhangigen Komplex
mit Faktor B bilden, welcher spater von Faktor D gespalten wird. Dadurch wird Ba
freigesetzt. Bb, eine aktive Serinprotease, bleibt an C3(H,0) gebunden zurtick. Dieser flissig-
Phase Komplex, C3(H,O)Bb, funktioniert als C3-Konvertase des ,,Alternativen Signalwegs*
und spaltet C3 in C3b, welches dann kovalent und zuféllig auf benachbarte Zelloberflachen
angeheftet wird. Faktor B kann dann Mg?"-abhangig oberflachengebundenes C3b binden, um
C3bB zu bilden. Das wiederum von Faktor D gespalten werden kann um die oberflachen-
gebundene C3-Konvertase, C3bBb, des ,,Alternativen Signalwegs“ zu bilden. Die Konvertase
kann mehr C3 spalten, um die positive Ruckkopplung fir C3 im ,,Alternativen Signalweg* zu
komplettieren. C3bBb ist homolog zur Konvertase des klassischen Aktivierungswegs, C4b2a,
da C4 homolog zu C3 ist und C2 Faktor B entspricht®.

C3bBb ist sehr instabil, das Bb spaltet sich von C3b ab mit einer Halbwertszeit von 2-3
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8081 nd verstarkt

Minuten. Properdin jedoch verlangsamt diese Spaltung des Komplexes
damit die Aktivierung des Komplementsystems. Properdin bindet zuerst an
oberflachengebundenes C3b und beschleunigt die Bindung des Faktor B an C3b um den
C3bB-Komplex zu bilden. Faktor B kann dann durch Faktor D gespalten werden um C3bBb
zu bilden, die stabilisierte C3-Konvertase®. Weiter Studien haben gezeigt, dass Properdin ein
Initiatormolekdl fur den ,,Alternativen Aktivierungsweg* sein konnte, in dem Properdin direkt
an Oberflachen der Zielzelle binden kann und die Bindung zu C3b und danach zu Faktor B
erméglicht, um die C3-Konvertase zu bilden®*. Die kovalente Bindung eines weiteren C3b-
Molekiils zum C3bBb-Komplex, der C3-Konvertase, fuhrt zur Bildung des C3bBb3b-
Komplexes, der C5-Konvertase des ,,Alternativen Aktivierungsweges®. Obwohl Properdin in
seiner Struktur dem C1q nicht ahnelt, ist es multimerisch und hat funktionelle Ahnlichkeit, da
es mehrere Bindungsstellen besitzt, die Pathogene und andere schadigende Einflusse

erkennen kannen®.

2.2.3. Der Lektin Aktivierungsweg

Der ,,Lektin Signalweg* wird initiiert durch die Bindung von Mannose-binding-lectin (MBL)
an Kohlehydrat-Gruppen an der Oberflache von Bakterienzellen®. MBL hat eine ahnliche
Struktur wie C1g, mit einem zentralen Kernstiick und mehreren darum angeordneten Armen
die aus einer flexiblen Tripelhelix bestehen. Jedes Ende ist mit einer Bindungsstelle versehen.
Im Unterschied zur Clq Helix, enthélt die Helix des MBL drei Kopien einer Einzelkette.
MBL zirkuliert als eine Reihe von Multimeren die entweder zwei, vier oder sechs Arme
besitzen. MBL ist ein typisches Mustererkennungsmolekil, das dazu dient die MBL-
assoziierten Serin Proteasen (MASP) 1, 2 und 3 anzuheften, um so ihre Serin-Esterase-
Aktivitdt anzuregen. MASP-2 ist die wichtigste Serinprotease bei der Aktivierung der
Komplementkaskade. Sobald sie aktiviert sind, spalten und aktivieren die MASPs C4 und C2,
die wiederum die C3-Konvertase, C4bC2a, bilden®™®. MASP-2 ist die Enzymkomponente,
welche wie C1q im ,,Klassischen Aktivierungsweg*, die Komponenten C4 und C2 spaltet um
die C3-Konvertase zu bilden, der gemeinsame Schritt in der Aktivierung des ,,Lektin“ und
.Klassischen Aktivierungsweges“. Alternativ kann die MASP-1 C3 direkt spalten®®, um

dadurch den ,, Alternativen Aktivierungsweg* zu initiieren®’.
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2.2.4. Der terminale Komplement-Komplex

Der Aufbau des C5b-9-Komplexes in einer Membran mit Lipiddoppelschicht beginnt mit der
Spaltung einer Arg-Leu Bindung in die C5a-Kette um C5a und C5b zu erzeugen. Obwohl
auch eine Verbindung zwischen nativem C5 und C6 besteht, werden C5b6 Komplexe erst
gebildet wenn das Fragment C5b sich mit C6 verbindet. Der C5b6 Komplex kann dann
reversibel durch ionische und auch hydrophobe Einfliisse an die Membranen binden. Die
folgenden Interaktionen von C7, C8 und C9 mit C5b6 und der Membran resultieren in der
Bildung von heteropolymeren Transmembranporen. Diese Poren Konstruktion erfolgt Gber
verschiedene Phasen, in denen C5b-7, C5b-8 und C5b-9 gebildet werden. Diese Komplexe
zusammen werden als terminaler Komplement-Komplex bezeichnet (TCC), wahrend C5b-9,
der finale und effektivste Komplex bei der Induzierung des Zelltodes, als Membrane-Attack-

Complex (MAC) bezeichnet wird®*%.

2.3. Funktionen des Komplementsystems

2.3.1. Zelllyse

Verschiedene Molekile und Komplexe, welche aus der Aktivierung des Komplementsystems
hervorgehen, entfalten die fir das Komplementsystem charakteristischen Wirkungen. Die
Porenbildung durch C5b-9 kann durch Wasser- und loneneinstrom zur Zelllyse fiihren. Ist die
Anzahl der C5b-9 Komplexe limitiert auf kernhaltigen, kdrpereigenen Zellen, welche
geschiitzt sind vor der Lyse durch Regulatoren, koénnen diese aktiviert und

Signaltransduktionswege induziert werden®,

2.3.2. Opsonisierung

Der Prozess, bei dem Oberflachen von Zellen mit Molekilen wie Immunglobulinen oder
Komplementkomponenten markiert werden und somit fir Phagozyten erkennbar gemacht
werden, wird als Opsonisierung bezeichnet. C3b, das starkste Opsonin des Kdrpers, bindet im

Rahmen der Komplementaktivierung an die Oberflaiche einer Zielzelle. Die
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Komplementrezeptoren auf Phagozyten erkennen die durch C3b markierte Zelle. Es folgt die

Phagozytose der opsonisierten Zellen**.

2.3.3.  Anaphylatoxine

C3a und C5a sind Anaphylatoxine, sie locken Makrophagen, Monozyten und Leukozyten an,
und erhohen Uber eine vermehrte Expression von Adhésionsmolekilen und Zytokinen in
Endothelzellen die GefaRpermeabilitat®™. Durch sie werden auch die Vasodilatation und die
Kontraktion glatter Muskelzellen reguliert. Uber die Anaphylatoxinrezeptoren C3aR, C5aR
und C5L2 (Cb5a receptor-like-2) auf Eosinophilen, Basophilen, Monozyten, Makrophagen,
Mastzellen, dendritischen Zellen, Endothelzellen, glatten Muskelzellen, sowie aktivierten B-

und T-Lymphozyten wird ihre proinflammatorische Wirkung vermittelt™.

2.3.4. Beseitigung von Immunkomplexen

Das Komplementsystem ist auch an der Beseitigung von apoptotischen Zellen und
Immunkomplexen beteiligt™®. Clq bindet an die veranderte Oberflache von apoptotischen
Zellen, entweder direkt oder indirekt Gber CRP oder IgM. Die verénderten Zellen weisen
bestimmte Regulatoren nicht mehr auf, dadurch wird, anders als in gesunden Zellen, eine
Komplementaktivierung und Opsonisierung mit C3b und C4b an ihrer Oberflache moglich™.
Zur Phagozytose kommt es uber die Interaktion mit Komplementrezeptoren auf
Makrophagen. Auf apoptotischen Zellen werden aber auch noch einige Regulatoren
exprimiert und limitieren mit Faktor H eine weitere Komplementaktivierung. Dadurch kommt

es nicht zur C5-Konvertasenbildung und einer weiteren Komplementwirkung®.

2.3.5. Interaktion mit dem erworbenen Immunsystem

Mittels Komplement kann die angeborene Immunabwehr die erworbene Immunabwehr gegen

ein bestimmtes Antigen induzieren und stimulieren. Der Komplementrezeptor CR2, welcher
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C3d, ein Abbauprodukt von C3 erkennt, wird auf B-Lymphozyten exprimiert. CR3 wirkt als
Korezeptor, indem er C3d gleichzeitig mit der spezifischen Bindung zwischen Ig-Rezeptor
der B-Zelle und dem Antigen bindet. Durch die Zweifachbindung der B-Zelle an das Antigen
kommt es zu deren Aktivierung, zur Antikorperproduktion und somit zur Stimulation der
humoralen Immunantwort. In follikularen Keimzentren kommt es auch zur
komplementvermittelten Aktivierung von B-Zellen. Immunkomplexe, die durch das
Komplementsystem markiert wurden, werden von dendritischen Zellen in Keimzentren

erkannt und das entsprechende Antigen an B-Lymphozyten prasentiert®’.

2.4. Regulierung des Komplementsystems

Geloste und zellgebundene Komplement-Regulatoren helfen die Angriffe  des
Komplementsystems zu kontrollieren. AuBerdem passen sie die Intensitdt, die Ausbreitung
und das Ende des Angriffs an die Zielzelle an®. Zusatzlich zum C1-Esterase-Inhibitor gibt es
ein Glykoprotein aus der Serpin-Familie, welches verschiedene Proteasen des ,,Klassischen*
und des ,,Lektin Wegs* inhibiert. Es wurden noch zwei andere Modulatoren des ,,Lektin
Wegs* identifiziert: SMAP und MAP-1 sind nicht-proteolytische Spaltprodukte der MASP2
und MASP1/3 Gene, die offenbar mit den MASPs um die Bindung an MBL konkurrieren.
Der C2-Rezeptor-Inhibitor-Trispanning bindet auch an C2 und hemmt seine Aktivierung
durch C1s®. Im ,Alternativen Weg“ wird die Aktivierung hauptsachlich vom reichlich
vorhandenen Faktor H und seinem Homolog, dem Faktor-H-like-Protein gesteuert. Faktor H
wirkt auf die C3-Konvertase des ,,Alternativen Wegs*, entweder entfernt es kompetitiv Bb
aus dem C3bBb-Komplex, was zu einer Zerfallbeschleunigung fiihrt, oder es wirkt als
Kofaktor flr den Faktor | vermittelten Abbau von C3b. Ein anderer Flussige-Phase-Regulator,
das C4b-binding-Protein, hat ahnliche Effekte auf die Konvertasen des ,,Klassischen® und
»Lektin-Wegs“. Faktor H, das Faktor-H-like-Protein und das C4b-binding-Protein
unterstltzen die Komplementregulationen auch auf humanen Zellen. Sie erkennen spezifische
Oberflachenstrukturen der Wirtszellen, dadurch kommt es zur Verhinderung von
Autoimmunschadigungen®. Die meisten humanen Zellen setzen Konvertase-Regulatoren frei,
die als Zerfalls-Beschleuniger wirken, wie z.B. CR1 oder der decay-accelerating Faktor, oder
als Kofaktor fiir Faktor I, wie CR1 oder das Membran-Kofaktor-Protein®*®. Es wurden nur
wenige Cb-spezifische Regulatoren beschrieben. Wahrend das Faktor-H-related-Protein 1

direkt an C5 bindet und die C5-Konvertasenaktivierung inhibiert, reguliert der
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Komplementrezeptor der Immungobulin-Superfamilie die C3b-haltigen C3- und C5-
Konvertasen, obwohl die physiologischen Auswirkungen unbekannt sind. Der zellbasierte
Regulator, CD59 wirkt auf den TCC durch die Verhinderung der Bildung der sublytischen
und lytischen Komplexe. Zusétzlich wird der TCC kontrolliert durch l16sliche Regulatoren,
wie z.B. Vitronectin und Clusterin. Abschlieend wandelt die Carboxypeptidas-N die
Anaphylatoxine in ihre dearginierte Form um. Obwohl diese Spaltung durch die primaren

Rezeptoren C3aR und C5aR tibermittelt wird, verschiebt sich das Signalmuster 1%,

3. Interaktion von Komplement- und Gerinnungssystem

Unser schnell wachsendes Verstdndnis der Biologie des Komplementsystems und der
Hamostase weist darauf hin, dass mehrere interessante Interaktionen zwischen den beiden
Systemen bestehen. Dank neuerster Studien kénnen beide Systeme als Beteiligte bei der
Entstehung von Entziindungen gesehen werden, deren Ziel es ist ein lebendes System zu
stabilisieren, welches verschiedenen Stérungen in seiner H&mostase ausgesetzt ist. Die
Komplementkaskade wird durch die gleichen Stimuli aktiviert, die auch zu einer Entziindung
fuhren, z.B. wenn die Gefahr einer Infektion erkannt wird, oder Gewebe beschadigt wird'®.
Diese Situationen gehen im Allgemeinen auch mit einer erhéhten Neigung zur Blutgerinnung
einher'®. Gerinnung und Komplementsystem weisen zahlreiche Ahnlichkeiten auf, auch ist
eine stetig steigende Zahl von Wechselwirkung zwischen beiden Systemen bekannt. Es
kommt zu einer kaskadenartigen Aktivierung von Serinproteasen bei beiden Systemen, mit
teilweise gemeinsamen Aktivatoren und Inhibitoren. In-vitro-Versuche zeigten, dass

Thrombin, Plasmin, FXa und FXla sowohl C3, als auch C5 spalten kénnen®*®. |

n
Tiermodellen mit C3-knockout Mdusen konnte gezeigt werden, dass trotz fehlendem C3 eine
physiologisch aktive C5-Konvertase generiert werden kann. AuRerdem konnte in humanem
Plasma, nach Inkubation von C5 mit Thrombin, biologisch aktives C5a nachgewiesen
werden'®. Uber die Aktivierung von Clq kann FXIla den , Klassischen Weg* einleiten®.
Neben den bisherigen drei Wegen, konnte die direkte Aktivierung von
Komplementkomponenten durch Gerinnungsfaktoren, einen zusatzlichen Aktivierungswegs

des Komplementsystems darstellen'®.

Umgekehrt kann auch das Gerinnungssystem durch Komplementfaktoren beeinflusst werden.
Cb5a induziert die Expression von Tissue-Factor in Leukozyten und Endothelzellen und wirkt
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damit prothrombotisch’. Gleichzeitig stimuliert C5a die Bildung von PAI-1 in Makrophagen,
Mastzellen und  glatten  Muskelzellen®.  C3a  wiederum  induziert  die
Thrombozytenaktivierung- und aggregation’. Ebenfalls werden Thrombozyten aktiviert durch
die Einlagerung des C5b-9-Komplexes in Zellmembranen, ihre Granulafreisetzung wird
stimuliert und es kommt zu Verdnderungen der Zellmembranen mit Exposition von
gerinnungsfordernden Lipiden’. MASP-2 ist in der Lage, Prothrombin zu aktivem Thrombin
zu spalten, MASP-1 beeinflusst die Fibrinstruktur und aktiviert Prothrombin, FXIII und
TAFI*%  Auch sind Wechselwirkungen zwischen regulierenden Faktoren von Gerinnung
und Komplement bekannt. Die Inaktivierung von Protein S und somit die Hemmung dieses
wichtigen antikoagulatorischen Pfades 16st die Bindung von Protein S an C4b-bindendes
Protein aus. Faktor X11 und Kallikrein werden direkt durch den C1-Inhibitor gehemmt®. Das
Ziel der direkten Interaktion zwischen und simultanen Aktivierung von Komplementsystem
und Gerinnung konnte der Schutz des Korpers vor Blutverlust bei einer Verletzung sowie
Schutz vor Infektionen durch Verhinderung der hé&matogenen Mikrobenstreuung mittels

lokaler Thrombenbildung sein®*'%,
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1. ZIELSETZUNG

Es ist das Ziel dieser Arbeit, erste Erkenntnisse Uber die Rolle einzelner
Komplementkomponenten bei der Entstehung der tiefen Venenthrombose zu
gewinnen. Diese erfolgt insbesondere im Hinblick auf die Entwicklung neuer
Therapieoptionen fir die Prophylaxe und Therapie der tiefen Venenthrombose.
Hierfr wurden spezielle knock-out Mauslinien verwendet, denen bestimmte
Komplementkomponenten fehlen, und diese wurden mittels des Fluss-
Reduktions-Modells an der Vena cava caudalis untersucht. Als Parameter fur die
Thrombusentstehung wurde das Thrombusgewicht ermittelt. Daruber hinaus
dienten verschiedenen Blutanalysen, Schwanzblutungszeiten, IVM und
immunhistologische Untersuchungen einer Analyse der koagulatorischen
Eigenschaften der verschiedenen knock-out Mauslinien, sowie einer
weitergehenden Beurteilung der Rolle des Komplementsystems bei der durch

Stase ausgeldsten TVT.

Untersuchung der Rolle von Komplementfaktoren bei der ventsen

Thrombose

Um den prinzipiellen Einfluss des Komplementsystems auf die Entstehung der
vendsen Thrombose zu analysiere, sollen im Stenosemodell vergleichend die
Inzidenz der Thrombusbildung und die Gewichte der nach 48 h entstandenen

Thromben untersucht werden.

Mechanismen der komplementvermittelten Zellrekrutierung bei der vendsen

Thrombose

Hierzu sollen Versuche mit dem VM durchgefiihrt werden, um die Mechanismen
der komplementvermittelten Zellrekrutierung in den ersten sechs Stunden der

vendsen Thrombose zu untersuchen.

Interaktion des Komplementsystems mit der Blutgerinnung bei venéser

Thrombose

Um den Einfluss des Komplementsystems auf die koagulatorischen Eigenschaften
des Blutes bei vendser Thrombose darzustellen, sollen verschiedene

Gerinnungsanalysen und Blutbilder analysiert werden.
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Einfluss des Komplementsystems auf die Thrombusmorphologie

Um Erkenntnisse Uber den Einfluss des Komplementsystems auf die
Thrombusmorphologie, die  zellulare  Zusammensetzung  (Leukozyten,
Thrombozyten) und lber die Menge an Fibrinogen zu erhalten, sollen die 48 h
nach Stenosierung der Vena cava caudalis entstandenen Thromben histologisch

aufgearbeitet und fluoreszenmikroskopisch untersucht werden.



IV. Material und Methoden 25

V. MATERIAL UND METHODEN

1. Versuchstiere

Fur diese Arbeit wurden Mause als Versuchstiere verwendet, da sich Maduse durch
kostengtinstige Haltung, schnelle Generationszeiten und problemlose Aufzucht
auszeichnen. AuRerdem waren die nétigen Komplement-knockout-Mauslinien, fiir
die Erforschung des Einflusses des Komplementsystems auf die Entstehung der
venodsen Thrombose, leicht erhdltlich und gut zu ztichten.

Das vorliegende Tierversuchsvorhaben wurde von der Regierung von Oberbayern
gemél 810 (AZ 55.2-1-54-2532.3-38-10) und § 7 (AZ 55.2-1-54-2532-30-13) des
Deutschen Tierschutzgesetzes (TierSchg. in der Fassung vom 25.05.1998)
genehmigt.

1.1. Haltungsbedingungen

Die Versuchstiere stammen aus eigener Zucht und wurden in einer spezifisch
pathogenfreien Haltung betreut. Dabei wurden die Tiere getrennt nach Stdmmen
in leicht zu reinigenden, sterilisierbaren, durchsichtigen und einzelbellfteten
Makrolonkafigen gehalten, wobei sich bis zu fiinf Mduse einen Kafig vom Typ |11
erhoht (Tecniplast, HohenpreiRenberg, Deutschland) teilten. Als Einstreu fur die
Kéfige wurden extra gewaschene und staubbefreite Holzschnitzel (ABEDD,
LAV&VET Service GmbH, Wien, Osterreich) in der GroRe 5x5x1 cm verwendet,
welche einmal wochentlich gewechselt wurden. Als Nestbaumaterial diente
Holzwolle aus entrindeter Espe (ABEDD, LAV&VET Service GmbH, Wien,
Osterreich). Zusatzlich waren die Kéfige noch mit kleinen, dreieckigen Hauschen
ausgestattet um das natlrliche Verhalten der Mé&use zu unterstiitzen (Mouse
House, Tecniplast, HohenpreiRenberg, Deutschland). Alle Tiere erhielten Wasser
und Versuchstier R/M-Haltungsfutter, bestehend aus Pellets mit einem
Durchmesser von 10 mm und einer Lénge von 2 cm, zur freien Verfugung (Ssniff-
Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland).
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1.2. Hygienemanagement

Um den Gesundheitsstatus der gehaltenen Versuchstiere zu tberwachen, werden
vierteljahrlich Sentinel-Tiere eingeschickt. Dabei handelt es sich um Mause des
Stammes Balb/c. Diese Tiere werden als spezifiziert pathogenfrei im Alter von
vier Wochen bestellt. Um die Pathogenfreiheit zu dokumentieren, wird ein
Gesundheitsbericht der Mause mitgeschickt. Aus diesem ist ersichtlich, dass die
Tiere serologisch, bakteriologisch, parasitologisch und auf L&sionen untersucht
und als spezifiziert pathogenfrei beurteilt wurden. Pro Rack werden immer zwei
Sentinel-Tiere dazugesetzt, falls eines verstirbt. Pro Woche bekommen die
Sentinels aus jedem Kéfig der zu Uberprifenden Tiere eine essloffelgrolRe Portion
dreckiger Einstreu in ihre Ké&fige zugegeben. Bei der Durchfiihrung dieser
Prozedur desinfizierten die Tierpfleger die Hande und wechseln die Handschuhe
nach jedem Rack, damit keine Keime verschleppt werden. Nach drei Monaten
wird ein Sentinel-Tier eingeschickt und nach dem erweiterten Programm der
FELASA (Federation of European Laboratory Animal Science Associations) und
auf Trichomonaden untersucht. Das Gesundheitszeugnis wird der Tierhausleitung

zugschickt.

1.3. Mause

Da die verwendeten Stdmme alle auf einem C57BL/6J Hintergrund beruhen,
wurden C57BL/6J Tiere als Kontrollgruppe verwendet. Bei den einzelnen knock-
out Stdmmen wurden verschiedene Proteine des Komplementsystems
ausgeschaltet. Dadurch I&sst sich der Einfluss der einzelnen Komplementproteine
auf die Entstehung der ventsen Thrombose erforschen. Dies lasst Ruckschllsse
zu auf ihre Wirkung, besonders im Hinblick auf die Entwicklung neuer

Medikamente, um Thrombose vorzubeugen oder zu behandeln.
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1.3.1. C57BL/6J-Wildtyptiere

Der am haufigsten verwendete Inzuchtstamm ist der C57BL/6J Stamm. Diese
Mause werden in einer Vielzahl von Forschungsgebieten verwendet, wie z.B. in
der kardiovaskuldren Biologie. C57BL/6J Tiere wurden in dieser Arbeit als native

Kontrolltiere verwendet°.

1.3.2. Knock-out Tiere

1.3.2.1. Clq™ Tiere

Diese Tiere weisen einen Mangel des C1q Proteins, welches die erste
Komponente des ,Klassischen Aktivierungswegs® ist, auf. C1lg hat mehrere
Aufgaben, es 16st die Aktivierung von C2 aus, wodurch C3 und C4 freigesetzt
werden. AuBBerdem spielt C1q beim Abbau von Zelltrimmern und apoptotischen
Zellen eine Rolle und hat auch eine direkte opsonisierende Funktion. Menschen
mit einer C1g-Defizienz sind fir die Autoimmunkrankheit Systemischer Lupus
Erythematodes préadisponiert. Bei Mausen hingegen, denen das C1q Protein fehit,
lassen sich erhohte Menge an apoptotischen Zellkdrpern nachweisen, die Mause

sind allerdings klinisch gesund**.

1.3.2.2. CR2" Tiere

Bei diesen Mausen fehlt das CR2-Gen, dies fihrt zu einem Mangel der
Komplementrezeptoren CR1 und CR2. Diese beiden Rezeptoren werden
hauptséchlich auf B-Zellen und follikul&ren dentritischen Zellen exprimiert. Sie
vermitteln Antigen-Bindung und Rickhaltung auf follikuléaren dentritischen
Zellen, auRerdem wirken sie als Korezeptoren des B-Zell-Rezeptors''?. Die

Méause sind klinisch gesund.



IV. Material und Methoden 28

1.3.2.3. C3" Tiere

Bei diesen Mdusen wurde durch einen gezielten Bruch des C3-Gens, die hdufigste
und wichtigste Komplementkomponente, vollstdndig ausgeschaltet. Hierdurch
kann die zentrale Komponente der drei Aktivierungswege, die C3-Konvertase,
nicht mehr gebildet werden™. Die Mause sind klinisch gesund und ziichten

normal.

1.2.2.4. Cc4™"

Diese Mduse weisen einen gezielten Bruch des C4-Gens auf. Dadurch fehlt die
Komplement Komponente C4 vollstandig, was dazu flhrt, dass der ,,Klassische
Aktivierungsweg“ des Komplementsystems nicht aktiviert werden kann. C4 ist
neben C3 das zweite kovalente Opsonin des Komplementsystems. Ein Fehlen von
C4 beeintréchtigt auBerdem die Fahigkeit der C4-Aktivierungsprodukte Antigene
an follikuldr dendritische Zellen zu binden, um sie fur die B-Zell-Aktivierung zu
binden. Damit wird die B-Zell- und AntikOrperantwort gestort. Es wurde auch
nachgewiesen, dass sich eine C4-Defiziens pradisponierend auf Formen der
114,115. Die

Autoimmunitat (z.B. Systemischer Lupus erythematodes) auswirkt

Mause zlchten normal und sind klinisch gesund.

1.3.25. Cc3"c4”

Bei diesen M&usen weisen das C3- und das C4-Gen einen gezielten Bruch auf.
Dadurch werden die Komplement Komponenten C3 und C4 gleichzeitig
ausgeschaltet. C3 ist die zentrale Komponente der drei Aktivierungswege und das
Fehlen von C4 verhindert die Aktivierung des Klassischen Weges. Die Mause

sind Klinisch gesund und zlichten normal.
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2. Operationsdurchfihrung

2.1. Wahl und Durchfiihrung der Narkose

Es wurde bei den Tieren, die in dieser Arbeit verwendet wurden, explizit darauf
geachtet, dass sie wahrend und nach einem Versuch komplett analgetisch

abgedeckt und somit keinem unngtigen Leid ausgesetzt waren.

Zur Einleitung der Narkose wurde eine Inhalationsnarkose mit Isofluran (Forene
100%, Abbott GmbH & co.Kg, Wiesbaden) verwendet. Dafiir wurde die zu
narkotisierende Maus in eine durchsichtige Rohre gesetzt, in die Isofluran
zugefuhrt werden kann. Mit einem Isofluranverdampfer (Volker GmbH,
Kaltenkirchen) wurde ein dreiprozentiges Isofluran-Sauerstoff-Gemisch in die
Roéhre geleitet, bis die Stellreflexe des Tieres erloschen waren (Abb. 5). Danach
wurde intraperitoneal eine antagonisierbare Injektionsnarkose verabreicht. Eine
Monoanasthesie mit Isofluran wirkt zwar sedierend, hypnotisch und in hohen
Dosen auch unterdriickend auf die Schmerzreize, allerdings ist schnell die

Toxizitatsgrenze erreicht'*®,

Da die drei Kriterien einer Allgemeinanasthesie, Bewusstlosigkeit (Hypnose),
Muskelerschlaffung (Relaxation) und Aufhebung der Schmerzempfindung
(Analgesie), bei therapeutischer Dosierung nicht  von  einem
Injektionsanasthetikum allein erflllt werden kdnnen, wurden drei verschiedene

Substanzen miteinander kombiniert*!®,

Um die Analgesie zu gewahrleisten wurde das Opioid Fentanyl eingesetzt.
Midazolam ist ein Benzodiazepin und wurde wegen seiner relaxierenden und
krampfhemmenden Wirkung verwendet. Dazu wurde Medetomidin, welches ein
spezifischer a,-Adrenozeptoragonist ist, mit seiner sedativ-hypnotischen

Wirkung kombiniert.

Es wurde eine Mischung aus 0,05 mg/kg Fentanyl (Rotexmedica, Trittau), 5,0
mg/kg Midazolam (Hameln Pharmaceuticals GmbH, Hameln) und 0,5mg/kg
Medetomidin (Dorbene, Pfizer GmbH, Berlin) intraperitoneal appliziert und
dadurch eine leicht steuerbare, risikoarme Narkose eingeleitet. Nach Injektion
wurden die Tiere in eine dunkle Box zum Einschlafen verbracht. Das chirurgische

Toleranzstadium 111, wurde nach ca. 20 min erreicht. Zur Aufrechterhaltung der
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Narkose wurde bei Bedarf subkutan nachdosiert, zusétzlich wurde die
Oxygenierung des Tieres sichergestellt Gber eine Kopfkammer, durch die auch
Isofluran eingeleitet werden kann. Uber die Kopfkammer erfolgte das
gleichzeitige Absaugen des Narkosegases. Die Narkosetiefe des Tieres wurde
standig durch Uberpriifung des Zwischenzehenreflexes, der Atemfrequenz und
des Atemtyps kontrolliert. Bei langer dauernden Versuchen, wie z.B. der sechs
Stunden IVM, wurde auf jeden Fall nach 60 min nachdosiert, um die komplette
Analgesie zu gewdhrleisten. Um einer Hypothermie des Tieres vorzubeugen
wurde ein Tierbewdrmungssystem (Heizplatte, DeMeTec GmbH, Langgons)

verwendet.

Y.

Abbildung 5: Rohre fur die Isoflurannarkose

2.2. Narkoseantagonisierung

Die verwendete Injektionsnarkose ist vollstandig antagonisierbar. Dies wurde bei
den Versuchen (ber 48 Stunden zur Entstehung der vendsen Thrombose genutzt,
da die Tiere nach der Operation wieder aufwachen sollten. Dem Tier wurde nach
Ende der Operation und einer Mindestdauer von 60 min nach Verabreichung der
Injektionsnarkose ein Gemisch mehrerer Wirkstoffe subkutan injiziert. Es wurde
eine Kombination aus Atipamezol (Antisedan, Janssen-Cilag GmbH, Neuss),
Naloxon (Hameln Pharma Plus GmbH, Hameln) und Flumazenil (Insera
Arzneimittel GmbH, Freiburg) verwendet. Nach ca. 10 min waren die Tiere aus
der Narkose erwacht.
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2.3. Schmerzmanagement

Wihrend den unter Vollnarkose durchgefiihrten Operationen und auch bei der
intrakardialen Blutabnahme, waren die Tiere durch Fentanyl komplett analgetisch
abgedeckt. Zur Schmerzbekdmpfung nach dem Erwachen aus der Narkose, wurde
den Tieren subkutan 0,1 mg/kg Buprenorphin (Temgesic, Reckitt Benckiser
Healthcare, Hull, UK) verabreicht. Da Buprenorphin eine Anflutungszeit von ca.
30 min besitzt, wurde immer darauf geachtet, die Injektion mindestens 30 min vor
der Antagonisierung zu verabreichen. Nach 8-12 Stunden wurde die
Buprenorphingabe wiederholt. Am ersten Tag nach der Operation wurde drei Mal
Buprenorphin appliziert. Am zweiten Tag, also dem Entnahmetag, wurde noch

zwei Mal Buprenorphin verabreicht.

2.4, Operationsvorbereitung

Nach der Narkoseeinleitung wurde damit begonnen das Tier an der zu
operierenden Stelle zu enthaaren. Dies geschah zuerst mit einer Schermaschine
(Ermila Magnum Handy, Wahl GmbH, Unterkirnach) und anschlie3end mit einer
Enthaarungscreme (Veet Haarentfernungscreme, Reckitt Benckiser Deutschland
GmbH, Mannheim). Zuletzt wurde die Haut mit Alkohol desinfiziert (Octeniderm
Hautantiseptikum, Schillke & Mayr GmbH, Norderstedt). Um die Hornhaut zu
schutzen wurden die Augen des Tieres mit Augencreme versehen (Bepanthen
Augen und Nasensalbe, Bayer Vital GmbH, Leverkusen). Das Tier wurde in
Rickenlage mittels Klebeband (3M Transpore, 3M Deutschland GmbH, Neuss)
auf dem Tierbewdrmungssystem mit der Schnauze in der Kopfkammer fixiert
(Abb. 6).
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Abbildung 6: Vorbereitung des Tieres auf die Operation

Die Operation erfolgte unter einem Stereomikroskop (Stemi-2000-C, Zeiss, Jena).
Das Operationsfeld wurde durch eine Schwanenhalslampe (Schott-Kaltlichtquelle
KI200, Zeiss, Jena) beleuchtet. Das Operationsbesteck bestand aus einem
Mikrochirurgischem Instrumentarium (Abb. 7).

Abbildung 7: Mikrochirurgisches Operationsbesteck



IV. Material und Methoden 33

2.5. Operationstechnik fir die Stenosierung der Vena cava caudalis

Nach Uberpriifung, ob der Zwischenzehenreflex ausgeschaltet war, wurde die
Bauchhohle in der Linea alba eroffnet. Das Darmkonvolut wurde neben die Maus
auf ein zuvor vorbereitetes erhohtes Bett aus angefeuchteter Gaze (Gazin
Mullkompresse, Lohmann & Rauscher International GmbH & Co.KG,
Regensdorf) aus der Bauchhohle hervor gelagert und sofort mit befeuchteter Gaze
abgedeckt. Um eine bessere Ubersicht der Bauchhohle zu erlangen, wurde ein
Haltefaden (7-0 Prolene, monofil, nicht resorbierbar, ETHICON Products,
Norderstedt) am Peritoneum befestigt und gespannt. Nun wurde damit begonnen,
die V. cava caudalis zu lokalisieren und stumpf von umliegendem Gewebe
freizupraparieren. Das Hauptaugenmerk wurde darauf gelegt, direkt kaudal der
Vena renalis sinistra die Vena cava caudalis zu untertunneln und in diesem
Bereich von der direkt anliegenden Aorta abdominalis zu trennen, um mittels
einer gebogenen Klemme einen Faden (8-0 Premilene, monofil, nicht
resorbierbar, B. Braun Melsungen AG, Melsungen) durchzufiihren. Mit diesem
Faden wurde eine doppelte Ligatur vorgelegt, darunter ein Platzhalter (Drahtstuick
eines humanen Herzkatheters) genau in der Mitte der Vene platziert. Durch den
Platzhalter wurde ein vollstandiger Verschluss der Vene verhindert und das
Lumen auf ca. 30% eingeengt. Die Ligatur wurde zugezogen und mit einem
einzelnen Knoten gesichert, danach wurde der Platzhalter entfernt und die Enden
des Fadens gekirzt. Durch diesen Eingriff wurde die V. cava caudalis stenosiert
und der Blutfluss somit verlangsamt, was die Entstehung einer Thrombose
begunstigt. Tiere, bei denen Blutungen auftraten, wurden aus den
Versuchsgruppen ausgeschlossen, da nur die Flussverlangsamung ohne
Endothelverletzung die TVT herbeifiihren sollte. Nach Durchfihrung der
Operation wurde das feuchtgehaltene Darmkonvolut vorsichtig in den Bauchraum
zurlick verlagert. Das Peritoneum und die Muskulatur wurden mit einer
fortlaufenden Naht (7-0 Prolene, monofil, nicht resorbierbar, ETHICON Products,
Norderstedt) und die Haut mit einer Einzelknopfnaht wieder verschlossen. Auf die
Naht wurde Jodldsung aufgetupft (Abb. 8).
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i

Abbildung 8: Durchfiihrung der Stenosierung der V. cava caudalis

1: Eréffnen der Bauchhdohle in der Linea alba (Pfeil) 2: Hervorverlagern des Darmkonvoluts (Pfeil)
3: Gute Sicht auf die V. cava caudalis (Pfeil) durch Haltefaden 4: VVorlegen der doppelten Ligatur
(Pfeil) 5: Platzieren des Platzhalters auf der V. cava caudalis (Pfeil) 6: Schlielen der Ligatur und
sichern durch einen einfachen Knoten (Pfeil) 7: Entfernen des Platzhalters und Kirzen der
Fadenenden (Pfeil) 8: Zuruickverlagern des Darmkonvoluts in die Bauchhdhle 9: Verschluss des
Peritoneums und der Bauchmuskulatur mit einer fortlaufenden Naht 10: Verschluss der Haut mit

Einzelknopfnahten und betupfen der Naht mit Jodlésung.

Die Tiere wurden nach dem Erwachen in einen Ké&fig verbracht, der mit Tuchern
(Kimtech, Kimberley-Clark, Koblenz) ausgelegt wurde, Futter und Wasser
standen ihnen zur freien Verfugung. Zur Befriedigung des Nestbautriebes
herhielten die Tiere weiche Kosmetiktucher (Kleenex, Kimberly-Clark, Koblenz).
Der Kafig wurde zur standigen Beobachtung in einem Tierhaltungsschrank
(Ventilated Cabinet, Tecniplast Deutschland GmbH, HohenpreiRenberg)
untergebracht, welches klimatisiert und mit durchsichtigen roten Tiren
ausgestattet war, damit die Tier jederzeit Gberwacht werden konnten, dies aber

nicht sahen und nicht gestresst wurden.
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2.6. Operationstechnik zur Entnahme der Thromben nach 48 Stunden

Nach erneuter Narkoseeinleitung wie unter 2.1. beschrieben wurde die
Bauchhohle lateral der Naht er6ffnet und das Darmkonvolut heraus verlagert. Jetzt
war es moglich, makroskopisch zu bestimmen, ob sich ein Thrombus gebildet hat.
Die V. cava caudalis wurde kranial der Ligatur er6ffnet und das BlutgefaRsystem
durch intrakardiale Punktion mit 5 ml isotonischer Natriumchlorid-L6ésung
durchgespdlt. Dies fihrt zum Tod des Tieres durch Entbluten und verhinderte,
dass sich post mortem Blutgerinnsel bilden konnten. Die V. cava caudalis wurde
mit dem enthaltenen Thrombus freiprépariert und von Fettgewebe und
Bindegewebe befreit. Auf Hohe des Zuflusses der Venae iliacae communes wurde
die V. cava caudalis mit einer weiteren Ligatur verschlossen und somit verhindert,
dass der Thrombus abgeschwemmt werden konnte. Kaudal und kranial der
Ligaturen wurde die V. cava caudalis abgetrennt und mit dem darin enthaltene
Thrombus und der anheftenden Aorta aus der Bauchhohle entfernt. So wurde
sichergestellt, dass immer das gleiche Stiick entnommen wurde. Die Vene wurde
auf ein Filterpapier gelegt (Abb. 9) und damit gewogen. Auch wenn sich kein
Thrombus gebildet hatte, wurde genauso verfahren.

Damit das reine Thrombusgewicht ermittelt werden konnte wurde vorab das
Leergewicht der V. cava caudalis, inklusive der beiden Ligaturen und der
angehefteten Aorta ermittelt. Dafur wurde bei mehreren Tieren die Operation
durchgefuhrt aber nicht 48 Stunden gewartet, bis sich ein Thrombus gebildet hat,
sondern die Vene sofort entnommen, gewogen und der Mittelwert ermittelt.
Dieser Mittelwert des Leergewichts wurde vom jeweiligen Gewicht der Vene
nach 48 Stunden abgezogen, um das reine Thrombusgewicht zu erhalten. Nach
dem Wiegen wurde der Thrombus vom Filterpapier genommen, in Tissue Tek
(Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan den Rijn, Niederlande) eingebettet und
in  flissigem  Stickstoff eingefroren. Die  Aufbewahrung fir die
immunhistologische Aufarbeitung erfolgte bei -80° C.
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Abbildung 9: Entnommener Thrombus auf Filterpapier

2.7. Dokumentation

Die Operation selbst und auch ob ein Thrombus gebildet wurde und das
entsprechende Gewicht wurden auf einem Protokoll vermerkt und anschlieRend

noch in eine Exceltabelle eingetragen.

Auf dem Protokoll wurde die Projektbezeichnung angegeben und fiir jedes
einzelne Tier das Datum des Eingriffs, der Stamm, das Geschlecht, die Herkunft
des Tieres, das Geburtsdatum, das Gewicht, welches nach Narkoseeinleitung
bestimmt wurde, die Tiernummer, das Alter des Tieres und die Menge der
Injektionsnarkosen vermerkt. Auflerdem wurde vermerkt ob bei der Préparation
der V. cava caudalis eine Blutung aufgetreten war, diese Tiere wurden dann aus
der Auswertung genommen, oder ob ein Jugulariskatheter gelegt wurde.
Besondere Auffalligkeiten wurden eingetragen. Es wurde protokolliert ob ein

Thrombus makroskopisch sichtbar war und sein Gewicht.

Die Tiere, die wieder aufwachten, wurden anhand eines Score Systems tberwacht.
Es wurden Abweichungen des Allgemeinbefindens, der Nahrungsaufnahme, der
Bewegungsaktivitat, des Verhaltens, des Kotabsatzes und des Harnabsatzes
dokumentiert. Abbruchkriterien fur den Versuch wurden genau definiert. Tiere,
die aufgrund des Score Systems eine zu hohe Belastung aufwiesen, wurden
frihzeitig euthanasiert und aus der Versuchsgruppe ausgeschlossen.

2.8.  Operationstechnik Jugulariskatheter

Um dem Tier bei Eingriffen mit einer langeren Dauer, relativ einfach uber einen
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vendsen Zugang Fluoreszensfarbstoffe oder geférbte Zellen verabreichen zu
kdnnen, wurde ein Jugulariskatheter gelegt. Das schon in Narkose liegende Tier
wurde vorbereitet indem die Flache vom Kieferwinkel bis zum Sternum
geschoren und mit Enthaarungscreme enthaart wurde, zum Schluss wurde mit
Alkohol desinfiziert. Danach wurde die Maus mit dem Kopf in Richtung des
Operateurs gelagert. Die Haut wurde rechts paramedian vom rechten Kieferwinkel
bis zum Sternum ertffnet. Als nachstes wurde die rechte Glandula mandibularis
lokalisiert, stumpf freiprapariert und kranial herausgeklappt. Die Glandula
mandibularis wurde auf befeuchtete Gaze gelagert und damit abgedeckt. Die V.
jugularis dextra wurde daraufhin lokalisiert und ein Haltefaden (Prolene 7-0,
monofil, nicht resorbierbar, ETHICON Products, Norderstedt) daran befestigt,
dieser diente auch dazu, den Blutfluss aus seitlichen Zuflissen zu unterbinden.
Der Haltefaden wurde unter Spannung gesetzt, so dass sich die Vene aufspannte
und damit leichter zu préparieren war. Die Vene wurde, bis sie kaudal unter der
Muskulatur verschwand, freiprapariert. Es wurden drei Ligaturen (Prolene 7-0,
monofil, nicht resorbierbar, ETHICON Products, Norderstedt) vorgelegt, alle mit
einem doppelten Knoten. Eine weiter kranial, um das Loch in der Vene zu
verkleinern, die beiden anderen weiter kaudal, um den Katheter in der Vene zu
befestigen und die Vene abzudichten, damit keine Luft in den Blutkreislauf
gelangen kann. Der Katheter wurde vorbereitet indem der Katheterschlauch
(Portex Polythene Tubing, 0,28mm ID 0,61lmm OD, Smiths Medical
International, Hythe, UK) mit einer Kanile (30 G, Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg) versehen und auf einen Drei-Wege-Hahn (Discofix C, B.Braun,
Melsungen) aufgesetzt wurde. Der Katheter wurde mit isotonischer
Natriumchloridlésung gespult, bis keine Luftblasen mehr im System waren.
Danach wurde der Drei-Wege-Hahn geschlossen um zu verhindern, dass sich neue
Luftblasen bildeten. Der komplette Katheter wurde neben der Maus platziert. Die
Spannung im Haltefaden der Vene wurde gel6st und mit einer Federschere eine
kleine Inzisur in die Vene geschnitten, direkt zwischen der kranialen und den
beiden kaudalen Ligaturen. Mit einer Pinzette wurde das angeschragte Ende des
Katheterschlauches in die Offnung der V. jugularis eingefiihrt und sofort mit den
beiden kaudalen Ligaturen fixiert. Danach wurde die entstandene Offnung in der
Vene mit der kranialen Ligatur verschlossen (Abb. 10). Die korrekte Lage des
Katheters wurde kontrolliert indem der Drei-Wege-Hahn ge6ffnet und eine

Probeinjektion ~ mit  isotonischer  Natriumchloridlosung  erfolgte.  Der
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Katheterschlauch wurde noch mittels Klebeband an der Kopfkammer fixiert, um
ein Verrutschen zu verhindern. Der gesamte erdffnete Halsbereich wurde mit
befeuchteter Gaze bedeckt und mit Parafilm (Laboratory Film, Bemis Company,
Inc, Neenah, Wisconsin, USA) abgedeckt.

Abbildung 10: Legen eines Jugulariskatheters

1: Vorbereitete Operationsstelle 2: Er6ffnen der Haut vom rechten Kieferwinkel bis zum Sternum
(Pfeil) 3: Glandula Mandibularis (Pfeil) gelagert auf feuchter Gaze 4: Sicht auf die V. jugularis
(Pfeil) 5: Gespannter Haltefaden (Pfeil) an der V. jugularis 6: Vorgelegte Ligaturen (Pfeil) 7: In
die V. jugularis eingefiihrter Katheter (Pfeil)

3. Blutanalysen

3.1. Blutabnahmetechniken

3.1.1. Punktion der Vena facialis

Fur diesen Eingriff wurde entweder eine schon fir die Operation narkotisierte
Maus verwendet, oder dem Tier 30 min vor dem Eingriff 0,1 mg/kg Buprenorphin
subkutan verabreicht und danach mit Inhalationsnarkose mittels Isofluran betaubt.
Fur die Abnahme wurde eine sterile Lanzette (FEATHER BLOOD LANCET,
pfm, Kaln), ein EDTA-ROhrchen (Microvette, Sarstedt, Nimbrecht) und
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Wattestabchen bendétigt. Die Maus wurde mit zwei Fingern im Nacken fest fixiert,
die Gesichtshaut dadurch zuriickgezogen und somit die Vena facialis gestaut. Mit
der sterilen Lanzette wurde die Vene angestochen, in einem Punkt der sich in der
Mitte eines Dreiecks, gebildet von Ohr, Auge und dem Kieferwinkel des Tieres,
befand. Das austretende Blut wurde mit dem EDTA-R6hrchen aufgefangen. Um
den Blutfluss zu stoppen wurde der Stau geldst und die Einstichstelle mit einem
Wattestdbchen komprimiert, um eine Hadmatombildung zu vermeiden. Der Maus

wurde pro Abnahme ca. 100 ul Blut entzogen.

3.1.2. Intrakardiale Blutabnahme

Fur diese Blutabnahmetechnik wurden die M&use mit Isofluran und Fentanyl in
Narkose versetzt. Die Maus wurde in Rickenlage fixiert und die Haut iber dem
Sternum er6ffnet, so dass der Blick auf die Rippen frei war. Die Punktion des
Herzens erfolgt links paramedian, zwischen der zweiten und dritten Rippe. Die
Kanile (26 G, BD Microlance, Becton Dickinson, Heidelberg), mit aufgesetzter
Spritze in der sich 170 ul Citrat (Tri-Natriumcitrat-Losung, Sarstedt AG & Co,
Nimbrecht) als Gerinnungshemmer befand, wurde senkrecht eingefiihrt und dabei
leicht aspiriert. Mit dieser Methode konnte eine Menge von ca. 1 bis 2 ml Blut
gewonnen werden. Das Tier verstarb meist schon durch den massiven Blutentzug,
trotzdem wurde am Ende noch ein Genickbruch durchgefuhrt, um den sicheren

Tod herbei zu fuhren.

3.2.  GrolRRes Bluthild

Zur Erstellung der grofRen Blutbilder war eine Menge von 100 ul EDTA-Blut
notig. Hierfur wurde das Blut, welches aus der Punktion der V. facialis gewonnen
wurde, verwendet. Die Blutbilder wurden vom Zentrallabor des Deutschen
Herzzentrums Minchen mit einem Sysmex-Gerat (Sysmex XS800i, Sysmex
Deutschland GmbH, Norderstedt) erstellt. Das Blut fur die basalen grof3en
Blutbilder wurden jeweils vor der Stenosierung der V. cava caudalis und das Blut

fiir die 48 h post Blutbilder direkt vor der Entnahme des Thrombus gewonnen.
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3.3. Partielle Thromboplastinzeit

Die Messung der partiellen Thromboplastinzeit ist ein sensitives Verfahren, um
einen Mangel oder einen Uberschuss an Gerinnungsfaktoren, die fiir die Bildung
eines Thrombus erforderlich sind, nachzuweisen. Speziell werden Faktor VIII und
Faktor 1X beachtet™!’,

Fur die Analyse wurde eine Menge von ca. 1 ml mit Citrat ungerinnbar gemachten
Blutes benétigt. Hierzu wurde das Blut aus der intrakardialen Blutabnahme
verwendet. Die Analyse erfolgte durch das Zentrallabor des Deutschen
Herzzentrums Minchen mit dem BCS-System (BCS-System, Siemens Healthcare
Diagnostics GmbH, Eschborn). Das Blut wurde direkt vor der Entnahme des

Thrombus gewonnen.

3.4. Thromboelastometrie

Unter Thromboelastometrie versteht man ein diagnostisches Verfahren mit
welchem man die Gerinnungseigenschaften von Vollblut untersuchen kann. Dabei
wird die Interaktion von Gerinnungsfaktoren, Inhibitoren und Zellkomponenten
gemessen, wahrend sich ein Gerinnsel bildet und wieder lysiert wird™®. Mit dieser
Analyse konnen Erkenntnisse Uber die gesamte Kinetik der H&mostase
(Gerinnungszeit, Gerinnselbildung, Gerinnselstabilitdt und Lysis) gewonnen

werden'?®®,

Fur die Analyse wurde eine Menge von mindestens 600 pl mit Citrat ungerinnbar
gemachten Blutes bendtigt. Hierzu wurde das Blut aus der intrakardialen
Blutabnahme verwendet. Die Analyse erfolgte durch das Zentrallabor des

Deutschen Herzzentrums Miinchen (Rotem, Tem Internatinal GmbH, Munchen).



IV. Material und Methoden 41

100
a0
G0
40 g
an | | MCF
20 e alpha : i

LI40 |

Auslenkung in mm (Festigkeit)

L]

10 20 30 40 50 G0
Zeit in min

Abbildung 11: Thromboelastometrie

CT: Gerinnungszeit, CFT: Gerinnselbildungszeit, alpha: alpha-Winkel, A20: Amplitude 20 min
nach CT, MCF: Maximale Gerinnselfestigkeit, LI 40: Lyseindex 40 min nach CT, ML: Maximale
Lyse

3.4.1. EXTEM

Bei der EXTEM-Analyse werden (ber den extrinsischen Weg die
Gerinnselbildung, Fibrinpolymerisation und die Fibrinolyse ermittelt. Dies erfolgt
durch eine TF-Aktivierung*®.

3.4.2. FIBTEM

Bei der FIBTEM-Analyse wird der Fibrinogen-Status ohne Plattchenbeteiligung
qualitativ ermittelt. Dies geschieht durch TF-Aktivierung und Zugabe eines
Plattcheninhibitors (Cytochalasin, fibtem-Reagenzien, Tem Internatinal GmbH,

Miinchen)*%.
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4. Intravitale Videofluoreszenzmikroskopie (1VM)

Um die Reduktion der Flussgeschwindigkeit zu standardisieren, wurde der
Blutfluss vor und nach Setzen der Ligatur bestimmt. Weiter wurde in sechs

Stunden Versuchen die Leukozyten- und Thrombozytenrekrutierung analysiert.

4.1. Prinzip der IVM

Mit Hilfe der intravitalen Videofluoreszenzmikroskopie war es mdoglich, die
zelluléren Vorgange in vivo wahrend der Entstehung eines Thrombus in Echtzeit
darzustellen. Dazu wurden verschiedene Zellen mit Hilfe von gut vertraglichen

Fluoreszenzfarbstoffen in oder ex vivo markiert.

Es wurde dafir ein Fluoreszenz-Auflicht-Mikroskop (BX51WI, Olympus,
Hamburg), in Verbindung mit einem komplexen-Beleuchtungssystem MT 20
(Olympus, Hamburg) (Abb. 12) verwendet. Weiter wurde eine Xenonlampe als
Lichtquelle genutzt, welche kurzwelliges Anregungslicht emittieren konnte,
wodurch dann die mit Fluoreszenzfarbstoffen markierten Zellen in vivo sichtbar
gemacht wurden. Uber eine CCD-Kamera (ORCA-ER, Hamamatsu, Japan) wurde
das Emissionssignal an einen Computer gesendet. Die gesamte Erfassung,
Dokumentation und Auswertung erfolgte mit der Software Cell*R (Olympus,

Hamburg).
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Verdunkelungsbox —

Abbildung 12: Fluoreszenz-Auflicht-Mikroskop

4.2.  Durchfuhrung der IVM

Um die zelluldren Vorgéange in der initialen Phase der Entstehung eines vendsen
Thrombus erfassen zu konnen, erfolgte die intravitalmikroskopische
Untersuchung bis sechs Stunden nach Setzen der Ligatur. Hierfur wurde der
Abschnitte der V. cava caudalis zwischen der Ligatur und den Zuflussen der
Venae iliacae in vier Fenster unterteilt und diese aufgenommen. Es wurde ein
Wasserimmersionsobjektiv (UMPland FI 20x/0,50Na, 3,3 mm, Water dipping
Lens, Olympus, Hamburg) mit einer 20-fachen VergroRerung verwendet. Um
sicherzustellen, dass sich stdndig genug Wasser uber der V. cava caudalis befand
wurde (ber eine Infusionsflasche Natriumchlorid-Lésung in die Bauchhohle
getropft. Je nach Belichtungszeit entstand ein Film von ca. 10 Sekunden, welcher
aus 100 Einzelaufnahmen bestand.
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4.2.1. Verwendete Farbstoffe

Um den Farbstoff bzw. die gefarbten Thrombozyten intravents verabreichen zu

kdnnen wurde wie unter 2.8. beschrieben ein Jugulariskatheter gelegt.

4.2.1.1. Acridin-Orange

Um Leukozyten intravitalmikroskopisch darstellen zu kénnen, wurde Acridin-
Orange (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) verwendet. Es besitzt die Fahigkeit, sich an
DNA und RNA anzulagern, indem es durch Zellmembranen diffundiert***. Sobald
Acridin-Orange an DNA gebunden hat emittiert es im grinen Bereich, nach
Anregung mit einer Wellenlidnge von 495 nm'%. Die Mause bekamen 0,05 ml
dieses Farbstoffs, mit einer Konzentration von 0,05 % intravents (ber den

Jugulariskatheter appliziert.

4.2.1.2. Rhodamin B

123 \wurde zur ex vivo

Rhodamin B Isothiocyanat (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)
Farbung von isolierten Plattchen, in einer Konzentration von 20 pg/ml verwendet.
Es kann sich in den Mitochondrien oder Zellkernen lebender Zellen anreichern.

Rhodamin B emittiert im griinen Bereich, wenn es bei 514 nm angeregt wird.

4.2.2. lsolation muriner Thrombozyten

Dem Spendertier wurde wie unter 3.1.2. beschrieben mittels kardialer Punktion
ca. 1,5 ml Blut abgenommen. Um moglichst physiologische Verhaltnisse zu
gewahrleisten wurde ein Tyrode s-Puffer angesetzt. Um 100 ml Puffer
herzustellen wurde jeweils 0,1 g D(+)-Glukose und bovines Serumalbumin
benotigt. Dieses wurde mit Hilfe einer geeichten Waage abgewogen. Dazu
wurden 90 ml Aqua dest., 1 ml HEPES (Invitrogen, Darmstadt) und 10 ml eines
bereits vorbereiteten 10-fach-Tyrode s—Puffer (10,15 g NaHCO3; (VWR
Interantional, Darmstadt), 1,95 g KCL ( VWR International, Darmstadt) und 80 g
NaCl (VWR International, Darmstadt) in 1000 ml Aqua dest. gelost und steril
filtriert) hinzugefugt. Der fertige Puffer wurde auf die pH-Werte 6,5 und 7,4 durch
Zugabe von 2 mM HCL und NaOH eingestellt.
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Um die Thrombozyten zu isolieren wurde das entnommene Blut mit Tyrode’s-
Puffer pH 6,5 auf ein Volumen von 2 ml aufgefullt und dann bei 68x g ohne
Bremse fiir 20 Minuten (Haereus, Megafuge, Hanau) zentrifugiert. Der Uberstand,
welcher das pléttchenreiche Plasma enthélt, wurde vorsichtig mit der Pipette
abgenommen und auf ein Volumen von 4 ml mit dem Tyrode s-Puffer pH 6,5
aufgefullt. Das Gemisch wurde dann fur 10 Minuten bei 1277x g mit Bremse
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgeschittet und das entstandene
Thrombozytenpellet resuspendiert, durch Zugabe von jeweils 250 pl Tyrode’s-
Puffer pH 6,5 und pH 7,4. Danach wurde mittels eines hamatologischen
Analysegerats (Sysmex XE-2100, Sysmex, Nordstedt) die Thrombozytenzahl
bestimmt. Dadurch konnte die Thrombozytenzahl durch Zugabe des Tyrode’s-
Puffer pH 6,5 auf eine Konzentration von 150000 Thrombozyten pro pl
Flussigkeit eingestellt werden. Zum Schluss wurden die Thrombozyten noch mit
dem unter 4.2.1.2. beschriebenen Farbstoff Rhodamin B angefarbt. Dem
jeweiligen Empfangertier wurde kurz vor Versuchsbeginn eine Menge von 250 pl
dieser Suspension intravends uber den Jugulariskatheter verabreicht. Dadurch
konnte gewahrleistet werden, dass jedem Versuchstier die gleiche
Flussigkeitsmenge mit der genau gleichen Zellkonzentration verabreicht wurde.
Die Verwendeten, aber nicht extra gekennzeichneten Reagenzien stammen alle
von Sigma-Aldrich (Taufkirchen).

4.2.3. Bestimmung der Flussreduktion

Um die Verlangsamung des Blutflusses nach Setzen der Ligatur exakt bestimmen
zu kénnen wurden im vierten Fenster, also dem kaudalsten nach der Ligatur bzw.
nach Abzweigung der Vena renalis sinistra, Aufnahmen angefertigt. Die ersten
noch bevor die Vene stenosiert wurde, um die physiologische
Blutflussgeschwindigkeit bestimmen zu koénnen. Danach wurde ligiert und
weitere Aufnahmen im vierten Fenster mit reduzierter Blutflussgeschwindigkeit
angefertigt. Um die Leukozyten sichtbar zu machen wurde der unter 4.2.1.1.
beschriebene Farbstoff Acridin-Orange verwendet. Die Aufnahmen wurden mit
der Software ImageJ (ImageJ 1.45s) mithilfe eines Zelltrackingverfahrens
ausgewertet. Dabei wird eine Zelle Uber mehrere Bilder (Frame-to-Frame
Methode) verfolgt und so kann die Flussgeschwindigkeit dieser Zelle ermittelt

werden. Dies wurde bei jeweils sechs Zellen durchgefuhrt und am Ende ein
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Mittelwert gebildet. Dieses Verfahren wurde fur die Aufnahmen pra und post
Stenose angewendet und dadurch liel3 sich die Reduktion der Geschwindigkeit
bzw. die Geschwindigkeit des Restflusses errechnen. Dies war nétig, um die
Ligatur bzw. die Flussreduktion zu standardisieren, damit bei jedem Tier ungeféahr

die gleiche Geschwindigkeit des Restflusses entsteht.

4.3. Auswertung der IVM

Fur die Auswertung wurden die Aufnahmen, die drei, vier, funf und sechs
Stunden post Ligatur angefertigt wurden verwendet. Pro Aufnahme wurden drei
Bilder ausgewahlt und diese mit Hilfe der ImageJ 1.45 Softwaren als
schwarz/weil} Bilder abgespeichert. Dies geschah sowohl fir die Leukozyten- als

auch fir die Thrombozytenaufnahmen.

Die weitere Auswertung erfolgte mit Hilfe der Caplmage 8.6.3 Software. Es
wurde die Flache der aggregierten Leukozyten bzw. Thrombozyten ermittelt und

diese auf eine Gesamtflache von einem mm?2 hochgerechnet.

5. Schwanzblutungszeiten

Zur Bestimmung der Schwanzblutungszeit wurde dem Tier 30 min vor dem
Eingriff 0,1 mg/kg Buprenorphin subkutan verabreicht. Danach wurde das Tier
mittels Isoflurannarkose in Narkose gelegt und auf der Heizplatte des
Tierbewédrmungsystems in Rlckenlage fixiert. Mit einem Skalpell wurde ein ca. 5
mm langes Stuck der Schwanzspitze abgetrennt und das Blutende Schwanzende
auf einem Loschpapier platziert. Danach wurde sofort eine Stoppuhr zur
Zeitmessung eingeschaltet. Die sich bildenden Bluttropfen wurden durch das
Loschpapier weggesaugt, so dass es gut mdoglich war, den Zeitpunkt zu
bestimmen als der Blutfluss komplett stoppte. Zu diesem Zeitpunkt wurde die
Stoppuhr angehalten und das Schwanzende mit einem Atzstift (Hollenstein-
Atzstift, RYMA PHARM, Korle) versorgt. Die Maus wurde zur Uberwachung der
Aufwachphase in einen Kafig gesetzt, dieser war mit Tlchern (Kimtech,
Kimberley-Clark, Koblenz) ausgelegt um eventuelle Nachblutungen besser zu
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sehen. Danach wurde die Stoppuhr abgelesen und die Zeit auf dem Protokoll

vermerkt.

6. Immunhistologie

Die Thromben, die 48 Stunden nach Durchflihrung der Stenose der Vena cava
caudalis entstanden, sollten mittels immunhistologischer Untersuchung auf ihre

genaue Zusammensetzung und die beteiligten Zelltypen hin analysiert werden.

6.1. Praparation

Wie schon unter 2.6. dargestellt wurden die entnommenen Thromben in Tissue
Tek (Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan den Rijn, Niederlande) eingebettet
und bei -80°C tiefgefroren. Die Einbettung erfolgte in einem aufgeschnittenen
Schlauchstiick, bei dem das kaudale Ende des Thrombus gekennzeichnet wurde.
Das Schlauchstiick mit dem eingebetteten Thrombus wurde in ein beschriftetes
1,5 ml Eppendorftube (Safe-Lock Tubes 1,5 ml, Eppendorf AG, Hamburg)

verbracht und war so leichter aufzufinden zur Weiterverarbeitung.

Um die Thromben schneiden zu kénnen, wurde der Thrombus mit Tissue Tek auf
einem Stempel befestigt und dieser im Kryostat (MICROM HM 560, THERMO
FISHER, SCIENTIFIC, Dreieich) so positioniert, dass vom kranialen zum
kaudalen Ende Querschnitte geschnitten wurde. Die Temperatur des Gerétes war
auf -25°C eingestellt, damit das Auftauen des Praparates wahrend dem Schneiden
verhindert werden konnte. Die entstandenen Schnitte, die eine Dicke von 5 pum
besalRen, wurden einzeln mit einem beschrifteten, beschichteten Objekttrager
(Thermo Scientific, Superfrost Plus, Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig)

abgenommen. Die Objekttrager wurden bis zum Férben bei -20°C gelagert.

6.2.  Farbeprotokoll

Fur die Féarbung der Objekttrdger wurden diese in eine lichtundurchldssige

Farbekammer verbracht. Diese war mit Wasser geflllt, um ein Austrocknen der
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Schnitte zu vermeiden. Damit die aufgetragenen LoOsungen sich auf den
Préparaten halten und nicht einfach runtertropfen konnten, wurden diese vorab
mit einem Fettstift (Dako Pen, Dako, Hamburg) umfahren.

Die verwendeten Farbungen wurden alle nach einem Standardférbeprotokoll
124,

durchgefuhrt™":

Zur Fixierung bei Raumtemperatur wurden die Praparate fir drei Minuten mit 4%
Formalin (Thermo Scientific, Rockford, Illinois, USA) und mit Aqua dest.
behandelt. Danach wurden die Schnitte drei Mal mit PBS (Invitrogen, Damstadt)
+ 0,1% Tween (Tween 20, Sigma-Aldrich, Taufkirchen) gewaschen. Um die
unspezifischen Bindungen am Fc-Rezeptor zu blockieren, wurde ein anti-mouse
CD16/32 Antikorper (affinity purified rat anti-mouse CD 16/32, Clone 93, BD
Pharming, San Diego, Kalifornien, USA) in einer Verdinnung von 1:200
zusammen mit 3% BSA (Bovines Serum Albumin, PAA Laboratories, Pasching,
Osterreich) in PBS verwendet. Wobei bei der CD45 Farbung nur mit Fc-Block
und bei der Fibrinogen-Farbung mit Fc-Block und 2% Glycin geblockt wurde.
Diese Gemische wurden auf die Prdparate gegeben und nach 30 Minuten
abgeklopft. Danach wurde der Primarantikorper (Tab. 1) aufgetragen und bei
Raumtemperatur eine Stunde inkubiert. Als Isotypkontrolle diente ein Antikorper
der gleichen 1gG-Klasse, der gegen ein irrelevantes Antigen gerichtet war. Nach
der Inkubation mit den jeweiligen Antikorpern wurden die Praparate wieder
gewaschen und danach die Sekund&rantikorper aufgetragen. Hierflr wurden
Antikorper aus verschiedenen Spezies, die in Alexa 488 (griin) und Alexa 594
(rot) fluoreszieren fiir eine Stunde auf die Préparate gegeben (Tab. 2). Zur
Darstellung der Zellkerne wurde danach DAPI (4°,6-Diamidino-2-phenylidole,
Dihydrochloride, Invitrogen, Damstadt) in einer Verdinnung von 1:3000
verwendet. Dieses musste 30 Sekunden einwirken und weist ein
Emissionsmaximum von 461 nm mit blauer Fluoreszenz auf. Danach musste
erneut gewaschen werden. Zum Schluss wurden ein oder zwei Tropfen
Eindeckmedium (Mounting Medium, DAKO, Hamburg) auf die Objekttrager
aufgebracht und mit einem Deckglas abgedeckt. Dadurch konnte sich das Medium
gleichméRig Uber die gesamte Probe verteilen. Bis zur Auswertung wurden die

Schnitte im Kihlschrank aufbewahrt.

Bei der CD41 Farbung war ein Zwischenschritt mehr notwendig, um die

Permeabilitat der Zellen zu erhdhen. Dafir wurden vor dem Blocken noch Triton
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X-100 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) aufgetragen und nach 30 Minuten

abgewaschen.

Die Praparate wurden am Mikroskop (Leica DMRB, Firma Leica, Bensheim) mit

einer Digitalkamera (AcioCam, Firma Zeiss, Géttingen) abfotografiert.

Tabelle 1: Verwendete Primarantikdrper

Antigen | Konzentration | Vverwendete | Primar- Klon Hersteller
Verdinnung | Antikdrper
CD 41 0,2 mg/ml 1:25 rat MWReg30 | BD Pharming
CD 45 0,2 mg/ml 1:100 rat 30-F11 BD Pharming
Fibrinogen 6 mg/ml 1:300 rabbit A0080 DAKO
Tabelle 2: Verwendete Sekundarantikdrper
Antigen Konzentration verwendete Sekundér-Antikérper  Hersteller
Verdinnung
CD 41 2 mg/ml 1:200  donkey anti-rat Alexa 594  Invitrogen
CD 45 2 mg/ml 1:200  donkey anti-rat Alexa 594  Invitrogen
Fibrinogen 2 mg/ml 1:200 donkey anti-rabbit Alexa 594 Invitrogen

6.3.  Auswertung der Immunhistologie

Fur diese Arbeit wurden die Schnitte auf Thrombozyten (CD41), Leukozyten
(CD45) und Fibrinogen geférbt.

Die Fotos der Schnitte wurden auf Leukozyten ausgezahlt. AuBerdem wurden die
Flachen von Fibrinogen und Thrombozyten quantifiziert. Dies erfolgte mit Hilfe
der ImageJ 1.45 Software, mit deren Hilfe die Farbfotos in schwarz/weil} Bilder
umgewandelt wurden. Mit der Caplmage 8.6.3 Software wurde jeweils die
Fibrinogen- bzw. Thrombozytenflache ermittelt und nach Ermittlung der

Gesamtflache des Thrombusquerschnittes der prozentuale Anteil berechnet.
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7. Versuchsplanung und Statistik

7.1. Tierzahlen

In den Versuch eingegangen sind insgesamt 87 Tiere. Diese Tiere waren im Alter
von mindestens 10 Wochen. Vom Versuch ausgeschlossen wurden Tiere die
wahrend der Operation mindestens eine Blutung hatten oder im Verlauf des
Versuches verstorben sind. Da bisher kaum Erkenntnisse zum Einfluss der
zahlreichen Komponenten des Komplementsystems bei Bildung einer vendsen
Thrombose bestehen, erfolgte die Versuchsplanung im Sinne einer
Orientierungsstudie. Das hei8t die verwendeten Tierzahlen waren nicht darauf
ausgelegt, in den zahlreichen Einzeluntersuchungen immer sicher signifikante
Ergebnisse zu erhalten, sondern ein wesentliches Ziel war es, iber die statistische
Bestimmung der EffektgroRen die Faktoren zu ermitteln, welche wahrscheinlich
einen besonders deutlichen/bedeutsamen Einfluss auf das Blutgerinnungssystem
nehmen und damit flir weiterflihrende hypothesenbasierende Untersuchungen

speziell in Frage kommen,

7.2.  Versuchsgruppen

7.2.1. Rolle des Komplementsystems bei der Entstehung der vendsen

Thrombose

Bei dieser Gruppe wurde bei den Wildtyp- und den knock-out Tieren vor der
Operation zur Flussverlangsamung die Schwanzblutungszeit ermittelt. Sowohl
basal als auch 48 Stunden nach Flussverlangsamung, wurde den Tieren Blut
abgenommen um daraus Blutbilder und Gerinnungsanalysen (partielle
Thromboplastinzeit, EXTEM/FIBTEM 48 nach Flussverlangsamung) zu erstellen.
Nach Entnahme wurde das Thrombusgewicht bestimmt und die entstandenen

Thromben immunhistologisch weiter untersucht und ausgewertet.
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Tabelle 3: Versuchsgruppe fir die Rolle des Komplementsystems

Stamm Anzahl Alter Gewicht

WT C57Bl/6J 9 13-20 Wo | 23,03-27,75g

Knockout Clg-/- 8 11-13 Wo | 24,99-31,89¢g
WT C57BI/6J 7 13-31 Wo | 22,40-31,659
Knockout| — CR2-/- 7 1115 wo | 20:74-3130g

WT C57BI/6J 11 15-47 Wo | 21,61-31,65g

Knockout C3-/- 10 12-21 Wo | 20,79-31,10g

Knockout C4-/- 9 10-23 Wo | 21,96-27,60g

Knockout | C3-/-C4-/- 8 13-15 Wo | 22,44-31,249
7.2.2. Leukozyten- und Thrombozytenrekrutierung

Diese Gruppe dient zur Darstellung des Einflusses des Komplementsystems auf
die Leukozyten- und Thrombozytenrekrutierung nach Flussverlangsamung mittels
Intravitalmikroskopie. In diese Gruppe zdhlen die Spendertiere fir die
Thrombozyten und die Empfangertiere an denen die Intravitalmikroskopie

durchgefuhrt wurde.
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Tabelle 4: Bestimmung der Leukozyten- und Thrombozytenrekrutierung

Stamm | Anzahl Alter Gewicht

WT C57BI/6J 6 13-21 Wo |26,09-33,10g

Knockout C4-/- 6 13-37 Wo | 28,84-31,7g

7.2.3. EXTEM Werte basal

Bei dieser Gruppe wurde bei den Wildtyp- und den knock-out Tieren basal Blut
abgenommen, um daraus die Gerinnungsanalyse EXTEM (basal) zu erstellen.

Tabelle 5: Bestimmung der Extem Werte basal

Stamm | Anzahl Alter

WT C57BI/6J 3 9-18 Wo

Knockout C4-/- 3 9-29 Wo
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7.3. Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Programms Sigma
Plot 11.0 (Systat, Erkrath). Wobei die statistische Signifikanz fir einen
p-Wert < 0,05 angenommen wurde. Es wurden die Gewichte der Thromben durch
Einzelwerte (dot plots) der verwendeten Tiere und dem Median-Wert dargestelit.
Der Vergleich der Thrombusgewichte erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test.
Daraufhin wurde eine Bonferroni — Holm Adjustierung mit n=3 durchgefinhrt,
sodass fiir den kleinsten p-Wert < 0.0166, fir den mittleren p-Wert < 0.025 und
den groRten p-Wert < 0.05 eine statistische Signifikanz angenommen wurde. Um
den Unterschied der Inzidenz der Thrombusbildung zu bestimmen wurde der
Binomialtest verwendet. Hierbei wurde die Inzidenz fiir die Thrombusentstehung
der Wildtyptiere mit der Inzidenz der C4™ Tiere verglichen und die Signifikanz
berechnet. Die Auswertung der Daten der Blutbilder, Gerinnungsanalysen und der
Immunhistologie wurden durch S&ulendiagramme dargestellt. Wobei auch hier
die statistische Signifikanz fur einen p-Wert < 0,05 angenommen wurde. Zum
Vergleich der Daten wurde der t-Test verwendet. Weiter wurden die EffektgroRe
und der relative Unterschied fur alle Parameter berechnet. Die EffektgroRe wurde
mit dem Programm G*Power 3.1.5'® berechnet. Werte von 0,2 gelten als
schwacher Effekt, Effekte mittlerer Starke liegen bei Werten um 0,5 und deutlich
und damit besonders bedeutsame Effekte liegen bei Werten tiber 0,8 vor'?®. Der

relative Unterschied wurde fur > 30% als grof angenommen.
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V. ERGEBNISSE

1. Einfluss des Komplementsystems auf die vendse
Thrombose

1.1. Thrombusgewichte

Bei der Entnahme der Thromben wurde makroskopisch ermittelt, ob ein
Thrombus vorhanden war. Dadurch konnte eine prozentuale Angabe zur
Thrombusinzidenz gemacht werden. Jeder Thrombus wurde nach Entnahme
gewogen, um die Thrombusgewichte der knock-out Tiere mit denen der

Kontrolltiere zu vergleichen.

1.1.1. ciq”

Die Analyse der Thrombusgewichte der Clq” Tiere im Vergleich zu den
C57Bl/6J-Kontrolltieren (Abb. 13) ergab zwar eine mittlere relative Verringerung
von 37,14%, die EffektgroRe war allerdings wegen der groRen individuellen
Variabilitat der Thrombusgewichte mit 0,39 relativ niedrig. Dieser relativ geringe
Effekt der Ausschaltung von C1 auf die Thrombusbildung konnte mit der
verwendeten Tierzahl damit auch nicht als statistisch signifikant (p=0,470)
nachgewiesen werden. Die Verringerung der Inzidenz der Thrombusbildung mit 6
von 9 Tieren in der Kontrollgruppe im Vergleich zu 3 von 8 Tieren in der C1q”
Gruppe (Abb. 13) war ebenfalls relativ gering und statistisch nicht signifikant
(p=0,085) (Tab. 6).
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Abbildung 13: Thrombusgewicht und Thrombusinzidenz von C57BI/6J Mausen im
Vergleich zu C1g” Mausen

a) Thrombusgewicht 48h nach Flussverlangsamung in Wildtypkontrolimausen (C57BI1/6J) (n=9)
und C1g”” Mausen (n=8). Querbalken 2 Median-Wert.

b) Hlustration der Thrombusinzidenz in Prozent in Wildtypkontrollmausen (C57BI/6J) und C1q™

Mausen
Tabelle 6: EffektgroRe, relativer Unterschied und Binomialtest fiir C1q™
Effektgrofe 0,39
rel. Unterschied 37,14%
Binomialtest Inzidenz p= 0,085
1.1.2. CR2”

Die Analyse der Thrombusgewichte der CR2” Tiere im Vergleich zu den
C57Bl/6J-Kontrolltieren (Abb. 14) ergab zwar eine relative Verringerung von
53,10%, die EffektgroRe war allerdings wegen der groRen individuellen
Variabilitat der Thrombusgewichte mit 0,32 relativ niedrig. Dieser relativ geringe
Effekt der Ausschaltung von CR2 auf die Thrombusbildung konnte mit der
verwendeten Tierzahl damit auch nicht als statistisch signifikant (p=0,281)
nachgewiesen werden. Die Verringerung der Inzidenz der Thrombusbildung mit 4
von 6 Tieren in der Kontrollgruppe im Vergleich zu 2 von 7 Tieren in der CR2”
Gruppe (Abb. 14) war ebenfalls relativ gering und statistisch nicht signifikant
(p=0,799) (Tab. 7).
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Abbildung 14: Thrombusgewicht und Thrombusinzidenz von C57BI/6J Mausen im
Vergleich zu CR2" Mausen

a) Thrombusgewicht 48h nach Flussverlangsamung in Wildtypkontrollmdusen (C57BI1/6J) (n=7)
und CR27 Mausen (n=7). Querbalken 2 Median-Wert.

b) Illustration der Thrombusinzidenz in Prozent in Wildtypkontrollmausen (C57BI/6J) und CR2”

Mausen

Tabelle 7: EffektgroRe, relativer Unterschied und Binomialtest fiir CR2”

Effektgrofie 0,32
rel. Unterschied 53,10%
Binomialtest Inzidenz p= 0,799

1.1.3. C3" c4” und c3"c4”

Die Analyse der Thrombusgewichte der C3”, C4” und C37C4" Tiere im
Vergleich zu den C57BI/6J-Kontrolltieren (Abb. 15) ergab fir C3" zwar eine
relative Verringerung von 51,28%, die Effektgrofle war allerdings wegen der
grolRen individuellen Variabilitdt der Thrombusgewichte mit 0,27 relativ niedrig.
Dieser relativ geringe Effekt der Ausschaltung von C3 auf die Thrombusbildung
konnte mit der verwendeten Tierzahl damit auch nicht als statistisch signifikant
(p=0,084) nachgewiesen werden. Die Verringerung der Inzidenz der
Thrombusbildung mit 7 von 11 Tieren in der Kontrollgruppe im Vergleich zu 4
von 10 Tieren in der C3” Gruppe (Abb. 15) war ebenfalls relativ gering und
statistisch nicht signifikant (p=0,524) (Tab. 8). Bei C4"" zeigte sich eine relativ

grolRe Verringerung von 64,75%, die Effektgrofle war allerdings wegen der
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grolRen individuellen Variabilitdt der Thrombusgewichte mit 0,16 relativ niedrig.
Dieser relativ geringe Effekt der Ausschaltung von C4 auf die Thrombusbildung
konnte mit der verwendeten Tierzahl allerdings als statistisch signifikant
(p=0,012) nachgewiesen werden. Die Verringerung der Inzidenz der
Thrombusbildung mit 7 von 11 Tieren in der Kontrollgruppe im Vergleich zu 4
von 9 Tieren in der C4” Gruppe (Abb. 15) war ebenfalls relativ gering und
statistisch nicht signifikant (p=0,426) (Tab. 8). Fir C3"C4™ ergab sich zwar eine
relative Verringerung von 63,46%, die EffektgroRe war allerdings wegen der
grolRen individuellen Variabilitdt der Thrombusgewichte mit 0,17 relativ niedrig.
Dieser relativ geringe Effekt der Ausschaltung von C3C4 auf die
Thrombusbildung konnte mit der verwendeten Tierzahl allerdings auch als
statistisch signifikant (p=0,018) nachgewiesen werden. Die Verringerung der
Inzidenz der Thrombusbildung mit 7 von 11 Tieren in der Kontrollgruppe im
Vergleich zu 2 von 8 Tieren in der C37C4” Gruppe (Abb. 15) war ebenfalls
relativ gering und statistisch nicht signifikant (p=0,851) (Tab. 8).
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Abbildung 15: Thrombusgewicht und Thrombusinzidenz von C57BI/6J Mausen im
Vergleich zu C3", C4™ und C37C4” Mausen

a) Thrombusgewicht 48h nach Flussverlangsamung in Wildtypkontrolimausen (C57BI/6J) (n=11)
und C3” (n=10), C4”" (n=9) und C3”°C4" (n=8)Mausen. Querbalken 2 Median-Wert.

b) Hlustration der Thrombusinzidenz in Prozent in Wildtypkontrollmausen (C57BI/6J), C3", C4™
und C3"C4" Méusen.
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Tabelle 8: EffektgroRe, relativer Unterschied und Binomialtest fir C37, C4™ und

c3’ca”
c3” ca” c3’cat
Effektgrofie 0,27 0,16 0,17
rel. Unterschied 51,28% 64,75% 63,46%
Binomialtest Inzidenz p= 0,524 0,426 0,851
2. Einfluss des Komplementsystems auf die Blutgerinnung

Da bei den C4” Tieren das Thrombusgewicht am deutlichsten reduziert war
wurden diese knock-out Tiere in Bezug auf ihre Gerinnungseigenschaften genauer

analysiert.

2.1. Partielle Thromboplastinzeit

Um die partielle Thromboplastinzeit zu bestimmen wurde 48 Stunden nach
Flussverlangsamung, wie unter IV 3.1.2. beschrieben, intrakardial Blut

abgenommen.

Beim Vergleich der partiellen Thromboplastinzeit der C4” Tiere und der
C57Bl/6J-Kontrolltiere (Abb. 16) ergab sich eine groRe relative Verkirzung von
44,00%, die EffektgroRe war mit 1,68 sehr grofl (Tab. 9). Dieser relativ grofie
Effekt der Ausschaltung von C4 auf die partielle Thromboplastinzeit konnte mit
der verwendeten Tierzahl nicht als statistisch signifikant (p=0,203) nachgewiesen
werden (Abb. 16).
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Abbildung 16: Partielle Thromboplastinzeit der C57BI/6J Mause im Vergleich zu
C4™ Méausen

Partielle Thromboplastinzeit aus Blut durch intrakardiale Blutabnahme 48h nach
Flussverlangsamung von Wildtypkontrollmausen (C57BI/6J) (n=3) und C4” (n=2) Maéusen.
Fehlerbalken & SEM.

Tabelle 9: Effektgrofe und relativer Unterschied fir die partielle
Thromboplastinzeit

Effektgrofie 1,68
rel. Unterschied 44,00%

2.2.  Schwanzblutungszeit

Beim Vergleich der Schwanzblutungszeit der C4” Tiere und der C57BI/6J-
Kontrolltiere (Abb. 17) ergab sich eine mittlere relative Verldngerung von
21,89%, hinzu kam ein mittlerer Effekt mit einer Effektgrélie von 0,42 (Tab. 10).
Dieser mittlere relative Effekt der Ausschaltung von C4 auf die
Schwanzblutungszeit konnte mit der verwendeten Tierzahl nicht als statistisch

signifikant (p=0,529) nachgewiesen werden (Abb. 17).
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Abbildung 17: Schwanzblutungszeit der C57BI/6J Mause im Vergleich zu C4™
Mausen

Schwanzblutungszeit von Wildtypkontrollmausen (C57BI/6J) (n=5) und C4” (n=5) Méausen.
Fehlerbalken = SEM.

Tabelle 10: EffektgroRe und relativer Unterschied fiir die Schwanzblutungszeit

Effektgrofie 0,42
rel. Unterschied 21,89%

2.3. Thromboelastometrie

Das Blut fur die basalen EXTEM-Analysen wurde mittels intrakardialer

Blutabnahme gewonnen.

Beim Vergleich der Werte der basalen EXTEM-Analyse fir die C4”" Tiere und
die Kontrolltiere ergibt sich fir die Gerinnungszeit (CT) eine deutlicher relativer
Unterschied mit 30,93%, bei einer gleichzeitig sehr hohen EffektgroRe von 2,15
(Tab. 11). Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser sehr grolRe Effekt auf die
Verkirzung der Gerinnungszeit auch als statistisch signifikant (p=0,009)
nachgewiesen werden (Abb. 18). Fur die Verlangerung der Gerinnselbildungszeit
(CFT) ergibt sich ein deutlicher relativer Unterschied von 42,57%, bei einer
gleichzeitig mittleren EffektgroRe von 0,55 (Tab. 11). Mit der verwendeten
Tierzahl konnte dieser mittlere Effekt allerdings nicht als statistisch signifikant
(p=0,407) nachgewiesen werden (Abb. 18). Fir die maximale Gerinnselfestigkeit
(MCF) ergibt sich ein geringer relativer Unterschied mit 15,83%, bei einer
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gleichzeitig grofRen EffektgroRe von 0,92 (Tab. 11). Mit der verwendeten Tierzahl
konnte dieser groRe Effekt auf die Verminderung der maximale
Gerinnselfestigkeit allerdings nicht als statistisch signifikant (p=0,185)
nachgewiesen werden (Abb. 18). Fir die Amplitude 20 min nach CT (A20) ergibt
sich eine mittlerer relativer Unterschied von 27,08% und eine sehr hohe
Effektgrofie von 1,16 (Tab. 11). Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser grolRe
Effekt auf die Verkleinerung der Amplitude allerdings nicht als statistisch
signifikant (p=0,105) nachgewiesen werden (Abb. 18).

Die anderen Werte zeigten keine deutlichen Effekte (Tab. 11), es konnten auch
keine signifikanten Verdnderungen nachgewiesen werden: o (p=0.643), LI60

(p=0.374), ML (p=0.333).
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Abbildung 18: basale EXTEM-Analyse des Blutes von C57BI/6J M&ausen im
Vergleich zu C4” Méausen

Basale EXTEM-Analyse des Blutes von Wildtypkontrollmausen (C57B1/6J) (n=3) und C4” (n=3)
Méausen. Fehlerbalken & SEM.

Tabelle 11: Effektgréfie und relativer Unterschied fiir die basale EXTEM-Analyse

CT CFT MCF LI160 ML A20 alpha
Effektgrofie 2,15 0,55 0,92 n.b. n.b. 1,16 0,41

rel. Unterschied | 30,93% | 42,57% | 15,83% 8% n.b. 27,08% | 4,61%

n.b. = nicht berechenbar
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Bei der basale EXTEM-Analyse mit rekombinanter TF Quelle zeigte sich im
Vergleich der C4™ Tiere zu den Kontrolltieren fiir die Gerinnungszeit (CT) ein
deutlicher relativer Unterschied mit 28,91% und eine sehr hohe Effektgrofie von
3,19 (Tab. 12). Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser groRe Effekt auf die
Verklrzung der Gerinnungszeit auch als statistisch signifikant (p=0,017)
nachgewiesen werden (Abb. 19). Fur die Verlangerung der Gerinnselbildungszeit
(CFT) ergibt sich ein deutlicher relativer Unterschied von 42,57%, bei einer
gleichzeitigen mittleren EffektgroRe von 0,55 (Tab. 12). Mit der verwendeten
Tierzahl konnte dieser mittlere Effekt allerdings nicht als statistisch signifikant
(p=0,407) nachgewiesen werden (Abb. 19). Fur die maximale Gerinnselfestigkeit
(MCEF) ergibt sich ein geringer relativer Unterschied von 15,87%, bei einer grof3en
Effektgrofie von 0,89 (Tab. 12). Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser groRe
Effekt auf die Verringerung der maximale Gerinnselfestigkeit allerdings nicht als
statistisch signifikant (p=0,337) nachgewiesen werden (Abb. 19). Fir die
Amplitude 20 min nach CT (AZ20) ergibt sich ein mittlerer relativer Unterschied
mit 21,63%, bei einer sehr hohe Effektgrofle von 0,99 (Tab. 12). Mit der
verwendeten Tierzahl konnte dieser relativ hohe Effekt auf die Verkleinerung der
Amplitude allerdings nicht als statistisch signifikant (p=0,366) nachgewiesen
werden (Abb. 19).

Die anderen Werte zeigten keine deutlichen Effekte (Tab. 12) und es konnte auch

keine signifikanten Verdnderungen nachgewiesen werden: o (p=0.544), LI60

(p=0.423), ML (p=0.374).
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Abbildung 19: basale EXTEM-Analyse (mit rekombinanter TF Quelle) des Blutes
von C57BI/6J Méausen im Vergleich zu C4” Mausen

Basale EXTEM-Analyse (mit rekombinanter TF Quelle) des Blutes von Wildtypkontrollméausen
(C57BI/6J) (n=3) und C4" (n=3) Mausen. Fehlerbalken 2 SEM.
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Tabelle 12: Effektgréfie und relativer Unterschied fiir die basale EXTEM-Analyse

mit rekombinanter TF Quelle

CT CFT MCF L160 ML A20 alpha
Effektgrofe 3,19 0,77 0,89 n.b. n.b. 0,99 0,72

rel. Unterschied | 28,91% | 31,48% | 15,87% | 0,50% n.b. 21,63% | 5,59%
n.b. = nicht berechenbar

Das Blut flr die EXTEM- und FIBTEM-Analyse post 48h wurde 48 Stunden nach

Flussverlangsamung durch intrakardiale Blutabnahme gewonnen.

Bei der EXTEM-Analyse 48 h nach Flussverlangsamung zeigte sich im Vergleich
der C4" Tiere zu den Kontrolltieren fir die Gerinnungszeit (CT) ein hoher
relativer Unterschied mit 51,50% und eine sehr grol3e EffektgrofRe von 1,36 (Tab.
13). Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser grofRe Effekt auf die
Verlangerung der Gerinnungszeit allerdings nicht als statistisch signifikant
(p=0,175) nachgewiesen werden (Abb. 20). Fir die Verlangerung der
Gerinnselbildungszeit (CFT) ergibt sich ein grof3er relativer Unterschied von
88,23% und eine grolRe Effektgrofe von 1,75 (Tab. 13). Mit der verwendeten
Tierzahl konnte dieser grofle Effekt allerdings nicht als statistisch signifikant
(p=0,099) nachgewiesen werden (Abb. 20). Fur den Alpha-Winkel (o) ergab sich
ein sehr geringer relativer Unterschied von 5,04% und eine sehr grofie
Effektgrofle von 1,19 (Tab. 13). Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser
Effekt nicht als statistisch signifikant (p=0,080) nachgewiesen werden (Abb. 20).
Fur die maximale Gerinnselfestigkeit (MCF) ergibt sich ein sehr geringer relativer
Unterschied von 6,33% und eine grol3e Effektgrofie von 1,25 (Tab. 13). Mit der
verwendeten Tierzahl konnte dieser groRe Effekt auf die Verringerung der
maximale Gerinnselfestigkeit allerdings nicht als statistisch signifikant (p=0,201)
nachgewiesen werden (Abb. 20). Fur die Amplitude 10 min nach CT (A10) ergibt
sich ein sehr geringer relativer Unterschied von 9,05% und eine sehr grofie
Effektgrofie von 1,3 (Tab. 13). Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser Effekt
auf die Verkleinerung der Amplitude 10 min nach CT nicht als statistisch
signifikant (p=0,186) nachgewiesen werden (Abb. 20). Fur die Amplitude 20 min
nach CT (A20) ergibt sich ein sehr geringer relativer Unterschied von 8,19% und
eine sehr groRe EffektgroRe von 1,39 (Tab. 13). Mit der verwendeten Tierzahl
konnte dieser Effekt auf die Verkleinerung der Amplitude 20 min nach CT nicht
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als statistisch signifikant (p=0,147) nachgewiesen werden (Abb. 20). Fur die
Amplitude 30 min nach CT (A30) ergibt sich ein sehr geringer relativer
Unterschied von 6,81% und eine sehr groRe EffektgroRe von 1,23 (Tab. 13). Mit
der verwendeten Tierzahl konnte dieser Effekt auf die Verkleinerung der
Amplitude 30 min nach CT nicht als statistisch signifikant (p=0,205)

nachgewiesen werden (Abb. 20).

120 - p=0.080 p=0.186 p=0.205
E1 00 - p ='_0'.099 p =|_0|.201 P =|_0|.147
€ 80- p=0.175
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Abbildung 20: EXTEM-Analyse des Blutes von C57BI/6J M&usen im Vergleich zu

C4"" Mausen 48 Stunden nach Flussverlangsamung

EXTEM-Analyse des Blutes von Wildtypkontrollmausen (C57BI/6J) (n=3) und C4” (n=3)

Mausen 48 Stunden nach Flussverlangsamung. Fehlerbalken 2 SEM.

Tabelle 13: Effektgrofie und relativer Unterschied fur die post 48h EXTEM-Analyse

CT CFT alpha MCF Al0 A20 A30
Effektgrofe 1,36 1,75 191 1,25 13 1,39 1,23

rel. Unterschied 51,50% | 88,23% | 5,04% | 6,33% | 9,05% | 8,19% | 6,81%
n.b. = nicht berechenbar

Bei der FIBTEM-Analyse des Blutes der C4” Tiere im Vergleich zu den
Kontrolltieren ergab sich fur die Gerinnselbildungszeit (CFT) ein sehr groRRer
relativer Unterschied von 72,48% und eine sehr grol3e Effektgrofie von 1,06 (Tab.
14). Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser groRe Effekt auf die Verkiirzung
der Gerinnselbildungszeit allerdings nicht als statistisch signifikant (p=0,264)
nachgewiesen werden (Abb. 21). Fur die VergrélRerung des Alpha-Winkels (o)
ergibt sich ein geringer relativer Unterschied von 2,36% und eine sehr grofie
Effektgrofle von 1,73 (Tab. 14). Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser
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Effekt nicht als statistisch signifikant (p=0,101) nachgewiesen werden (Abb. 21).
Fur die maximale Gerinnselfestigkeit (MCF) ergibt sich ein geringer relativer
Unterschied von 13,27% und eine mittlere EffektgréRRe von 0,6 (Tab. 14). Mit der
verwendeten Tierzahl konnte dieser Effekt auf die Erhdhung der maximale
Gerinnselfestigkeit allerdings nicht als statistisch signifikant (p=0,504)
nachgewiesen werden (Abb. 21). Fur die Amplitude 10 min nach CT (A10) ergibt
sich ein mittlerer relativer Unterschied von 22,58% und eine sehr groRe
Effektgrofle von 1,24 (Tab. 14). Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser
Effekt auf die VergréRerung der Amplitude 10 min nach CT nicht als statistisch
signifikant (p=0,204) nachgewiesen werden (Abb. 21). Flr die Amplitude 20 min
nach CT (A20) ergibt sich ein mittlerer relativer Unterschied von 21% und eine
sehr grolRe EffektgroRe von 1,23 (Tab. 14). Mit der verwendeten Tierzahl konnte
dieser Effekt auf die VergroRerung der Amplitude 20 min nach CT nicht als
statistisch signifikant (p=0,206) nachgewiesen werden (Abb. 21). Fir die
Amplitude 30 min nach CT (A30) ergibt sich ein mittlerer relativer Unterschied
von 21,36% und eine sehr groBe Effektgrofle von 1,27 (Tab. 14). Mit der
verwendeten Tierzahl konnte dieser Effekt auf die VergréRerung der Amplitude
30 min nach CT nicht als statistisch signifikant (p=0,195) nachgewiesen werden
(Abb. 21).

Bei der Gerinnungszeit (CT) konnte die EffektgroRe nicht berechnet werden, der
relative Unterschied war mit 3,30% gering (Tab. 14). Mit der verwendeten
Tierzahl konnte kein signifikante (p=0,158) Verénderung nachgewiesen werden
(Abb. 21).
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Abbildung 21: FIBTEM-Analyse des Blutes von C57BI/6J Mausen im Vergleich zu

C4"" Mausen 48 Stunden nach Flussverlangsamung

FIBTEM-Analyse des Blutes von Wildtypkontrollmausen (C57BI/6J) (n=3) und C4” (n=3)

Mausen 48 Stunden nach Flussverlangsamung. Fehlerbalken = SEM.

Tabelle 14: Effektgréfie und relativer Unterschied fiir die post 48h FIBTEM-
Analyse

CT CFT alpha | MCF Al0 A20 A30
Effektgrofie n.b. 1,06 1,73 0,6 1,24 1,23 1,27

rel. Unterschied 3,30% | 72,48% | 2,36% | 13,27% | 22,58% 21% | 21,36%
n.b. = nicht berechenbar

3. Einfluss des Komplementsystems auf die Blutbilder

Um festzustellen, ob es zelluldre Unterschiede im Blut von C4” Mause im
Gegensatz zu den Wildtyptieren gibt und diese die unterschiedliche
Thromboseneigung  erklaren, wurden basal und 48 Stunden nach

Flussverlangsamung je ein grof3es und ein weil3es Blutbild erstellt.

3.1. GrofRes Blutbild basal

Fur dieses Blutbild wurden den Tieren basal vor der Operation zur

Flussverlangsamung durch Punktion der V. facialis Blut abgenommen.
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Bei der Analyse der basalen Blutwerte der C4™ Tiere im Vergleich zu den
Kontrolltieren ergab sich fur die Leukozyten (WBC) ein mittlerer relativer
Unterschied von 17,34% und eine geringe EffektgroRe von 0,31 (Tab. 15). Mit der
verwendeten Tierzahl konnte dieser Effekt auf die Leukozyten nicht als statistisch
signifikant (p=0.727) nachgewiesen werden (Abb. 22). Fir die Erythrozyten
(RBC) ergibt sich ein sehr geringer relativer Unterschied von 1,15% und eine
geringe EffektgroRe von 0,33 (Tab. 15). Mit der verwendeten Tierzahl konnte
dieser Effekt nicht als statistisch signifikant (p=0,702) nachgewiesen werden
(Abb. 22). Fir das Hamoglobin (HGB) ergibt sich ein sehr geringer relativer
Unterschied von 0,47% und eine geringe EffektgrélRe von 0,18 (Tab. 15). Mit der
verwendeten Tierzahl konnte dieser Effekt auf das Hd&moglobin nicht statistisch
signifikant (p=0,836) nachgewiesen werden (Abb. 22). Fir den Hdmatokrit (HCT)
ergibt sich ein sehr geringer relativer Unterschied von 1,34% und eine mittlere
Effektgrofle von 0,46 (Tab. 15). Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser
Effekt auf den Hamatokrit nicht als statistisch signifikant (p=0,622) nachgewiesen
werden (Abb. 22). Fir das Mittlere Erythrozyteneinzelvolumen (MCV) ergibt sich
ein sehr geringer relativer Unterschied von 2,49% und eine sehr grofie
Effektgrofle von 2,02 (Tab. 15). Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser
Effekt auf das mittlere Erythrozyteneinzelvolumen nicht als statistisch signifikant
(p=0,068) nachgewiesen werden (Abb. 22). Fir das Mittlere Korpuskulédre
H&moglobin (MCH) ergibt sich ein sehr geringer relativer Unterschied von 0,69%
und eine geringe EffektgroRe von 0,25 (Tab. 15). Mit der verwendeten Tierzahl
konnte dieser Effekt auf das Mittlere Korpuskuldare H&moglobin nicht als
statistisch signifikant (p=0,775) nachgewiesen werden (Abb. 22). Fur die Mittlere
Korpuskuldre Hamoglobinkonzentration (MCHC) ergibt sich ein sehr geringer
relativer Unterschied von 1,47% und eine mittlere EffektgroRe von 0,65 (Tab. 15).
Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser Effekt auf die Mittlere Korpuskulére
H&moglobinkonzentration nicht als statistisch signifikant (p=0,775) nachgewiesen
werden (Abb. 22).
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Abbildung 22: GroRes Blutbild basal von C57BI/6J Mausen im Vergleich zu C4™

Mausen

GroRes Blutbild basal von Wildtypkontrollmausen (C57BI/6J) (n=3) und C4” (n=3) Mausen.
Fehlerbalken & SEM.

Tabelle 15: Effektgréfie und relativer Unterschied fir basales Blutbild

WBC | RBC HGB HCT MCV MCH | MCHC
EffektgroRe 0,31 0,33 0,18 0,46 2,02 0,25 0,65
rel. Unterschied | 17,34% | 1,15% | 0,47% 1,34% | 2,49% | 0,69% 1,47%

3.2.  Grolies Blutbild 48 Stunden nach Flussverlangsamung

Das Blut fir diese Blutbilder wurde den Tieren 48 Stunden nach
Flussverlangsamung direkt vor der Entnahme des Thrombus durch Punktion der

V. facialis abgenommen.

Bei der Analyse der Blutwerte 48 Stunden nach Flussverlangsamung der C4™
Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren ergab sich fur die Leukozyten (WBC)
ein geringer relativer Unterschied von 12,66% und eine geringe EffektgroRe von
0,25 (Tab. 16). Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser geringe Effekt auf die
Leukozyten auch nicht als statistisch signifikant (p=0.773) nachgewiesen werden
(Abb. 23). Fiur die Erythrozyten (RBC) ergibt sich ein sehr geringer relativer
Unterschied von 2,38% und eine geringe EffektgrélRe von 0,16 (Tab. 16). Mit der
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verwendeten Tierzahl konnte dieser Effekt nicht als statistisch signifikant
(p=0,858) nachgewiesen werden (Abb. 23). Fir das Hamoglobin (HGB) ergibt
sich ein sehr geringer relativer Unterschied von 0,27% und eine sehr geringe
Effektgrofle von 0,02 (Tab. 16). Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser
geringe Effekt auf das Hamoglobin nicht statistisch signifikant (p=0,985)
nachgewiesen werden (Abb. 23). Fir den Hamatokrit (HCT) ergibt sich ein sehr
geringer relativer Unterschied von 1,86% und eine geringe EffektgroRe von 0,12
(Tab. 16). Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser geringe Effekt auf den
Hé&matokrit nicht als statistisch signifikant (p=0,883) nachgewiesen werden (Abb.
23). Fur das Mittlere Erythrozyteneinzelvolumen (MCV) ergibt sich ein sehr
geringer relativer Unterschied von 0,56% und eine geringe Effektgrofie von 0,25
(Tab. 16). Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser geringe Effekt auf das
mittlere Erythrozyteneinzelvolumen nicht als statistisch signifikant (p=0,771)
nachgewiesen werden (Abb. 23). Fir das Mittlere Korpuskuldare Hamoglobin
(MCH) ergibt sich ein sehr geringer relativer Unterschied von 2,10% und eine
sehr grol3e Effektgrofle von 5,2 (Tab. 16). Mit der verwendeten Tierzahl konnte
dieser Effekt auf das Mittlere Korpuskulare Hdmoglobin als statistisch signifikant
(p=0,003) nachgewiesen werden (Abb. 23). Fir die Mittlere Korpuskulare
H&moglobinkonzentration (MCHC) ergibt sich ein sehr geringer relativer
Unterschied von 1,68% und eine mittlere EffektgroRe von 0,75 (Tab. 16). Mit der
verwendeten Tierzahl konnte dieser Effekt auf die Mittlere Korpuskuldre
H&moglobinkonzentration nicht als statistisch signifikant (p=0,410) nachgewiesen
werden (Abb. 23).
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Abbildung 23: GroRes Blutbild 48 Stunden nach Flussverlangsamung von C57BI/6J

Mausen im Vergleich zu C4” Méausen

GroRes Blutbild 48 Stunden nach Flussverlangsamung von Wildtypkontrollmausen (C57BI/6J)
(n=3) und C4”" (n=3) Mausen. Fehlerbalken 2 SEM.

Tabelle 16: Effektgrofie und relativer Unterschied fur Blutbild 48h post

WBC | RBC HGB HCT MCV MCH MCHC
Effektgrofe 0,25 0,16 0,02 0,12 0,25 52 0,75
rel. Unterschied 12,66% | 2,38% | 0,27% | 1,86% | 0,56% | 2,10% 1,68%

3.3. Thrombozyten

Bei der Analyse der basalen Thrombozyten der C4” Tiere im Vergleich zu den
Kontrolltieren ergab sich flr die Thrombozyten eine geringe Effektgrofie von 0,33
bei einem gleichzeitigen sehr geringen relativen Unterschied von 8,26% (Tab.
17). Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser geringe Effekt auf die
Thrombozyten auch nicht als statistisch signifikant (p=0.709) nachgewiesen
werden (Abb. 24).

Fur die Thrombozyten 48 Stunden nach Flussverlangsamung ergibt sich ein
geringer relativer Unterschied von 19,19% und eine geringe EffektgrélRe von 0,4
(Tab. 18). Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser geringe Effekt nicht als
statistisch signifikant (p=0,649) nachgewiesen werden (Abb. 24).
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Abbildung 24: Vergleich der Menge an Blutplattchen von C57BI1/6J Méausen und

C4” Méausen basal und 48 Stunden nach Flussverlangsamung

Vergleich der Menge an Blutplattchen von Wildtypkontrollmausen (C57BI/6J) (n=3) und C4”

(n=3) Mdusen basal und 48 Stunden nach Flussverlangsamung. Fehlerbalken & SEM.

Tabelle 17: Effektgrofe und relativer Unterschied fiir Plattchen basal

Effektgrofe 0,33
rel. Unterschied 8,26%

Tabelle 18: Effektgrofle und relativer Unterschied fur Plattchen 48h post

Effektgrofe 0,4
rel. Unterschied 19,19%

3.4. WeilRes Blutbild basal

Bei der Analyse des basalen weiBen Blutbildes der C4™ Tiere im Vergleich zu den
Kontrolltieren ergab sich fur die neutrophilen Granulozyten (Neut) ein geringer
relativer Unterschied von 16,67% und eine geringe Effektgrofie von 0,15 (Tab.
19). Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser geringe Effekt auf die
neutrophilen Granulozyten auch nicht als statistisch signifikant (p=0.867)
nachgewiesen werden (Abb. 25). Fir die Lymphozyten (Lymph) ergab sich ein
geringer relativer Unterschied von 20,51% und eine geringe Effektgrélie von 0,37
(Tab. 19). Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser geringe Effekt auf die
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Lymphozyten auch nicht als statistisch signifikant (p=0.676) nachgewiesen
werden (Abb. 25). Fur die Monozyten (Mono) ergab sich ein sehr grol3er relativer
Unterschied von 400,00% und eine sehr grolie EffektgroRe von 1,79 (Tab. 19).
Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser grolRe Effekt auf die Monozyten
allerdings nicht als statistisch signifikant (p=0.137) nachgewiesen werden (Abb.
25).
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Abbildung 25: Weies Blutbild basal von C57BI/6J Mausen und C4” Mé&usen

Vergleich der weiRen Blutbilder basal von Wildtypkontrollmausen (C57BI/6J) (n=3) und C4™
(n=3). Fehlerbalken 2 SEM.

Tabelle 19: Effektgréfle und relativer Unterschied fiir weilRes Blutbild basal

Neut Lymph Mono
Effektgrofie 0,15 0,37 1,79
rel. Unterschied 16,67% 20,51% 400,00%

3.5. Weildes Blutbild 48 Stunden nach Flussverlangsamung

Bei der Analyse des weil3en Blutbildes 48 Stunden nach Flussverlangsamung der
C4™" Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren ergab sich fir die neutrophilen
Granulozyten (Neut) ein geringer relativer Unterschied von 21,40% und eine

geringe Effektgrofle von 0,34 (Tab. 20). Mit der verwendeten Tierzahl konnte
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dieser geringe Effekt auf die neutrophilen Granulozyten auch nicht als statistisch
signifikant (p=0.694) nachgewiesen werden (Abb. 26). Fir die Lymphozyten
(Lymph) ergab sich ein sehr geringer relativer Unterschied von 0,11% und eine
Effektgrofle von 0,00 (Tab. 20). Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser
geringe Effekt auf die Lymphozyten auch nicht als statistisch signifikant
(p=0.999) nachgewiesen werden (Abb. 26). Fur die Monozyten (Mono) ergab sich
ein mittlerer relativer Unterschied von 27,24% und eine geringe EffektgroRe von
0,23 (Tab. 20). Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser Effekt auf die
Monozyten allerdings nicht als statistisch signifikant (p=0.793) nachgewiesen
werden (Abb. 26).
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Abbildung 26: Weiles Blutbild 48 Stunden nach Flussverlangsamung von C57BI/6J

Mausen und C47 Mausen

Vergleich  der weilen Blutbilder 48 Stunden nach  Flussverlangsamung  von
Wildtypkontrollmausen (C57BI/6J) (n=3) und C4™ (n=3). Fehlerbalken = SEM.

Tabelle 20: Effektgrofe und relativer Unterschied fiir weiRes Blutbild 48h post

Neut Lymph Mono
Effektgrofie 0,34 0,00 0,23
rel. Unterschied 21,40% 0,11% 217,24%
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4, Die initiale Leukozytenrektrutierung ist unabhangig von
C4

Um festzustellen, ob es einen Unterschied in der Leukozyten- und
Thrombozytenaggregation in den ersten sechs Stunden nach Flussverlangsamung
gibt wurden Aufnahmen mit dem Intravitalmikroskop angefertigt. Dabei wurde
speziell auf die drei, vier, finf und sechs Stunden nach Flussverlangsamung

geachtet.

4.1. Leukozytenaggregation

Es wurde aus den IVM-Aufnahmen die um? Flache an Leukozyten pro einem
mm2 Endothelflache ermittelt. Bei der Auswertung ergab sich zwischen den C4™
und den Kontrolltieren flr die Anzahl der Leukozyten nach drei Stunden ein
mittlerer relativer Unterschied von 25,17% und eine geringe Effektgrofie von 0,29
(Tab. 21). Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser geringe Effekt auf die
Verringerung der Anzahl der Leukozyten nach drei Stunden nicht als statistisch
signifikant (p=0,739) nachgewiesen werden (Abb. 27). Fur die Anzahl der
Leukozyten nach vier Stunden ergab sich ein geringer relativer Unterschied von
14,65% und eine geringe EffektgroRe von 0,14 (Tab. 21). Mit der verwendeten
Tierzahl konnte dieser geringe Effekt auf die Erhohung der Anzahl der
Leukozyten nach vier Stunden nicht als statistisch signifikant (p=0,871)
nachgewiesen werden (Abb. 27). Fur die Anzahl der Leukozyten nach finf
Stunden ergab sich ein groRer relativer Unterschied von 44,22% und eine mittlere
Effektgrofle von 0,63 (Tab. 21). Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser
Effekt auf die Verringerung der Anzahl der Leukozyten nach fiinf Stunden nicht
als statistisch signifikant (p=0,444) nachgewiesen werden (Abb. 27). Fur die
Anzahl der Leukozyten nach sechs Stunden ergab sich ein mittlerer relativer
Unterschied von 19,38% und eine geringe EffektgroRe von 0,29 (Tab. 21). Mit der
verwendeten Tierzahl konnte dieser Effekt auf die Verringerung der Anzahl der
Leukozyten nach sechs Stunden nicht als statistisch signifikant (p=0,724)
nachgewiesen werden (Abb. 27).
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Abbildung 27: Leukozytenaggregation in um?2 pro mm?2 von C57BI1/6J Mausen im

Vergleich zu C4™ Mausen

Leukozytenaggregation in um2 pro mmz Endothelflache nach drei, vier, finf und sechs Stunden

nach Flussverlangsamung, aufgenommen mit dem Intravitalmikroskop. Vergleich von
Wildtypkontrollmausen (C57B1/6J) (3h,4h n=3; 5h, 6h n=4) und C4” (n=3). Fehlerbalken 2 SEM

Tabelle 21: Effektgrofe und relativer Unterschied flur Leukozytenaggregation

3h 4h 5h 6h
Effektgrofie 0,29 0,14 0,63 0,29
rel. Unterschied 25,17% | 14,65% | 44,22% | 19,38%
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Abbildung 28: Leukozytenaggregation von C57BI/6J Méausen im Vergleich zu C4™

Mausen 3-4 Stunden und 5-6 Stunden nach Flussreduktion

IVM-Aufnahmen der Leukozytenaggregation von C57BI/6J Mausen im Vergleich zu C4” Mausen
3-4 Stunden und 5-6 Stunden nach Flussreduktion. Malstab =100 um

4.2. Thrombozytenaggregation

Wie bei den Leukozyten wurde auch bei den Thrombozyten aus den IVM-
Aufnahmen die um? Flache an Thrombozyten pro einem mm?2 Endothelflache
ermittelt. Bei der Auswertung ergab sich zwischen den C47 und den
Kontrolltieren flr die Anzahl der Thrombozyten nach drei Stunden ein sehr
grolRer relativen Unterschied von 147,36% und eine sehr groRBe Effektgrofie von
4,67 (Tab. 22). Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser grolRe Effekt auf die
Erhéhung der Anzahl der Thrombozyten nach drei Stunden auch als statistisch
signifikant (p=0,005) nachgewiesen werden (Abb. 29). Fur die Anzahl der
Thrombozyten nach vier Stunden ergab sich ein sehr grofer relativer Unterschied
von 313,06% und eine groRe EffektgroBe von 0,96 (Tab. 22). Mit der
verwendeten Tierzahl konnte dieser groRRe Effekt auf die Erhdhung der Anzahl der

Thrombozyten nach vier Stunden allerdings nicht als statistisch signifikant
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(p=0,306) nachgewiesen werden (Abb. 29). Fiir die Anzahl der Thrombozyten
nach funf Stunden ergab sich ein sehr grofer relativer Unterschied von 165,80
und eine mittlere Effektgrofie von 0,76 (Tab. 22). Mit der verwendeten Tierzahl
konnte dieser Effekt auf die Erhéhung der Anzahl der Thrombozyten nach fiinf
Stunden nicht als statistisch signifikant (p=0,444) nachgewiesen werden (Abb.
27). Fur die Anzahl der Thrombozyten nach sechs Stunden ergab sich ein grof3er
relativer Unterschied von 42,18% und eine mittlere EffektgroRe von 0,50 (Tab.
22). Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser Effekt auf die Erhohung der
Anzahl der Thrombozyten nach sechs Stunden nicht als statistisch signifikant
(p=0,509) nachgewiesen werden (Abb. 29).
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Abbildung 29: Thrombozytenaggregation in um?2 pro mm?2 von C57BI/6J Méausen im
Vergleich zu C4” Méausen

Thrombozytenaggregation in um?2 pro mm?2 Endothelfldche nach drei, vier, finf und sechs Stunden
nach Flussverlangsamung, aufgenommen mit dem Intravitalmikroskop. Vergleich von
Wildtypkontrollmausen (C57B1/6J) (3h,4h n=3; 5h, 6h n=4) und C4" (n=3). Fehlerbalken 2 SEM

Tabelle 22: EffektgroRe und relativer Unterschied fir Thrombozytenaggregation

3h 4h 5h 6h
Effektgrofe 4,67 0,96 0,76 0,50
rel. Unterschied | 147,36% 313,06% 165,80% 42,18%
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Abbildung 30: Thrombozytenaggregation von C57BI/6J Mausen im Vergleich zu
C4” Mausen 3-4 Stunden und 5-6 Stunden nach Flussreduktion

WT+ Rhodamin B

C4"+ Rhodamin B

IVM-Aufnahmen der Thrombozytenaggregation von C57BI/6J Mausen im Vergleich zu
C4™ Méusen 3-4 Stunden und 5-6 Stunden nach Flussreduktion. MafRstab = 100 pm
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5. Die Leukozytenakkumulation bei der TVT ist C4
abhangig

Die 48 Stunden nach Flussverlangsamung gebildeten Thromben wurden
entnommen und immunhistologisch genauer analysiert. Da sich im
Thrombusgewicht der C47 Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren ein
signifikanter Unterschied gezeigt hat, wurde hier untersucht, ob auch

immunhistologische Unterschiede festzustellen sind.

5.1. Fibrinogenflache

Die entnommenen Thromben wurden geschnitten und die entstandenen
Querschnitte auf fibrinogenspezifischem Marker geférbt. Dadurch konnte der
prozentuale Anteil der Fibrinogenflache an der Gesamtflache ermittelt werden.

Bei der Auswertung ergab sich zwischen den C4" und den Kontrolltieren fiir den
prozentuale Anteil der Fibrinogenflaiche an der Gesamtflache ein geringer
relativer Unterschied von 8,52% und eine geringe Effektgrofie von 0,18 (Tab. 23).
Mit der verwendeten Tierzahl konnte dieser Effekt auf die VergroRerung des
prozentuale Anteils der Fibrinogenflache an der Gesamtflache nicht als statistisch
signifikant (p=0,837) nachgewiesen werden (Abb. 31). Jedoch war das
entstandene Fibrin der C4”" Thromben im Gegensatz zu den Wildtypthromben

lockerer angeordnet.
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Abbildung 31: Fibrinogenflache von C57BI/6J Mausen und C4” Mausen

a) Immunhistologische Farbung fiir Fibrinogen in einem WT und C4” Thrombus. Zellkerne stellen
sich durch eine DAPI Férbung blau dar. Links Ubersicht eines Thrombusquerschnittes. MaRstab =
200 um. Rechts VergroRRerung, fur die Darstellung der Fibrinogenstruktur. Mal3stab = 50 pm.

b) Vergleich des prozentualen Anteils der Fibrinogenfliche an der Gesamtflache in
Thrombusquerschnitten von Wildtypkontrollméusen (C57BI/6J) (n=3) und C4” (n=3).
Fehlerbalken & SEM.
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Tabelle 23: EffektgroRe und relativer Unterschied fir die Fibrinogenflache

Effektgrofie 0,18
rel. Unterschiede 8,52%

5.2.  Thrombozytenflache

Um den prozentuale Anteil der Plattchenflache an der Gesamtflache darzustellen
wurden die Querschnitte der entnommenen Thromben mit CD41 gefarbt.

Bei der Auswertung ergab sich zwischen den C4”" und den Kontrolltieren fiir den
prozentuale Anteil der Plattchenflache an der Gesamtflache ein groRer relativer
Unterschied von 35,22% und eine sehr gro3e EffektgroRe von 1,67 (Tab. 24). Mit
der verwendeten Tierzahl konnte dieser grofle Effekt auf die VergroRerung des
prozentuale Anteils der Plattchenflache an der Gesamtflache nicht als statistisch

signifikant (p=0,111) nachgewiesen werden (Abb. 32).
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Abbildung 32: Plattchenflache von C57B1/6J Mausen und C4” Mausen

a) Immunhistologische Farbung mit CD41 um die Blutplattchen darzustellen in einem WT und
C4™" Thrombus. Zellkerne stellen sich durch eine DAPI Farbung blau dar. Links Ubersicht eines
Thrombusquerschnittes. Mafistab = 200 pm. Rechts VergroBerung, fir die Darstellung der
Plattchenflache. MaRstab = 50 pum.

b) Vergleich des prozentualen Anteils der Plattchenfliche an der Gesamtflache in
Thrombusquerschnitten von Wildtypkontrollméusen (C57BI/6J) (n=3) und C4” (n=3).
Fehlerbalken & SEM.
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Tabelle 24: Effektgrofie und relativer Unterschied fur die Plattchenflache

Effektgrofie 1,67
rel. Unterschiede 35,22%

5.3. Leukozyten

Die Querschnitte der entnommen Thromben wurden mit CD45 geféarbt, um die
Leukozyten darzustellen. Diese wurden dann ausgezahlt und deren Anzahl auf

eine Flache von einem mm?2 hochgerechnet.

Bei der Auswertung ergab sich zwischen den C4™"" und den Kontrolltieren fir die
Anzahl der Leukozyten ein groRer relativer Unterschied von 64,87% und eine sehr
grolle EffektgroRe von 4,290 (Tab. 25). Mit der verwendeten Tierzahl konnte
dieser grolie Effekt auf die Verringerung der Anzahl der Leukozyten auch als

statistisch signifikant (p=0,006) nachgewiesen werden (Abb. 33).
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Abbildung 33: Anzahl der Leukozyten pro mmz von C57BI/6J Mausen und C4™

Mausen

a) Immunhistologische Farbung mit CD45 um die Leukozyten darzustellen in einem WT und C4”

Thrombus. Zellkerne stellen sich durch eine DAPI Farbung blau dar. MaBRstab = 50 pm.

b) Vergleich der Leukozytenzahl pro mm? in Thrombusquerschnitten von Wildtypkontrollmédusen

(C57BI/6J) (n=3) und C4" (n=3). Fehlerbalken & SEM

Tabelle 25: Effektgrofle und relativer Unterschied fur die Anzahl der Leukozyten

Effektgrofie

4,29

rel. Unterschiede

64,87%
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VI.  DISKUSSION

1. Wahl der Mauslinien

Bei den Vorteilen der Maus als Versuchstier ist die relativ einfache und
kostengiinstige Haltung, auch in gréRerer Anzahl, zu nennen. Ein weiterer
bedeutender Vorteil ist die schnelle Reproduktionszeit der Maus, damit ist eine
schnelle und weitgehend problemlose Nachzucht sicher gestellt. Dartber hinaus

ist es relativ einfach das Genom der Mause zu manipulieren.

Im Vorfeld dieser Arbeit wurden mehrere Komplementknockoutlinien operiert um
zu analysieren beim Knockout welchen Komplementfaktors sich eine
Verminderung des Thrombusgewichtes darstellt. Dies war bei der C1q”", CR27,
c3”, Cc4" und der C3"C4” Linie der Fall. Am deutlichsten war die
Verminderung des Thrombusgewichtes bei den C4-Knockouttieren zu sehen,
deshalb wurde diese Linie noch im Detail mittels Blutbildern,
Gerinnungsanalysen, Immunhistologie und Intravitalmikroskopie untersucht, um
einen genauen Uberblick Gber den Mechanismus zu bekommen mit dem sich
dieser Komplementfaktor auf die Entstehung der vendsen Thrombose auswirkt.
Als Kontrollstamm wurde der C57BI/6J-Stamm verwendet. Dieser Inzuchtstamm
wird am haufigsten verwendet und zeichnet sich durch eine problemlose Zucht

aus, wobei eine Genotypisierung der Nachzucht nicht erforderlich ist.

2. C4-Defizienz ist protektiv gegen vendse Thrombose

Das Tiermodell zur Flussreduktion wurde in dieser Arbeitsgruppe entwickelt und
weiter untersucht*?. Dieses Modell zeichnet sich durch eine weiterhin bestehende,
aber um 75 % verlangsamte Flussgeschwindigkeit des Blutes aus, wobei das
Endothel unversehrt bleib. Dadurch lasst es sich mit klinischen Situationen

vergleichen, die durch reine Flussreduktion ausgeldst werden. Diese manifestiert
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sich z.B. bei Langstreckenfligen oder l&ngerfristigen Immobilisation von
Patienten'?”. Das Thrombusgewicht wurde als MaR fiir die Thrombusbildung
eingefiihrt. Dieses Modell wurde fir die Kontrolltiere, sowie fur die
Knockoutgruppen angewendet um danach den Einfluss der verschiedenen
Komplementfaktoren auf das Thrombusgewicht vergleichen zu kdnnen. Hier
zeigte sich, dass die C4-Knockoutlinie und die C3/C4 Knockoutlinie eine
signifikante Verminderung des Thrombusgewichtes zeigten. Bei C3” war das
Thrombusgewicht nicht signifikant vermindert, woraufhin angenommen wurde,
dass bei dem Doppelknockout, das C4™ die groBere Rolle spielt. Deshalb wurde

die C4™Linie weiter untersucht.

3. C4 hat einen geringen Einfluss auf die Blutgerinnung

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass es eine Interaktion zwischen

Komplementsystem und  Blutgerinnung  gibt'***281%

wobei der genaue
Mechanismus noch unbekannt ist. Beim Vergleich der Schwanzblutungszeiten der
C4-Knockouttiere mit den Kontrolltieren zeigte sich kein signifikanter
Unterschied. Allerdings gibt die EffektgroRenanalyse einen klaren Hinweis auf
einen mittleren Einfluss von C4 auf die Schwanzblutungszeit. Die weitere
Analyse von Einzelfaktoren zeigt auf welche Einzelfaktoren C4 Einfluss nimmt

und damit insgesamt die Blutgerinnungszeit beeinflusst.

Bei der basalen EXTEM-Analyse der Thromboelastometrie zeigte sich eine
signifikante  Verldngerung  der  Gerinnungszeit.  Jedoch  legt  die
EffektgroRenanalyse nahe, dass noch einige weitere Parameter (partielle
Thromboplastinzeit, Gerinnselbildungszeit bei der basalen EXTEM-Analyse mit
rekombinanter TF Quelle, Gerinnungszeit und Gerinnselbildungszeit bei der
EXTEM-Analyse 48 Stunden post, Gerinnselbildungszeit bei der FIBTEM-
Analyse 48 Stunden post) stark beeinflusst werden und damit wert sind weiter

untersucht zu werden.

Um zu Gberprufen welchen Einfluss ein Knockout des Komplementfaktors C4 auf
die Blutwerte hat wurden verschiedene Blutbilder, basal und 48 Stunden nach

Flussverlangsamung angefertigt. Dabei zeigte sich im groRen Blutbild 48 Stunden
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nach Flussverlangsamung eine signifikante Veranderung beim MCH-Wert.
Veranderungen dieses Wertes haben allerdings keinDurch diesen Wert wird der
durchschnittliche Hamoglobingehalt eines Erythrozyten definiert. en Einfluss auf
die Entstehung einer vendsen Thrombose. Weiter gab es keine signifikanten
Verdnderungen in den Blutbildern, auch nicht bei der Thrombozyten- oder
Leukozytenzahl. Daher beruht die verminderte Thrombusbildung bei C4-
Knockouttieren nicht auf einer Thrombo- oder Leukopenie, welche einen groRen
Einfluss auf die Thrombusbildung haben™.

4. C4 ist von zentraler Bedeutung flir die

Leukozytenakkumulation bei venéser Thrombose

Bei der immunhistologischen Auswertung der Thrombusquerschnitte wurde
speziell auf die Fibrinogen- und die Plattchenflache im Verhéltnis zur gesamten
Thrombusflache geachtet. Beim Vergleich der C4” Tiere mit den Kontrolltieren
zeigte sich kein signifikanter Unterschied. Weiter wurde die Anzahl der
Leukozyten pro mm?2 Thrombus ermittelt. Dort zeigte sich, dass die Anzahl der
Leukozyten bei den C4™ Thromben signifikant vermindert war im Gegensatz zu
den Kontrolltieren. Dies kénnte der Grund fir das reduzierte Thrombusgewicht
sein. Allerdings war die Leukozytenzahl in den Blutbildern nicht vermindert, was
auf einen Beeintrachtigung der Leukozytenrekrutierung hinweist. Daher wurde die
Intravitalmikroskopie durchgefiihrt um die frihen zellularen Vorgénge bei

venoser Thrombose zu analysieren.

Um die Verminderung der Leukozytenzahl in den Thromben néher zu
untersuchen, wurden intravitalmikroskopische Aufnahmen angefertigt. Nach
Auswertung dieser Aufnahmen zeigte sich allerdings keine signifikante
Verminderung in der Leukozytenrekrutierung. Bei den Thrombozyten wiederum
war eine signifikant erh6hte Rekrutierung drei Stunden nach Flussverlangsamung
zu erkennen. Diese Ergebnisse geben keinen Hinweis auf die Ursache in der
Reduktion des Thrombusgewichtes. Da allerdings nach 48 Stunden eine
signifikant verminderte Leukozytenzahl detektierbar ist, weisen diese Ergebnisse
darauf hin, dass C4 nicht fur die initiale Leukozytenrekrutierung, sondern fir die
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Akkumulation von zentraler Bedeutung ist. Um eine konkrete Aussage dazu

treffen zu konnen, sollten allerdings noch mehr Tiere untersucht werden.

5. Ausblick

Durch diese Arbeit konnte der Einfluss des Komplementfaktors C4 auf die
Entstehung der vendsen Thrombose aufgezeigt werden. Allerdings konnte der
Mechanismus, mit dem Komplement- und Gerinnungssystem kooperieren nicht
weiter aufgeklart werden. Es bleibt das Ziel weiterfuhrender Untersuchungen auf
Basis dieser Ergebnisse im Detail die Rolle des Komplementsystems bei der
Entstehung der venésen Thrombose zu klaren. Zudem muss der Einfluss von C4

auf die Thrombozytenfunktion weitergehend analysiert werden.
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VIlI. ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit untersucht die Rolle des Komplementsystems bei der
Entstehung der vendsen Thrombose. Bisher ist der Mechanismus mit dem das

Komplementsystem in die Thrombusentstehung eingreift noch ungeklart.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein Knockout des
Komplementfaktors C4 und ein Doppelknockout der Faktoren C3 und C4 zu einer
Reduzierung des Thrombusgewichtes fliihren. Da bei einem Knockout des Faktors
C4 die Reduktion des Thrombusgewichtes am deutlichsten war, wurde diese
Mauslinie genauer analysiert. Auf die Blutgerinnung und die Zusammensetzung
der Blutbilder konnte allerdings kein Einfluss des Komplementsystems festgestellt
werden. Bei der immunhistologischen Auswertung der Thrombusquerschnitte
konnte gezeigt werden, dass die Anzahl der Leukozyten bei Thromben von C4-
Knockouttieren signifikant reduziert war. Bei der Leukozyten- und
Thrombozytenrekrutierung, die mittels Intravitalmikroskopie untersucht wurde,

konnte kein signifikanter Unterschied gezeigt werden.

Allerdings gibt die Effektgroienanalyse bei einigen Parametern Hinweise darauf,
dass eine Beeinflussung durch das Komplementsystem besteht. Diese sollten

weitergehend untersucht werden.

Demnach leistet diese Arbeit einen wichtigen Beitrag zum Verstandnis des
Einflusses von Komplementfaktor C4 auf die Entstehung der vendsen Thrombose.
Die Inhibition bestimmter Faktoren des Komplementsystems kdénnte eine
zukiinftige Praventionsoption der Thrombusbildung darstellen und so zu neuen
therapeutischen Ansétzen in der Behandlung der tiefen Venenthrombose fiihren,

welche nicht primar die Blutgerinnung beeintréchtigen.
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VIIl. SUMMARY

The role of the complement system in venous thrombosis

This dissertation examines the role of the complement system in the pathogenesis

of venous thrombosis. The exact mechanism is still unknown.

It has been shown that the knockout of C4 and a double knockout of C4 and C3
lead to a reduction in the thrombus weight in a mouse model of venous
thrombosis. As the reduction of the weight was most pronounced in C4 knockout
mice, this mousline was examined in more detail. An influence of the complement
system on the bloodcoagulation and the composition of the blood could not be
determined. The immunohistochemical analysis of the cross-sections of the
thrombi showed, that the number of leukocytes in the C4-thrombi was
significantly reduced. The recruitment of leukocytes and platelets, which was
investigated by intravital microscopy, showed no significant difference.

However, the effect size analysis of some parameters shows that there are
indications of an influence by the complement system. This should be investigated
further.

In conclusion, this work makes an important contribution to the understanding of
the influence of the complement factor C4 on the development of venous
thrombosis. The inhibition of certain complement factors could be a future
prevention of thrombus formation, and thus might lead to new approaches in the

prophylaxis of deep vein thrombosis, which do not primarily impair coagulation.
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