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I. EINLEITUNG

Tiefe Venenthrombosen und die damit assoziierte Abschwemmung von
Thrombusmaterial in Lungengefide mit deren Verlegung sind eine hiufige und

lebensbedrohliche Krankheit.

Eine geeignete Prophylaxe und Therapie gestaltet sich schwierig, da nur wenige
eindeutige Préddiktoren des Auftretens der Erkrankung bekannt sind und das
Problem medikamentds derzeit fast ausschlieflich auf Basis einer

Blutgerinnungshemmung angegangen werden kann.

Die vendse Thrombose ist jedoch kein Prozess, der einzig aus einer pathologisch
verdanderten Blutgerinnung heraus entsteht. Es handelt sich vielmehr um eine
iiberschieBende Reaktion des Immunsystems, welche eine Koagulation nach sich
zieht. In einem neu etablierten in-vivo Mausmodell flir Entstehungsmechanismen
der tiefen Venenthrombose konnten grundlegende Zusammenhédnge zwischen
Blutstase-bedingter =~ vendser ~ Thrombusbildung  und  einer  sterilen
Entziindungsreaktion mit massiver Rekrutierung von Leukozyten aufgedeckt
werden'. Dariiber hinaus scheinen auch andere wichtige Effektoren des
Immunsystems, wie Komplementkomponenten, die Entstehung vendser
Thromben zu beeinflussen®. Als weitere Verbindung von Immunsystem und tiefer
Venenthrombose konnte in den letzten Jahren in verschiedenen Krankheitsbildern
eine Assoziation des Auftretens vendser Thrombosen mit dem Vorkommen

pathologischer Antikdrpermolekiile hergestellt werden®>.

Immunologische Prozesse scheinen demnach die Ausbildung vendser Thromben
erst zu ermoglichen. Sie stellen einen erfolgversprechenden neuen Angriffspunkt
dar, um zukiinftig das Problem der tiefen Venenthrombose und ihrer fatalen
Folgen effektiver einddmmen zu konnen, sind allerdings im Detail noch nicht

bekannt.

Ziel dieser Arbeit ist es deshalb, ein besseres Verstindnis der ausldsenden
immunologischen Prozesse zu erhalten und die vendse Thrombose hinsichtlich

des Einflusses von Antikorpermolekiilen eingehend zu studieren.
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I1. LITERATURUBERSICHT

1. Venose Thrombose

1.1. Definition der Thrombose

Der Begriff ,,Thrombose* leitet sich vom griechischen Wort ,,thrombos* ab, was
geronnene Masse, Klumpen bedeutet’. Es bezeichnet die intravitale Bildung eines
Blutpfropfes im Gefdllsystem bzw. im Herzen und ist daher vom postmortal
gebildeten Leichengerinnsel abzugrenzen®’. Ebenfalls abzugrenzen ist der
pathologische Prozess der Thrombose von der zwar auch intravital stattfindenden,
aber physiologischen Hamostase. Wihrend der physiologische Mechanismus der
Hamostase einen Schutz vor massivem Blutverlust bei Gefdl3verletzung darstellt
und exakt reguliert ablduft, ist die Thrombose das pathologische Pendant, bei
welcher verdanderte auslosende und regulierende Mechanismen vorliegen, auf die

in den folgenden Abschnitten niher eingegangen wird®®,

1.2. Inzidenz und klinische Bedeutung der Venenthrombose

Bei der tiefen Venenthrombose (TVT) des Menschen handelt es sich i.d.R. um
ein akutes Krankheitsgeschehen, das mit chronischen Symptomen wie
Schwellung, Schmerzen und Zyanose einhergeht’. Diese sind aber schr
unspezifisch und teilweise nur mild oder gar nicht vorhanden, was die friithzeitige

Diagnose ausgesprochen erschwert'”.

Die vendse Thrombose kommt am hidufigsten als tiefe Venenthrombose der
Beinvenen und/oder Lungenembolie vor, was als vendse Thrombembolie (VTE)
bezeichnet wird. VTE ist die dritt hdufigste kardiovaskuldre Erkrankung mit einer

0'"'2. Die Inzidenz ist stark

jahrlichen Inzidenz von 1-2 Individuen von 100
altersabhédngig: Wiahrend sie bei Individuen unter 15 Jahren noch bei jihrlich 5
Féllen pro 100.000 liegt, steigt sie nach dem 45. Lebensjahr stark an und liegt mit
80 Jahren bei jihrlich 5-6 Fillen von 1000""°. Der Grund dafiir ist unklar, es
wird aber vermutet, dass Faktoren wie verminderte Mobilitdt und Aktivitat,
héufigeres Erleiden préadisponierender Erkrankungen, schwicherer Muskeltonus
und altersbedingte Verdnderungen der Venenklappen und der GefdBwand damit

zusammen hingen”'®.

Das fatale Krankheitsbild der VTE wird in 1/3 der Falle durch das Abschwemmen
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von Thrombusmaterial und dadurch verursachten Lungenembolien bestimmt.
Diese Komplikation erhoht die Sterblichkeitsrate der VTE-Patienten erheblich'*
1417

Allerdings kann auch in der Folge einer TVT ohne Lungenembolie die
Lebensqualitdt massiv vermindert werden, da bis zu 20% der Patienten innerhalb
von 5 Jahren das postthrombotische Syndrom entwickeln'®: Durch die Schidigung
der Venenklappen und die Einengung der Vene entsteht eine chronische Stauung,
die zu Beinschwellung und -schmerzen, Ulzerationen, Dermatitiden und

Wundheilungsstérungen fiihren kann'%'%'®,

Das Riickfallrisiko fiir VTE liegt bei 30% in 10 Jahren und ist in den ersten 6-12
Monaten am groBten'’. Wihrend einer Therapie mit Antikoagulanzien werden

Riickfille sehr effektiv eingedimmt und auch die Ausbreitung der Thrombose

sowie das Lungenembolierisiko gesenkt ™

19-21

. Allerdings besteht unter dieser

Therapie die Gefahr von Blutungen

Aufgrund der groBen Inzidenz und hohen klinischen Relevanz der vendsen
Thrombose in der Bevolkerung und die noch nicht zufrieden stellenden Therapie-,
Diagnose- und Prophylaxe-Moglichkeiten, besteht der Bedarf die
Pathophysiologie dieses Krankheitsbilds auf zelluldrer wie molekularer Ebene im
Detail zu erforschen, um zukiinftig eine bessere Herangehensweise an das
Problem zu haben und schwerere Komplikationen wie Lungenembolien zu

vermeiden.

1.3. Aufbau venoser Thromben

Venose Thromben werden als sog. ,,Gerinnungsthromben® bezeichnet, was die
Tatsache beschreibt, dass durch eine Aktivierung der Gerinnung viel Fibrin
gebildet wird — sie sind fibrinreich"®. Das Fibrin bildet ein Maschenwerk, in

welches andere Zellen eingelagert werden®.

Bei den beteiligten Zellen handelt es sich primdr um passiv eingelagerte
Erythrozyten sowie Thrombozyten und Leukozyten, welche zum einen passiv
eingelagert, zum anderen aber auch aktiv rekrutiert werden, indem sie mit den

Endothelzellen der Venenauskleidung interagieren.

Der Aufbau humaner venoéser Thromben deckt sich mit dem muriner Thromben,
welche aus dem Stenose-Mausmodell (siche Punkt I1.1.5.2.) gewonnen wurden'.

Sie weisen stets eine charakteristische laminare Schichtung auf: Makroskopisch
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und mikroskopisch konnen groBere rote Areale von kleineren weillen

. 122
unterschieden werden ““.

Der rote Teil des Thrombus ist derjenige, der in der Thrombogenese als erstes
entsteht. Er ist Erythrozyten-reich und mit Fibrinstringen durchzogen®’. Der
weille Thrombus besteht hauptsidchlich aus einem Fibrinmaschenwerk, welches
dicht gepackte Thrombozyten umschlieBt”. Kernhaltige Leukozyten sind

randstdndig am Endothel zu finden und gruppenweise im Thrombus verteilt. Bei

1,23

dem Hauptteil dieser Zellen handelt es sich um neutrophile Granulozyten

A)

Tmm vG TTmm HE 100um

Abbildung 1: Aufbau muriner venéser Thromben aus dem Stenose-Mausmodell 48h nach
Ligatur

A) Vendser Thrombus in situ mit kranialer Ligatur; erkennbar ist die schon makroskopisch
sichtbare typische laminare Schichtung in rote und weille Areale; B) Van Gieson-Farbung (vG)
eines vendsen Thrombus im Langsschnitt; auch hier sind die weilen und roten Areale gut
voneinander abgrenzbar; C) Detaillierte Aufnahme der Schichten im Querschnitt eines vendsen
Thrombus (HE-Féarbung): rot=Erythrozyten; lila=Zellkerne (anhand der Zellkernmorphologie
hauptsichlich Neutrophile); rosa=Fibrin und Thrombozyten

14. Entstehungsmechanismen der venésen Thrombose
Schon 1856 beschrieb der deutsche Mediziner und Pathologe Rudolf Ludwig Karl
Virchow die drei noch heute giiltigen allgemeinen Grundlagen, welche zur

Entstehung einer Thrombose fiihren kénnen®*:
1) Die als Wandfaktor bezeichnete Lision der Gefédwand*.

2) Die als Blutfaktor bezeichnete gesteigerte Gerinnungsbereitschaft des
Blutes (Hyperkoagulabilitit)**.
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3) Die als Kreislauffaktor bezeichnete Blutflussstorung®, welche

Stromungsverlangsamung und Turbulenzen des Blutes einschlieBt’.

Anders als arterielle, entstehen vendse Thromben gewoOhnlich auf intaktem
Endothel**?. Der Wandfaktor scheint demnach eine untergeordnete Rolle in der
Bildung vendser Thromben zu spielen. Dagegen sind Hyperkoagulabilitit und
speziell die Stromungsverlangsamung von groBer Bedeutung”??, was sich in den

Risikofaktoren der Venenthrombose widerspiegelt.

Haufig sind diese mit Blutstase verbunden: Unter physiologischen Bedingungen
fiihren Bewegungen der Skelettmuskulatur zu einem Pumpmechanismus, indem
die anliegenden Venen regelmifBig komprimiert und wieder entlastet werden (sog.
Muskelpumpe). Alle Arten der Immobilisation fithren durch einen Ausfall dieser
Muskelpumpe zum Stagnieren des Blutflusses in den Beinvenen’. Dazu zihlen
Lahmungen, Bettruhe, Gipsverbidnde, Hospitalisierung und lange (Flug-)

Reisen”?"%,

Bei Hospitalisierung kann das Risiko zusdtzlich durch die zugrunde liegenden

Erkrankungen, Traumata und operative Eingriffe erhoht sein'®**~°.

Auffallend hoch ist das Thromboserisiko auflerdem bei Krebspatienten mit
bosartigen Tumoren, da sie eine Vielzahl an Risikofaktoren vereinen’: Tumore
kénnen Venen komprimieren und zu Stase fiihren, Krebspatienten sind héufig
Operationen und langerem Krankenhausaufenthalt mit Immobilisation ausgesetzt,
sie sind meist dlter als 45 Jahre und auch eine Chemotherapie ist mit einer

erhohten Gefahr von Venenthrombose verbunden’'®?’

. Der bosartige Tumor an
sich steigert das Risiko noch, indem er prokoagulatorische Mikropartikel freisetzt,
welche unter anderem iiber Gewebsthromboplastin den extrinsischen Weg der

Gerinnung einleiten konnen®'.

Erbliche Verdnderungen in Spiegeln natiirlicher Antikoagulanzien und
Gerinnungsfaktoren fiihren zu einer fiir vendse Thrombose pradisponierenden
Hyperkoagulabilitit™'®. ~ Auf  dhnliche =~ Weise tragen  Fettleibigkeit,
Schwangerschaft und Puerperium, hormonelle Therapien in der Menopause sowie
die Verwendung von oralen Kontrazeptiva zu einem erhdhten Thromboserisiko

.32-35
bei .
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1.4.1. Blutgerinnung

An einem thrombotischen Geschehen ist immer eine Aktivierung der
Blutgerinnung beteiligt. Gerade vendse Thromben sind durch eine massive
Fibrinbildung gekennzeichnet, unter gleichzeitiger Abwesenheit einer

L2235 Die Auslésung der plasmatischen Gerinnung scheint

Gefillverletzung
demnach eine groBe Rolle zu spielen. Diese besteht aus einer kaskadenartig
hintereinandergeschalteten Aktivierung von, als inaktive Proenzyme vorliegenden
Serinproteasen und ihren Kofaktoren™. Sie ldsst sich in die intrinsische und

extrinsische Gerinnung unterteilen, welche in einem gemeinsamen Weg enden.

Der extrinsische Weg wird von aktiviertem Gewebsthromboplastin (=tissue
factor, TF, Faktor III) eingeleitet6, welches in hoher Konzentration in der
Gefilwand vorhanden ist sowie in geringerer Konzentration und inaktiv auf
Monozyten im Blut. TF ist ein Glykoprotein und reich an Phospholipiden®. Es
muss zundchst aktiviert werden, damit seine prokoagulatorischen Eigenschaften
zum Tragen kommen. Mit diesem aktivierten TF kann nun im Blut vorhandener
Faktor VII einen Komplex bilden’. Dieser Komplex wird durch Kalzium-
abhingige Aktivierung hochaktiv und setzt zirkulierenden Faktor X in aktiven
Faktor Xa um®’. Uber die Aktivierung dieses Faktors miindet der extrinsische

Weg in den gemeinsamen Weg.

Im intrinsischen Weg wird zundchst durch hochmolekulares Kininogen
(HMWK) und Pridkallikrein, welche auf negativ geladenen Oberflichen mit
Faktor XII (Hageman-Faktor) Komplexe bilden, Faktor XII aktiviert’. Dieser
fiihrt zur Aktivierung von Faktor XI°. Aktivierter Faktor Xla setzt Faktor IX zu
aktiviertem Faktor IXa um, welcher seinerseits auf den Phospholipid-haltigen
Zelloberflachen (wie die der Plittchen) mit Kalzium und Faktor VIII Komplexe
bildet®. Faktor VIII wird durch Thrombin aktiviert, was den ganzen Komplex
befdhigt, Faktor X zu aktivieren und dadurch die Verbindung zum gemeinsamen
Weg zu schaffen®. Faktor IX kann daneben auch iiber den TF-Faktor-VIla-
Komplex des extrinsischen Wegs aktiviert werden, wodurch eine physiologisch
bedeutsame Verbindung zwischen extrinsischem und intrinsischem Weg

geschaffen wird®’.

Der Ausgangspunkt des gemeinsamen Wegs ist aktivierter Faktor Xa - dieser ist
auf Endothelzellen und Thrombozyten gebunden®. Auf diesen Phospholipid-

haltigen Oberflichen setzt er Prothrombin zu Thrombin um - einen
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Hauptmediator der Gerinnung®. Am besten funktioniert das in einem Komplex
mit Faktor Va und Kalzium (Prothrombinase-Komplex)6’8. Thrombin fiihrt zum
eigentlichen Ziel der Kaskade: Es spaltet aus Fibrinogen Fibrin ab® Das

entstandene Fibrin wird durch Faktor XIIla zu Polymeren vernetzt’.

@(%DU o)o o ) o) o
Extrinsischer Weg Intrinsischer Weg
. % Faktor XII

... Tissue Factor (TF) HMWK + Prkallikrein |

Faktor Xlla
" Faktor VIl ‘ L emmmm- -~ '

5 < Faktor Xla Faktor XI
Faktor Vlla. ~

. ¢
Faktor [Xa Faktor IX

Gemeinsamer Weg

Fakior X/) " Fibrinogen
Thrombinl

< Faktor Xa: ‘ !(_’ v,

Thrombozyt »Faktor Va: > Fibrin

rothrombin

Endothel

°

Abbildung 2: Ablauf der Gerinnungskaskade im BlutgefifSlumen, modifiziert nach
MARSHALL et al.*

Links oben: Extrinsischer Weg: TF kommt nach Endothelzellschddigung mit dem Blutstrom in
Kontakt bzw. wird auf aktivierten Endothelzellen oder Zelloberflichen exprimiert; aktivierter TF
setzt die extrinsische Gerinnungskaskade in Gang, welche in den gemeinsamen Weg miindet;
rechts oben: Intrinsischer Weg, welcher auf negativ geladenen Oberfldchen durch die Aktivierung
von Faktor XII eingeleitet wird und iiber aktivierten Faktor VIIla in den gemeinsamen Weg
miindet; unten: Gemeinsamer Weg: Die Aktivierung von Faktor X fiihrt zur Generierung von
Thrombin, welches Fibrinogen in das Endprodukt der Kaskade — Fibrin - umwandelt

Um eine tibertriebene Gerinnung zu vermeiden, lduft der Prozess der Hamostase
normalerweise  exakt reguliert ab®°  Die  wichtigsten natiirlichen
Antikoagulanzien, welche einer iiberschieBenden Gerinnung entgegenwirken sind
Antithrombin III (ATIII), Thromboplastininhibitor (TFPI=tissue factor pathway
inhibitor) und Protein C**°. Mit der Umwandlung von Plasminogen in Plasmin

setzt die Fibrinolyse ein und die Thrombinaktivitit wird gehemmt®’,

Erblich bedingte Verianderungen im Spiegel von Gerinnungsfaktoren oder
natiirlichen Antikoagulanzien sind weitere wichtige Risikofaktoren fiir die

Entstehung von vendsen Thrombosen.

Relativ hdufig findet man in der Bevolkerung erhdhte Spiegel an Faktor VIII
(11%), eine Mutation im Prothrombin-Gen 20210 (2%) und Faktor V Leiden (4-
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6%)***'. Das Risiko der Entwicklung einer vendsen Thrombose wird bei

heterozygoter Vererbung moderat erhoht*' %,

Defizite in natiirlichen Antikoagulanzien, wie Antithrombin oder Protein C sind
seltener (1% der Bevolkerung®). Allerdings stellen sie auch ein hoheres Risiko
fiir die Bildung eines vendsen Thrombus dar**.

1.4.2. Die venose Thrombusbildung als Entziindungsreaktion

In der Pathophysiologie der vendsen Thrombose ist die Blutgerinnung eng mit
einem sterilen Entziindungsprozess verkniipft: Wihrend die Fibrinbildung fiir die
Ausbildung stabiler Thromben nétig ist, stellen auf dem Endothel adhérierende

Entziindungszellen den Ausloser des Geschehens dar'.

Endothelzellen dienen nicht nur als mechanische Barriere zwischen Blut und
Gewebe, sondern besitzen auch die Fiahigkeit Substanzen freizusetzen und
Adhisionsmolekiile zu exprimieren, was unter anderem Entziindungsreaktionen
erst ermdglicht™. Im Zytoplasma verfiigen Endothelzellen iiber Speicherorgane:
Die Weibel-Palade-Korperchen (WPB). Hier sind von-Willebrand-Faktor (vVWF)
und Adhédsionsmolekiile wie Selektine gespeichert, welche nach Aktivierung der

Zelle an ihre Oberfliche mobilisiert werden kdénnen® ™.

Im Zuge von
Entziindungsgeschehen werden diese Adhdsionsmolekiile und Rezeptoren sowie
Chemokine freigesetzt und an die Zelloberflidche transloziert. Dadurch werden sie
zirkulierenden Blutzellen prédsentiert und konnen so u.a. dazu beitragen, dass

Leukozyten zum Entziindungsfokus rekrutiert werden™.

Im Rahmen einer sterilen Entziindung kommt es zur Ansammlung von
Leukozyten, welche als Zellen der unspezifischen Immunabwehr agieren.
Leukozyten konnen unterteilt werden in Lymphozyten, Granulozyten und
Monozyten. Leukozyten sind hauptsdchlich in lymphatischen Organen und im
Bindegewebe des Korpers angesiedelt, wohin sie iiber den Blutstrom gelangen®.

Im Blut zirkulieren deshalb nur etwa 5% der Gesamtpopulation des Korpers®’.

Alle Leukozyten konnen sich amdboid bewegen und iiber die GefiBwand von
Kapillaren und postkapilliren Venolen ins Gewebe auswandern®’. Dieser Vorgang
wird als Diapedese bezeichnet und verlduft nach einer Adhédsionskaskade. Die
Kaskade umfasst das sog. Einfangen (Tethering), gefolgt vom Rollen auf der
intraluminalen GefdBwand, welches iiber langsames Rollen in einen Arrest

iibergeht und eine Adhésion auf dem Endothel nach sich zieht**. Das Rollen
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wird hauptsichlich durch eine Interaktion zwischen endothelialem P-Selektin und
dem P-Selektin-Rezeptor der Leukozyten (PSGL-1) sowie zwischen leukozytdrem
L-Selektin und dem Sialyl-Lewis-X-Rezeptor des Endothels  vermittelt™.
Wihrend des Rollens werden die Leukozyten durch von aktivierten
Endothelzellen und Plattchen sezernierte Chemokine und Zytokine aktiviert.
Darauthin werden Integrine wie LFA-1 und Mac-1 aktiviert, mit welchen die
Leukozyten schlieBlich an den ICAM-1-Rezeptoren der Endothelzellen adhérieren

.. 4549
konnen ™

. In den folgenden Schritten festigt sich die Adhdsion auf dem
Endothel und die Leukozyten finden durch Kriechen (Crawling) geeignete Stellen
fiir die letztendliche trans- oder parazelluldre Migration aus dem GefaB3lumen ins

49
Gewebe™.

Am Entzlindungsgeschehen der venosen Thrombose sind neben Endothelzellen
und Leukozyten auch Blutpléttchen beteiligt. Die Hauptfunktion von Pldttchen ist
die Blutgerinnung an Stellen der Gefdl3schddigung, allerdings sind sie auch in
immunologische und entziindliche Prozesse involviert”® und kénnen mit

Leukozyten und Endothelzellen interagieren.

Ihre Funktion wird iiber freigesetzte Substanzen aus Granula und spezifische
Rezeptoren der Pléttchenoberflaiche vermittelt: Pldttchen enthalten sog.
elektronendichte Granula mit Substanzen wie ADP oder Serotonin und a-
Granula, in welchen Proteine und Adhésionsmolekiile wie vVWF oder P-Selektin

¥ 9830 Werden die Pldttchen aktiviert, konnen sie den Inhalt

gespeichert sin
ihrer Granula in die Umgebung freisetzen oder auf ihrer Oberfliche exprimieren’.
Mit ihrem Glykoprotein-Rezeptor-Komplex Ib-V-IX (GPIb-V-IX), der aus den
Untereinheiten GPIba, GPIbp, GPV und GPIX aufgebaut ist, konnen
Thrombozyten unter anderem an kollagengebundenen vWF binden®*’. Dariiber
hinaus verfiigen sie iiber den Fibrinogenrezeptor GPIIb-Illa: Durch die
Plattchenaktivierung erfiahrt das ollbBIll-Integrin der Pléttchenoberfliche eine
Konformationsverdnderung und kann nun als GPIIb-Illa-Rezeptor Fibrinogen

. 8,37,51
binden®*"!,

1.4.2.1. Aktivierung des Endothels
Der erste Schritt in der Einleitung der vendsen Thrombose stellt nach heutigen
Kenntnissen die Aktivierung des Endothels dar: Im Stenose-Mausmodell konnte

festgestellt werden, dass das Endothel bei reduziertem Blutfluss zwar intakt bleibt,
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aber aktiviert wird'. In der Folge einer Aktivierung werden in WPB gespeicherte
Adhisionsmolekiile wie P-Selektin und vWF an die Zelloberfliche transportiert
und dort prisentiert’®. Aus der verinderten Dynamik des Blutflusses resultiert

demnach ein proinflammatorischer Phinotyp des Endothels'.

Urséchlich fiir die Endothel-Aktivierung sind vermutlich verdnderte Scherkréfte
durch Wirbelbildung im Blutfluss und der hypoxische Zustand bei vendser Stase.
Es ist erwiesen, dass Hypoxie einen aktivierten und prokoagulatorischen Zustand
des Endothels herbeifiihren kann™>™>. Auch, dass venose Thromben ihren
Ursprung am héufigsten in den Nischen der Venenklappensinus nehmen, wo die
Sauerstoffspannung bei Stase am schnellsten reduziert ist, spricht fiir den

Ausléser Hypoxie®>**~%%,

Das wichtigste Adhésionsmolekiil bei der Initiierung der vendsen Thrombose ist
P-Selektin, welches von aktivierten Endothelzellen bereitgestellt wird'. Es stellt
den initialen Kontakt zwischen Endothel und dem PSGL-1-Rezeptor der
Leukozyten her — das Einfangen (Tethering) und Rollen® (siche Punkt I1.1.4.2.).
In der Folge akkumulieren die Leukozyten an der GefaBwand und es kommt zur
Thrombusbildung. Im Mausmodell waren P-Selektin-Knockout-Méuse vor der
Ausbildung eines vendsen Thrombus geschiitzt und zeigten keine Interaktion der
GefiBwand mit Leukozyten. Auch das P-Selektin, welches auf Pléttchen
vorkommt, konnte diesen Zustand nicht verdndern, was beweist, dass allein das

endothelial bereitgestellte P-Selektin in der vendsen Thrombose entscheidend ist'.

1.4.2.2. Bedeutung von Leukozyten

Gleich zu Beginn des Geschehens der vendsen Thrombose tritt eine massive
Rekrutierung an Leukozyten auf. Nach 48h kann man 70% Neutrophile sowie
30% Monozyten ausmachen und trotz des lymphozytdren Blutbildes von Miusen
nur sehr wenige Lymphozyten'. Entsprechend einer sterilen Entziindung,
beginnen die beteiligten Zellen etwa eine Stunde nach
Flussgeschwindigkeitsreduktion =~ mit der fiir  Leukozyten  typischen
Adhisionskaskade (siehe Punkt I1.1.4.2.). Fiinf bis sechs Stunden nach Einleitung
der vendsen Thrombose bedecken die Leukozyten die gesamte

Endotheloberfldche und lagern sich in Aggregaten zusammen'.

Allein die Ansammlung von Leukozyten fiihrt allerdings noch nicht zur

Entstehung eines Thrombus. Gerade vendse Thromben sind durch eine starke
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Fibrinbildung charakterisiert, was dem Gerinnungssystem bei ihrer Entstehung
eine grofe Rolle zukommen ldsst'. Fiir die eigentliche Initiierung einer
Thrombusbildung muss die Gerinnungskaskade deshalb erst aktiviert werden.
Dieser Vorgang ist umgekehrt jedoch wieder abhidngig von den rekrutierten
Leukozyten: Hauptsidchlich Monozyten stellen den Hauptinitiator der Gerinnung
bereit - tissue factor (TF)I. Ohne TF konnte man im Stenose-Mausmodell keine
Fibrinbildung feststellen und die Tiere waren komplett vor der Ausbildung von

Thromben geschiitzt'.

TF kann hauptséchlich in Tunica media und adventitia gefunden werden, wo er
ohne GefiaBschidigung nicht mit dem Blutfluss in Kontakt kommt und folglich
auch keine Gerinnung induzieren kann. Allerdings wurde TF-Antigen auch ohne
Gefaflschddigung im Blut nachgewiesen: Er wird von aktivierten Endothelzellen
présentiert, aber auch von myeloiden Blutzellen auf ihrer Oberfliche sowie iiber
sezernierte Mikropartikel bereitgestellt und zirkuliert in inaktiver Form im

Blutkreislauf®™®!.

6263 scheint TF von aktivierten Endothelzellen

Entgegen fritheren Vermutungen
jedoch bei der vendsen Thrombose eine untergeordnete Rolle zu spielen und auch
die TF-Bereitstellung durch Neutrophile ist umstritten, weshalb Monozyten in
dieser Hinsicht den wichtigsten Einfluss haben'. Genau wie Endothelzellen,
werden Monozyten durch hypoxische Zustinde zu einer vermehrten Transkription
von TF angeregt und exprimieren diesen darauthin vermehrt auf ihrer
Oberfliche®. Im aktivierten Zustand kénnen Monozyten auBerdem Teile ihrer
Zellmembran  als  Mikropartikel ~— abschniiren, welche die  gleiche
Membranzusammensetzung aufweisen, deshalb wie die Monozyten selbst TF
tragen und TUber PSGL-1 mit P-Selektin-exprimierenden Oberfldchen

interagieren®-®°.

Um die Gerinnung aktivieren zu konnen, muss der im Blut verschliisselt
vorliegende TF erst aktiviert werden. Es konnte gezeigt werden, dass das Enzym
Protein-Disulfid-Isomerase (PDI) {iber eine Oxidationsreaktion zur Ausbildung
einer Disulfidbriicke zwischen zwei Cysteinresten und so zu einer
Konformationsveranderung im Molekiil fiihrt. Dadurch kann dem TF zu seiner
aktiven Form verholfen werden, in welcher er Faktor X binden kann®"®. PDI
wird von aktivierten Endothelzellen und Plittchen freigesetzt®, ist aber auch auf

verschiedenen Zelloberflichen gebunden’. Ein PDI-abhéngiger Mechanismus der
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Thrombusbildung wird durch zahlreiche Studien und Verdffentlichungen

68,69,71,72

unterstiitzt . Trotzdem wird der genaue molekulare Mechanismus der TF-

Aktivierung noch stark diskutiert.

Monozyten initiieren mit dem bereitgestellten TF die vendse Thrombusbildung.
Neutrophile dagegen tragen entscheidend zu deren Fortschreiten bei'. Ein dabei
beteiligter Mechanismus ist die Freisetzung von Neutrophil Extracellular Traps

(NETSs).

In ihrem Zytoplasma enthalten Neutrophile, neben einem stark segmentierten
Zellkern, verschiedene Arten von Granula, die antibakterielle Proteine und
Enzyme enthalten*>*®. Neutrophile kénnen ihre Granula bei inflammatorischen
Prozessen in die Umgebung abgeben und eine extrazellulire Abwehr- und
Entziindungsreaktion hervorrufen®. Die NET-Freisetzung aus Neutrophilen stellt
eine weitere Moglichkeit der Pathogenabwehr dieser Zellen dar. NETs bestehen
aus nukledrer DNA und Histonen, welchen antibakterielle Proteine und Enzyme
aus neutrophilen Granula aufgelagert sind”. Der Kontakt mit bestimmten
Mikroorganismen fiihrt zur Aktivierung von Neutrophilen und einem Zelltod-
dhnlichem Prozess (,,Netose®), bei welchem letztendlich die nukleire Membran
sowie die Zellmembran der Neutrophilen rupturiert und die NETs aktiv in den
extrazelluliren Raum freigesetzt werden’*. Diese umschlieBen Bakterien netzartig
und vernichten sie durch die aufgelagerten antibakteriellen Enzyme’®. Auch
aktivierte Endothelzellen oder Pléttchen sind in der Lage die ,,Netose® von

Neutrophilen zu induzieren”"’®.

Es wurde bewiesen, dass NETs aus Neutrophilen entscheidend fiir das
Fortschreiten einer vendsen Thrombose sind. Im Mausmodell konnten schon drei
Stunden nach  Flussreduktion intravitalmikroskopisch grole = Mengen
nachgewiesen werden'. Sie agieren als prothrombotische Oberfliche: An ihre
geriistartige Struktur lagern sich mit TF, PDI und Faktor XII wichtige Initiatoren
der Gerinnung an'. AuBerdem kénnen sie iiber ihre Histone vWF binden und
dariiber Plittchen rekrutieren und aktivieren’”’®. Daneben sind sie in der Lage
TFPI proteolytisch zu spalten” und die Thrombmodulin-abhéngige Protein-C-
Aktivierung  zu  behindern®, wodurch sie die Funktion natiirlicher

Antikoagulanzien blockieren und ein prothrombotisches Milieu schaffen.

Ein daran angeschlossener Mechanismus der Progression der Thrombose durch
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Neutrophile, ist die Aktivierung von Faktor XII. Auch daran sind NETs beteiligt:
Da sie aus DNA bestehen, besitzen sie eine negativ geladene Oberfldche und
deshalb die Fihigkeit Faktor XII zu aktivieren'. Infolge dieser Aktivierung spielt
aber keineswegs die Kaskade des intrinsischen Gerinnungssystems eine Rolle,
sondern Faktor XIIa allein ist durch direkte Interaktion mit Fibrin in der Lage die
Fibrindichte im Thrombus zu erhéhen und diesen dadurch zu stabilisieren™®'.
1.4.2.3. Einfluss von Thrombozyten

Genauso wie Neutrophile nehmen auch Pléttchen eine Funktion fiir das
Fortschreiten =~ einer  bereits  initilerten = vendsen  Thrombose  ein.
Zwei Stunden nach Flussreduktion tritt im Mausmodell eine erste Thrombozyten-
Adhision auf, welche mit der Zeit stetig zunimmt. Plattchen werden im Vergleich
zu Leukozyten deutlich langsamer und weniger rekrutiert und bedecken deshalb
das Endothel nur stellenweise. Sie treten eher als Einzel-Zellen auf und formen

nur wenige Aggregate'.

Uber ihren GPIb-V-IX-Rezeptor kénnen sie an den bereitgestellten vVWF des
aktivierten Endothels binden'.

Aktivierte Plattchen sind durch die Freisetzung von Thromboxan A2 und ADP in
der Lage die weitere Thrombozyten-Rekrutierung und -Aktivierung zu
beschleunigen®. Als neues Oberflichen-Molekiil kann im aktivierten Zustand

unter anderem P-Selektin exprimiert werden™.

Durch eine Interaktion des P-Selektins der adhédrenten Plittchen und dem PSGL-
1-Rezeptor der Leukozyten konnen weitere zirkulierende Leukozyten ans
Endothel rekrutiert werden®. Plittchen entlassen auBerdem verschiedene
Mediatoren, die zusitzlich Leukozyten anlocken®®. Auf diese Weise verstirken die

Thrombozyten das Ausmal der sterilen Entziindung.

Zusitzlich zur Bindung von Pléttchen ans Endothel findet auch eine Bindung der
Thrombozyten an bereits adhdrente Leukozyten statt. Dies wird zwischen dem
GPIba-Rezeptor der Pldattchen und dem Mac-1-Integrin der Leukozyten

vermittelt"®*

. Dadurch tragt jeder Leukozyt mindestens ein Plittchen und erhoht
somit die Thrombozyten-Aggregationl. Leukozyten-Rekrutierung und Pléttchen-

Rekrutierung potenzieren sich demzufolge gegenseitig.

Einen weiteren Beitrag zur Steigerung des Ausmafles der vendsen Thrombose
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leisten die Thrombozyten durch die Verstirkung der Leukozyten-abhingigen
Gerinnung: Aktivierte Plittchen stellen PDI fiir die TF-Entschliisselung bereit®,
unterstlitzen die NETose {iiber die GPlba-abhéngige Interaktion mit den
Neutrophilen'"”

Faktor XII auf NETs'.

und ihre Anwesenheit flihrt zu einer stiarkeren Aktivierung von

Fibrin

/_* Extrinsische

Gerinnungskaskade
TFakt.
[

Faktor Xlla

TFPI-
Faktor XIl Abbau

o

Endothel

Abbildung 3: Schema des Mechanismus der Thrombusentstehung bei TVT, modifiziert nach
SCHULZ et al.*

Das durch Hypoxie aktivierte Endothel (=Endothel akt.) exprimiert Adhdsionsmolekiile, an welche
Monozyten, neutrophile Granulozyten und Pléttchen (=Plt, gebunden an vWF=von-Willebrand-
Faktor) adhérieren; aktivierte Monozyten exprimieren tissue factor (=TF; inaktiv=TF inakt.),
welcher iiber das Enzym Protein-Disulfid-Isomerase (=PDI) aktiviert wird; zudem werden TF-
exprimierende Mikropartikel (=MP) freigesetzt; aktivierter TF (=TF akt.) setzt die extrinsische
Gerinnungskaskade in Gang, was in einer massiven Fibrinbildung resultiert; neutrophile
Granulozyten setzten Neutrophil Extracellular Traps (=NETs) frei, was durch an Neutrophilen
adhérierende Pléttchen gefordert wird; NETSs bieten eine prokoagulatorische Oberflache, indem sie
PDI anreichern, Faktor XII spalten und das natiirliche Antikoagulanz TFPI durch die ihnen
aufgelagerte neutrophile Elastase (=NE) abbauen

1.5. Induktion venoéser Thromben in Tiermodellen

Fiir die genaue Erforschung der pathologischen Prozesse wihrend der Entstehung
einer vendsen Thrombose, aber auch zur Erprobung neuer Behandlungsstrategien
sind in-vivo-Modelle unumginglich. In-vivo-Versuche bleiben zwar immer
artifizielle Situationen, dennoch lassen sich nur in einem intakten biologischen

System die komplexen beteiligten Prozesse studieren®.

Neben dem fiir diese Arbeit verwendeten Mausmodell, gibt es je nach Fokus der
Forschung noch andere TVT-Modelle in der Vena cava caudalis, wobei jedes

spezifische Vor- und Nachteile aufweist, auf die im Folgenden néher eingegangen
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wird.

1.5.1. Stase-Modelle

Bei Stase- oder Ligatur-Modellen wird die Vene mit einem Faden komplett
abgebunden, sodass kein Restfluss des Blutes mehr vorhanden ist. Hier wird die
infrarenale Vena cava verwendet, welche nicht nur kranial, hinter der linken
Nierenvene ligiert wird, sondern von der auch die kaudale Blutzufuhr sowie die
aller Seiteniste durch Abbinden komplett gestoppt wird*****’. In diesem Modell
kommt es immer zu okklusiven Thromben®®. Die Thrombusentstehung ist auf TF-
Expression auf Endothelzellen und Leukozyten zuriickzufiihren®. Interaktionen
zwischen Gefidllwand und Zellen im sich formierenden Thrombus koénnen mit
diesem Modell gut untersucht werden®®. Auch ist die GroBe der entstehenden
Thromben gut reproduzierbar und vergleichbar®. Nachteilig ist der fehlende
Blutfluss, wenn das hiufige klinische Szenario nicht-okklusiver Thromben
untersucht werden soll*® oder die Initialphase der Thrombogenese im

Vordergrund steht, in der fast immer ein Restfluss vorhanden ist'.

1.5.2. Stenose-Modelle

Um die friihe akute Phase der vendsen Thrombose genauer zu untersuchen,
entwickelten Singh et al. 2002 ein sog. Stenosemodell®®. Auch hierbei wird die
infrarenale Vena cava der Maus herangezogen. Allerdings wird die Vene dabei
nicht mehr vollig abgebunden, sondern zunichst ein GefaBclip kurzzeitig auf das
Gefdll gesetzt, der durch die Kompression das Endothel schddigen soll. In der
Folge wird die Vene ausschlieBlich kranial mit Hilfe eines Platzhalters ligiert.
Nachdem der Platzhalter entfernt wird, erhdlt man einen reduzierten, aber nicht

komplett absenten Blutfluss und ein aktiviertes Endothel™.

Unsere Arbeitsgruppe arbeitete darauf hin, dieses Modell zu modifizieren und zu
etablieren, sodass es geeignet erschien, zelluldire Mechanismen in der Thrombose-

18990 1m modifizierten Modell, welches auch dieser Arbeit

Initiierung zu studieren
zugrunde liegt, wird auf einen Gefdlclip verzichtet, um das Endothel nicht zu
beschidigen. Mithilfe eines Platzhalters wird auch hier ein um etwa 80%
reduzierter Blutfluss erreicht, wodurch das Endothel aktiviert wird und
Leukozyten sowie Plittchen rekrutiert werden'. Nachteilig ist, dass ein Teil der
Miuse keine Thromben entwickelt, groe Variationen im Thrombusgewicht

auftreten und die Thrombusbildung durch laterale Zufliisse, die in die Vena cava
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miinden, beeintrichtigt werden kann®®. Fiir die Untersuchung der Initialphase der

Pathogenese mit Ursache Stase bietet es aber optimale Bedingungenl’%.

1.5.3. Elektrolytisches Modell

Das elektrolytische Modell bietet eine Alternative zum Stenose-Modell’'. Nur die
Seitenédste der Vena cava werden ligiert, bevor eine Kathode aus mit Silber
beschichtetem Kupferdraht subkutan und eine Anode kaudal in die Vene platziert
werden®”. Uber 15 Minuten wird ein Stromimpuls mit 250 pAmp gesetzt, welcher
das Endothel aktiviert’'. Daraufhin bildet sich bei erhaltenem Blutfluss ein nicht-
okklusiver laminarer Thrombus aus®*®*?. Allerdings kann in diesem Modell nicht
das Szenario eines okklusiven Thrombus untersucht werden®. AuBerdem wird an
der Stelle der Platzierung der Anode das Endothel beschéddigt, was zu verfélschten

Ergebnissen fiihren kann®.

2. Die Bedeutung von Antikorpern fiir die Thrombose

Die vendse Thrombose stellt einen Prozess dar, welcher Blutgerinnung mit
Elementen der sterilen Entziindung verkniipft und ist deshalb als immunologische
Reaktion zu verstehen. Einen Blick auf andere, nicht-zelluldre Bestandteile der

Immunabwehr zu werfen, scheint daher interessant.

Antikdrper (oder auch Immunoglobuline) sind aus heutiger Sicht der wichtigste
Teil des erworbenen spezifischen Immunsystems. Durch sie konnen Pathogene,
Toxine und korperfremde Molekiile spezifisch erkannt und effektiv bekdampft

werden.

2.1. Ursprung von Antikorpern

Die Produktion von Antikérpern erfolgt in B-Lymphozyten, sog. B-Zellen. Als
unreife Vorldufer wandern sie aus dem Knochenmark in die lymphatischen
Gewebe ein und residieren hauptséchlich als reife B2-Zellen in Lymphfollikeln
der Milz und Lymphknoten”.

Nach erstem Antigenkontakt mit Aktivierung von entsprechenden B-Zellen,
vermehren sich diese klonal und produzieren als Plasmazellen die spezifischen
Antikdrper gegen das Antigen’’. Durch die Differenzierung der B-Zellen zu
Gedichtniszellen kann gegen das Antigen noch Jahre spiter eine schnelle

Abwehrreaktion eingeleitet werden’’. So konnen Siugetiere auf mehr als 100



II. Literaturiibersicht 17

Millionen verschiedene Antigene spezifisch reagieren®

Neben diesen konventionellen B2-Zellen, welche fiir die spezifische T-Zell-
abhingige Antikorperproduktion ndtig sind, existieren noch andere
Subpopulationen, die sich hinsichtlich Funktion und Lokalisation im Korper
unterscheiden”. Sog. B-Zellen der Marginalzone sind primir aus der Milz der
Maus bekannt, ob sie im Menschen existieren ist unklar. Sie stellen durch die T-
Zell-unabhingige Produktion von IgM eine schnelle erste Immunantwort gegen
Pathogene her”*°. Zudem sind in der Maus B1-Zellen gut charakterisiert, welche
im Peritoneum lokalisiert sind und die Fahigkeit zur Selbsterneuerung besitzen”
Ob sie die gleiche Vorlduferzelle wie B2-Zellen besitzen ist umstritten’’. Sie
konnen unterteilt werden in Bla- und B1b-Zellen und sind mafgeblich beteiligt

an der Produktion natiirlicher Antikdrper’®

Knochenmark Gedichtniszelle

lymphatische Stammzelle reife B2- Ze”i/@» Plasmazelle
®) _-© -~

; unreife B-Zellen immun-Antikérper
i reife B-Zelle der Marginalzone Plasmazelle
$ >
- © ©--
, Vorlaufer B2-Zellen
Mllz/Lymph knoten

4 (Q)\ Peritoneum
Vorliufer B1Zellon \ reife B1a-Zelle Plasmazelle
@ —— @&
naturliche Antikérper
C‘/reife B1b-Zelle

Plasmazelle ﬂ

——@-x

Abbildung 4: Ursprung von Antikérpern in B-Zellen

Aus dem Knochenmark wandern die unreifen B-Zellen in lymphatische Gewebe des Korpers aus;
als reife B2-Zellen befinden sie sich in Follikeln der Milz und Lymphknoten und sind fahig zur
Gedachtniszellproduktion und der Produktion von spezifischen immun-Antikérpern; reife B-
Zellen der Marginalzone residieren in der Milz und produzieren immun-IgM als schnelle
Immunantwort; B1-Zellen befinden sich im Peritoneum und haben die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung; sie produzieren natiirliche Antikorper

2.2, Aufbau und Funktion

Antikorper sind Glykoproteine der Immunoglobulin-Gen-Superfamilie. Thre
Aminosduresequenz ist anders als bei sonst vorkommenden Proteinen nicht streng
konserviert und variiert von Antikérper zu Antikérper’. Trotzdem besitzen sie
alle einen relativ dhnlichen Y-formigen Aufbau, mit einer Art Stamm (Fc-

Region), der sich in zwei Arme (Fab-Regionen) aufgabelt. Jedes
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Antikorpermolekiil besteht aus vier Polypeptidketten: Zwei identische lédngere
schwere Ketten (50-60 kD) und zwei identische kiirzere leichte Ketten (25 kD),
welche iiber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind®’. Die schwere Kette
bestimmt durch antigene Determinanten die Immunoglobulinklasse des
Antikorpers. Die leichte Kette kommt unabhéngig von der Immunoglobulinklasse

in zwei Typen vor: Kappa und Lambda®*.

Diese heute allgemein anerkannte Struktur von Antikdrpern wurde in den 1960er
Jahren von den Forschern PORTER und EDELMAN geprigt’™: Durch die
Zerstorung von Disulfidbriicken und kovalenten Bindungen erhielt EDELMAN
die vier Polypeptidketten des Antikorpermolekiils. PORTER zerstorte mit dem
Enzym Papain Polypeptidbindungen im Molekiil und erhielt die beiden
identischen Fab-Fragmente und das Fc-Fragment. Die Fab-Fragmente konnten
Antigene binden, weshalb sie als ,,fragments of antigen binding* kurz ,,Fab*
bezeichnet wurden’. Das Fc-Fragment war dazu nicht in der Lage. Aufgrund
thres Kristallisierens bei kalter Lagerung bekam es den Namen ,,fragment
crystallizable® oder ,,Fc***. Die Fab-Fragmente sind iiber die sog. ,,Hinge“-Region

mit dem Fc-Fragment verbunden®.

[/ CDRS\\ Antigen-Bindung
Fab-Region \\\
—— framework
residues
C.2
Fc-Region 2 4
C3

Bindung an Fc-Rezeptoren
Abbildung 5: Aufbau eines Antikérpermolekiils

Die Fab-Region besteht aus einer variablen leichten (V), einer konstanten leichten (Cy), einer
variablen schweren (V) und der konstanten schweren Kette Cy;1, welche iiber Disulfidbriicken
miteinander verbunden sind; die variablen Regionen exprimieren complementarity determining
regions (CDRs) zur Antigen-Bindung mit dazwischen liegenden framework residues; die Fc-
Region besteht aus zwei Cy2- und zwei Cyy3-Ketten, ebenfalls iiber Disulfidbriicken verbunden;
Fab- und Fc-Teile sind iiber die Hinge-Region miteinander assoziiert

Jede der vier Polypeptidketten besteht am C-terminalen Ende aus einem

konstanten Teil (C-Region) und am N-terminalen Ende aus einem variablen Teil
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(V-Region)”*. Die leichte Kette setzt sich stets aus einer variablen und einer
konstanten Doméne zusammen - Vi und C.°**. Die schwere Kette dagegen
besitzt eine variable und meist drei konstante Domédnen (Vy, Cyl, Cy2 und Cy3),
nur IgM hat mit Cy4 eine Zusitzliche’*”®. Die konstanten Regionen weisen
innerhalb von Isotypen bzw. Subklassen immer nahezu die gleiche
Aminosédurestruktur auf, wohingegen die variablen Regionen durch eine hoch
variable Aminosdurestruktur geprigt sind’**®. Aus dieser Variabilitit entstehen
Millionen verschiedener Antikdrpermolekiile, welche spezifisch sind fiir ein
bestimmtes Antigen. Die Spezifitidt eines Antikdrpers wird damit malBigeblich
durch die variable Region bestimmt: Zwischen Aminosduresequenzen mit
verminderter Variabilitit (,,framework residues®), besitzt sie in jeder
Polypeptidkette drei hypervariable Regionen — die ,,complementarity-determining
regions* (CDRI1, CDR2 und CDR3) — welche dazu fiihren, dass genau ein
bestimmtes Epitop eines Antigens gebunden werden kann™**. Die ,,framework
residues® bestimmen die Position der CDRs und beteiligen sich an der
Antigenbindung’. Die Vielfalt der hypervariablen Regionen ergibt sich bei der
Antikorperproduktion in der Plasmazelle: Fiir den variablen Teil existieren
verschiedene Genabschnitte, organisiert in V-, D- und J-Gen-Sequenzen welche
immer neu zusammengesetzt eine grofle Vielfalt an Kombinationsmoglichkeiten
zulassen®. Obendrein treten bei der Zelldifferenzierung nach Antigenkontakt
Punktmutationen auf’’®. Durch diese gehduften Punktmutationen und Selektion
der Plasmazellen, die den am besten passenden Antikérper produzieren, entstehen
in einem Prozess, der somatische Hypermutation genannt wird, hoch-affine

Antikorper’®”.

Dabei produziert ein Plasmazellklon strukturell identische, sog. monoklonale
Antikdrper, welche gegen ein bestimmtes Epitop des Antigens gerichtet sind'®.
Die Kombination aus der Antikdrperproduktion mehrerer Plasmazellklone fiihrt
zu einer polyklonalen Antikérperantwort, in welcher ein Antigen iiber mehrere

seiner Epitope spezifisch erkannt werden kann'®.

Die Bindung des Antigens erfolgt nach dem sog. ,,Schliissel-Schloss-Prinzip*: Ein
Antigen muss sich perfekt an die Bindungsstelle des Antikorpers anheften, damit
eine Bindung entsteht. Diese wird durch Wasserstoffbriickenbindungen, van-der-
Waals-Krifte, elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen ermoglicht

und ist reversibel’’. Je stirker die Bindung ausgeprigt ist, desto héher ist die
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Affinitdt des Antikdpers zu seinem Antigen. Nach mehrmaligem Antigenkontakt

nimmt die Affinitit zu®’.

Mit der Fc-Region kann der Antigen-Antikorper-Komplex an Zellen binden,
welche mit einem Fc-Rezeptor ausgestattet sind und eine biologische Reaktion
auslosen’. Dadurch werden beispiclsweise Makrophagen zur Phagozytose

angeregt und die Aktivierung von B-Zellen reguliert’*®®.

Mittels einer Bindung an Toxine und Viren kdnnen diese unschidlich gemacht

werden’*%®

. Um Zielstrukturen zu zerstoren, miissen sich Antikorper allerdings
der Mechanismen der unspezifischen Immunantwort bedienen. Deshalb fungieren
an Oberflichen gebundene IgG-Molekiile als Opsonine: Sie markieren die
Struktur zur Phagozytose durch Makrophagen und Neutrophile’*. AuBerdem sind
bestimmte Immunoglobulinklassen in der Lage iiber die Fc-Region das
Komplementsystem zu aktivieren, wodurch Zellen aufgeldst werden kénnen, aber
auch Chemokine und Opsonine entstehen, welche die Immunantwort

intensivieren’”.

2.3. Immunoglobulinklassen

Innerhalb der Familie der Antikorper gibt es groBe strukturelle und funktionelle
Variationen. Anhand dessen kann man fiinf Immunoglobulinklassen (oder
Isotypen) unterscheiden, welche sich strukturell in ihrer schweren Kette

unterscheiden: IgG, IgM, IgA, IgE und IgD.

IgM ist die Antikorperklasse, die als erstes in der B-Zell-Entwicklung exprimiert
wird sowie die der ersten Antwort auf eindringende Fremdkorper
(Primérantwort)’**®. Vor der Sekundirantwort auf ein Antigen erfolgt in den
Plasmazellen ein Immunglobulin-Klassenwechsel von IgM-Antikorpern hin zu
einer der anderen Klassen, welche dann diese zweite Reaktion prigt’’. IgM-
Antikorper machen 8% der Serum-Antikorper aus’™. Eine p-Kette bildet ihre
schwere Kette”. Uber eine ,joining“-Kette am C-terminalen Ende der letzten
Domine konnen mehrere Antikorpermolekiile assoziieren und multimere Formen
ausbilden®®. IgM kommt hauptsichlich als radidres Pentamer vor, in welchem die
Fab-Regionen nach auBlen gerichtet sind. Dadurch kann ein solcher Komplex
schnell viele Antigene binden und sehr effektiv das Komplementsystem
aktivieren’*. Monomeres IgM befindet sich ausschlieBlich in der Membran von B-

Zellen als B-Zell-Rezeptor’. Nicht alle IgM-Antikorper sind so spezifisch fiir ein
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Antigen: Es treten polyreaktive natiirliche IgM-Antikorper auf, die eine Vielzahl

an Antigenen erkennen konnen’.

IgG ist das hiufigste Inmunoglobulin im Serum (80%)’*, der Hauptantikérper der
Sekundédrantwort und malgeblich an der Beseitigung von eindringenden
Pathogenen beteiligt. Seine schwere Kette ist als y-Kette ausgepréigt94. Es gibt
verschiedene Subklassen: Beim Mensch IgG1-IgG4™, bei der Maus IgG1, 1gG2,
IgG3, IgG2a oder 2¢ und IgG2b’.

IgA ist der Antikorper der Schleimhaut-Immunitdt und ist Bestandteil von
Sekreten’”™. Im Serum liegt der Spiegel deshalb nur bei 13% aller
Immunoglobulinklassen’. Es besitzt eine o-Kette, kommt in zwei Subklassen

(IgA1 und 2) vor und bildet Dimere™.

IgE ist maf3geblich an allergischen Reaktionen beteiligt, da es an Basophile und
Mastzellen binden kann und bei Antigenkontakt ihre Degranulation bewirkt*®. Es

stellt neben IgD mit 0,003% den geringsten Teil der Serum-Antikorper dar™.

IgD ist gebunden an B-Zellen ein weiterer B-Zell-Rezeptor. Abgesehen davon

sind seine Funktionen weitgehend unbekannt™.

24. Fc-Rezeptoren
Uber Fc-Rezeptoren sind Antikdrper in der Lage mit der zelluldren Immunantwort
in Kontakt zu treten und zellulire Funktionen wie Phagozytose oder die

Freisetzung von Granula zu beeinflussen’®'"".

Fc-Rezeptoren sind Transmembranproteine mit einer extrazelluliren Doméne, an
welche die Antikorper mit ihrer Fc-Region binden, und einer intrazelluldren

Domine fiir die Signaltransduktion'"'

. Dabei kann je nach Rezeptortyp ein
aktivierendes oder inhibierendes Signal an die Zelle vermittelt werden'®'. Ein
Signal wird nur ausgelost, wenn mehrere Fc-Rezeptoren iiber die bindenden
Antikorpermolekiile quervernetzt sind — dies geschieht allein dann, wenn mehrere

Antikorpermolekiile dasselbe Antigen gebunden haben'®.

Die verschiedenen Immunoglobulinklassen unterscheiden sich darin, an welche

Fc-Rezeptoren sie binden konnen:

Fiir IgG-Molekiile stehen im humanen sowie im murinen Organismus die drei

Rezeptorklassen Feyl, Feyll und Feylll zur Verfigung™™'®. Zum aktivierend
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wirkenden FcyRI besteht die hochste Affinitit™. Er kann deshalb im Gegensatz zu
FeyRIT und FeyRIII auch monomeres IgG binden'*. In Nagern konnte zusitzlich
ein vierter hoch-affiner IgG-Rezeptor flir die Bindung von IgG2a und IgG2b
nachgewiesen werden: FcyIV'®. Die Fcy-Rezeptoren II und III kommen je in
zwei Isoformen vor: A und B. Die Isoform A vermittelt wie FcyRI eine
aktivierende Funktion, FcyRIIB dagegen wirkt inhibierend und FcyRIIIB
{ibermittelt iiberhaupt kein Signal’®. Die Maus besitzt davon allerdings lediglich
FeyRIIB und FeyRINIA'™. Aktivierend wirkende Fcy-Rezeptoren haben die
Gemeinsamkeit, dass sie fiir ihr stimulierendes Signal eine y-Kette mit einem
ITAM-Motiv benotigen, welche fiir das inhibitorische Signal von FcyRIIB nicht
notig ist'®1% " Die Fcy-Rezeptoren unterscheiden sich auBlerdem in ihrer
Bindungsaffinitit zu den verschiedenen IgG-Subklassen. Hierbei existieren grof3e
Unterschiede zwischen humanen und murinen Fcy-Rezeptoren'®. Eine
Besonderheit von murinen Fcy-Rezeptoren ist, dass FcyRIIB, FcyRIII und FcyRIV

auch IgE binden konnen'""'%

. In ihrer Expression auf Zellen der Immunabwehr
bestehen ebenfalls groe Differenzen zwischen den Fcy-Rezeptoren von Mensch
und Maus: Wihrend sich FcyRI im Menschen auf Monozyten, Makrophagen,
aktivierten Neutrophilen und dendritischen Zellen befindet, kann er in der Maus

nur auf letzteren gefunden werden®*'%

. Dafiir besitzen Méuse mit FcyRIV einen
hochaffinen aktivierenden Rezeptor auf Monozyten, Makrophagen und
Neutrophilen'**'%!% FcyRIIIA kann im Gegensatz zum Menschen in der Maus
neben der Expression auf natiirlichen Killer-Zellen, auf einer Vielzahl an Zellen
wie Monozyten, Makrophagen, Neutrophilen, dendritischen Zellen, Mastzellen,
Basophilen und Eosinophilen gefunden werden'*'%_ Der inhibitorische FcyRIIB
befindet sich im humanen und im murinen Organismus auf Monozyten,

Makrophagen, Neutrophilen, dendritischen Zellen, Basophilen und B-Zellen'**'*°,

IgM kann zusammen mit IgA an den Fco/pu-Rezeptor auf Makrophagen und B-
Lymphozyten binden'”. Daneben steht auch ein individueller Rezeptor fiir [gM
auf B-Zellen zur Verfiigung: Der Fcu-Rezeptor, auch als Toso/Fas apoptotic
inhibitory molecule 3 (FAIM3) bezeichnet''’. Dieser wird in der Maus auf B-

Lymphozyten exprimiert und ist involviert in IgM-Homdostase, B-Zell-Uberleben

111

und humoralen Immunantworten . Ob er jedoch daneben auch auf Granulozyten

oder Monozyten und Makrophagen vorhanden ist, wird kontrovers diskutiert''*

114
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IgA kann zusdtzlich iiber den Fca-Rezeptor mit myeloiden Zellen wie

Neutrophilen, Monozyten und bestimmten dendritischen Zellen interagieren’.

Tabelle 1: Expression der murinen Fc-Rezeptoren auf verschiedenen Zelloberflichen

Zellart FeyRI | FeyRIIB | FeyRITIA | FeyRIV (1;2‘;1‘; Fea/uR | FeaR
B-Lymphozyten + + +
Monozyten + + + ? +
Makrophagen + + + ? +
Neutrophile + + ? +
Eosionophile + + ?

Basophile + + ?

Mastzellen + +

g:lrllsrrlitische + + + + +
Natiirliche +

Killerzellen

2.5. Natiirliche Antikorper

IgM-Antikorper kommen in verschiedenen Varianten vor. Membran-gebunden
auf B-Zellen fungieren sie als B-Zell-Rezeptor'”. Geldst im Blut kann man
zwischen immun-IgM und natiirlichem IgM unterscheiden'"””. Immun-IgM wird
Antigen-spezifisch als Primirantwort auf eindringende Pathogene gebildet'".
Natiirliches IgM kann hingegen im Nabelschnurblut und im Blut von Fremd-
Antigen-frei gehaltenen Mausen gefunden werden''®. Demnach wird es nicht als
Reaktion auf exogene Antigene gebildet, sondern vermutlich vermittelt durch

endogene Antigene produziert'' ™"

Als Hauptquelle dieser natiirlichen Antikérper werden B1-B-Zellen der
PeritonealhShle angesehen. In der Maus sind diese gut charakterisiert und
konnen je nach Expression von CDS5 in zwei Unterklassen — Bla(CD5+)- und
B1b(CD5-)-Zellen — unterteilt werden’®'"”. Dadurch unterscheiden sich natiirliche
Antikorper auch im Ursprung von immun-IgM, welches groBtenteils B2-Zellen

entstammt’®!1>.

Die Produktion natiirlicher Antikdrper scheint durch Komplementfaktorrezeptor 2
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(CR2) beeinflusst zu sein. CR2 vermittelt normalerweise Funktionen des
Komplementsystems an B-Zellen und follikulire dendritische Zellen''®. Neben
CDI19 und CDS8]1 ist er Bestandteil eines B-Zell-Korezeptor-Komplexes, welcher
fir die B-Zell-Aktivierung und -Differenzierung notwendige Signale
vermittelt'*'?’. So interagiert CR2 mit Antigen-opsonisierenden Spaltprodukten
der Komplementkomponente C3, wie C3dg, C3d und iC3b'"®. Die gleichzeitige
Bindung eines C3d-opsonisierten Antigens an den B-Zell-Rezeptor sowie iiber
C3d an CR2 fiihrt zu einer starken Stimulation der B-Zelle: Auf diese Weise
haben schon kleine Mengen Antigen eine starke B-Zell-Antwort zur Folge'*''%,
Fiir viele Antigene scheint dieser Mechanismus wichtig zu sein fiir eine

120,123-125 .. .
| . Dartiber hinaus

spezifische Antikorperproduktion mit Klassenwechse
konnte in CR2-defizienten Mé&usen eine Verbindung von CR2 und einer
Hauptquelle natiirlicher ~ Antikérper  hergestellt werden: Ohne den
Komplementfaktorrezeptor 2 entsteht ein partielles Defizit der CDS5+-

Subpopulation von B1-Zellen!23:126

. Es ist moglich, dass CR2 in der Entwicklung
von Bl-Zellen nétig ist fiir positive und negative Selektion'**'?’. Ein Fehlen von
CR2 in diesem Stadium flihrt demnach zu einem verdnderten Repertoire an

natiirlichen Antikorpern'?’.

Natiirliche = Antikoérper sind normalerweise polyreaktiv. und  deshalb
multispezifisch fiir Eigen- und Fremd-Antigen. Durch den Antigenkontakt konnen
auch B1-Zellen eine positive Selektion und klonale Expansion, wie auch einen

128,129

Klassenwechsel erfahren . Beim IgG der Sekundérantwort handelt es sich

jedoch normalerweise um ein IgG, welches schwach oder iiberhaupt nicht mit

Fey-Rezeptoren interagieren kann (bei der Maus z.B. IgG3)'%.

Natiirliche Antikorper sind in der Lage phylogenetisch konservierte Strukturen
wie Nukleinsduren, Phospholipide und Kohlenhydrate zu erkennen''>'"*’. Dies
befdhigt sie einerseits an der Immunabwehr teilzunehmen und eingedrungene
Pathogene iiber unspezifische Oberflichen-Strukturen zu binden und der

Phagozytose bereitzustellen''

. Thre Hauptfunktion scheint allerdings in der
Beseitigung von apoptotischen Zellen und alternden Erythrozyten zu liegen.
Bedingt durch die oxidativen Verdnderungen solcher Zellen, werden neue
Phospholipid-Antigene =~ wie  Phosphorylcholin, Malondialdehyd  und

129,131-135

Phosphatidylcholin auf der Oberfldche exprimiert . Diese werden von

natiirlichen IgM-Molekiilen gebunden, welche den Kontakt zu Phagozyten
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herstellen'*""'*2. Die Abwesenheit von natiirlichen IgM fiihrt zu einer 3- bis 4-fach

136

verringerten Phagozytoserate . Dank des Erkennens und des Beseitigens von

gealterten oder geschéddigten Zellen bieten natiirliche Antikdrper einen Schutz vor

Autoimmun-Reaktionen' >

Allerdings sind die Effekte von natiirlichen Antikdrpern nicht immer schiitzend:
Unter anderem stehen sie mit der Entstehung von Ischimie-Reperfusionsschiden
(IRS) in Verbindung''>. WEISER et al. konnten feststellen, dass infolge einer
Ischimie IgM-Molekiile ans hypoxische Endothel binden"’. Sauerstoff-
unterversorgte Zellen erfahren eine Membran-Schédigung, welche zur Expression
von neuen antigenen Determinanten wie Annexin IV und nonmuscle Myosin auf
ihrer Oberfliche fithrt'*’'*°. ZHANG et al. konnten 2004 einen natiirlichen IgM-
Klon als Ausldser identifizieren, der nonmuscle Myosin heavy chain Typ II A und

C bindet""!*2,

2.6. Prothrombotische Eigenschaften von Antikorpern

Es gibt mehrere Hinweise dafiir, dass Antikorper einen prothrombotischen Effekt
besitzen. Ob diese Eigenschaft mit der Aktivierung des Komplementsystems und
dessen prokoagulatorischer Wirkung in Verbindung steht, oder ob die

Antikorpermolekiile selbst gerinnungsférdernd wirken, ist dabei meist unbekannt.

Schon 1958 konnte von ROBBINS und STETSON eine Verbindung zwischen
Antigen-Antikdrper-Komplexen und der Blutgerinnung festgestellt werden. In
ihren ex-vivo-Versuchen war das Serum spezifisch immunisierter Kaninchen bei
Zugabe des entsprechenden Antigens in der Lage die Gerinnung deutlich zu
beschleunigen, womit ein gerinnungsfordernder Effekt durch Antigen-Antikorper-
Reaktionen nachgewiesen wurde. Offen blieb dabei allerdings, ob Antikorper,
welche mit ihrem Antigen reagieren, die Gerinnung nur beschleunigen oder sogar
initiieren konnen und, ob das Komplementsystem an diesem Geschehen beteiligt
ist'®.

2.6.1. Interaktion mit dem Komplementsystem

Mit der massiven Rekrutierung von Neutrophilen und Monozyten hat das
unspezifische Immunsystem unbestreitbar einen groflen Einfluss in der
Entstehung der vendsen Thrombose. Ein weiterer ma3geblicher Bestandteil der
unspezifischen Immunabwehr ist das Komplementsystem, ohne welches eine

solch massive Entziindungszellansammlung schwer denkbar ist. Uber die
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Interaktion mit Antikérpern stellt das Komplementsystem gleichzeitig eine

Verbindung zur spezifischen Immunabwehr her.

Genau wie das Gerinnungssystem, ist auch das Komplementsystem kaskadenartig
aufgebaut. Es besteht aus einer Folge inaktiver Proteine, welche nach ihrer
Entstehung in der Leber im Blut-Plasma zirkulieren®’. Werden sie aktiviert,
verdndern sie ihre Struktur und kdnnen sich mit anderen Komponenten verbinden.
Dadurch werden sie direkt zu Effektoren des Komplementsystems mit
biologischer Aktivitdt oder zu einem aktiven Enzym der Kaskade, welches die

nichst-folgende Komponente aktivieren kann'**

. Die Kern-Komponenten der
Kaskade stellen die aufeinanderfolgenden 9 Zentralproteine C1-C9 dar'*.
AulBlerdem sind entsprechende Rezeptoren flir die Komplement-Komponenten

sowie die notigen Regulatoren und Inhibitoren wichtige Bestandteile.

Das Komplementsystem ist von entscheidender Bedeutung fiir die Immunabwehr.
Es ist maligeblich beteiligt an der Beseitigung von Mikroorganismen und

absterbenden Zellen des Korpers.

Zur Zerstorung von Mikroorganismen und zur Beseitigung apoptotischer Zellen,
werden diese durch das Komplementsystem mit den Opsoninen C3b und C4b fiir

Phagozyten gekennzeichnet''#+140,

Mit Hilfe der Freisetzung von C3a und C5a wird ein entziindliches Milieu
geschaffen: Als Anaphylatoxine fithren diese Komponenten zu einer erhohten
Gefallpermeabilitit, indem sie die Histamin-Freisetzung aus Mastzellen
stimulieren, und als Chemokine rekrutieren sie Leukozyten an den Ort des

45,146

Geschehens . Die angesammelten Immunzellen besitzen Rezeptoren, woriiber

sic die Komplement-markierten Erreger erkennen konnen und diese

phagozytieren'**!.

Zudem kann der gebildete terminale Membranangriffskomplex C5b-9 (MAK)
Mikroorganismen und Zellen direkt auflésen. Mit diesem lipophilen Komplex, der
sich wie eine Pore in Zellmembranen einlagert und zum Wassereinstrom in die
Zelle fiihrt, wird es moglich Zellen zu zerstéren®. Bei seinem Zusammenbau
werden zundchst C5b, C6, C7 und C8 an die Zellmembran angelagert. C8 kann
nachfolgend mehrere C9-Molekiile zu einer Pore in der Zellmembran
polymerisieren, wodurch der MAK vervollstindigt wird®’*. In sublethalen Dosen

in Zellmembranen eingelagert, wirkt der MAK jedoch auch Zell-aktivierend'*".
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Abbildung 6: Drei Aktivierungswege der Komplementkaskade, modifiziert nach KOLEV et
a1.148

Der klassische Weg iiber die Komponente C1q sowie der Lektin-Weg tiber MBL miinden
gemeinsam in der Aktivierung von C4 und C2 sowie in der Bildung der C3-Konvertase C4bC2a;
im alternativen Weg wird spontan hydrolysiertes C3 an Faktor B (,,B*) gebunden und durch Faktor
D in die erste C3-Konvertase des alternativen Wegs umgewandelt (C3(H20)Bb); diese setzt C3 in
C3aund C3b um, was in einer zweiten oberflaichengebundenen C3-Konvertase des alternativen
Wegs (C3bBbP) resultiert (,,P“=Properdin); die C3-Konvertasen setzen C3 in C3a und C3b um;
dies fiihrt unter anderem zur Bildung der C5-Konvertasen, welche C5 spalten und zur Bildung von
C5a und der Zusammensetzung des MAK auf Zelloberfldchen fithren

2.6.1.1. Antikorper-abhingige Aktivierung
Die Aktivierung des Komplementsystems kann durch vielseitige Strukturen und
Molekiile erfolgen. Einen Hauptaktivator stellen Antigen-Antikdrper-Komplexe

dar.

Die Aktivierung kann auf drei unterschiedlichen Wegen erfolgen. Alle miinden
jedoch in der Bildung einer C3-Konvertase: Im klassischen und Lektin-Weg
C4b2a, im alternativen Weg C3bBb*. Die C3-Konvertase kann C3 in C3a und
C3b spalten®.

Nach der Bildung von C3b, kann in allen Wegen die C5-Konvertase
zusammengesetzt werden. Abgespaltenes C3b heftet sich an Zelloberflachen und
kann wiederum C5 und die C3-Konvertasen des jeweiligen Wegs binden*>'**. Auf
diese Weise entstehen die entsprechenden C5-Konvertasen: Im klassischen und
Lektin-Weg C4b2a3b, im alternativen Weg C3bBb3b*. Mit der C5-Konvertase

kann C5 in die Komponenten C5a und C5b umgesetzt werden™® .
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2.6.1.1.1. Klassischer Weg

Der klassische Weg ist der am lidngsten bekannte Weg der
Komplementaktivierung. Seine Aktivierung wurde seit jeher mit Antikdrpern in
Zusammenhang gebracht: Antigen-gebundenes IgG oder IgM bindet mit der Fc-

Region an die erste Komponente der Komplementkaskade - C1q™.

Clq ist ein Protein, dessen Gestalt an einen Blumenstrau$ erinnert'*’: Es besteht
aus 6 strukturellen Einheiten, jeweils aufgebaut aus den 3 Aminosdureketten A, B

und C, welche eine Triple-Helix ausbilden'®

. Am N-terminalen Ende sind jeweils
ein A-B-Dimer und ein C-C-Dimer iiber Disulfidbriicken miteinander verbunden,
was die 6 Triple-Helices zu einem Molekiil vereint'>*'*!. Am C-terminalen Ende
divergieren die einzelnen Einheiten in verschiedene Richtungen auseinander und
miinden in einer Art Kopf — der globulédren Doméne, mit welcher der Kontakt zum

Liganden hergestellt wird'*"".

Die 6 Clg-Kopfe haben spezielle Oberflichenstrukturen, die ihnen ermdglichen
iiber geladene und hydrophobe Aminosdurereste mit Liganden in Kontakt zu
treten'”. Clq ist ein sog. ,pattern-recognition-molecule, das neben
Immunglobulinen eine Vielzahl anderer Strukturen erkennen und binden kann. So
konnen auch Antikérper-unabhingig Mikroorganismen und apoptotische Zellen

erkannt werden'*1°%1%4,

Die Immunoglobulin-assoziierte Bindung von Antigenen an Clq stellt allerdings
immer noch einen unabkdmmlichen Auslosemechanismus des klassischen Wegs
dar. Nicht alle Antikorper-Isotypen sind dabei gleich effektiv: IgM, IgG1 und
IgG3 konnen besser binden als [gG4, wihrend IgA, IgD und IgE den klassischen

Weg iiberhaupt nicht aktivieren kénnen'>>'.

In Untersuchungen zum Bindemechanismus von IgG an Clq, konnte die CH2-
Doméne der Fc-Region des Antikorpers als Bindungsstelle fiir C1q ausgemacht
werden'>"*?. Lys322 des IgG-Molekiils und mehrere Arginin-Reste der B-Kette

von C1q sind an der Bindung hauptsichlich beteiligt'**'°".

IgM soll iiber die Aminosdurereste Asp356, Asp417, Glu418, His420 sowie
Proline an Position 434 und 436 seiner CH3-Domine an Clq binden'®"'®. Uber
die genaue Bindungsstelle an der globuliren Doméne von Clq ist wenig

bekannt'®*,
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Clq ist nur einer der drei Bestandteile der ersten Komplementkomponente CI.
Diese besteht auBerdem aus den Serinproteasen Clr und Cls. Bei der Cl-
Aktivierung miissen die drei Komponenten so lange miteinander interagieren, bis
Clr und in der Folge Cls aktiviert wird. Dies gelingt am besten in Anwesenheit
von Immunkomplexen, da diese die Assoziationszeit der einzelnen Komponenten

verldngern und dadurch die Aktivierung von C1 stirken'®.

Uber die Aktivierung von C1 fiihrt der klassische Weg zur Spaltung von C4 in
C4a und C4b sowie von C2 in C2a und C2b. C4b kann mit C2a die C3-
Konverstase des klassischen Wegs (C4b2a) bilden®.

Abweichend von der traditionellen Sichtweise, nach welcher allein der klassische
Weg durch Antikorper aktiviert wird, konnte inzwischen gezeigt werden, dass
auch die anderen beiden Aktivierungswege des Komplementsystems Antikorper-

abhéngig initiiert werden konnen.

2.6.1.1.2. Lektin-Weg

Das Mannose-bindende Lektin (MBL) des Lektin-Wegs ist dhnlich aufgebaut wie
Clq: MBL besteht aus Polypeptidketten, welche N-terminal durch
Disulfidbriicken zusammengehalten werden und C-terminal auseinander

167,168

divergieren C-terminal besitzt das Protein globuldre Kohlenhydrat-

Erkennungs-Doménen, welche einzelne Bindungsstellen fiir bestimmte

8

Monosaccharide aufweisen'®. Hieriiber erfolgt die Erkennung von auf

Mikroorganismen exprimierten Kohlenhydratgruppen'®”'%.

Antikorper besitzen ebenfalls glykosilierte Stellen in ihren schweren Ketten.
Wenn diese am Ende N-Acetylglucosamin aufweisen, kann MBL daran
binden'®'”. IgG, IgM und auch IgA tragen solche Strukturen'’'. Bei Antigen-
gebundenem humanem IgM sind diese allerdings nicht mehr gut zuginglich fiir
MBL, sodass die schwache MBL-Bindung fiir eine Aktivierung des

19 Antigen-

Komplementsystems iiber den Lektin-Weg nicht ausreichend ist
gebundenes IgG und IgA ist dagegen in der Lage die Kaskade nach MBL-
Bindung zu inititeren. Dies gelingt jedoch nur dann effektiv, wenn
Immunkomplexe vorliegen und MBL gleichzeitig an mehrere Glykane auf einmal

binden kann'”’,

Infolge der Bindung an Zielstrukturen erfahren die MBL-assoziierten

Serinproteasen (MASP-1, MASP-2 und MASP-3) eine Konformationsdnderung
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und aktivieren iiber die Spaltung von C2 und C4 die Komplement-Kaskade'®®,

Auch der Lektin-Weg bedient sich der C3-Konvertase (C4bC2a) des klassischen
Wegs45.

2.6.1.1.3. Alternativer Weg

Im alternativen Weg kann spontan hydrolysiertes C3 als C3(H,O) an Faktor B des
Serums binden. Dieser C3(H,0)-Faktor B-Komplex wird durch Faktor D in die
16sliche C3-Konvertase (C3(H,O0)Bb) des alternativen Wegs gespalten'*®. Auch
im alternativen Weg konnen spezifisch Strukturen von Mikroorganismen und
apoptotischen Zellen erkannt werden. Dies erfolgt iiber das ,,pattern-recognition-
molecule” Properdin. Aus der Spaltung von C3 resultierendes C3b wird durch
Properdin an die Oberfldche der erkannten Zellen rekrutiert. Dies ermdglicht die
Zusammensetzung einer stabilen Oberflichen-gebundenen C3-Konvertase des

alternativen Wegs: C3bBbP'">!7,

Im alternativen Weg gibt es ebenfalls Wechselwirkungen mit Antikérpern. IgG-
Molekiile sind mit ihrer schweren Kette in der Lage C3b zu binden und auf diese
Weise die Zusammensetzung der C3-Konvertase des alternativen Wegs zu
initiieren. Obendrein wird das IgG-gebundene C3b weniger schnell gespalten, als
ungebundenes'*. Polymeres IgA kann den alternativen Weg aktivieren'”>. Der

165 Wahrscheinlich stabilisiert es die C3-

genaue Mechanismus ist noch nicht klar
Konvertase, moglicherweise kann es aber auch direkt mit Properdin

interagieren'®.

2.6.1.2. Interaktion des Komplementsystems mit der Gerinnung

Langer ist bekannt, dass die beiden dhnlich aufgebauten Kaskaden der Gerinnung
und des Komplementsystems miteinander interagieren — eventuell stammen sie
von einem gemeinsamen Vorldufer ab'’®. Im gleichen Sinne findet auch eine

gegenseitige Stimulierung von Komplementsystem und Thrombozyten statt.

MARKIEWSKI et al. haben 2007 bekannte prokoagulatorische Einfliisse von

Komplementkomponenten dargestellt'*’:

Die Thrombozyten-Aktivierung via Komplement erfolgt im Wesentlichen iiber
eine Modifikation ihrer Oberflache: Der terminale sublytische C5b-9-Komplex
der Komplementkaskade kann sich in die Zellmembran einlagern und so die

Pléattchen dazu veranlassen, prokoagulatorische Granula und Mikropartikel frei zu
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setzen'”"'"®. Durch die Einlagerung wird auch die Anordnung der Phospholipide
verindert — die Gerinnungskaskade kann nun auf der Oberfliche stattfinden'”.
Zudem wird die Expression von P-Selektin und Integrinen auf der Plittchen-
Oberfliche durch gebundenes Clq induziert'®. An P-Selektin wiederum kann
C3b binden und dadurch die Aggregation der Thrombozyten fordern'®'. C3a allein

kann ebenfalls Plittchen aktivieren und ihre Aggregation veranlassen'™.

Auf dhnliche Weise wie Thrombozyten konnen Komplement-Komponenten auch
Endothelzellen aktivieren: Auch hier fiihrt die Einlagerung der inaktiven Form des
MAK in die Zellmembran sowie die Bindung von Immunkomplexen zusammen
mit Clq zur Bildung von Mikropartikeln, zur Expression von
Adhisionsmolekiilen und zur Bildung einer Plattform fiir die Zusammensetzung

des Prothrombinase-Komplexes183'185

. Zusitzlich wird die antikoagulatorisch
wirksame Schicht aus Heparansulfat von der Endotheloberfliche durch

Antikdrper in Kombination mit C5a entfernt' ™.

Ebenfalls mittels C5a und des inaktiven MAK, wird die TF-Expression auf der

Oberfliche von Endothelzellen sowie der von Leukozyten gesteigert'®>'#7-158,

Zusammengefasst provoziert ein aktiviertes Komplementsystem neben einer

Entziindungszellrekrutierung ein prokoagulatorisches Milieu.

Umgekehrt konnen allerdings auch Gerinnungsfaktoren und Plédttchen das
Komplementsystem aktivieren'®"'**'**. Auf diese Weise wird die Aktivierung des
Komplementsystems bei vorliegendem prokoagulatorischen Status noch
potenziert, was wiederum die Gerinnung aktiviert — es entsteht ein sich immer
weiter steigernder Kreislauf, der zu Blutgerinnung, Fibrinbildung und Entziindung

fiihrt.

2.6.1.3. Einfluss des Komplementsystems auf die venése Thrombose

Die oben beschriebene Verbindung von Komplementsystem und Gerinnung
macht deutlich, dass alle Mechanismen, die in der Entstehung einer vendsen
Thrombose relevant sind, gleichzeitig mit dem Komplementsystem verkniipft sein
konnen: Im aktivierten Zustand kann es Leukozyten rekrutieren, Pléttchen und

auch Endothelzellen aktivieren.

In der Dissertation von FIOLA wurde der Einfluss von bestimmten

Komplementkomponenten auf die Entstehung der vendsen Thrombose im
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Stenose-Mausmodell untersucht. Dabei konnte ein statistisch signifikant
vermindertes Thrombusgewicht bei Mdusen ohne die Komplementkomponente
C4 sowie bei einem gleichzeitigen Fehlen von C3 und C4 ermittelt werden.
Histologisch und intravitalmikroskopisch konnte eine grofle Bedeutung von C4

fir die Ansammlung von Leukozyten im Thrombus beobachtet werden®.

2.6.2. Beteiligung von Antikorpern an klinisch relevanten thrombotischen
Erkrankungen
Obwohl Antikérper iiber die Aktivierung des Komplementsystems wichtige
Mediatoren der Entziindungsreaktion darstellen, sind die Mechanismen ihrer
prothrombotischen Wirkung weitgehend unklar. Es existieren jedoch klinische
Beobachtungen, die auch bei der Thrombose eine bedeutende Rolle von
Antikorpern nahe legen. So gibt es mehrere Studien, die den Zusammenhang
zwischen der Erkrankung monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz
(MGUS) mit dem Auftreten arterieller und venodser Thrombosen herstellen.
MGUS kann eine Vorstufe des Multiplen Myeloms darstellen, ist an sich aber
eine gutartige B-Zell-Proliferation. Durch die exzessive Vermehrung eines
Plasmazellklons resultieren gro3e Mengen eines monoklonalen Immunoglobulins,
welches prinzipiell aus jeder Immunoglobulinklasse stammen kann'"'.
KRISTINSSON et al. fanden ein 4-fach erhohtes Risiko fiir vendse Thrombose
bei Patienten mit IgG- oder I[gA-MGUS — nicht aber bei Patienten mit IgM-
Klonen®. Auch eine dénische Studie kam zu dem Ergebnis, dass MGUS zu einem

erhdhten VTE-Risiko fiihrt!®?.

Fiir das Antiphospholipid-Syndrom (APS) ist ein Auftreten von Thrombosen im
Zusammenhang mit Antiphospholipid(aPL)-Antikorpern erwiesen. Dieses
Syndrom ist durch das Vorkommen von pathologischen Antikorpern, welche
gegen Phospholipid-bindende Proteine wie B,-Glykoprotein I (B2-GPI) oder
Prothrombin gerichtet sind, gekennzeichnet und durch das Auftreten vaskularer
Thrombose geprigt’. In-vitro und in-vivo konnten aPL-Antikorper eine
Thrombenbildung verstirken™'*>'**, ISHIKURA et al. untersuchten auBerdem das
Vorkommen von Antiphospholipid-Antikorpern bei Patienten mit TVT und
beobachteten eine hohe Privalenz an anti-Prothrombin-IgG*. Der Mechanismus,
mittels welchem die aPL-Antikorper eine Thrombose einleiten kdnnen, ist jedoch
noch nicht ganz gekliart. YANG et al. konnten in vitro eine Prothrombinase-

Aktivitdt der anti-Prothrombin-Antikdrper beobachten, was in Patienten die
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Fibrin-Bildung verstirken konnte'”>. Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass
die Antikorper mit Phospholipid-bindenden Proteinen interagieren, die selbst auf
bestimmten Zellmembranen gebunden sind. Auf diese Weise entsteht durch einen
indirekten Kontakt eine Stimulation von verschiedenen Zelltypen. Endothelzellen
reagieren darauf mit einem entziindlichen und prokoagulatorischen Phinotyp mit
verstirkter Leukozyten-Adhésion und vermehrter TF-Expression™'**'?*17 " Auch

Monozyten werden zur TF-Expression angeregt™'’’

5,193

sowie Thrombozyten zur
Aggregation™ . Eine direkte Hemmung von natiirlichen Antikoagulanzien soll
ebenfalls zu einem prokoagulatorischen Status beitragen’. Da bei dem Syndrom
jedoch immer aPL-Antikérper, aber nicht immer auch eine thrombotische
Erkrankung  vorliegen, scheint der durch  Antikérper  verursachte
prokoagulatorische Zustand fiir die Induktion eines Gerinnsels noch nicht
auszureichen. Gleichzeitig muss eine andere, bisher unbekannte Gegebenheit als
endgiiltiger Ausloser vorliegen’. Sicher ist, dass auch das aktivierte
Komplementsystem eine wichtige Rolle bei der Thrombenbildung spielt, da in
APS-Modellen Tiere ohne die Komponenten C3, C5 oder Teile des terminalen
Komplement-Komplexes (MAK) resistent waren gegen aPL-Antikorper-

198,199

induzierte Thrombosen Eine weitere Moglichkeit wire, dass das

Phospholipid-haltige Antigen nur in bestimmten Zustinden durch die aPL-

Antikdrper erkannt werden kann>*

. Dafiir muss es moglicherweise erst durch eine
Konformationsinderung oder biochemische Anderung entschliisselt werden™,
vielleicht auch auf bestimmten biologischen Oberflichen in einer entsprechenden

Dichte exprimiert werden®".

Antikorper scheinen demnach in der Lage zu sein, die Gerinnung selbststindig
oder iiber die Aktivierung des Komplementsystems zu beeinflussen. Ob dies auch
eine Rolle fiir die vendse Thrombose spielt und welche zelluldren und
molekularen Mechanismen daran beteiligt sind, soll in dieser Arbeit aufgeklért

werden.
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I11. ZIELSETZUNG

1. Untersuchung des Einflusses von Antikorpern auf die

venose Thrombose

Hauptziel dieser Arbeit ist es, erste Erkenntnisse iliber die Beteiligung von
Antikorpern am Geschehen der durch Flussreduktion induzierten TVT zu
gewinnen. Zu diesem Zweck werden verschiedene Antikdrper-Knockout-
Mausstimme hinsichtlich Thrombusgewicht und —inzidenz im Stenose-

Mausmodell untersucht.

Ein moglicher Zusammenhang zwischen Antikdrpern und der Auslosung vendser
Thrombose soll auf zelluldrer und molekularer Ebene im Detail analysiert werden:
Im Mausmodell soll bestimmt werden, welche Immunoglobulinklassen an dem
Prozess beteiligt sind und, ob Antikoérpermolekiile ohne spezifische Bindung an
ein Antigen TVT induzieren konnen oder eine spezifische Antigenbindung

erfolgen muss.

Blutanalysen sowie Antikdrperserumspiegel der Mausstimme sollen ebenfalls zur

Auswertung herangezogen werden.

2. Charakterisierung der antikorperabhingigen

Thrombusbildung

Im Anschluss soll auf die zelluliren und molekularen Mechanismen eingegangen
werden, welche den Zusammenhang zwischen der Anwesenheit von Antikérpern
und dem Auftreten vendser Thromben erkldren. Die bisher bekannten
Entstehungsmechanismen der vendsen Thrombose basieren auf dem
immunologischen Prozess der Rekrutierung von Leukozyten und Thrombozyten,
wie auch einer massiven Fibrinbildung. Antikoérpermolekiile konnten an der
Akkumulierung von Leukozyten und Blutpldttchen im Thrombus beteiligt sein,

wie auch direkt die Blutgerinnung beeinflussen.

Deshalb soll zunédchst untersucht werden, ob eine direkte Fc-Rezeptor-abhédngige
Interaktion von Antikoérpermolekiilen mit im Rahmen der vendsen Thrombose
relevanten Zellen der unspezifischen Immunabwehr, wie Monozyten und

Neutrophilen, fiir die Ausbildung einer TVT relevant ist.
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Im Mausmodell wird anschlieBend mittels Intravitalmikroskopie die Rekrutierung
von Leukozyten und Thrombozyten in den ersten sechs Stunden der

Thrombusbildung bei kompletter Antikorperdefizienz untersucht.

Ein moglicher direkter Einfluss von Antikorpern auf die Blutgerinnung wird mit

Hilfe thrombelastometrischer Analysen dargestellt.

3. Analyse der Bedeutung natiirlicher Antikorper fiir die

venose Thrombose

Im Speziellen soll auch der Effekt natiirlicher Antikorper eingehender studiert

werden.

Ihre Beteiligung im Geschehen der TVT wird im Mausmodell iiber
Thrombusgewicht und —inzidenz {iberpriift und im Anschluss histologisch genauer
charakterisiert. Dabei soll die Verteilung von IgG- und IgM-Molekiilen in
vendsen Thromben aus dem Stenose-Modell immunhistologisch dargestellt

werden.
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IV. MATERIAL UND METHODEN

1. Versuchstiere

Allen Versuchen dieser Arbeit liegen Untersuchungen an der Maus (in-vivo und
ex-vivo) zugrunde. Fiir die immunologische Fragestellung scheint diese Tierart
gut geeignet, denn sie ist immunologisch gut charakterisiert. AuBlerdem stehen
von diesem Versuchstier zahlreiche genetisch verdnderte Knockout-Stimme zur
Verfligung, wovon auch die vorliegende Arbeit zur Erforschung der Rolle von
Antikorpern bei der TVT abhédngig war. Das in unserer Arbeitsgruppe bereits
etablierte Modell zur Stenosierung der Vena cava caudalis wurde ebenfalls in der
Maus entwickelt und hat sich dort gut bewéhrt. Zudem eignet sich die Maus als

Versuchstier durch schnelle Reproduktionsraten und geringe Haltungskosten.

Das vorliegende Versuchsvorhaben wurde von der Regierung von Oberbayern
gemil §8 des Tierschutzgesetzes (Fassung vom 18. Mai 2006, zuletzt geéndert
am 28. Juli 2014) mit den Aktenzeichen 55.2-1-54-2532-30-13, 55.2-1-54-2531.3-
41-13 und 55.2-1-54-2532-198-14 genehmigt.

1.1. Wildtypstamm C57BL/6J

Alle relevanten genetisch verénderten Linien fiir diese Arbeit wurden auf dem
genetischen Hintergrund des C57BL/6J-Mausstamm geziichtet. Deshalb wurde
diese Mauslinie als Wildtyp-Kontrollgruppe verwendet.

Der C57BL/6J-Inzuchtstamm ist ein ausgezeichneter Hintergrundstamm fiir viele
induzierte Mutationen, weshalb er in der Forschung gerne und hiufig eingesetzt
wird*”.

1.2. Komplementfaktorrezeptor 2-defiziente Méuse

Eine Mutation im CR2-Lokus fiihrt bei dieser Mauslinie zu einem Fehlen von

Komplementfaktorrezeptor 1 und 2, da sich diese bei der Maus auf demselben

123,203
Gen befinden “.

CR2-defiziente Maiuse (kurz CRZ'/') haben eine normale B- und T-Zell-
Entwicklung'®® und physiologische Serumspiegel an Komplementproteinen, wie

auch an IgM, IgG1 und IgA'>'%°,

Allerdings besitzt dieser Stamm Defizite in der spezifischen Antikorperproduktion
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gegen T-Zell-abhingige Antigene'**'?

CD5+ Bl-Zellen'”. Durch eine 50%-ige Reduktion von CD5+ B1-Zellen haben

sowie in der Ausprdagung von peritonealen

CR2-defiziente Méuse ein verdndertes Repertoire an natiirlichen Antikdrpern und

deshalb eine verdnderte Immunreaktion auf korpereigene Antigene'*'2%!%7,

Die Méuse sind phénotypisch gesund und ziichten normal.
1.3. Maiuse mit verinderter Antikorper-Produktion

1.3.1.  sIgM-Knockout-M:use

Ein mittels homologer Rekombination in das Genom von C57BL/6J-Wildtyp-
Tieren eingebrachter cDNA-Vektor, fithrt zu einem Austausch sdmtlicher
schwerer pg-Ketten von sezerniertem IgM gegen die schweren pp,-Ketten von

membrangebundenen IgM***

. Daraus entstehende sIgM-Knockout-Miuse (kurz
sIgM'/') konnen daher nur noch membrangebundenes IgM in physiologischer
Menge exprimieren, haben aber die Féhigkeit, sezerniertes IgM zu produzieren,
verloren®”. Trotzdem ist dieser Stamm zu einem normalen Klassenwechsel mit
der  Produktion anderer Immunoglobulinklassen in  physiologischen
Konzentrationen in der Lage: ELISA-Analysen der Serumspiegel verschiedener
Antikorper-Isotypen in adulten sIgM'/ -Maéusen ergaben fiir IgG1, IgG2a, IgG2b,
IgG3 sowie IgA annihernd gleiche Werte wie fiir Wildtyp-Mause®™. Die IgM-

Konzentration war dagegen bei sigM-Knockout signifikant erniedrigt*®*.

Dieser Stamm eignet sich fiir die isolierte Darstellung des Effekts eines IgM-
Defizits auf die vendse Thrombusbildung, bei gleichzeitiger Anwesenheit der
anderen Immunoglobulinklassen in physiologischen Konzentrationen. Die Méuse

sind phénotypisch gesund und ziichten normal.

1.3.2. AID-Knockout-Miuse

AID-Knockout-Miuse (kurz AID™") haben nur Antikorper der Klasse IgM, da
thnen das Enzym aktivierungsinduzierte Cytidin-Deaminase (Activation-induced
cytidine deaminase, AID) fehlt. Dieses Enzym ist essenziell fiir den
Immunglobulin-Klassenwechsel und die somatische Hypermutationgg. Deshalb
kann dieser Maus-Stamm die Produktion von IgM-Antikérpern nicht auf eine
andere Klasse umstellen, aber trotzdem spezifische IgM-Antikorper gegen ein
Antigen herstellen. Allerdings besitzen diese IgM-Antikorper bedingt durch die

defekte Hypermutation weniger Punktmutationen und sind nicht hoch-affin”. Die
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Serum-Level an IgM, IgG und IgA wurden von MURAMATSU et al. bestimmt:
IgG3, IgG2b und IgA waren nicht detektierbar. IgG1- und IgG2a-Spiegel waren
extrem niedrig. Dagegen waren IgM-Antikorper stark erhoht, was auf eine
starkere Aktivierung und Akkumulierung der B-Zellen nach Antigen-Stimulation
zuriickgefiihrt wurde®. AID”"-Miuse produzieren daher groBe Mengen an IgM,

die weit iiber dem physiologischen Normalwert liegen.

Mit dieser Linie kann der Effekt von IgM sowie gleichzeitig die Auswirkung
fehlender anderer Immunoglobulinklassen auf das Geschehen der vendsen
Thrombose analysiert werden. Die Méuse sind phanotypisch gesund und ziichten

normal.

1.3.3. sIgM-AID-Knockout-Mause

sIgM-AID-Knockout-Méuse (kurz sIgM”AID”) vereinen die genetischen
Verianderungen des sIgM- mit denen des AID-Knockout-Stammes, weshalb sie
iiberhaupt keine Antikorper mehr bilden konnen, aber dennoch B- und T-

Lymphozyten besitzen.

Deshalb kann mit diesen Tieren die vendse Thrombose allein hinsichtlich einer
kompletten  Antikorper-Defizienz untersucht werden. Die Maiuse sind

phinotypisch gesund und ziichten normal.

1.4. Fcy-Rezeptor-Knockout-Miause

Den verwendeten Fcy-Rezeptor-Knockout-Mausen (kurz FcyR'/ 'FcyRIIb'/ ") fehlt
Knockout-bedingt die fiir die aktivierenden IgG-Rezeptoren FcyRI, FcyRIII und
FcyRIV essenzielle y-Kette wie auch der y-Ketten-unabhdngige inhibitorische

102,105205 Dadurch besitzen sie ein Defizit aller vier Unterarten

FeylIB-Rezeptor
muriner Fcy-Rezeptoren und sind demnach nicht mehr in der Lage die Funktion
von IgG iiber Fc-Rezeptoren zu vermitteln. Zusétzlich fiihrt das Fehlen der y-

Kette auch zum Defekt des IgE-Rezeptors FceRI'**2%,

Mit dieser Linie kann daher die Bedeutung der Fc-Rezeptor-abhingigen
Interaktion von IgG mit Zielzellen wie Monozyten und Neutrophilen im
Geschehen der vendsen Thrombose analysiert werden. Die Maiuse sind

phénotypisch gesund und ziichten normal.
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1.5. Tierhaltung

1.5.1. Haltungsbedingungen

Die Haltung der Méuse im Walter-Brendel-Zentrum erfolgte nach FELASA-
Hygienebedingungen (Federation of European Laboratory Animal Associations)
in Tierhaltungsschranken (Bioscape Uniprotect, Bioscape GmbH, Castrop-
Rauxel), welche eine eigene hygienische Einheit darstellen und in fiir die
Tierhaltung vorgesehenen Ridumen aufgestellt waren. Der Zugang zu diesen
Ridumen war zur Reduktion der Stress- und Keimbelastung durch ein
Transpondersystem personenlimitiert und nur nach Anlegen von Schutzkleidung
gestattet. Innerhalb der Tierhaltungschrinke konnte ein Mikroklima von 22+1°C
bei einer rel. Luftfeuchtigkeit von 55+5% aufrechterhalten und gleichzeitig ein

12-Stunden Tag-Nachtrhythmus etabliert werden.

Die Tiere wurden in Makrolon-Kifigen vom Typ II long in Gruppen von
mindestens 2 und maximal 4 Tieren gehalten (gewichtsabhingig). Die staubarme
und sehr saugfihige Weichholzfaser-Einstreu (Firma Abbed) wurde einmal
wochentlich gewechselt und die Tiere in einen neuen sauberen Kéfig mit frischer
Trinkflasche umgesetzt. Uber die Trinkflasche stand Wasser ad libitum zur
Verfligung. Auch das pelletierte Alleinfutter fiir Mause (Sniff Spezialdidten
GmbH, Soest) wurde den Tieren ad libitum angeboten. Als Enrichment stand den
Maiusen grobe Einstreu (Abbed Nestbaumaterial B E-011, Faserbreite 3,5mm, E-
012, Faserbreite 4mm + NBU EO014, Faserbreite 120mm) und Maushéuschen aus
Pappe zur Verfiigung.

Vierteljéhrlich fand ein erweitertes Hygiene Monitoring nach FELASA-
Richtlinien statt. Situationsbedingt gab es stichprobenartige Untersuchungen nach

dem kleinen FELASA-Protokoll.

Da die Zucht der Tiere nicht am Walter-Brendel-Zentrum erfolgte, wurden die
Maiuse fiir die Experimente dorthin transportiert. Nach dem Transport wurden die
Tiere frithestens nach sechs Tagen in den Versuch genommen, damit sie sich an
die verdanderten Umweltbedingungen gewdhnen und sich vom Transportstress

erholen konnten.

1.5.2. Haltungsbedingungen im Experiment

Im Versuch mit Wiedererwachen musste die Unterbringung der Tiere nach der
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Operation anders erfolgen als unter normalen Bedingungen:

Die wieder vollstindig wachen Tiere wurden in Makrolon-Kéfigen gehalten,
welche statt mit Einstreu mit saugfahigen Papiertiichern (Wypall, Kimberly-Clark,
Koblenz) und Kosmetiktiichern (facial tissues, WEPA Professional GmbH,
Arnsberg) zum Nestbau ausgelegt waren. Auf diese Weise wurde verhindert, dass
Einstreumaterial und Staub an der Wunde anhaftet und diese irritiert. Aulerdem
konnte so eine wesentlich bessere Kontrolle auf Harn- und Kotabsatz gemél3 des
Score-Sheets erfolgen. Des Weiteren wurden die operierten Tiere einzeln

gehalten, um ein gegenseitiges Belecken der Operationswunde zu vermeiden.

Zur regelmiBigen Uberwachung wurden die Tiere in einem separaten
Tierhaltungsschrank (Ventilated Cabinet, Tecniplast Deutschland GmbH,
Hohenpreiflenberg) gehalten. Dort waren sie abgeschirmt von Larm und Stress
durch die roten Plexiglastiiren stindig kontrollierbar, ohne dass der Kifig

herausgenommen werden musste.

Die Uberwachung wihrend der 48h nach dem Eingriff erfolgte nach einem Score-
Sheet mit streng definierten Abbruchkriterien. Dadurch fand in genau festgelegten
Zeitabstinden eine  regelmédfBige  Kontrolle von  Allgemeinbefinden,
Nahrungsaufnahme, Bewegungsaktivitit, Verhalten sowie Harn- und Kotabsatz
statt. Diese Parameter wurden mit Hilfe eines Punktesystems (Score 0-2)
bewertet. Bei einem Score von 2 oder mindestens zwei Mal hintereinander Score

1 wurde der Versuch abgebrochen und die Maus euthanasiert.
2. Operationsverfahren

2.1. Narkose

Alle operativen Eingriffe wurden unter Vollnarkose durchgefiihrt. Im Anschluss
an eine Operation mit Wiedererwachen wurde ein Schmerzmanagement
eingeleitet. Durch diese MafBlnahmen konnte die Belastung der im Versuch

befindlichen Tiere auf ein Minimum reduziert werden.

Die Einleitung der Vollnarkose erfolgte in einer durchsichtigen Kunststoffrohre,
in der die Maus mit 3,0 Vol.% Isofluran (Isofluran CP®, cp pharma, Burgdorf) bei
einer inspiratorischen Sauerstofffraktion von 0,35 1/l begast werden konnte. Nach
Erléschen der Stellreflexe wurde die Maus aus der Narkosekammer entnommen.

Der kurzzeitig schlafenden Maus konnte nun stressfrei und ohne grof3es
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Verletzungsrisiko intraperitoneal eine Tripelnarkose aus Fentanyl (Fentanyl
HEXAL®, Hexal AG, Holzkirchen), Medetomidin (Dorbene®, Pfizer GmbH,
Berlin) und Midazolam (Midazolam-hameln®, Hameln Pharmaceuticals GmbH,
Hameln), verdiinnt mit 0,1ml 0,9%-NaCl-Losung (Isotonische Kochsalzlosung, B.
Braun Melsungen AG, Melsungen) in einer Mischspritze verabreicht werden. Bis
zum Erreichen des chirurgischen Toleranzstadiums wurde die Maus in eine Box
aus Pappe mit Luftlochern gebettet, um die akustischen und visuellen Eindriicke
moglichst abzuschirmen. Vor Beginn des operativen Eingriffs wurde gepriift, ob
der Zwischenzehenreflex erloschen und damit die chirurgische Toleranz des

Tieres vorhanden war.

Mit Hilfe der Kombination der Wirkstoffe der Tripelnarkose konnte eine
Allgemeinanisthesie, definiert durch Hypnose, Relaxation und Analgesie erzeugt

werden.

Das Betdaubungsmittel Fentanyl in der Dosierung 0,05mg/kg Korpergewicht
sorgte dabei fiir eine effektive zentrale Schmerzausschaltung. Fentanyl ist ein

synthetisches Opioid, das reversibel an p-Opioidrezeptoren bindet und via

Naloxon von diesen verdrangt werden kann®®.

Medetomidin wurde in der Dosis 0,5mg/kg angewendet. Als o,-Agonist aktiviert

206 Dadurch fiihrt es zu Sedation und

206

es op-Adrenozeptoren am Hirnstamm
Muskelrelaxation, welche das Tier immobilisieren™". Zudem besitzt es eine
analgetische Wirkung, welche vor allem viszeralen Schmerz gut abdeckt’”®. Es

kann durch Atipamezol antagonisiert werden*’.

Der dritte Bestandteil der Injektionsnarkose war das Benzodiazepin Midazolam
in einer Dosierung von 5,0mg/kg. Durch die Bindung an GABA s-Rezeptoren im
limbischen System des Gehirns, fithren Benzodiazepine zu sedativen Zustéinden
und Muskelrelaxation und unterstiitzen somit die Wirkung von Midazolam®*. Thr

Antagonist ist Flumazenil*®.

Der Vorteil dieser Art der Injektionsnarkose ist die vollstindige
Antagonisierbarkeit aller Bestandteile. Maiuse, die in einem chronischen
Versuch wiedererwachen sollten, bekamen direkt nach Beendigung der Operation
die antagonisierenden Arzneimittel Naloxon (1,7mg/kg) (Naloxon-Inresa®, Inresa
Arzneimittel GmbH, Freiburg), Atipamezol (3,75mg/kg) (Antisedan®, Janssen-
Cilag GmbH, Neuss) und Flumazenil (0,72mg/kg) (Flumazenil-Inresa®, Inresa
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Arzneimittel GmbH, Freiburg) in einer Mischspritze subkutan verabreicht und
wachten darauthin innerhalb von 5 Minuten schonend auf. Dadurch waren sie vor

einer langen Nachschlafphase mit Auskiihlen geschiitzt.

Bei ldngeren Narkosen wurde in regelméfigen Abstinden die Abwesenheit des
Zwischenzehenreflexes tiberpriift und alle 45-60 Minuten eine halbe Dosis des
Narkosegemischs subkutan nachgegeben. Unterstiitzend wurde die Narkose durch
die Zufuhr von 0,5 Vol.% Isofluran iiber eine Kopftkammer aufrechterhalten.
Durch das Triagergas Sauerstoff war gleichzeitig die Sauerstoffzufuhr gesichert

und regulierbar.

Maiuse, welche nach der Operation zur Stenosierung der Vena cava wieder
erwachen sollten, wurde 30 Minuten vor Erwachen 0,1mg/kg Buprenorphin
(Temgesic®, Reckitt Benckiser Healthcare, Hull, UK) verdiinnt mit 0,1ml
isotonischer NaCl-Losung subkutan verabreicht. Das Betdubungsmittel
Buprenorphin ist ein Morphinderivat, welches partiell agonistisch mit einer hohen
Affinitdt an p-Opioidrezeptoren bindet und antagonistisch an k-Opioidrezeptoren

206

wirkt™. Durch die hohe Affinitit werden volle p-Agonisten, wie Fentanyl,

verdringt®®. Seine analgetische Wirkung hilt acht bis zwdlf Stunden an®®.
Bedingt durch eine stirkere Affinitdt an den Opioidrezeptor als Naloxon, ist es
durch diese Substanz nicht antagonisierbar’”’. Demnach konnte die Tripelnarkose
30 Minuten nach Buprenorphin-Gabe antagonisiert werden, ohne dass die
Wirkung von Buprenorphin nachlieB. 0,1mg/kg Buprenorphin wurden in den
ndchsten 48h bis zum Versuchsende zwei Mal tédglich subkutan nachdosiert. Eine
hohere Frequenz forderte das Auftreten von Harnverhalten. Unter dem

angewendeten Schmerzregime war das Allgemeinbefinden der Maéuse stets

hervorragend.

2.2. Vorbereitung auf die Operation

Fiir die Operation wurde ein mikrochirurgisches Operationsbesteck verwendet
(siche Abbildung 7). Die Instrumente wurden vor jeder Operation mit
antibakteriellem Geritedesinfektionsmittel (Bacillol® AF, Bode Chemie GmbH,
Heidenheim) desinfiziert sowie nach der Operation fiir 24h in ein Bad mit
Instrumentendesinfektionsmittel (Sekusept® Plus, Ecolab GmbH & Co. OHG,

Diisseldorf) eingelegt und im Anschluss gesdubert.
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Abbildung 7: Mikrochirurgisches OP-Besteck und Histocage

Um ein Auskiihlen der Méuse wihrend der Operation zu verhindern, erfolgte der
Eingriff auf einer Wérmematte (Intraoperatives Tierbewidrmungssystem IOW-
3704, Fohr Medical Instruments GmbH, Seeheim-Ober Beerbach). Die
Temperatur konnte mit Hilfe einer Rektalsonde auf die Korpertemperatur des

Tieres angepasst werden und wurde somit auf 37-38°C konstant gehalten.

Vor Einleitung der Narkose erfolgte die Gewichtsbestimmung der Miuse mit

einer Feinwaage (Kern ABJ, Kern&Sohn GmbH, Balingen).

Nach zehnminiitigem Einwirken der Narkose wurde an den bereits schlafenden
Maiusen das Operationsfeld vorbereitet. Dafiir wurde das Fell im entsprechenden
Bereich mit einem elektrischen Rasierapparat (Ermila Magnum Handy, Wahl
GmbH, Unterkirnach) geschoren und die restlichen Haare mit Hilfe einer
Enthaarungscreme (asid®-med, Asid Bonz GmbH, Herrenberg) entfernt. Zum
Schutz der Hornhaut vor Austrocknung wurde auch bei kurzen Eingriffen eine
Augensalbe mit 5%-igem Dexpanthenol (Bepanthen® Augen- und Nasensalbe,
Bayer Vital GmbH, Leverkusen) aufgetragen. Dann konnte das Tier in
Riickenlage mit feinen Klebestreifen (Transpore’™ 3M, 3M Deutschland GmbH,
Health Care Business, Neuss) auf der Warmematte fixiert werden. Die Schnauze
wurde in einer kleinen Kopfkammer platziert, iiber welche die Zufuhr des
Sauerstoff-Isofluran-Gemischs erfolgte. Das Operationsfeld wurde vor Beginn der
Operation mit einem Hautantiseptikum (octenisept®, Schiilke & Mayr GmbH,
Norderstedt) desinfiziert.

Alle mikrochirurgischen Eingriffe wurden mit Hilfe eines Stereomikroskops
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(Stemi-2000-C, Zeiss, Jena) und einer Kaltlichtquelle (Schott-Kaltlichtquelle
KI200, Zeiss, Jena) durchgefiihrt.

2.3. Intravenose Applikation iiber den Schwanzvenen-Katheter

Die Applikation von fluoreszierenden Farbstoffen zur Visualisierung von
Leukozyten und Thrombozyten wihrend der intravitalmikroskopischen
Aufnahmen erfolgte in Vollnarkose iiber einen Schwanzvenenkatheter. Auch fiir
die Verabreichung von Antikérpern und ihren Fragmenten wurde die
Schwanzvene verwendet. Dies fand unmittelbar vor der Operation zur
Stenosierung der Vena cava caudalis statt, weshalb sich auch hier die Tiere in

Vollnarkose befanden.

Die Narkose durfte fiir die intravendse Applikation noch nicht zu tief sein, um ein
Kollabieren der Schwanzvenen bedingt durch einen reduzierten Kreislauf zu
verhindern. Ein Katheter, bestehend aus einem diinnen Polyethylen-Schlauch
(Fine Bore Polythene Tubing, 0,28mm ID 0,6lmm OD, Smiths Medical
International Ltd., Hythe, UK) und zwei daran angebrachten 30G-Kaniilen (BD
Microlane™ 3, Becton Dickinson and Company Limited, Drogheda, Louth,
Irland) wurde vorbereitet und mit 0,9%-NaCl-Losung gespiilt, bis keine
Luftblasen mehr vorhanden waren. Der Schwanz wurde mittels eines mit warmem
Wasser gefiillten Handschuhs erwédrmt, sodass sich die Venen gut darstellten.
AnschlieBend erfolgte eine Haut-Desinfektion mit Spriihalkohol (octenisept®,
Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt). Eine der beiden lateralen Schwanzvenen
wurde aufgesucht, das Blut gestaut und der bereitgelegte Katheter mit Hilfe eines
Nadelhalters in die Vene vorgeschoben. Um den Sitz zu iiberpriifen, wurde darauf
geachtet, dass Blut in den Schlauch zuriickfloss und dann vorsichtig etwas 0,9%-

NaCl-Ldsung injiziert.
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24. Operatives Vorgehen an der Vena cava caudalis

24.1. Stenosierung der Vena cava caudalis

Die Narkose wurde wie oben beschrieben (Punkt IV.2.1.) eingeleitet und ein
Operationsfeld am Abdomen vorbereitet, welches sich vom Xyphoid bis zum
Schambein und ausgehend von der Medianen etwa 1 cm nach lateral erstreckte.
Im Anschluss wurde die Maus in Riickenlage fixiert und nach Erléschen des
Zwischenzehenreflexes ein Hautschnitt in der Linea alba gesetzt. Dieser wurde fiir
intravitalmikroskopische Aufnahmen lidnger angelegt (etwa 0,5mm kaudal des
Xyphoids bis zum Beckeneingang) als bei Mausen, welche nach Verndhen des
Schnittes wieder erwachen sollten (hier ein ca. 1 cm langer Schnitt 0,5mm kaudal
des Xyphoids bis kurz kaudal des Nabels). Das Peritoneum konnte nun auf der
Lénge des Schnitts in der Linea alba vorsichtig durchtrennt werden. Dabei wurde
am Nabel begonnen und darauf geachtet, keine Organe zu verletzen. Im nichsten
Schritt wurde mit Hilfe angefeuchteter Wattestibchen (Wattestibchen, Noba
Verbandmittel Danz GmbH, Wetter) der Darm vorsichtig aus der Bauchhdhle
heraus verlagert und links der Maus auf einem zur Erhdhung angebrachten
Histocage (Rotilabo®-Einbettkassetten, fiir Biopsien, Carl Roth GmbH+Co. KG,
Karlsruhe) mit befeuchteter steriler Gaze (Mullkompressen, NOBA Verbandmittel
Danz GmbH, Wetter) platziert. Zum Schutz vor Austrocknung wurde das
Darmkonvolut vollstindig in feuchte sterile Gaze gehiillt und regelmdfig mit
0,9%-NaCl-Losung befeuchtet. Fiir eine bessere Sicht auf die sich nun dorsal in
der Bauchhohle darstellende Vena cava caudalis, wurde bei Bedarf auf der rechten
Seite der Maus ein Haltefaden (7-0, Prolene, monofil, nicht resorbierbar, Ethicon,
Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt) durch Muskulatur und
Peritoneum gezogen und die Inzision aufgespannt. Nun konnte die Vena cava
caudalis vorsichtig von aufgelagertem Fett und Bindegewebe befreit werden. An
der Ligaturstelle wurde rechts der Vena cava caudalis stumpf in die Tiefe
prépariert und links vorsichtig ein Durchgang zwischen der anliegenden Aorta
abdominalis und der Hohlvene geschaffen, bis es moglich war die Vena cava zu
untertunneln. Mit einer gebogenen Pinzette wurde die Vena cava caudalis von
rechts nach links unterfahren und direkt kaudal der Vena renalis sinistra ein ca.
1,5cm langes Fadenstiick der Stirke 8-0 (Premilene, monofil, nicht resorbierbar,

B. Braun Aesculap, Aesculap AG & CO. KG, Tuttlingen) unter der Vena cava
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hindurchgezogen. Besonders in diesem Schritt, wie aber auch in der restlichen
Operation, musste peinlich genau darauf geachtet werden, jegliche Blutung zu
vermeiden. Am unter der Hohlvene hindurchgezogenen Faden wurde im
Anschluss ein einfacher chirurgischer Knoten vorgelegt. Ein etwa 0,5mm langes
Drahtstiick eines humanen Herzkatheters mit sorgfiltig abgeschliffenen Enden
wurde als Platzhalter fiir die Stenosierung der Vena cava caudalis verwendet.
Dieser wurde zwischen Vene und Ligaturfaden platziert. Im Anschluss wurde der
vorgelegte Ligaturfaden derart zugezogen, dass nach folgender Entfernung des
Platzhalters eine Stenose mit Blutflussreduktion um 70 bis 80% eintrat. Vor
Entfernen des Platzhalters wurde der vorgelegte chirurgische Knoten mit einem
Zweiten gesichert. Bedingt durch die Ligatur wdlbte sich die Vena cava kaudal
davon unmittelbar stark auf. Die Enden des Ligaturfadens wurden gekiirzt und das
angefeuchtete Darmkonvolut in die Bauchhohle zuriickverlagert. Peritoneum und
Muskulatur wurden mit Hilfe eines 7-Oer Fadens (Prolene, monofil, nicht
resorbierbar, Ethicon, Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt) in einer
fortlaufenden diagonalen Kiirschnernaht adaptiert. Die Haut wurde mit dem
gleichen Faden durch Einzelhefte verschlossen und die Wunde mit Jodlésung

(Braunol®, B. Braun Melsungen AG, Melsungen) desinfiziert.
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Abbildung 8: Stenosierung der Vena cava caudalis

1. Blick auf die eroffnete Bauchhdhle; 2. Herauslagern des Darmkonvoluts auf sterile Gaze;

3. Blick auf die Vena cava caudalis (Pfeil); 4. Vorlegen des 8-Oer Ligatur-Fadens kaudal der
Abzweigung der linken Nierenvene (Pfeil) 5. Kniipfen des einfachen chirurgischen Knotens und
Einfiigen des Platzhalters; 6. Zuziehen der Ligatur iiber dem Platzhalter; 7. Stenosierte Vena cava
caudalis nach Entfernen des Platzhalters; 8. Naht des Peritoneums und der Bauchmuskulatur;

9. Hautnaht mit Einzelheften

2.4.2. Entnahme der Vena cava caudalis und Gewichtsbestimmung
Bei chronischen Versuchen zur Bestimmung des Thrombusgewichts, wurde der
entstandene Thrombus in der Vena cava caudalis nach 48h entnommen und

gewogen.

Dazu wurde die zuvor zur Stenosierung der Vena cava caudalis operierte Maus
erneut in Narkose gelegt. Das Operationsfeld am Abdomen wurde desinfiziert und
die Maus in Riickenlage fixiert. Nach Erreichen des chirurgischen
Toleranzstadiums wurde ein Schnitt paramedian, neben der schon vorhandenen

verndhten Wunde durch Haut und Muskulatur angelegt. Auf diese Weise konnte
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ein rechteckiger Lappen der Bauchwand abprépariert werden, welcher zur Seite
geklappt wurde. Das Darmkonvolut wurde erneut aus der Bauchhohle
vorverlagert, um den Blick auf die Vena cava caudalis freizugeben. 0,5cm kranial
der 48h zuvor angelegten Ligatur wurde nun ein Schnitt in die Vene gesetzt,
woraufhin sofort ein massiver Blutaustritt erfolgte. Direkt im Anschluss wurde
mit einer vorbereiteten Sml-Spritze (BD Discardit™ II, Becton Dickinson S.A.,
Fraga, Huesca, Spanien) das Herz punktiert (sieche Punkt IV.2.5.1.) und 5ml 0,9%-
NaCl-Losung infundiert. Auf diese Weise konnte iiber den zuvor angelegten
Schnitt kranial der Ligatur alles Blut aus dem Gefél3system herausgespiilt werden,
wodurch vermieden wurde, dass restliches Blut in der ligierten Hohlvene gerinnt
und das Thrombusgewicht bzw. das Leergewicht verfalscht. Durch den schnellen,
kompletten Blutentzug starb die Maus. Im Anschluss wurde das ausgetretene
Blut-NaCl-Gemisch aus der Bauchhohle entfernt. Nun konnte beurteilt werden, ob
sich ein makroskopisch sichtbarer Thrombus kaudal der Ligatur gebildet hatte.
Zur  Entnahme des  Thrombus (oder der leeren  Vene  zur
Leergewichtsbestimmung) wurde diese bis zur Aufzweigung der Aorta
abdominalis in die beiden Arteriae iliacae von angelagerten Strukturen befreit. An
der Stelle dieser Bifurkation wurde die Vena cava gemeinsam mit der Aorta
abdominalis stumpf untertunnelt, sodass ein Faden (7-0) hindurchgezogen und
beide Gefdle gemeinsam abgebunden werden konnten. Kaudal dieser neu
angelegten Ligatur wurden nun beide Geféafle mit einem Scherenschlag abgetrennt
und nach kranial frei pripariert, bis sie auch kranial der stenosierenden Ligatur
abgesetzt werden konnten. Auf diese Weise konnte der Thrombus, eingeschlossen
in die Vena cava caudalis mit der damit bindegewebig verbundenen Aorta, isoliert

werden.
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'

Abbildung 9: Entnahme des Thrombus nach 48h

1. Blick auf die Bauchnaht; 2. Er6ffnung der Bauchhohle links der Bauchnaht; 3. Blick auf das
Darmkonvolut nach Aufklappen der Bauchhohle; 4. Blick auf die ligierte Vena cava caudalis
(Pfeil); 5. Vendser Thrombus in situ; 6. Vendser Thrombus nach der Entnahme mit typischer
laminarer Schichtung

Die entnommenen Strukturen wurden von restlichem Blut und NaCl befreit und
anschlieBend auf einen bereitgelegten 0,5x0,3cm grofen Filterpapierzuschnitt
(Machery-Nagel GmbH & Co.KG, Diiren) gelegt. Auf einer Feinwaage erfolgte
eine  Gewichtsbestimmung. Das ermittelte Gewicht beinhaltete das
Thrombusgewicht, das Gewicht des Abschnitts der Vena cava caudalis und der
Aorta abdominalis, das Gewicht der Ligaturfiden sowie das Gewicht des
Filterpapiers. Um daraus das reine Thrombusgewicht zu ermitteln, wurden
Leergewichte der genannten Strukturen ohne Thrombus bestimmt. Dafiir wurden
einer Kontrollgruppe (siche Punkt IV.8.3.1.) auf die gleiche Weise die blutleeren
GefiBBe ohne Thrombus entnommen und das Gewicht auf einem
Filterpapierzuschnitt entsprechend ermittelt. Aus den einzelnen Leergewichten
konnte ein Mittelwert bestimmt werden. Wenn man nun diesen Mittelwert des
Leergewichts von dem Gesamtgewicht eines sich gebildeten Thrombus mit

angelagerten Strukturen abzog, erhielt man das reine Thrombusgewicht.

Nach der Gewichtsbestimmung wurde der entnommene Thrombus zusammen mit
den angelagerten Gefdllen in einem Schlauchstiick in Tissue-Tek (Tissue-Tek®

0.C.T.™ Compound, Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan den Rijn,
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Niederlande) eingebettet und in ein 1,5ml Eppendorf-Gefall (Eppendorf Tubes®,
Eppendorf AG, Hamburg) gegeben. Der verpackte Thrombus wurde sofort in
fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Anfertigung von histologischen

Schnitten bei -80°C aufbewahrt.

2.4.3. Sham-Operation

Mit dem Ziel zu zeigen, dass die induzierte Thrombenbildung allein auf die
Reduktion der Flussgeschwindigkeit und nicht auf eine durch den
Operationsvorgang bedingte Verletzung des Endothels zuriickzufiihren war,
wurde eine Gruppe an Tieren an der Vena cava operiert, ohne diese zu ligieren.
Diese sog. Sham-Operation hatte den gleichen Ablauf wie die Operation zur
Stenosierung der Vena cava: Unter Vollnarkose wurde die Bauchhohle eroffnet
und das Darmkonvolut heraus gelagert. Die kaudale Hohlvene wurde wie unter
Punkt IV.2.4.1. beschrieben frei prapariert und kaudal der Abzweigung der linken
Nierenvene ein Faden (8-0) vorgelegt. Dieser wurde abweichend von der
gewoOhnlichen Priparation allerdings nicht zugezogen, sondern ohne diese
einzuengen, locker um die Vene gelegt und doppelt verknotet. Es war jedoch
darauf zu achten, die Fadenschlinge so eng anzulegen, dass sich spdter kein
Darmabschnitt verfangen konnte. Nun konnte die Bauchwunde nach dem oben
beschriebenem Prinzip wieder verschlossen werden und die Maus aus der Narkose
erwachen. Nach 48h wurde auch in der Sham-operierten Gruppe die Bauchhohle
wie unter Punkt IV.2.4.2. beschrieben wieder eroffnet und iiberpriift, ob sich ein
Gerinnsel in der Vena cava caudalis gebildet hatte. Die Maus wurde dabei durch

Entbluten getdtet.

Abbildung 10: Sham-Operation

1. Sicht auf die Vena cava caudalis (Pfeil); 2. Untertunneln der Vena cava caudalis mit dem
Ligaturfaden kaudal der Abzweigung der linken Nierenvene (Pfeil); 3. Vorlegen des chirurgischen
Knotens; 4. Sicherung mit einem zweiten Knoten, ohne eine Stenose der Vena cava caudalis zu
erzeugen
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2.5. Blutentnahmemethoden

2.5.1. Blutgewinnung aus dem Herzen
Die Blutgewinnungsmethode aus dem Herzen fand Anwendung, wenn eine grof3e

Menge Blut ben6tigt wurde.

Die Maus wurde dafiir mit Isofluran in Narkose gelegt und bekam Fentanyl

intraperitoneal zur Schmerzausschaltung.

Wenn alle Schmerzreflexe erloschen waren, wurde die Haut {iber dem Brustkorb
mit Alkohol desinfiziert und mit einer Schere iiber der Operationsstelle
abprépariert. Nun konnte die zweite linke Rippe aufgesucht werden. Hinter dieser
wurde mit einer, auf einer 2ml-Spritze (BD Discardit™ II, Becton Dickinson
S.A., Fraga, Huesca, Spanien) aufgesetzten, 26G-Kaniile (BD Microlane™ 3,
Becton Dickinson and Company Limited, Drogheda, Louth, Irland) direkt neben
dem Sternum senkrecht eingestochen. Unter leichtem Aspirieren wurde die
Kaniile bis ins Herz vorgeschoben. Auf diese Weise konnte etwa 1ml Blut
gewonnen werden. Durch den schnellen massiven Blutentzug starb die Maus. Um

den Tod schneller herbeizufiihren, folgte direkt im Anschluss an die Blutabnahme

zusatzlich ein Genickbruch.

2.5.2.  Blutgewinnung aus der Vena facialis
Die Punktion der Vena facialis (,fraggeln) ist eine geeignete

Blutentnahmemethode fiir kleinere Blutmengen bis zu 150pul.

Hierfiir wurde der Maus 30 Minuten vor dem Eingriff 0,1mg/kg Buprenorphin
verabreicht. Sobald die Wirkung dieser Schmerzausschaltung nach einer halben
Stunde vorhanden war, konnte die Maus mit Isofluran betdubt werden. Alternativ
wurde diese Art der Blutentnahme in einem Finalversuch unter Tripelnarkose mit
Midazolam, Medetomidin und Fentanyl durchgefiihrt — beispielsweise vor der

Thrombusentnahme.

Die Maus wurde im Nacken gegriffen, um die Vena facialis zu stauen und seitlich
auf einer Unterlage platziert. Mit einer Blutlanzette (Solofix®, B. Braun
Melsungen AG, OPM, Melsungen) wurde kaudal der haarlosen Stelle auf der
Wange - dem sog. ,fraggel“ — senkrecht eingestochen. Die hervortretenden
Blutstropfen konnten mit einer EDTA- oder Serum-Microvette (Microvette® 100
K3E oder 100 Z, Sarstedt AG & Co., Niimbrecht) mit Kapillarkraft aufgesogen
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werden. Sobald genug Blut gewonnen war, wurde der Stau der Vene geldst und
die Einstichstelle mit Hilfe eines Wattestdbchens fest komprimiert, um die
Blutung zu stillen und Hématome zu vermeiden. Die Maus wurde zum

Aufwachen in ihren Kifig zuriickgesetzt und durfte sich zwei Wochen von dem

Eingriff erholen.
3. Blutanalysen
3.1. Blutbilder

Von den einzelnen Mauslinien wurden grole  Blutbilder sowie
Differenzialblutbilder angefertigt, um eventuelle durch den Knockout bedingte

Verdnderung festzustellen.

Fiir die Blutabnahme war die Methode des ,,fraggelns* (sieche Punkt 1V.2.5.2.)
Mittel der Wahl, da nur geringe Mengen Blut (70ul) nétig waren. Das mit EDTA
ungerinnbar gemachte Vollblut wurde mit Hilfe eines Blutanalysegerits (ABX
Micros ES60 Héamatologie Analysegerdit, HORIBA ABX, Montpellier,
Frankreich) untersucht und aus den berechneten Werten fiir den jeweiligen

Mausstamm ein Mittelwert gebildet.

Als fiir die Ausbildung vendser Thromben relevante Parameter, wurde die Anzahl
weiller Blutzellen (WBC) sowie die Plittchenanzahl (PIt) herangezogen und mit
Hilfe des Differentialblutbilds die genaue Anzahl an Lymphozyten (LYM),
Granulozyten (GRA) sowie Monozyten (MON) im Anteil der weillen Blutzellen

bestimmt.

3.2. Thrombelastometrie

3.2.1. Messprinzip

Die Thrombelastometrie (TEM) ist ein Verfahren zur detaillierten Analyse
verschiedener Gerinnungseigenschaften von Vollblut. So kann mit dieser
Methode neben der Zeit bis zum Einsetzen der Gerinnung auch die Festigkeit und
das Lyseverhalten eines Gerinnsels bestimmt werden, was mit klassischen
Gerinnungstests wie der partiellen Thromboplastinzeit oder dem Quick-Wert nicht

208

moglich st ,Die rheologischen Bedingungen dieser Methode imitieren

[auBerdem] den stagnierenden Blutfluss in Venen " .

Das fiir die Messung ndétige Blut wurde einer Maus kardial entnommen (siche
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Punkt IV.2.5.1) und dabei mit 100ul Zitrat (aus einer S-Monovette® 3.8ml INC
(PFA), Sarstedt AG & Co., Niimbrecht) die Gerinnung gehemmt.

Die Messungen erfolgten an einem vorgewédrmten Rotationsthrombelastografie-
Messgerdt (ROTEG®05, Pentapharm GmbH, Miinchen). Dieses Messgeréit
besteht aus einer mit einem Computer verbundenen Messeinheit. An der
Messeinheit sind eine Wérmeplatte und eine magnetische Vorrichtung mit vier
beweglichen Stahlachsen montiert. Passend dazu sind vier magnetische,
beheizbare Kiivettenhalter (Tem Innovations GmbH, Miinchen) sowie Einmal-
Kiivetten und —Stempel aus Plastik nétig (Cup & Pin pro, Tem Innovations
GmbH, Miinchen). Die Einmal-Kiivetten werden in den Kiivettenhalter eingesetzt
und der Einmal-Stempel auf die Stahlachsen der Messeinheit geschoben.
Nachdem die Kiivetten mit dem gewonnenen Blut und den entsprechenden
Reagenzien befiillt sind, werden diese auf die Stempel an der Messeinheit gesetzt
und sind dann mit Hilfe der magnetischen Kiivettenhalter fixiert. Zwischen
Stempel und Kiivette bleibt so ein 1mm groBer blutgefiillter Spalt’”. Durch den
Start der Messung iiber das Bedienfeld des Computers werden die Stahlachsen mit
dem aufgesetzten Stempel in Bewegung gebracht. Sie rotieren um 4,75°
abwechselnd nach links und nach rechts, die Kiivette bewegt sich dabei

208,209

nicht . Die Rotationsbewegung erfolgt zunédchst ungehindert. Durch die

einsetzende Blutgerinnung bilden sich jedoch Gerinnselfiaden, die den Stempel in

208210 Diese verinderte Rotation der

seiner Drehbewegung einschrianken
Stahlachse wird mit einem Spiegel und einer LED Lichtquelle optisch erfasst und
mit Hilfe des Computerprogramms ausgewertet’””. So kann ein zeitlicher Verlauf

der Gerinnselbildung und —lyse erstellt werden.
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Dreh-Achse (+-4,75° ) LED Lichtquelle
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Abbildung 11: Messprinzip der Thrombelastometrie; © Tem International GmbH

In einem beheizten Kiivettenhalter wird die Blutprobe auf den um + 4,75° rotierenden Stempel
geschoben; das mit der Zeit entstehende Gerinnsel hemmt die Drehbewegung, was optisch iiber
eine LED Lichtquelle und einen Spiegel an der Drehachse registriert und an einen Computer zur
Datenverarbeitung weitergeleitet wird

3.2.2. EXTEM-Analyse
Mit der EXTEM-Analyse kann die Funktion der gesamten Gerinnung in

Anwesenheit von Plédttchen und Gerinnungsfaktoren iiberpriift werden.

Fiir diese Analyse mussten 300ul des zuvor gewonnenen Zitratbluts zunéchst
rekalzifiziert werden. Dies geschah durch die Substitution von 20ul STARTEM-
Reagenz (star-tem® Tem Innovations GmbH, Miinchen). Im Anschluss wurde die
Blutgerinnung mit rekombinantem TF gestartet. Dafiir wurden 20ul EXTEM-
Reagenz (r ex-tem® Tem Innovations GmbH, Miinchen) zugesetzt, welches
zusétzlich Phospholipide und einen Heparin-Inhibitor enthilt. Die Messung wurde

tiber einen Zeitraum von 30 Minuten durchgefiihrt.

3.2.3. FIBTEM-Analyse
Bei der FIBTEM-Analyse wird mit der Hemmung der Thrombozyten allein die
plasmatische Gerinnung durch Gerinnungsfaktoren betrachtet. Es entsteht ein

Fibringerinnsel, an welchem das AusmalBl der Fibrinpolymerisation genau
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analysiert werden kann®'".

Fiir diese Analyse wurden 300ul des zuvor gewonnenen Zitratbluts zundchst mit
20ul FIBTEM-Reagenz (fib-tem® Tem Innovations GmbH, Miinchen) versetzt.
Darin sind CaCl, zur Rekalzifizierung des Blutes und das Zellgift Cytochalasin D
enthalten, welches die im Blut vorhandenen Thrombozyten hemmt, sodass diese
nicht mehr am Gerinnungsprozess teilnehmen kénnen. Zusétzlich wurde die Probe
mit 20ul EXTEM-Reagenz versetzt und die Gerinnung durch den darin
enthaltenen TF gestartet. Die Messung wurde nach 30 Minuten beendet und die

Werte abgelesen.

3.2.4. Interpretation der Messergebnisse
In der EXTEM-Analyse sowie in der FIBTEM-Analyse berechnete der Computer

verschiedene Parameter der Gerinnung:

60
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]
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o

Gerinnungszeit
CFT Gerinnselbildungszeit

alpha  Alpha-Winkel

A10 Amplitude 10 Min. nach CT
MCF  Maximale Gerinnselfestigkeit

Auslenkung in mm (Festigkeit)

CT- LI30  Lyse Index 30 Min. nach CT
e ML Maximale Lyse
0 10 20 30 40 50 60

Zeit in Min.
Abbildung 12: Parameter der Thrombelastometrie; © Tem International GmbH

Durch die Datenverarbeitung am Computer wird ein Diagramm erstellt, anhand dessen man
wichtige Parameter zur Beurteilung der Gerinnselentstehung ablesen kann

Der CT-Wert (,,coagulation time* in s) gibt die Dauer bis zum Einsetzen der
Gerinnung und damit die Geschwindigkeit des Gerinnungsprozesses an°"". Dieser
Parameter ist ausschlieBlich fiir die EXTEM-Analyse interessant’”. Sie entspricht

bei Verwendung des extrinsischen Aktivators TF dem Quick-Wert”"®,

Der CFT-Wert (,,clot formation time* in s) beschreibt die Dauer vom Einsetzen

der Gerinnung bis zur Bildung einer Gerinnsel-Amplitude von 20mm*®. Dadurch
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208

wird die Geschwindigkeit der Gerinnselbildung erfasst™. Auch dieser Wert wird

allein zur Auswertung der EXTEM-Analyse herangezo genzog.

Der a-Winkel (in °) gibt die Steilheit des Kurvenanstiegs wieder’”. Damit ist er
neben der CFT ein zusdtzliches Mall fiir die Geschwindigkeit der
Gerinnselbildung: Ein steiler Anstieg spricht fiir eine schnelle, ein flacher fiir eine
langsame Bildungszeit*'>. Er wird genau wie die CFT zur Auswertung der

EXTEM-Analyse verwendet™.

Der MCF-Wert (,,maximum clot firmness* in mm) ist ein Mal} fiir die
Gerinnselfestigkeit und —Stabilitit und wird anhand der groBten Amplitude des
Gerinnsels gemessen’"*?'?. Dieser Wert wird sowohl in der EXTEM-Analyse als

auch in der FIBTEM-Analyse zur Auswertung herangezogen®".

Der Wert fiir den LI30 (Lyse-Index 30 in %) beschreibt den prozentualen Anteil
der Gerinnselamplitude 30 Minuten nach Beginn der Gerinnung, im Vergleich
zum zuvor ermittelten MCF-Wert’™®. Damit ist er ein MaB fiir die nach 30

Minuten bereits stattgefundene Auflésung des Gerinnsels oder Fibrinolyse®®.

Alternativ kann zur Beschreibung des Lyse-Verhalten des Gerinnsels der ML-
Wert (maximale Lyse in %) herangezogen werden. Er wird in % fiir den
jeweiligen Zeitpunkt der Messung angegeben und bezieht sich ebenfalls auf den

zuvor ermittelten MCF-Wert?'2.

Mit diesen Werten kann nun ermittelt werden, ob und auf welche Weise die
Blutgerinnung beeintriachtigt ist. Dabei kann ausschlieBlich die sekundére
Gerinnung und damit die Funktionsfdhigkeit der Gerinnungskaskade betrachtet
werden, da TF als externe Quelle hinzugegeben wird’®. Eine Stérung der
Aktivierung der Gerinnung wird durch einen verlédngerten CT-Wert angezeigtzu.
Eine Verldngerung der Gerinnungszeit kann durch einen Mangel an
Gerinnungsfaktoren sowie durch einen Heparineffekt ausgelost werden®?'2.
Durch Erfassung der Werte CFT und MCF kann beurteilt werden, ob die
Gerinnselbildung beeintrichtigt ist: Uber den CFT-Wert die Geschwindigkeit und
tiber den MCF-Wert Festigkeit. Die Festigkeit wird hauptséchlich durch die
Faktoren Fibrinogen, Thrombozyten und Faktor XIII (ndtig zur Quervernetzung

von Fibrin) bestimmt*%.
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4. Intravitalmikroskopie (IVM)

4.1. Gerite
Alle intravitalmikroskopischen Versuche wurden mit einem Auflicht- oder

Epifluoreszenzmikroskop (BX51WI, Olympus, Hamburg) durchgefiihrt.

Mit Hilfe einer Quecksilberlampe wird bei dieser Art von Mikroskop UV-Licht
ausgestrahlt. Dieses wird durch einen Anregungsfilter geleitet und trifft dann auf
einen Strahlungsteiler, welcher das gesamte kurzwellige Anregungslicht durch das
Objektiv auf das Objekt lenkt’". Die Fluoreszenzfarbstoffe im Objekt werden
durch Absorption des kurzwelligen Lichts angeregt, worauthin sie selbst weniger

7213 .
. Diese

energetische Lichtstrahlen mit groBerer Wellenldnge aussenden
gelangen durch das Objektiv zuriick in die Mikroskop-Optik und treffen auf den
Strahlungsteiler. Dieser ldsst nun das langwellige Licht passieren, woraufhin es
zum Okular geleitet wird®'>. Dem Strahlungsteiler ist ein System individuell
anwihlbarer Filter nachgeschaltet, wodurch Strahlen bestimmter Wellenldnge

ausgewdhlt werden konnen und so eine Unterscheidung zwischen verschieden

Fluoreszenzfarbstoffen moglich ist?"3.

Fluoreszenzlicht zur Betrachtung

==—————=3 Emissionsfilter

J | Anregungslicht H X
N
( oo )

Quecksilberlampe HAnregungssﬁlter Strahlungsteiler
Emissionslicht
Objektiv
Objekt

Abbildung 13: Strahlengang im Epifluoreszenzmikroskop

Das durch eine Quecksilberlampe generierte Anregungslicht trifft auf einen Anregungsfilter;
angeregte Lichtstrahlen werden vom Strahlungsteiler durch das Objektiv aufs Objekt geleitet und
fluoreszierende Farbstoffe angeregt; das von angefarbten Strukturen im Objekt ausgesandte
langerwellige Emissionslicht trifft iiber das Objektiv auf den Strahlungsteiler, welcher es passieren
lasst, sodass es auf den entsprechenden Emissionsfilter trifft und fiir den Betrachter sichtbar wird
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Die Fluoreszenzsignale wurden mit Hilfe einer CCD (charge coupled device)-
Kamera (ORCA-ER, Hamamatsu, Japan) registriert und an einen Computer mit
einer Steuerungseinheit weitergeleitet. Somit konnte ein live-Bild erstellt sowie

Schnappschiisse und Videosequenzen aufgenommen werden.

Als Objektiv diente eine 20-fache VergroBerung, welche nur in einer
Fliissigkeitsimmersion (Wasserimmersionsobjektiv, UMPland F1 20x/0,50Na,
3,3mm, Water dipping Lens, Olympus, Hamburg) arbeitete. Aus diesem Grund
wurde zur Darstellung der Vena cava caudalis angewdrmte 0,9%-NaCl-Losung in

die erdffnete Bauchhohle der Maus eingeleitet.

4.2. Durchfithrung

Die intravitalmikroskopischen Aufnahmen erfolgten in Vollnarkose mit standiger
Zufuhr eines Sauerstoff-Isofluran-Gemischs iiber eine Kopfkammer (siche Punkt
IV.2.1.). Es handelte sich ausschlieBlich um akute Versuche, an deren Ende die

Tiere euthanasiert wurden.

4.2.1.  Flussgeschwindigkeitsbestimmung

Zweck dieser Versuche war, die Standardisierung der Operationsmethode
beziiglich der Blutflussreduktion zu tberpriifen. Mithilfe des Vergleichs einer
Aufnahme von im Blutstrom flieBenden Leukozyten vor der Ligatur der Vena
cava caudalis (prd-Aufnahme) mit einer Aufnahme nach der erfolgten Ligatur
(post-Aufnahme), konnte die Flussgeschwindigkeit und deren Reduktion

bestimmt werden. Angestrebt wurde eine mittlere Reduktion um 70 bis 80%.

Dafiir wurde zunichst ein vendser Zugang iiber die Schwanzvene fiir die
Applikation des fluoreszierenden Farbstoffs Acridine Orange geschaffen (siche
Punkt IV.2.3. und 1V.4.3.1.). Im Anschluss wurde, wie in Punkt IV.2.4.1.
beschrieben, die Vena cava caudalis freipripariert und der Faden zur spédteren

Ligatur der Vene vorgelegt.

Nun platzierte man die auf einer Wérmeplatte fixierte Maus auf dem
hohenverstellbaren Objekttisch des Epifluoreszenzmikroskops so, dass das
Objektiv auf die freigelegte Hohlvene gerichtet war. Es wurde mit einer 20-fachen
Vergroferung in einer NaCl-Fliissigkeitsimmersion gearbeitet. Zur Anfarbung der
Leukozyten wurden 50ul des Acridine-Orange-NaCl-Gemischs iiber den

Schwanzvenenkatheter appliziert und bei Bedarf nachdosiert.
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Fiir die pri-Aufnahme wurde das Anregungslicht des Mikroskops auf die Vena
cava caudalis gelenkt, der entsprechende Filter fiir den Fluoreszenz-Farbstoff
Acridine Orange eingelegt und das Bild auf die nun griin fluoreszierenden
zirkulierenden Leukozyten im Blutstrom scharf gestellt. An einer Stelle mit
ruhigem Blutfluss ohne Turbulenzen relativ weit kaudal in der Vene, konnten

Video-Aufnahmen von 10s angefertigt werden.

Direkt im Anschluss erfolgte die Stenosierung der Vena cava caudalis (siche
Punkt 1V.2.4.1.). Nun konnte die post-Aufnahme angefertigt werden: Unter dem
Mikroskop wurde dieselbe Position aufgesucht, wie sie fiir die prd-Aufnahme

verwendet wurde, und Video-Aufnahmen des nun reduzierten Blutflusses erstellt.

4.2.2. Untersuchung der Thrombusentstehung iiber 6h

Mit diesen Versuchen konnte die Initiierung der Thrombusbildung in den
verschiedenen Mauslinien dargestellt werden. Dabei wurde die Leukozyten- und
Thrombozyten-Rekrutierung zu Beginn der Entstehung eines vendsen Thrombus

untersucht.

Auch hierfiir musste zuerst ein Venenzugang geschaffen werden, um der Maus
Rhodamin B-gefdrbte Thrombozyten und Acridin Orange zur Anfirbung der
Leukozyten verabreichen zu kénnen. Fiir die Versuche liber 6h wurde zu diesem
Zweck der Schwanzvenenkatheter mit Hilfe eines Gewebeklebers (1x
Histoacryl®, B. Braun Surgical SA, Rubi, Spanien) an der Maus fixiert, da er so
iiber diese lange Dauer sicherer lag. AnschlieBend wurde die Operation zur

Stenosierung der Vena cava caudalis durchgefiihrt (sieche Punkt IV.2.4.1.).

Direkt nach der Ligatur der Hohlvene, erfolgte die intravendse Verabreichung der
isolierten, Rhodamin B-gefdarbten Thrombozyten (sieche Punkt IV.2.3., IV.4.3.2.
und IV.4.4.). Sie sollten sich nun wie kdrpereigene Pliattchen verhalten. Acridine
Orange wurde zum Sichtbarmachen der Leukozyten zu Beginn in einem Bolus

von 50ul verabreicht und bei Bedarf kleinere Mengen nachdosiert.

Im stiindlichen Abstand zum Zeitpunkt der Ligatur wurden mit dem
Epifluoreszenzmikroskop nun Aufnahmen der Leukozyten- und Thrombozyten-
Rekrutierung in der Vene angefertigt. Dazu wurde die operierte Maus auf einer
Wirmeplatte auf dem Objekttisch unter dem Objektiv platziert. Fiir die
Aufnahmen und Auswertung wurde mit der 20-fachen Vergroferung in einer

Fliissigkeitsimmersion aus angewdrmter 0,9%-NaCl-Losung gearbeitet. Es
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wurden Videos mit 50 Bildern und einer Dauer von 10s angefertigt.

Es sollten zu jedem Zeitpunkt moglichst die gleichen Stellen in der Vene
miteinander verglichen werden. Zu diesem Zweck unterteilte man die freigelegte
Vene in vier aufeinanderfolgende Fenster. Von kranial nach kaudal wurden diese
mit Fenster 1 bis Fenster 4 bezeichnet. Zur Auswertung wurden ausschlielich
Fenster 3 und Fenster 4 herangezogen, da weiter kranial eine durch einmiindende
Gefdlle verursachte turbulente Blutstromung sowie eine starke Venenwdlbung die

Aufnahmen storen konnten.

Zur Unterscheidung der emittierten Lichtstrahlen der beiden verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffe Rhodamin B und Acridine Orange, wurden verschiedene
Filter angewéhlt. Diese lieBen jeweils nur Licht der Wellenldnge eines der beiden
fluoreszierenden Farbstoffe passieren. Die Leukozyten konnten so griin und die
Thrombozyten rot fluoreszierend dargestellt und getrennt voneinander beurteilt

werden.

Anders als bei der Bestimmung der Flussgeschwindigkeit, wurden hier die
adhérenten Zellen auf dem Endothel scharf gestellt und der Blutfluss so gut wie

moglich ausgeblendet.
4.3. Verwendete Fluoreszenz-Farbstoffe

4.3.1. Acridine Orange

Zur Visualisierung der Leukozyten wurde der griin fluoreszierende Farbstoff
Acridine Orange (Acridine Orange hemi(zinc chloride) salt, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen) verwendet. Acridine Orange kann Zellen
penetrieren und an Nukleinsduren binden?'*. In den hier durchgefiihrten
Versuchen wurde es intravends verabreicht und konnte sich auf diese Weise an
die DNA-Doppelstrange der im Blut zirkulierenden oder auf dem Endothel
adhérenten Leukozyten anlagern. Nach einer Anregung mit 490nm, wurde Licht

24 Der Farbstoff wurde in einer

einer Wellenlinge von 519nm emittiert
Konzentration von 0,05% in einem Bolus von 0,05ml verabreicht und bei Bedarf

nachdosiert.

4.3.2. Rhodamin B
Die isolierten Thrombozyten des Spendertiers wurden mit dem

Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin B Isothiocyanat (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,



IV. Material und Methoden 61

Taufkirchen) in einer Konzentration von 20pg/ml ex vivo angefarbt und im
Anschluss dem Empfangertier intravends verabreicht. Mit Hilfe des
Epifluoreszenzmikroskops konnte die emittierte Wellenldnge von 580nm rot

fluoreszierend dargestellt werden®'.

Da sich die Emissionsspektren von Acridine Orange und Rhodamin B deutlich
voneinander unterscheiden, war eine getrennte Aufnahme der beiden angefarbten

Zellarten moglich.

4.4. Isolation und Farbung von Thrombozyten
Zur Visualisierung der Thrombozyten wurden diese von einem Spendertier
isoliert und gefdrbt und dem Empféangertier ein definierter Teil davon intravends

verabreicht.

Vor der Isolation wurde ein Tyrode’s-Puffer hergestellt, um die gewonnenen
Thrombozyten wéhrend der Isolation in einem mdglichst physiologischen Milieu
zu halten. Somit wurden diese weder zerstdrt noch voraktiviert. Fiir 100ml
Tyrode’s-Puffer wurden 0,1mg D(+)-Glucose (Merck KGaA, Darmstadt) und
0,1mg bovines Serumalbumin (Albumin Fraktion V, fettsdurefrei, Carl Roth
GmbH + Co.KG, Karlsruhe) mit einer geeichten Waage abgewogen und
anschliefend in 90ml Nanopore-Wasser gelost. Dann wurden 1ml HEPES
(Invitrogen, Darmstadt) und 10ml eines bereits hergestellten, steril filtrierten 10x
Tyrode’s-Puffer (10,15g NaHCO; (VWR International, Darmstadt), 1,95g KCL
(VWR International, Darmstadt), 80g NaCl (VWR International, Darmstadt) in
1000ml Aqua dest. gelost) hinzugegeben. Etwa 70ml des hergestellten Puffers
wurden auf den pH-Wert 6,5 eingestellt (Tyrode’s 6,5) - die restlichen 30ml auf
einen pH von 7,4 (Tyrode’s 7,4).

Fiir die Isolation wurde dem Spendertier intrakardial Blut abgenommen (siche
Punkt IV.2.5.1.), wobei dessen Gerinnung durch 170ul in der Spritze vorgelegtes
Zitrat (aus einer S-Monovette® 3ml 9NC, Sarstedt AG & Co, Niimbrecht)
gehemmt wurde. Im ndchsten Schritt wurde das schonend in ein Plastik-R6hrchen
iiberfiihrte Blut mit dem vorher zubereitetem Tyrode‘s 6,5 auf 2ml aufgefiillt und
vermengt. Es folgte ein 20-mintitiger Zentrifugationsschritt bei 68xg ohne Bremse
(eppendorf centrifuge 5804, Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH, Hamburg).
Nun konnte das Pléttchen-reiche Plasma (PRP) von den sich am Boden

abgesetzten zelluldren Bestandteilen abgehoben werden. Das PRP wurde in ein
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neues Glas-Rohrchen iiberfiihrt und mit Tyrode’s 6,5 auf 4ml aufgefiillt. Es folgte
die Farbung mit Rhodamin B: 6,5ul des Farbstoffs wurden zu dem verdiinnten
PRP gegeben und damit vermengt. Zur vollstindigen Einwirkung des Farbstoffs
erfolgte eine Inkubation von 3 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur. Dann
wurde ein zweiter Zentrifugationsschritt von 10 Minuten, 1277xg mit Bremse
gestartet. Der sich gebildete Uberstand wurde verworfen und das entstandene
Thrombozyten-Pellet in 4ml Tyrode’s 6,5 resuspendiert. Es folgte ein dritter
Zentrifugationsschritt von 10 Minuten, 1277xg mit Bremse, woraufhin der
Uberstand erneut verworfen wurde. Das erhaltene Thrombozyten-Pellet wurde
nun in 250ul Tyrode’s 6,5 gelost und mit 250ul Tyrode’s 7,4 erginzt. Mit Hilfe
eines Blutanalysegerits konnte nun die gewonnene Thrombozytenzahl bestimmt

werden.

Im Anschluss wurde die zu verwendende Portion fiir ein Empféngertier bestimmt,
welche stets 150.000 Teilchen pro pl enthielt. Davon wurden dem Empfangertier

250ul intravends iiber den zuvor angebrachten Schwanzvenenkatheter verabreicht.
4.5. Auswertung

4.5.1. Bestimmung der Flussgeschwindigkeit

Fir die Bestimmung der Flussgeschwindigkeit wurden die angefertigten
Videoaufnahmen mit dem Programm Cell*R (Olympus, Hamburg) bearbeitet und
exportiert. AnschlieBend erfolgte mit Hilfe der Software VirtualDub 1.9.11 eine
Umwandlung in segmentierte Videosequenzen. Mit dem Programm Imagel
(ImageJ 1.43u, National Institutes of health, USA) war nun eine Verfolgung der
flieBenden Zellen mit Berechnung der zuriickgelegten Geschwindigkeit mdglich
(,,cell-tracking®). Aus einem Vergleich zwischen der mittleren Geschwindigkeit
der pri-Aufnahmen und der post-Aufnahmen, konnte die mittlere

Geschwindigkeitsreduktion in % errechnet werden.

4.5.2.  Bestimmung der Leukozytenaggregationsfliche

Zur Ermittlung der Fliache der am Endothel adhédrenten Leukozyten zu den
Zeitpunkten 1h, 2h, 3h, 4h, 5h und 6h post Ligatur, wurden aus den angefertigten
Videosequenzen reprédsentative Standbilder herausgeschnitten. In die Auswertung

wurden fiir jeden der sechs Zeitpunkte drei Bilder einbezogen.

Das Herausschneiden und die Bearbeitung der Standbilder erfolgte mit der
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Software Cell*R (Olympus, Hamburg). AnschlieBend konnte die Flache der
adhdrenten Leukozyten im Programm Caplmage 8.6.3 berechnet werden. Die
Aggregationsflichen zu den einzelnen Zeitpunkten wurden auf Imm’® genormt

und Mittelwerte bestimmt.

4.5.3. Bestimmung der mittleren Anzahl adhirenter Thrombozyten

Um die Zahl der adhdrenten Thrombozyten bestimmen zu kdnnen, wurden wie bei
der Bestimmung der Leukozytenaggregationsfliche mit der Software Cell"R fiir
jeden Zeitpunkt drei Standbilder aus den angefertigten Videosequenzen
ausgewdhlt. Von diesen wurde mit der Software Imagel jeweils ein Ausschnitt
von 200um2 ausgewdhlt und die adhérenten Pldttchen in diesem Ausschnitt
gezdhlt. Die Thrombozyten-Anzahl der drei Bilder zu jedem Zeitpunkt wurde
gemittelt.

5. Immunhistologie

Mit Hilfe immunhistologischer Féarbungen konnten die gewonnenen vendsen
Thromben auf ihre genaue Zusammensetzung untersucht werden. Dabei wurde in
C57BL/6J- und CR2”-Thromben die Leukozyten- und Neutrophilenanzahl
(CD45-, Ly-6G-Fiarbung) sowie die Fliche an Thrombozyten (CD41-Farbung)
ermittelt. Zusétzlich erfolgte beir C57BL/6J- und CR2”-Thromben eine Féarbung
von IgG- und IgM-Molekiilen im Thrombus, um deren Verteilung zu analysieren.
Gleichzeitig wurde in diesen Thromben das Endothel mit Hilfe eines anti-CD31-

korpers angefarbt.

5.1. Anfertigung histologischer Schnitte

Nach ihrer Entnahme wurden die, in der Vena cava caudalis eingeschlossenen,
Thromben mit Tissue Tek in einem Schlauchstiick eingebettet und bei -80°C
gelagert (siehe Punkt 1V.2.4.2.). Zum Schneiden wurden sie mit Hilfe von Tissue
Tek auf dem Stempel eines Kryotoms (Cryostar NX70, Histo Service GmbH,
Celle) angebracht. Bei einer Geritetemperatur von -20°C konnten damit Spm
diinne Schnitte durch den Querschnitt des Thrombus von kranial nach kaudal
angefertigt werden. Die Schnitte wurden auf einen beschichteten Objekttrager
(Thermo Scientific, Superfrost® Plus, Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig)
gezogen, beschriftet und bei -20°C gelagert.
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5.2. Immunbhistologische Fiarbungen

Die immunbhistologische Farbung der zuvor angefertigten Schnitte erfolgte stets in
einer lichtundurchldssigen Fiarbekammer, die mit Wasser gefiillt war, um ein
Austrocknen der Schnitte zu vermeiden. Vor dem Auftragen der Féarbelosungen
wurden die Priparate mit einem Fettstift (Dako Pen, Dako Deutschland GmbH,

Hamburg) umfahren, um die Losung auf dem Priparat zu halten.

5.2.1.  Ly-6G-, CD45- und CD41-Firbung
Die Ly-6G-, die CD45- und die CD41-Farbung wurden nach einem
Standardfarbeprotokoll durchgefiihrt:

Zunichst erfolgte die Fixierung der Schnitte auf dem Objekttrager mit 4%-igem
Formalin (Thermo Scientific, Rockford, Illinois, USA) in Aqua dest. fiir 3 Minuten
sowie ein anschlieBender 3-facher Waschschritt mit PBS (gibco® by life
technologies, Life Technologies Corporation, Grand Island, NY, USA) und 0,1%
Tween (Tween® 20, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim). Vor der
eigentlichen Farbung mussten mogliche unspezifische Bindungen am Fc-Rezeptor
blockiert werden. Dies war mit einem anti-mouse CD16/32-Antikorper (affinity
purified rat anti-mouse CD 16/32, Clone 93, BD Pharming, San Diego,
Kalifornien, USA) in einer Verdiinnung von 1:200, der zusammen mit 3% BSA
(Bovines Serum Albumin, PAA Laboratories, Pasching, Osterreich) in PBS fiir 30
Minuten auf die Schnitte gegeben wurde moglich. Fiir die CD41-Farbung wurde
der Fc-Block zusammen mit 2% Glycin (Roth, Karlsruhe) angewendet. Nach
Abklopfen der Fc-Block-Losung, konnte nun der gegen das jeweilige zu farbende
Antigen gerichtete Primérantikorper (siehe Tabelle 2) aufgetragen werden. Als
Isotypkontrolle wurde jeweils ein Antikdrper der gleichen IgG-Klasse, welcher
gegen ein irrelevantes Antigen gerichtet war, verwendet. Nach einer Stunde
Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurden die Schnitte gewaschen und der rot
fluoreszierende Sekundérantikorper donkey anti-rat Alexa 594 (Invitrogen,
Emissionsmaximum 594nm) in einer Verdiinnung von 1:200 bei einer
Ausgangskonzentration von 2mg/ml aufgetragen. Auch fiir diesen galt eine
Stunde Inkubationszeit bei Raumtemperatur. Im Anschluss erfolgte eine
Zellkernfarbung mit DAPI (47,6-Diamidino-2-phenylidole, Dihydrochloride,
Invitrogen, Damstadt) in der Verdiinnung 1:3000, welche 30 Sekunden einwirken
musste und bei Betrachtung unter dem Mikroskop, bei einem

Emmissionsmaximum von 461nm, blau fluoreszierend dargestellt werden konnte.
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Nach einem weiteren Waschschritt konnte das nun vollstindig gefarbte Praparat
mit Eindeckmedium (Dako Fluorescent Mounting Medium, Dako North America,
Inc., Carpinteria, CA, USA) und einem Deckglas (MEDITE GmbH, Burgdorf)

versehen werden.

Nach der Farbung wurden die Schnitte im Kiihlschrank aufbewahrt, bis sie am
Mikroskop (Leica DMRB, Firma Leica, Bensheim) mit einer Digitalkamera

(AcioCam, Firma Zeiss, Gottingen) abfotografiert wurden.

Tabelle 2: Fiir die immunhistologischen Farbungen CD41, CD45 und Ly-6G verwendete
Primérantikdrper

Antigen Antikdrper Konzentration Verdiinnung Hersteller
CD41 rat; Klon: MWReg30 0,2mg/ml 1:25 BD Pharmingen
CD45 rat; Klon: 30-F11 0,2mg/ml 1:100 BD Pharmingen
Ly-6G rat; Klon: 1A8 0,2mg/ml 1:500 BD Pharmingen

5.2.2. IgG-/IgM-CD31-Doppelfirbung

Zunidchst wurden auch fiir diese Farbung die Schnitte mit Hilfe von 4%-igem
Formalin auf dem Objekttrager fixiert. Im Anschluss erfolgte ein 3-facher
Waschschritt mit PBS und 0,1% Tween, bevor ein 30-miniitiges Blocken der
unspezifischen Bindungsstellen mit Goat-Serum (5%) (Normal goat serum ready-
to-use, invitrogen cooperation, Frederick, MD, USA) erfolgen konnte. Im
nichsten Schritt wurde das Goat-Serum vorsichtig abgeklopft, um den fiir die
Endothelfarbung ndtigen Priméar-Antikorper anti-mouse CD31 (Anti-Mouse CD31
(PECAM-1) Functional Grade Purified, eBioscience Inc., San Diego, CA, USA)
in einer Verdiinnung von 1:100 auftragen zu konnen. Nach einer Stunde
Einwirkzeit, konnte ungebundener Primédrantikdrper in einem 3-fachen
Waschschritt mit PBS und Tween entfernt werden. Direkt im Anschluss wurde, in
einer Verdiinnung von 1:50, der Antikérper zur Farbung von thrombuseigenem
IgG oder IgM aufgetragen (Alexa Fluor® 488 Goat anti-Mouse IgG (H+L)
Antibody, Life Technologies GmbH, Darmstadt; Alexa Fluor® 488 Goat anti-
Mouse IgM (u chain), Life Technologies GmbH, Darmstadt) sowie zeitgleich der
gegen den  CD3I1-Primérantikorper  gerichtete, rot  fluoreszierende
Sekundirantikdrper (Alexa Fluor® 594 Goat anti-Rat IgG (H+L), Life
Technologies GmbH, Darmstadt; Verdiinnung 1:200) auf den Schnitt gegeben.
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Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde, erfolgte eine 3-miniitige Kern-
Férbung mit 1:1000-verdiinntem HOECHST (Hoechst 33342 trihydrochloride
trihydrate, Invitrogen, Eugene, Oregon, USA). Ein 3-faches Waschen mit PBS
und Tween war ndtig, bevor der fertig gefarbte histologische Schnitt mit einem
Eindeckmedium und einem Deckglas zur Auswertung unter dem Mikroskop

(Axio Imager.M2, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Géttingen) bereit war.

Tabelle 3: Zur immunhistologischen Doppelfirbung IgG/IgM-CD31 verwendete Antikdrper

Antigen Antikorper Konzentration | Verdiinnung Hersteller
Primérantikérper: rat; . N
CD31 (PECAM-1) Klon: 390 0,2mg/ml 1:100 eBioscience
Sekundérantikorper:
;’artlrfla?rzrll tikéroer | 808t anti-rat Alexa 2mg/ml 1:200 Life Technologies
PEL | Fluor® 594
Alexa Fluor® 488 ) . .
IgG (H+L) goat anti-mouse TG 2mg/ml 1:50 Life Technologies
. Alexa Fluor® 488 ) . .
IgM (p chain) goat anti-mouse TgM 2mg/ml 1:50 Life Technologies
5.3. Auswertung

5.3.1.  Ly-6G- und CD41-Féirbung
Zur Auswertung der gefarbten Schnitte wurde die Anzahl an Leukozyten,

Neutrophilen und die Thrombozytenfldche herangezogen.

Die CD45-gefarbten Leukozyten sowie die Ly-6G-gefarbten Neutrophilen wurden

dazu auf den erstellten Bildern manuell ausgezihlt.

Fir die Fldchenberechnung der gefarbten Thrombozyten (CD41) wurden die
aufgenommenen Fotos zundchst mit Hilfe der Software ImageJ (ImageJ 1.43u) in
schwarz-wei3-Bilder umgewandelt. Diese wurden dann im Programm Caplmage
8.6.3 geoftnet, mit welchem eine Flichenberechnung von Thrombozyten und des
gesamten Thrombusquerschnitts moglich war. Als Ergebnis konnte der
prozentuale Anteil an Thrombozyten im Verhéltnis zur Gesamtfliche des

Thrombus ermittelt werden.
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5.3.2. IgG-/IgM-CD31-Doppelfirbung
Es sollte die Menge an IgG und IgM im Thrombus bestimmt sowie die

Lokalisation dieser Immunoglobuline im gebildeten Thrombus eruiert werden.

Die gefarbten Antikorpermolekiile konnten mit Hilfe der Epifluoreszenz-Funktion
des Mikroskops im Farbkanal fiir griine Fluoreszenz dargestellt und abfotografiert
werden. Fiir die weitere Auswertung mit der Software AxioVision SE65 (Carl
Zeiss Microscopy GmbH, Jena) wurde das griine Fluoreszenzsignal der
Antikorpermolekiile in Graustufen entsprechender Intensitit umgewandelt. Das
Programm konnte nun den Mittelwert dieser Grauwerte im zuvor auf die reine
Thrombusfliache reduzierten Querschnitt errechnen (Einheit: Grey), wodurch die
Starke des Fluoreszenzsignals und dadurch auch die Menge an Antikorpern im
Thrombus né&herungsweise quantifiziert war. Um die Lokalisation der
Immunoglobuline zu evaluieren, wurde die Verteilung des griin fluoreszierenden
Signals im Thrombus analysiert. Die Assoziation von Antikdrpern mit dem
Endothel wurde genauer untersucht. Dafiir wurde die mit dem Endothel
assoziierte, griin fluoreszierende Fldche mit Hilfe des Programms Axio Vision
eingegrenzt und, wie oben beschrieben, der Mittelwert der Grauwerte in Grey

direkt am Endothel bestimmt.

6. ELISA

Zur Bestimmung der Immunoglobulinkonzentration im Blut der einzelnen
Mausstimme wurden IgG- und IgM-ELISAs (enzyme linked immunosorbent

assays) durchgefiihrt.

ELISAs laufen generell nach demselben Grundprinzip ab: In den Vertiefungen
einer Well-Platte sind Primér-Antikorper gebunden, welche gegen das zu
identifizierende Antigen (in diesem Fall IgG oder IgM) gerichtet sind. Wird dieses
hinzugegeben, kann es binden. Ein Sekunddrantikdrper, welcher das Antigen
ebenfalls erkennt und mit einem Enzym gekoppelt ist, wird zur Detektion
hinzugegeben. Zugefiigtes Substrat kann nun von dem gebundenen Enzym
umgesetzt werden, was zu einem Farbumschlag fiihrt. Die Farbintensitét
repriasentiert die Menge an enthaltenem Antigen in der Probe und kann

photometrisch bestimmt werden.
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6.1. Probengewinnung

Zur Untersuchung auf die IgG- und IgM-Konzentration im Blut wurden
Serumproben der einzelnen Mausstimme bendtigt. Fiir die nétigen Blutproben
wurde die Vena facialis punktiert und 150ul mit einer Serum-Microvette
(Microvette® 100 Z, Sarstedt AG & Co., Niimbrecht) aufgesogen (siche Punkt
IV.2.5.2). AnschlieBend wurde 15 bis 30 Minuten gewartet, bis das Blut in der
Microvette bei Raumtemperatur vollstindig geronnen war. Nun konnten die
Proben in einer auf 4°C gekiihlten Zentrifuge (eppendorf centrifuge 5424 R,
Eppendorf AG, Hamburg) bei 1500xg 10 Minuten lang zentrifugiert werden. Man
erhielt eine typische Schichtung: Unten im Gefdll sammelten sich die zelluldren
Bestandteile des Blutes, oben setzte sich das klare Serum ab. Dieses konnte nun in

ein Eppendorf-Gefal3 tiberfiihrt und sofort bei -80°C eingefroren werden.

6.2. Durchfiihrung

Zur Durchfiihrung der ELISA-Kits (ab15127-IgG Mouse ELISA Kit abcam®;
ab13307-IgM Mouse ELISA Kit abcam®; Abcam Pic, Cambridge, UK) wurden
die Proben und bei -20°C gelagerte Reagenzien auf Eis aufgetaut und vor der
Verwendung auf Raumtemperatur gebracht. Bei den Proben sowie bei den

Standardreihen wurde in einem Doppelansatz gearbeitet.

Zur Ermittlung der IgG- bzw. IgM-Konzentration mussten die Proben verdiinnt
werden. Fiir Proben von sIgM”AID"-Miusen wurde aufgrund der zu
erwartenden niedrigen Antikorper-Konzentration eine Verdiinnung von 1:12,5

gewihlt. Simtliche andere Proben wurden 1:10.000-fach verdiinnt eingesetzt.

6.2.1. IgG-ELISA

Zur Herstellung der Standardreihe wurde der mitgelieferte Normal Mouse IgG
Standard (1pg) in 1ml 1x Incubation Buffer (hergestellt aus einer 1:9-Verdiinnung
des im Kit enthaltenen 10x Blocking Buffer mit dem 1x Wasch-Puffer)
vollstindig gelost (1pg/ml). In sieben Eppendorf-Gefale wurden 150ul des 1x
Incubation Buffers vorgelegt. Nun konnten 50ul des vorbereiteten Normal Mouse
IgG Standards in das Gefdll Nummer 1 pipettiert werden (0,25ug/ml). Aus diesem
wurden nach sorgfiltigem Mischen ebenfalls 50ul entnommen und in Gefall 2
pipettiert (0,0625ug/ml). Die Reihe wurde so fortgesetzt bis zu GefiBl 6
(0,00024pg/ml). Der Inhalt in Gefdl 7 sollte als Leerwert dienen, weshalb er

ausschlieBlich aus 1x Incubation Buffer bestand.
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50ul 50ul 50ul 50ul 50ul

50ul
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150ul 150ul 150ul 150ul 150ul 150ul 150ul
1xincubation  1xincubation 1xincubation 1xincubation 1xincubation 1xincubation 1xincubation
buffer buffer buffer buffer buffer buffer buffer

Abbildung 14: Herstellung der Standardreihe fiir den IgG-ELISA

Um die IgG-Konzentration der Serum-Proben bestimmen zu konnen, mussten

diese zunédchst mit 1x Incubation Buffer verdiinnt werden (siche Punkt IV.6.2.).

Von den hergestellten Proben und den acht Verdiinnungsstufen der Standardreihe
wurden je 50ul in eine Vertiefung der 96-Well-Platte (IgG Mouse Microplate)
pipettiert. Dann wurde die Platte abdeckt bei Raumtemperatur fiir 2 Stunden auf
einem ELISA-Plattenschiittler (Heidolph Duomax 1030, Heidolph Instruments,
Schwabach) inkubiert. Nach dieser Zeit wurde der ungebundene Inhalt der Wells
komplett entleert und mit 300ul 1x Wasch-Puffer (hergestellt aus mitgeliefertem
20x Wash Buffer und deionisiertem Wasser (aqua ad injectabilia Braun, B.Braun
Melsungen AG, Melsungen)) jedes Well zwei Mal gewaschen. Nach griindlichem
Entfernen des Wasch-Puffers wurden in jedes Well 50ul 1x HRP labelled detector
antibody (hergestellt als 10-fache Verdiinnung des im Kit enthaltenen 10x GAM
(H+L)-HRP Detector Antibody mit 1x Incubation Buffer) als Sekundirantikorper
gegeben. Die abgedeckte Platte wurde erneut fiir 60 Minuten Inkubationszeit bei
Raumtemperatur auf den Plattenschiittler gestellt. Nach drei anschlieBenden
Waschschritten, konnten jeweils 50ul Substrat-Losung (TMB Development
Solution) in jede Vertiefung pipettiert werden. Nach 15 Minuten Einwirkzeit
wurde die Reaktion mit 50ul Stop-Losung beendet und sofort die Absorption bei
450nm mit Hilfe eines ELISA-Readers sowie der entsprechenden Computer-

Software bestimmt.

6.2.2. IgM-ELISA
Um die Standardreihe herzustellen, musste zunichst der im Kit enthaltene Maus-
IgM-Standard (250ng) in 1ml 1x Assay Buffer 13 (1:9-Verdiinnung aus Assay

Buffer 13 Concentrate und deionisiertem Wasser) geldst werden (250ng/ml).
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AnschlieBend wurden jeweils 500ul 1x Assay Buffer 13 in sieben Eppendorf-
Gefdflen vorgelegt. In das Gefdl Nummer 1 wurden nun 500pl des vorher
gelosten Maus-IgM-Standards pipettiert und vermischt (125ng/ml). Nun wurden
aus dem Gefdl Nummer 1 500ul entnommen und in das Gefil Nummer 2
gebracht (62,5ng/ml). Auf diese Weise wurde die Reihe bis zum Gefill 6
(3,91ng/ml) pipettiert. Das Gefdl 7 sollte als Leerwert (Ong/ml) verwendet
werden und enthielt daher ausschlieBlich 1x Assay Buffer 13 und keinen Maus-

IgM-Standard.
500ul  500ul 500l 500ul 500l

500ul \
IgM Standard 7

(250 ng/ml)

3,90625
ng/ml

500ul 500ul 500ul 500l 500ul 500pl 500ul
1x assay 1x assay Tx assay 1x assay 1x assay Tx assay 1x assay
buffer 13 buffer 13 buffer 13 buffer 13 buffer 13 buffer 13 buffer 13

Abbildung 15: Herstellung der Standardreihe fiir den IgM-ELISA

Fir die Bestimmung der IgM-Konzentration in den einzelnen Serum-Proben,
mussten diese mit dem zuvor hergestellten 1x Assay Buffer 13 verdiinnt werden

(siche Punkt IV.6.2.).

Nun konnten jeweils 50ul der hergestellten Proben und der acht Standardreihen-
Verdiinnungsstufen auf die 96-Well-Platte (Goat anti-mouse IgM Microplate) des
ELISA-Kits aufgetragen werden. Direkt im Anschluss wurde mit 50ul Mouse
IgM Horseradish Peroxidase Conjugate der enzym-gebundene Sekundarantikdrper
hinzugefiigt. Nach einer Inkubationszeit von 60 Minuten bei Raumtemperatur auf
einem Plattenschiittler, wurde der ungebundene Inhalt der Wells entleert und vier
Mal mit 400ul des 1x Wasch-Puffers (hergestellt aus mitgeliefertem 20x Wash
Buffer Concentrate und deionisiertem Wasser) gewaschen. Der Wasch-Puffer
wurde vollstindig aus den Wells entfernt, bevor im néchsten Schritt 100ul der
Substrat-Losung (TMB substrate) hineingegeben wurden. Die Substratlosung
bendtigte eine Einwirkzeit von 30 Minuten bei Raumtemperatur auf einem
Plattenschiittler, dann konnte die Reaktion mit 100ul der Stop-Losung (stop

solution 2) beendet werden.
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Die Farbintensitidt wurde sofort im Anschluss bei einer Wellenldnge von 450nm
und einer Korrektur zwischen 570 und 590nm mit Hilfe eines ELISA-Readers

sowie der entsprechenden Computer-Software ausgelesen.

6.3. Auswertung

Die Auswertung der ELISAs erfolgte mit Hilfe eines ELISA-Readers (infintite
F200, Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim), welcher mit einem Computer
verbunden war. Mit Hilfe der Software i-control 1.9 (2011, Tecan Austria GmbH)

konnte die Absorption der sich entwickelten Farbe ausgelesen werden.

Die weitere Auswertung der erhaltenen Werte erfolgte mit der Software ReaderFit
(Hitachi Solutions America, Ltd.). Die ausgelesenen Absorptions-Werte der
Standardreihe konnten gegen ihre bekannte Konzentration an IgG- bzw. IgM-
Standard aufgetragen werden. Man erhielt eine Kurve, anhand welcher nun die
passenden Konzentrationen zu den ermittelten Absorptionswerten der Proben

abgelesen sowie berechnet werden konnten.

7. Antikorperklassen und Antikorperfragmente

In einigen Versuchsreihen sollte die Bedeutung einzelner Antikorperklassen und
das Bindungsverhalten von Antikérpermolekiilen in der Entstehung der vendsen
Thrombose genauer untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde Tieren des
Antikorper-defizienten Mausstamms sIgM'/ "AID”" unmittelbar vor der Operation
zur Stenosierung der Vena cava caudalis die entsprechenden Antikérper bzw.
Antikorperfragmente intravends iiber die Schwanzvene (siehe Punkt IV.2.3.)
verabreicht. Pro Maus wurden 0,6mg der jeweiligen Antikdrper-Formulierung,
gelost in 200ul PBS (Dulbecco’s phosphate buffered saline, Sigma Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim), injiziert.

7.1. Gepooltes polyklonales IgG und IgA

Die verwendeten murinen gepoolten polyklonalen Antikdrper bestanden
grofltenteils aus IgG, enthielten aber auch geringe Mengen IgA (Mouse Gamma
Globulin, Jackson Immuno Research, West Grove, PA, USA). Mit Hilfe dieser
Antikdrper sollte tiberpriift werden, ob Antikorper allgemein in der Lage sind eine

venose Thrombose zu induzieren.

Das Ausgangsprodukt lag in einer Konzentration von 11,2mg/ml vor. Fiir eine
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Applikation von 0,6mg pro Maus wurden davon 54ul entnommen und in 146ul

PBS gelost.

7.2. Monoklonales anti-gp120 IgG

Monoklonales anti-gp120 IgG (InVivoMAb anti gpl120, BioXCell, Holzel
Diagnostika Handels GmbH, Koln) ist ein Antikorper, welcher gegen das
Glykoprotein 120 auf der Oberfliche des humanen Immundefizienz-Virus (HIV)
gerichtet ist. Dieses IgGl wurde als Modell fiir einen Antikorper verwendet,
welcher in der Maus mangels des HI-Virus kein Antigen binden kann. Es sollte
untersucht werden, ob dieses reine, nicht spezifisch gebundene IgG dennoch in

der Lage ist die vendse Thrombose zu induzieren.

125ul des anti-gp120 IgG, mit einer Ausgangskonzentration von 4,79mg/ml,
wurden mit 75ul PBS verdiinnt. Dadurch entstand die Dosis fiir eine Maus mit

einer Konzentration von 0,6mg pro 200ul.

7.3. Monoklonales anti-Influenza-Virus IgG

Das anti-Influenza-Virus IgG (InVivoMAD anti Influenza A, np, BioXCell, Holzel
Diagnostika Handels GmbH, K&ln) wurde als Modell fiir einen weiteren in der
Maus allenfalls unspezifisch bindenden Antikérper verwendet. Dabei handelte es
sich um einen IgG2a-Isotyp, der gegen das Nukleoprotein (NP) des Influenza-A-

Virus gerichtet ist.

Der gelieferte Antikorper lag in einer Konzentration von 5,65mg/ml vor. Um eine
Konzentration von 0,6mg in 200ul zu erhalten, wurden davon 94ul in 106ul PBS
gelost.

7.4. Fc-Fragmente

Einzelne Fc-Fragmente (InVivoMAb recombinant Mouse Fc-G2a BioXCell,
Holzel Diagnostika Handels GmbH, K6ln) wurden mit der Intention verabreicht,
eine Kontrollgruppe zu generieren, welche durch das Fehlen von Fab-Fragmenten

nicht in der Lage ist spezifisch oder unspezifisch an Antigene zu binden.

Die Ausgangskonzentration betrug 7,71mg/ml. Auch hier wurde mit einer
Konzentration von 0,6mg/200ul gearbeitet. Deshalb wurden78ul mit 122ul PBS

verdiinnt.
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8. Versuchsplanung und Durchfithrung

8.1. Tierzahl

Insgesamt wurden fiir saimtliche durchgefiihrte Versuche dieser Arbeit 176 Tiere
bendtigt. Diese waren mindestens 9 und maximal 25 Wochen alt. Operiert wurden
nur Miuse, welche ein Korpergewicht von mehr als 20g hatten. Tiere, die
wiéhrend der Operation eine Blutung erlitten, wurden aus dem Versuch genommen
und euthanasiert. Ebenso wurde mit Tieren verfahren, welche bei einem
chronischen Versuch von 48h die streng definierten Abbruchkriterien des Score-

Sheets aufwiesen (siehe Punkt IV.1.5.3.).

8.2 Dokumentation

Fiir jeden durchgefiihrten Versuch an einem Tier wurde ein Versuchsprotokoll
angefertigt. In diesem wurden der Ablauf der Operation sowie Daten des Tieres
(Stamm, Geburtsdatum, Geschlecht, Tiernummer) und angewendete
Betdubungsmittel dokumentiert. Auflerdem wurde in einem speziell auf den
Versuch zugeschnittenen Score-Sheet die Belastung von Tieren in einem

chronischen Versuch von 48h aufgezeichnet (siche Punkt IV.1.5.3.).
8.3. Versuchsgruppen

8.3.1. Standardisierung

Tabelle 4: Versuchsgruppen zur Standardisierung des Stenose-Mausmodells

Parameter Stamm Anzahl und mittleres Alter
Geschlecht | Korpergewicht | (Wochen)
Flussgeschwindigkeit C57BL/6J 6m, 7w 24,52¢g 15 bis 18
Leergewicht C57BL/6] 4m, 4w 26,22¢g 15 bis 21
Thrombusinzidenz C57BL/6J 8m, 8w 23,15g 16 bis 19
Sham-Operation C57BL/6J 3m, 4w 26,25¢g 14 bis 20
8.3.2. Chronische Versuche zur Bestimmung von Thrombusgewicht und —
inzidenz

Tabelle 5: Versuchsgruppen zur Bestimmung von Thrombusgewicht und Inzidenz nach 48h

Stamm Anzahl und mittleres Alter
Geschlecht Korpergewicht | (Wochen)
WT C57BL/6J | emo2w | 2448¢ | 10bis19

KO AID™ | 4mow | 2327¢ | 20bis23
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KO sIgM ™ 8m 26,36g 14 bis 22
KO sIgM”"AID™ 6m, 2w 23,45¢ 9 bis 20
sIgM”"AID™ .
KO +Fo-Fragment 4m, 3w 24.98¢g 12 bis 20
sIgM™"AID™ .
KO +polyklonales TeG/TgA Om, 1w 27,29g 11 bis 22
sIgM™"AID™ .
KO +anti-gp201gG 4w, 4m 24,46g 11 bis 20
sIgM”"AID™ .
KO +anti-Influenza-IgG 9m, 1w 24 81g 12 bis 16
WT C57BL/6] 6m 29,12g 10 bis 18
KO FcyR”FcRIIb™ 6m 28.85g 14
WT C57BL/6J 4m, 6w 25,80g 13 bis 22
KO CR2” 3m, 8w 25,54g 11 bis 18

8.3.3.  Leukozyten- und Thrombozytenrekrutierung

Tabelle 6: Versuchsgruppen zur intravitalmikroskopischen Analyse der Leukozyten- und
Thrombozytenrekrutierung in den ersten 6h nach Ligatur der Vena cava caudalis im Mausmodell

Stamm Anzahl und mittleres Alter

Geschlecht Korpergewicht | (Wochen)

WT C57BL/6J | 4mew | 2528¢ | 13bis2

KO SIgMPAID” | 3mSw | 2325 | 13bis22

8.34. Thrombelastometrie
Tabelle 7: Versuchsgruppen zur Analyse der Blutgerinnung mittels Thrombelastometrie
Stamm Anzahl Alter (Wochen)

WT C57BL/6J 7 11 bis 14
KO sIgM™"AID™ 5 10 bis 25

KO CR2™" 4 10 bis 16
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9. Statistische Auswertung

Da die Beteiligung von Antikérpern in der Entstehung der TVT zuvor noch nie
untersucht wurde, handelte es sich um eine Orientierungsstudie. In erster Linie
war dabei das Ziel, hinweisende biologisch relevante Zusammenhénge

aufzudecken, auch wenn diese nicht statistisch signifikant waren.

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software Sigma Plot 12.5
(Systat Software Inc., Erkrath). Dabei wurden generell Ergebnisse mit einem p-
Wert von <0,05 als statistisch signifikant angenommen. Vor der Durchfithrung
eines statistischen Tests auf signifikante Unterschiede, ermittelte das Programm
mit dem Shapiro-Wilk-Test die Normalverteilung der Daten. War diese gegeben,
wurde bei einem Vergleich von einer Gruppe zu ihrer Kontrollgruppe der t-Test
angewendet. Lag keine Normalverteilung vor, wurde statt dem t-Test auf den

Man-Whitney-U-Test zurlickgegriffen.

Wurden mehrere Gruppen gegen eine Kontrollgruppe verglichen, fand im
Anschluss an die jeweiligen t-Tests bzw. Man-Whitney-U-Tests eine
Adjustierung des Signifikanzniveaus nach Bonferroni-Holm statt. Somit wurde je
nach Anzahl der mit der Kontrollgruppe verglichenen Gruppen, nicht mehr bei
p<0,05 von einer statistischen Signifikanz ausgegangen, sondern erst ab dem
jeweiligen angeglichenen Signifikanzniveau. Dies bedeutete fiir eine gegen die
Kontrolle verglichene Gruppenanzahl von 2 eine statistische Signifikanz des
kleineren p-Werts bei 0,025 und des groBeren p-Werts bei 0,05. Bei einer
GruppengroBe von 3 war eine statistische Signifikanz des kleinsten p-Werts bei
0,01667, des mittleren p-Werts bei 0,025 und des groBten p-Werts bei 0,05
gegeben. Fiir eine Gruppengréfle von 5 wurde fiir den kleinsten p-Wert ein
statistisch signifikanter Unterschied ab 0,01, fiir den nichst gréeren ab 0,0125,
fiir den dritt groBten ab 0,01667, fiir den viert grofiten ab 0,025 und fiir den
grofiten ab 0,05 angenommen. In den Grafiken wurden die gegen eine
Kontrollgruppe verglichenen Gruppen dabei, passend zum Inhalt des Abschnitts,
teilweise getrennt voneinander dargestellt (siche Abbildung 18, Abbildung 20,
Abbildung 21, Abbildung 22, Abbildung 23, Abbildung 25, Abbildung 28,
Abbildung 30, Abbildung 31, Abbildung 32).

Neben Uberpriifung der Signifikanz der Daten, fand auch eine Berechnung der
EffektgroBe Cohen‘s d des jeweilig festgestellten Unterschieds zur
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Kontrollgruppe statt. Dies erfolgte mit Hilfe eines Effect Size Calculators in
Microsoft Excel 2010*"°. Anhand der EffektgroBe konnte die Stirke des Effekts
des ermittelten Unterschieds definiert werden: Werte unter 0,2 wurden als
vernachldssigbarer Effekt eingestuft, Werte >0,2 als schwacher Effekt, Werte >0,5

als mittel-starker Effekt und Werte >0,8 als besonders groBe Effekte”'”.

Zusitzlich  wurde die Korrelation zwischen Thrombusgewicht und
Antikorpermenge in drei Antikorper-Knockout- sowie in C57BL/6J-Méausen
iiberpriift (siche Punkt V.2.1.). Nach der Bestitigung der Normalverteilung der
Daten mittels Shapiro-Wilk-Test, erfolgte dies iiber die Ermittlung des
Korrelationskoeffizienten nach Pearson (r) mit Hilfe der Software Microsoft
Excel 2010. R kann Werte von -1 bis +1 annehmen. Bei r>0 liegen positive
Zusammenhénge vor, bei r<0 negative. Wihrend fiir Werte, die sich 0 annidhern
von einem schwachen linearen Zusammenhang ausgegangen wird, sprechen sich
der +1 oder der -1 anndhernde Werte fiir einen hohen linearen Zusammenhang der
untersuchten Parameter. Zur Darstellung in der Grafik wurde der

Korrelationskoeffizient r quadriert als BestimmtheitsmaB R* angegeben.
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V. ERGEBNISSE

1. Standardisierung des venose-Thrombose-Mausmodells

Ziel dieser Arbeit ist es, die Beteiligung von Antikorpern im Geschehen der TVT
zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurde das oben beschriebene Stenose-
Mausmodell in der Vena cava caudalis herangezogen (sieche Punkt 11.1.5.2. und
IV.2.4.1.). Fiir eine optimale Arbeitsgrundlage musste dieses Modell zunéchst

standardisiert werden, um konsistente und vergleichbare Daten zu erhalten.

1.1. Flussgeschwindigkeit
Mit Hilfe der stenosierenden Ligatur der Vena cava caudalis soll eine Reduktion
des Blutflusses um 70 bis 80% erfolgen, um eine optimale und immer gleiche

Ausgangslage fiir die Erzeugung vendser Thromben in der Maus zu erhalten.

Fiir die Standardisierung der Blutflussreduktion wurden im Rahmen dieser Arbeit
13 Méuse des Wildtypstamms C57BL/6] mittels Intravitalmikroskopie auf die
Blutflussgeschwindigkeit vor und nach Ligatur der Vena cava caudalis untersucht.
Die Auswertung ergab eine mittlere Reduktion der Flussgeschwindigkeit um
73,91%+6,72%. Bei einer mittleren Flussgeschwindigkeit von
0,49mm/s+0,13mm/s vor der Ligatur, war diese mit 0,12mm/s+0,03mm/s nach
der Ligatur signifikant (p<0,001) langsamer.
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Abbildung 16: Vergleich der Blutflussgeschwindigkeit vor und nach Ligatur der Vena cava
caudalis; Querbalken £ Mittelwert; prd und post jeweils n=13; *=statistisch signifikantes Ergebnis
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1.2. Leergewicht
Zur Ermittlung des reinen Thrombusgewichts musste das Gewicht der
angelagerten GefdBle, des Ligaturfadens und des zum Wiegen ndtigen

Filterpapiers (=Leergewicht) vom Gesamtgewicht abgezogen werden.

Die Ermittlung dieses Leergewichts erfolgte durch Stenosierung der Vena cava
caudalis und unmittelbar anschlieBender Entblutung von 8§ C57BL/6J-Wildtyp-
Maiusen. Die entnommenen ,,leeren® Gefdlle mit den beiden Ligaturen wurden auf
einem Filterpapierzuschnitt gewogen. Dies ergab ein mittleres Leergewicht von
6,84mg. Als Standard-Leergewicht wurde dieses bei jedem in dieser Arbeit
entstandenen Thrombus vom Gesamtgewicht abgezogen, um das reine

Thrombusgewicht zu erhalten.

1.3. Thrombusinzidenz

Selbst bei Wildtyp-Tieren entstehen im angewendeten Modell nicht immer
Thromben. Um eine Einschidtzung der Standard-Thrombusinzidenz fiir das
Mausmodell zu erhalten, wurden 16 Maiuse des Wildtypstamms C57BL/6J
herangezogen und beziiglich Inzidenz und Gewicht der Thromben untersucht. 10
von 16 Tieren entwickelten einen Thrombus, 6 blieben ,,leer, was einer mittleren
Thrombusinzidenz von 62,5% entspricht. Das Thrombusgewicht betrug im Mittel

7,29mg.

1.4. Sham-Operation

Mit Hilfe von 7 Sham-operierten C57BL/6J-Wildtyp-Tieren sollte iiberpriift
werden, ob durch die Operationsmethode an sich eine Endothelldsion erfolgt,
welche eine Thrombusbildung nach sich zieht. Keines der operierten Tiere
entwickelte einen Thrombus in der Vena cava caudalis, was zeigt, dass im
verwendeten Mausmodell die Blutflussreduktion und nicht etwa eine
Endothelschidigung den Ausloser der TVT darstellt. Eine Standardisierung

beziiglich des Mechanismus der Thrombusentstehung ist demnach gegeben.

2. Priaventiver Effekt der Antikorperdefizienz auf die
Bildung venoser Thromben im Mausmodell
Mit dem Ziel eine mogliche Bedeutung von Antikorpern im immunologischen

Geschehen der TVT zu analysieren, wurden verschiedene Mausstimme mit

genetisch verdnderter Antikorperproduktion hinsichtlich der Bildung vendser
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Thromben untersucht. Zu diesem Zweck wurde das Stenose-Mausmodell

verwendet und die Thrombusbildung nach 48h beurteilt.

2.1. Effekt der Antikorperdefizienz auf die vendose Thrombose

Um herauszufinden, ob generell die Anwesenheit von Antikorpern fiir die
Ausbildung vendser Thromben relevant ist, wurden zundchst die Antikdrper-
Knockout-Mausstimme sIgM™", AID”" und sIgM”"AID”" mit C57BL/6J-Wildtyp-
Tieren beziiglich Thrombusgewicht und —inzidenz verglichen. Dabei sollte auch

ein Vergleich des Einflusses unterschiedlicher Immunoglobulinklassen erfolgen.

Die Analyse der Thrombusbildung nach 48h ergab fiir die Wildtyp-
Kontrollgruppe (n=8) ein mittleres Thrombusgewicht von 9,85mg, bei einer
Thrombusinzidenz von 62,50%, was dem Auftreten eines Thrombus bei 5 von 8

Tieren entsprach.

sIgM'/ -Maéuse zeigten mit 6,66mg ein um 32,34% niedrigeres mittleres
Thrombusgewicht, als die Kontrollgruppe (p=0,505). 3 der 8 Tiere entwickelten
einen Thrombus, was eine Thrombusinzidenz von 37,50% ergab. Die EffektgroB3e
dieses Unterschieds im Thrombusgewicht war bedingt durch die hohe individuelle

Variabilitit mit 0,35 gering.

Von den 6 untersuchten AID”-Mausen entwickelten bis auf eines alle Tiere einen
vendsen Thrombus. Die Inzidenz lag damit bei 83,33%, bei einem, verglichen mit
der Kontrollgruppe, um 45,99% hoherem und damit nahezu verdoppeltem
mittleren Thrombusgewicht von 18,23mg. Der beobachtete Effekt des AID-
Knockouts war dadurch relativ stark, was sich in einer hohen Effektgrole von
0,86 duBerte, sich mit einem p-Wert von 0,139 allerdings mit der verwendeten

Tierzahl nicht signifikant von der Kontrollgruppe unterschied.

Im Vergleich dazu trat nur bei einem von 8 operierten sigM”"AID”-Miusen eine
Thrombusbildung auf, was einer sehr geringen Inzidenz von 14,29% entsprach.
Das ermittelte mittlere Thrombusgewicht von nur 0,98mg war im Vergleich zur
Wildtyp-Kontrollgruppe mit einem relativen Unterschied von 90,10% und einer

sehr groBBen Effektgrofe von 1,41 signifikant (p=0,013) niedriger.
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Abbildung 17: Vergleich von Thrombusgewicht und —inzidenz verschiedener Antikorper-
Knockout-Mausstimme (sIgM'/ " n=8; AID"": n=6; sigM”"AID"": n=8) zu einer Wildtyp-
Kontrollgruppe (n=8); Querbalken £ Mittelwert; *=statistisch signifikantes Ergebnis des mittleren

Thrombusgewichts nach Bonferroni-Holm-Adjustierung fiir 3 Gruppen

Tabelle 8: Ubersicht des relativen Unterschieds im Thrombusgewicht der Antikérper-Knockout-
Mausstimme zum C57BL/6J-Wildtyp-Stamm sowie der zugehorigen Effektgrofie

Relativer Unterschied des

Knockout-Mausstamm Thrombusgewichts zum Wildtyp Effektgrofe
sIlgM™ 32,34% 0,35
AID™" 45,99% 0,86
sIgM”AID™ 90,10% 1,41

Im Folgenden wurden die Ergebnisse der Thrombusbildung in den Antikorper-
Knockout-Mausstimmen sIgM™, AID” und sIgM”"AID”" mit den Antikérper-
Serumspiegeln dieser Mauslinien in Zusammenhang gebracht, um die Bedeutung
von IgG und IgM fiir die Thrombusbildung zu untersuchen. Zu diesem Zweck

erfolgte eine Analyse der IgG- und IgM-Serumkonzentration mittels ELISA.

C57BL/6J-Wildtyp-Méuse zeigten eine mittlere IgG-Konzentration von
0,889+0,155mg/ml  Serum wund eine mittlere IgM-Konzentration von

0,598+0,102mg/ml Serum.

Im Mausstamm mit komplettem Antikorper-Knockout (sIigM”"AID™) waren
konsequenterweise kaum Antikérper vorhanden: Der mittlere IgG-Serumspiegel
von 0,0011+0,0004mg/ml wie auch der mittlere IgM-Serumspiegel von
0,0014+0,001mg/ml lag weit unter den jeweilig ermittelten Serumkonzentrationen

von Wildtyp-Méusen (IgG: p<0,001; IgM: p<0,001).
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AID”-Miuse haben bedingt durch den Knockout die Fahigkeit zum
Klassenwechsel verloren. Deshalb war ihre sehr niedrige IgG-Serumkonzentration
von 0,0028+0,0001mg/ml nicht {berraschend. Dagegen lag die IgM-
Serumkonzentration mit 0,880+0,061mg/ml, einem relativen Unterschied von
31,95% und einer extrem hohen EffektgroBe von 3,34, signifikant iiber dem
physiologischen Niveau der Wildtyp-Kontrollgruppe (p=0,015). Dieses Phidnomen
ist bereits als Hyper-IgM Phinotyp publiziert” und eine mégliche Erklirung fiir

die erhohte Thromboserate in diesem Mausstamm.

sIgM™-Miuse zeigten mit 0,0001£0,00001mg IgM/ml Serum erwartungsgemab,
dass sie nahezu keine IgM besitzen. Der IgG-Spiegel hingegen war mit
1,565+0,210mg/ml Serum und einem relativen Unterschied von 43,19% mit einer
extrem hohen Effektgrole von 3,67 iiberraschenderweise signifikant hoher, als

der der Wildtyp-Kontrollgruppe (p=0,011).
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p<0,001* p=0,015* [ sigM*AID”
1 N AID”
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Abbildung 18: Mittelwerte der IgG- und IgM-Serumkonzentrationen in den verschiedenen
Antikoérper-Knockout-Mausstdmmen (jeweils n=3) verglichen mit der C57BL/6J-Wildtyp-
Kontrollgruppe (n=3); Fehlerbalken £ Standardabweichung; *=statistisch signifikantes Ergebnis
nach Bonferroni-Holm-Adjustierung fiir 5 Gruppen

Tabelle 9: Ubersicht des relativen Unterschieds der IgG- und IgM-Serumkonzentration der
Antikorper-Knockout Mausstimme zum C57BL/6J-Wildtypstamm sowie der zugehdrigen
Effektgrofien

Relativer Unterschied des
Knockout-Mausstamm Antikorpergehalts zum EffektgroBe
Wildtyp
IgG IgM IgG IeM
sIgM™"AID™ -99,87% -99,77% 8,13 8,26
AID” -99,69% 31,95% 8,11 3,34
SIgM'/' 43,19% -99,98% 3,67 8,28
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Ausgehend von dem bekannten Thrombusgewicht sowie der bekannten
Antikorperkonzentration in den einzelnen Antikorper-Knockout-Mausstammen,
konnte nun iiberpriift werden, inwiefern diese Parameter miteinander korrelieren.
Dabei wurde der Korrelationskoeftizient nach Pearson (r) fiir die mittlere IgG-,
die mittlere IgM-, oder die mittlere Gesamt-Antikérpermenge und das jeweilige
mittlere Thrombusgewicht bestimmt. Dieser ergab fiir die IgG- wie auch fiir die
Gesamt-Antikorpermenge eine schwache, nicht statistisch signifikante Korrelation
mit dem Thrombusgewicht mit Werten von r=-0,1654 fiir die IgG-Konzentration
(p=0,833) und r=0,3845 fiir die Gesamt-Antikérpermenge (p=0,617). Einzig fiir
die IgM-Konzentration konnte ein starker Zusammenhang mit dem
Thrombusgewicht errechnet werden, was sich in einem Korrelationskoeffizient
von r=0,9138 &uBlerte. Dieser konnte in das Bestimmtheitsmal3 R? von 0,8351
umgerechnet werden, was darauf hindeutet, dass die vendse Thrombusbildung
maligeblich von der IgM-Serumkonzentration bestimmt werden kann. Aufgrund
der geringen Gruppengrofle war dieses Ergebnis jedoch mit einem p-Wert von

0,086 nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 19: Korrelation der mittleren IgG- bzw. [gM-Konzentration im Serum der drei
Antikérper-Knockout-Mausstimme sIgM™AID™", sigM™ und AID™" sowie der C57BL/6J-
Wildtypgruppe mit den jeweilig ermittelten mittleren Thrombusgewichten

A) Abhingigkeit des Serum-IgG-Gehalts vom Thrombusgewicht; R*>=Bestimmtheitsmal}
B) Abhingigkeit des Serum-IgM-Gehalts vom Thrombusgewicht; R*>=Bestimmtheitsmal}

Zusitzlich konnte mit Hilfe von IgG- und IgM-ELISAs aus dem Serum von
C57BL/6J-Wildtyp-Méusen 48h nach Ligatur der Vena cava caudalis (n=3) ein
weiterer Hinweis gewonnen werden, der auf eine stiarkere Beteiligung von IgM im
Geschehen der vendsen Thrombose hindeutet: Im Vergleich zum basalen IgM-
Serumspiegel in C57BL/6J-Miusen (0,598+0,102mg/ml), war dieser 48h nach

Stenosierung der Vena cava caudalis mit einem mittleren Wert von
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0,275+0,0618mg/ml signifikant reduziert (p=0,009). Der relative Unterschied
betrug 45,99% mit einer extrem hohen Effektgrofe von 3,83. Im Gegensatz dazu
konnte ein solcher Effekt fiir [gG-Molekiile nicht gefunden werden. Hier betrug
die mittlere Serumkonzentration 48h post Ligatur 0,806+0,3836mg/ml und war
deshalb anndhernd identisch zu den basalen IgG-Spiegeln von 0,889+0,155mg/ml
Serum (p=0,746). Dieses Ergebnis ist hinweisend dafiir, dass IgM-Molekiile durch
den Prozess der TVT aus der Zirkulation entfernt und mdglicherweise an die

Stelle des sich entwickelnden Thrombus rekrutiert werden.

1,4+ HE WT basal
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Abbildung 20: Mittelwerte der IgG- und IgM-Serumkonzentrationen einer C57BL/6J-Wildtyp-
Gruppe (n=3) 48h nach Ligatur der Vena cava caudalis, verglichen mit den basalen Werten der

C57BL/6J-Wildtyp-Kontrollgruppe (n=3); *=statistisch signifikantes Ergebnis nach Bonferroni-
Holm-Adjustierung fiir 5 Gruppen; Fehlerbalken £ Standardabweichung

Tabelle 10: Ubersicht des relativen Unterschieds der 1gG- und IgM-Serumkonzentration des
C57BL76J-Wildtypstammes 48h post Ligatur zum basalen Wert des C57BL/6J-Wildtypstamms
sowie der zugehorigen Effektgrofen

Relativer Unterschied des
Mausstamm Antikorpergehalts zum EffektgrofBe
basalen Wert des Wildtyps
IgG IgM IgG IeM
C57BL/6] o o
48h post Ligatur -9,34% -45,99% 0,28 3,83

Die Moglichkeit einer Knockout-bedingten Verdnderung des Blutbilds, welche
die Ausbildung vendser Thromben in sIgM'/ ", AID”- und sIgM'/ "AID”"-Miusen
beeinflussen konnte, wurde mit Hilfe der Anfertigung von Blutbildern eruiert.
Dabei wurden die Werte folgender, fiir die Initiierung der vendsen Thrombose
relevanter, Parameter untersucht: Die Anzahl weiler Blutzellen (WBC), die

Plattchenanzahl (Plt) sowie 1im Differentialblutbild die Lymphozyten-,
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Granulozyten- und Monozyten-Anzahl (LYM, GRA, MON)).

In sIgMAID”-Miusen (n=5) konnte im Vergleich zur C57BL/6J-Wildtyp-
Kontrollgruppe (n=11) eine signifikante Erh6hung der Anzahl weifler Blutzellen
um 41,81% mit einer sehr groen EffektgroBe von 2,01 festgestellt werden
(p=0,005). Dies &duBerte sich im Differentialblutbild in einer signifikanten
Erhohung aller Leukozytensubpopulationen mit sehr hohen Effektgrofen (siche
Tabelle 11). Die Anzahl an Blutpldttchen war in der sIgM'/'AID'/'-Gruppe mit
einem absoluten Wert von 608,60+£98,20, verglichen mit den 741,09+118,50
Pléattchen des Wildtyps, um 17,88% und einer sehr groen EffektgroBe von 1,17
vermindert, was sich jedoch nach einer Bonferroni-Holm-Adjustierung als nicht

statistisch signifikant darstellte (p=0,041; Signifikant erst bei p<0,0125).

Auch in AID”"-Miusen (n=3) konnte eine Verminderung der Plittchenanzahl mit
einer sehr hohen Effektgrole von 1,29 im Vergleich zum Wildtyp festgestellt
werden. Jedoch war auch diese nicht statistisch signifikant (p=0,070). Die Zahl
weiller Blutzellen war um 26,32% und einer Effektgroe von 1,61 erhoht, was
durch eine signifikant hohere Anzahl an Monozyten (p=0,008) mit einer extrem
hohen EffektgroBe von 6,40 sowie moderat erhohten Lymphozyten- (p=0,273)
und stirker erhohten Granulozytenzahlen (p=0,040; nach Bonferroni-Holm-

Adjustierung erst bei p<0,025 statistisch signifikant) bedingt war.

sIgM™"-Tiere (n=5) zeigten dagegen eine um 14,15% geringere Anzahl an weifien
Blutzellen, als die Wildtyp-Kontrollgruppe (p=0,099). Dies war bedingt durch
eine Erniedrigung von Lymphozyten und Granulozyten: Dabei unterschieden sich
die Lymphozyten mit 16,83% und einer hohen EffektgroBe von 0,81 nicht
signifikant vom Wildtyp (p=0,078). Ahnlich verhielt es sich fiir die
Granulozytenanzahl: Diese war trotz eines relativen Unterschieds von 26,67% und
einer sehr hohen EffektgroBe von 1,26 nicht statistisch signifikant vermindert
(p=0,027; nach Bonferroni-Holm-Adjustierung erst bei p<0,01667 statistisch
signifikant). Im Gegensatz dazu konnte eine signifikante Erhoéhung der
Monozytenanzahl um 54,55% festgestellt werden (p=0,012). Die Anzahl an
Blutpléttchen lag in sIgM'/ -Tieren mit einem relativen Unterschied von 22,38%
und einer sehr hohen EffektgroBe von 1,62 signifikant unter der der

Wildtypkontrollgruppe (p=0,003).
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Abbildung 21: Blutbild der verschiedenen Antikérper-Knockout-Mausstimme (sIgM™”AID™":
n=5; sIgM'/ n=5; AID"": n=3) im Vergleich zu einer C57BL/6J-Wildtyp-Kontrollgruppe (n=11)

A) Anzahl weiler Blutzellen im Vollblut und Differentialblutbild (Mittelwerte); Fehlerbalken &
Standardabweichung; *=statistisch signifikantes Ergebnis nach Bonferroni-Holm-Adjustierung
fiir 5 Gruppen

B) Anzahl an Blutpldttchen im Vollblut (Mittelwerte); Fehlerbalken 2 Standardabweichung;
*=gtatistisch signifikantes Ergebnis nach Bonferroni-Holm-Adjustierung fiir 5 Gruppen

Tabelle 11: Ubersicht des relativen Unterschieds im Blutbild der Antikérper-Knockout
Mausstimme zum C57BL/6J-Wildtypstamm sowie der zugehdrigen Effektgrofen

Relativer Unterschied zum .
Mausstamm | g1 4414 des Wildtyps in % Effekigrofie

WBC LYM MON GRA Plt WBC LYM MON GRA Plt
SIgM'/' -142  -16,8 54,55 -26,7 -224 | 0,72 0,81 1,56 1,26 1,62

AID™” 2632 1298 8858 2208 -209 | 161 066 64 15 129

sIgM"AID™ | 4481 4126 8259 43,18 -179 | 201 1,79 334 25 117

2.2. Evaluierung des thrombogenen Effekts von Antikorpern bei
venoser Thrombose

Die Verifizierung des thrombogenen Effekts von Antikdrpern im Geschehen der

vendsen Thrombose erfolgte durch die Rekonstitution von sIgM'/ "AID”"-Miusen

mit gepoolten Antikérpern aus Wildtyp-Tieren.

Dazu wurde jedem Tier (n=10) dieses komplett Antikorper-defizienten
Mausstamms direkt vor der Operation zur Stenosierung der Vena cava caudalis
0,6mg an murinem, gepooltem, polyklonalem IgG mit geringen Mengen IgA

intraven0s verabreicht.
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Die anschliefende Ermittlung der Thrombusbildung in dieser Versuchsgruppe
iiber einen Zeitraum von 48h ergab ein mittleres Thrombusgewicht von 5,67mg,

bei einer Inzidenz von 50,00%.

Als Kontrollgruppe diente hier eine lediglich mit Fc-Fragmenten (0,6mg/Maus)
substituierte sSigM”"AID”"-Gruppe, bestehend aus 7 Tieren. Hier entwickelte 1 von
7 Tieren einen Thrombus (14,29%) mit einem mittleren Gewicht von nur 0,69mg.
Verglichen zu dieser ergab sich beziiglich der Thrombusbildung ein deutlicher
relativer Unterschied von 87,91% mit einer hohen Effektgrof3e von 0,84, welcher
allerdings mit der verwendeten Tierzahl als nicht statistisch signifikant errechnet
wurde (p=0,098). Anhand des starken Effekts, kann dennoch geschlussfolgert

werden, dass die Substitution mit Antikdrpern zum Wiederauftreten vendser

Thromben fiihrt.
30 1 p=0,098
= |
é 25 .
<
S 20 A
s
o 15 4
5
2 10 ¢
£ -~
o ® 47
e 5 A1 ° ’
'_
0 soseee 102
slgM”-AID”" slgM”-AID"

+ Fc-Fragment  + polyklonales IgG/IgA

Abbildung 22: Vergleich von Thrombusgewicht und —inzidenz einer mit polyklonalem IgG/IgA
substituierten sIgM'/ "AID”-Gruppe (n=10) zu einer mit Fc-Fragmenten substituierten sIgM'/ "AID™”
-Kontrollgruppe (n=7); Querbalken £ Mittelwert; *=statistisch signifikantes Ergebnis des
mittleren Thrombusgewichts nach Bonferroni-Holm-Adjustierung fiir 3 Gruppen

Tabelle 12: Ubersicht des relativen Unterschieds im Thrombusgewicht der mit polyklonalem
IgG/IgA substituierten sigM ™" AID”"-Gruppe zur Kontrollgruppe sowie der zugehérigen
Effektgrofle

Relativer Unterschied des

Thrombusgewichts zur Kontrollgruppe ‘ Effektgrofe

Knockout-Mausstamm ‘

sIgM"AID™ ‘

0,
+polyklonales 1gG/IgA 87.91% ‘ o8
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2.3. Einfluss unspezifisch bindender Antikorper auf die venose
Thrombose

Die anschlieBenden Versuchsreihen sollten Aufschluss dariiber geben, ob ein

Antikorper fiir die Interaktion mit der Entstehung der TVT spezifisch an ein

bestimmtes Antigen binden muss, oder ob eine unspezifische Bindung

ausreichend ist.

Deshalb wurden zwei nicht spezifisch bindende virale Antikorper hinsichtlich
ihres Einflusses auf die Entstehung der vendsen Thrombose untersucht: Anti-
gpl20 - ein IgG-Antikorper gegen das Glykoprotein 120 (gpl120) auf der
Oberfldche des HI-Virus und ein IgG-Antikérper gegen das Nukleoprotein (NP)
des Influenza-A-Virus. Diese wurden Antikérper-defizienten Méausen direkt vor

der Operation zur Stenosierung der Vena cava caudalis intravends verabreicht.

Der gegen das HI-Virus gerichtete anti-gp120-Antikorper findet im normalen
murinen Organismus keinen spezifischen Bindungspartner. Er wird demnach,
wenn iberhaupt, unspezifisch gebunden oder kann mit anderen Liganden

kreuzreagieren.

Mit diesem Antikérper wurde eine sigM™AID™"-Gruppe, bestehend aus 8 Tieren,
in einer Dosis von 0,6mg/Maus substituiert. Als Kontrollgruppe diente erneut die
mit Fc-Fragmenten (0,6mg/Tier) substituierte sIgM”"AID”-Gruppe (n=7) mit
einer Thrombusinzidenz von 14,29% und einem Thrombusgewicht von 0,69mg.
Durch das vollige Fehlen der Fab-Fragmente in dieser Gruppe, konnte hier

tiberhaupt keine Antigen-Bindung erfolgen.

Nach 48h konnten Thrombusgewicht und —inzidenz der mit anti-gp120
substituierten sIgM'/'AID'/'-Gruppe ermittelt werden: Von 8 operierten Tieren
entwickelten nur 3 einen Thrombus, was einer Inzidenz von 37,50% entsprach.
Das Gewicht der Thromben lag im Mittel bei 7,63mg, war aber trotz des relativen
Unterschieds von 91,01% und einer hohen Effektgro3e von 0,84, bedingt durch
starke individuelle Schwankungen, nicht signifikant groBer als das der

Kontrollgruppe (p=0,397).

Um dieses nicht ganz eindeutige Ergebnis zu verifizieren, wurde als zweiter
unspezifisch bindender monoklonaler Antikorper ein IgG gegen das NP des

Influenza-A-Virus hinsichtlich Auslésung der TVT im Mausmodell untersucht.
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Mangels Influenza-Virus in der Maus, kann auch der anti-Influenza-Antikorper

kein Antigen spezifisch binden.

Ebendieser Antikorper wurde einer sIgM'/ "AID” -Versuchsgruppe (n=10) in einer
Dosis von 0,6mg/Maus intravends verabreicht. Im Anschluss wurde die
stenosierende Operation an der Vena cava durchgefiihrt und die Thrombusbildung
nach 48h beurteilt. 6 der 10 operierten Tiere bildeten im Mausmodell vendse
Thromben aus, was einer Inzidenz von 60,00% entsprach. Das mittlere
Thrombusgewicht lag bei 8,89mg. Verglichen mit der Fc-Fragment-substituierten
Kontrollgruppe (n=7, mittleres Thrombusgewicht 0,69mg, Thrombusinzidenz
14,29%), fiihrte die anti-Influenza-IgG-Substitution zu mehr und schwereren
Thromben mit einem relativen Unterschied von 92,29% und einer sehr hohen
EffektgroBe von 1,08, was allerdings mit der verwendeten Tierzahl nicht als
statistisch signifikant errechnet werden konnte (p=0,043; nach Bonferroni-Holm-

Adjustierung erst bei p<0,01667 statistisch signifikant).
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Abbildung 23: Vergleich von Thrombusgewicht und —inzidenz einer mit Fc-Fragmenten
substituierten sIgM'/ "AID”"-Kontrollgruppe zu mit unspezifisch bindenden Antikérpern
substituierten sIgM'/ "AID”"-Versuchsgruppen

A) Vergleich einer mit anti-gp120-IgG substituierten sIgM'/'AID'/ -Gruppe (n=8) zu einer mit Fc-
Fragmenten substituierten sigM ™ AID”-Kontrollgruppe (n=7); Querbalken 2 Mittelwert;
*=gtatistisch signifikantes Ergebnis des mittleren Thrombusgewichts nach Bonferroni-Holm-
Adjustierung fiir 3 Gruppen

B) Vergleich einer mit anti-Influenza-IgG substituierten sigM”AID”-Gruppe (n=10) zu einer mit
Fc-Fragmenten substituierten sigM”AID”-Kontrollgruppe (n=7), Querbalken £ Mittelwert;
*=statistisch signifikantes Ergebnis des mittleren Thrombusgewichts nach Bonferroni-Holm-
Adjustierung fiir 3 Gruppen
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Tabelle 13: Ubersicht des relativen Unterschieds im Thrombusgewicht der mit unspezifisch
bindenden Antikdrpern substituierten sIgM‘/ "AID”"-Gruppen zur Kontrollgruppe sowie der
zugehorigen Effektgrofie

Relativer Unterschied des .
Knockout-Mausstamm Thrombusgewichts zur Kontrollgruppe Effektgrofle
sIgM™"AID™ o
+anti-gp120-IgG 91,01% 0,34
sIgM"AID™ .
+anti-Influenza-1gG 92,29% 1,08
3. Antikorper-abhingige molekulare Mechanismen der

venosen Thrombus-Bildung

Als néchstes sollte der beobachtete Einfluss von Antikoérpern auf die TVT genauer
spezifiziert werden. Aus diesem Grund wurde auf die Interaktion von Antikdrpern
mit zelluldren und molekularen Mechanismen in der Entstehung vendser
Thromben eingegangen. Die wichtigsten Ausloser der Bildung vendser Thromben
sind der immunologische Prozess der Rekrutierung von Leukozyten und

Thrombozyten sowie die starke Fibrinbildung.

3.1. Die Bedeutung von Fc-Rezeptoren fiir die Ausbildung venoser
Thromben im Mausmodell

Als Zellen der unspezifischen Immunabwehr sind Leukozyten maflgeblich an der
Entstehung der TVT beteiligt. Uber ihre Fc-Rezeptoren sind Leukozyten in der
Lage mit Antikorpern zu interagieren. Um Aufschluss dariiber zu bekommen, ob
eine direkte Interaktion von Antikdrpern mit Fcy-Rezeptoren der Immunzellen fiir
die Entstehung eines vendsen Thrombus relevant ist, wurde mit Hilfe des Stenose-
Mausmodells die Bildung vendser Thromben in Fcy-Rezeptor-defizienten Mausen

untersucht.

Von FcyR'/ 'FcyRIIb'/ -Maéusen (n=6) entwickelten 50% der operierten Tiere
vendse Thromben mit einem mittleren Gewicht von 5,62mg. Dies ergab einen
nicht signifikanten (p=0,818) relativen Unterschied von nur 10,61% mit einer sehr
geringen EffektgroBe von 0,10 zur C57BL/6J-Wildtyp-Kontrollgruppe (n=6), in
welcher 50% der Tiere Thromben eines mittleren Gewichts von 6,28mg

ausbildeten.
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Abbildung 24: Thrombusgewicht und —inzidenz von Fcy-Rezeptor-defizienten Mausen (n=6),

verglichen mit einer Wildtyp-Kontrollgruppe (n=6); Querbalken £ Mittelwert; *=statistisch
signifikantes Ergebnis des mittleren Thrombusgewichts

Tabelle 14: Ubersicht des relativen Unterschieds im Thrombusgewicht des Fcy-Rezeptor-
Knockout-Stammes zum C57BL/6J-Kontrollstamm sowie der zugehorigen Effektgrofle

Relativer Unterschied des "
Knockout-Mausstamm Thrombusgewichts zur Kontrollgruppe Effektgrofle
FeyR FoyRIbT | 10,61% | 0,1

Zusatzlich galt es auch fir den FcyR'/'FcyRIIb'/'-Stamm auszuschlieBen, dass
Veridnderungen im Blutbild die Thrombusbildung beeinflussten. Eine Analyse
relevanter Blutparameter einer FeyR” FcyRIIb”-Gruppe (n=3) ergab im Vergleich
zur C57BL/6J-Wildtyp-Gruppe (n=11) nahezu identische gemittelte Werte,
niedrige relative Unterschiede und geringe bis moderate Effektgrofen (siche
Tabelle 15). Einzig eine signifikant erhohte Monozyten-Anzahl mit einem
relativen Unterschied von 67,27% und einer sehr hohen EffektgroBe von 2,86 fiel
auf (p=0,015).

Aus diesen Ergebnissen ist zu schlieen, dass der Effekt der Antikdrper auf die
Thrombusbildung unabhingig von ihrer Bindung an den Fcy-Rezeptor von

Leukozyten ist.
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Abbildung 25: Blutbild einer FeyR” FeyRIIb”-Gruppe (n=3) im Vergleich zu einer C57BL/6J-
Wildtyp-Kontrollgruppe (n=11)

A) Anzahl weiler Blutzellen im Vollblut und Differentialblutbild (Mittelwerte); Fehlerbalken &
Standardabweichung; *=statistisch signifikantes Ergebnis nach Bonferroni-Holm-Adjustierung
fiir 5 Gruppen

B) Anzahl an Blutplittchen im Vollblut (Mittelwerte); Fehlerbalken £ Standardabweichung;
*=gtatistisch signifikantes Ergebnis nach Bonferroni-Holm-Adjustierung fiir 5 Gruppen

Tabelle 15: Ubersicht des relativen Unterschieds im Blutbild des Fcy-Rezeptor-Knockout
Mausstamms zum C57BL/6J-Wildtypstamm sowie der zugehorigen Effektgrofien

Relativer Unterschied zum

Mausstamm Blutbild des Wildtyps in %

EffektgroBe

|WBC LYM MON GRA Pit | WBC LYM MON GRA Pl

FcyR™FeyRIIb ™ |-1,63 936 6727 1388 27 |0,08 044 286 078 0,18

3.2. Leukozyten- und Thrombozytenrekrutierung im Stenose-
Mausmodell

Mit Hilfe intravitalmikroskopischer Untersuchungen im Stenose-Mausmodell,

konnte die Leukozyten- und Thrombozytenrekrutierung in den ersten sechs

Stunden nach Ligatur der Vena cava caudalis untersucht werden.

Dabei fand ein Vergleich zwischen einer C57BL/6J-Wildtyp-Kontrollgruppe und
einer sIgM'/'AID'/'-Gruppe statt, um den Effekt des kompletten Antikdrperdefizits

auf die Zellrekrutierung zu beobachten.

Die Auswertung der Fliche am Endothel adhdrenter Leukozyten zu den
Zeitpunkten 1h bis 6h ergab in sigM”AID"-Mausen (n=8) eine leichte Reduktion
der Leukozytenrekrutierung zu allen Zeitpunkten im Vergleich zur Wildtyp-

Kontrollgruppe (n=10). Die stiarksten Unterschiede, mit EffektgroBen im mittleren



V. Ergebnisse 92

bis hohen Bereich, konnten 1h, 3h und 5h nach Stenosierung der Vena cava
caudalis beobachtet werden: 1h nach Ligatur dehnte sich die mittlere
Leukozytenaggregationsfliche in Wildtyp-Tieren auf 0,315mm?*mm’ aus,
wéhrend sie in sIgM'/ "AID”"-Miusen nur 0,215mm*/mm® betrug. Damit lag zwar
ein relativer Unterschied von 31,54% mit einer hohen Effektgro3e von 0,80 vor,
dieser Effekt war jedoch mit einem p-Wert von 0,111 nicht statistisch signifikant.
Zum Zeitpunkt 3h waren die Leukozyten in Wildtyp-Tieren auf einer Fliache von
0,485mm”*mm” am Endothel adhirent, wohingegen sIgM”AID”-Tiere eine
Leukozytenaggregationsfliche von 0,372mm?*/mm’ aufwiesen (p=0,155). Dies
ergab einen relativen Unterschied von 23,35% und eine mittlere Effektgroe von
0,71. 5h nach stenosierender Ligatur wiesen die Leukozyten in Wildtyp-Tieren
eine Aggregationsfliche von 0,677mm?*/mm’ auf, was sich mit einem p-Wert von
0,130 und einem relativen Unterschied von 24,23%, mit der mittleren Effektgrof3e
von 0,76, nicht signifikant von  der 0,513mm2/mm2 grof3en
Leukozytenaggregationsfliche der sIgM”"AID”-Gruppe unterschied. Gering
dagegen waren die Unterschiede 2h, 4h und 6h nach Ligatur mit Effektgrofen im
unteren  mittleren  bis  niedrigen Bereich. Nach 2h betrug die
Leukozytenaggregationsflaiche in sIgM'/ "AID”"-Miusen 0,279mm?*mm® und
unterschied sich um 20,98% sowie einer moderaten Effektgrofe von 0,58 von den
0,353mm?*/mm? des Wildtyps (p=0,241). Zum Zeitpunkt 4h konnte ein schwacher
relativer Unterschied von 17,58% mit der geringen Effektgrofe 0,48 in der
Aggregationsfliche von Wildtyp-Tieren (0,496mm?*mm?) und sIgM'/ "AID™""-
Tieren (0,408mm?*/mm?) ausgemacht werden (p=0,322). 6h nach Ligatur war
dieser Unterschied, mit einer Leukozytenaggregation von 0,728mm*/mm® der
Wildtyp-Gruppe im Vergleich zu 0,666mm”*/mm?” der sIgM'/ "AID” -Gruppe, mit
nur noch 8,41% und einer niedrigen Effektgrole von 0,29 sehr gering und mit

einem p-Wert von 0,554 auch nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 26: Vergleich der Leukozytenrekrutierung einer sIgM'/'AID'/ -Gruppe (n=8) mit einer
C57BL/6J-Wildtyp-Kontrollgruppe (n=10) zu den Zeitpunkten 1h bis 6h nach Ligatur der Vena
cava caudalis

A) Bild-Aufnahmen der Intravitalmikroskopie; Farbung der Leukozyten mit Acridine Orange;
MaBstab entspricht einer Lange von 100um

B) Grafische Darstellung der Leukozytenaggregationsfliche in mm?*/mm?* (Mittelwerte);
Fehlerbalken £ Standardabweichung; *=statistisch signifikantes Ergebnis
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Tabelle 16: Ubersicht des relativen Unterschieds der Leukozytenrekrutierung iiber 6h einer
sIgM'/ "AID”-Gruppe im Vergleich zu einer C57BL/6J-Wildtyp-Kontrollgruppe sowie der
zugehorigen Effektgrofen

Relativer Unterschied der
Leukozytenrekrutierung im Vergleich zum Effektgrofie
Wildtyp in %

1h 2h 3h 4h 5h 6h 1h 2h 3h 4h Sh 6h
-31,5 -21 234 -17,6 242  -8,41 1 0,58 0,71 0,48 0,76 0,29

Die mittlere Anzahl adhirenter Thrombozyten pro 200um® zu den gleichen
Zeitpunkten zeigte in sIgM'/ "AID”"-Tieren (n=6) eine verringerte Zellrekrutierung
im Vergleich zur Wildtyp-Kontrollgruppe (n=10). Besonders deutlich wurden die
Unterschiede der Thrombozytenrekrutierung ab 4h nach Ligatur der Vena cava
caudalis: Zum Zeitpunkt 4h zeigten sich in der Wildtyp-Kontrollgruppe
43,73+22,77 Zellen adhirent, wihrend es in der sIgM”AID”-Gruppe nur
16,83+8,24 waren. Damit lag ein signifikanter relativer Unterschied der
Thrombozytenadhésion von 61,51% mit einer sehr hohen Effektgrofe von 1,42
vor (p=0,016). Zum Zeitpunkt 5Sh waren in der Kontrollgruppe 71,37+29,16
Zellen adhérent, in sIgM'/'AID'/'-Tieren nur 41,06£26,09, was mit der hier
verwendeten Tierzahl einen zwar statistisch nicht signifikanten, aber einen, mit
1,08 eine sehr hohe EffektgroBe aufweisenden, relativen Unterschied von 42,47%
ausmachte (p=0,055). 6h nach Ligatur konnten bei Waildtyp-Tieren schon
88,97+34,12 adhédrente Thrombozyten ausgemacht werden, wohingegen es in
sIgM'/'AID'/'-Tieren nur 51,28429,24 waren. Dies entsprach einem relativen
Unterschied von 42,36% mit einer sehr hohen Effektgréfe von 1,16, welcher mit

einem p-Wert von 0,041 als statistisch signifikant errechnet werden konnte.

Zusammenfassend fiihrt der Mangel an Antikorpern zu einer nur moderaten
Reduzierung der Leukozytenrekrutierung, hat aber einen signifikanten Effekt auf

die Adhision und Akkumulation von Thrombozyten am Endothel.
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Abbildung 27: Vergleich der Thrombozytenrekrutierung einer sigM™” AID”-Gruppe (n=6) mit
einer C57BL/6J-Wildtyp-Kontrollgruppe (n=10) zu den Zeitpunkten 1h bis 6h nach Ligatur der

Vena cava caudalis

A) Bild-Aufnahmen der Intravitalmikroskopie; Féarbung der Thrombozyten mit Rhodamin B;

MaBstab entspricht einer Lange von 100um

B) Grafische Darstellung der Anzahl adhirenter Thrombozyten/200um’ GefaBwandfliche
(Mittelwerte); Fehlerbalken 2 Standardabweichung; *=statistisch signifikantes Ergebnis

Tabelle 17: Ubersicht des relativen Unterschieds der Thrombozytenrekrutierung iiber 6h einer
sIgM‘/ "AID”-Gruppe im Vergleich zu einer C57BL/6J-Wildtyp-Kontrollgruppe sowie der

zugehorigen Effektgrofen

Relativer Unterschied der
Thrombozytenrekrutierung im Vergleich zum
Wildtyp in %

Effektgrofe

1h 2h 3h 4h Sh 6h 1h 2h
=729 39,18  -16,5 -61,5 -42,5 -42,36 1 0,47

3h 4h Sh 6h
0,12 1,42 1,08 1,16
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3.3. Einfluss von Antikorpern auf die Blutgerinnung

Neben diesen zelluldren Prozessen stellt die Aktivierung der Blutgerinnung einen
weiteren essenziellen Mechanismus der Thrombusentstehung im Prozess der TVT
dar. Daher wurde die Blutgerinnung hinsichtlich des direkten Einflusses von

Antikorpern untersucht.

Zu diesem Zweck wurde mit Hilfe der thrombelastometrischen Analysen EXTEM
und FIBTEM die Gerinnungsfihigkeit intrakardial gewonnenen Vollbluts aus
C57BL/6J-Wildtyp-Kontrolltieren und sIgM'/ "AID”"-Tieren evaluiert. Bei beiden

Analysemethoden wurde mit TF als Gerinnungsaktivator gearbeitet.

Die Ergebnisse zeigten eine Abhédngigkeit der Gerinnung und insbesondere der

Fibrinbildung von Antikorpern:

Zundchst wurde mit EXTEM-Untersuchungen das Funktionieren der
Blutgerinnung unter Anwesenheit von Blutplédttchen und aller Gerinnungsfaktoren
untersucht. In diesen Analysen zeigten sIgM'/ "AID”"-Miuse (n=5) mit
32,20£14,03s und 56,00+21,18s eine um 20,81% lédngere mittlere Gerinnungszeit
(CT) bzw. eine um 24,11% langere Gerinnselbildungszeit (CFT), als die Wildtyp-
Kontrollgruppe (n=6) (CT: 25,50+4,92s bzw. CFT: 42,5049,25s). Bei einer
mittleren EffektgroBe von 0,67 fiir die CT und einer groBen EffektgroBe von 0,85
fiir die CFT, konnte dabei kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt
werden (CT: p=0,237; CFT: p=0,349).

Die mittels EXTEM-Test bestimmte Gerinnselfestigkeit (MCF) war in der sIgM'/ )
AID™-Gruppe mit einem mittleren Wert von 63,40+13,20mm nur etwas geringer,
als die gemittelten 69,33+3,99mm der Kontrollgruppe (p=0,369). Der relative
Unterschied betrug 8,56% mit einer mittleren Effektgrofe von 0,64.

In FIBTEM-Analysen, mit welchen durch die Inaktivierung von Thrombozyten
allein die plasmatische Gerinnung evaluiert werden kann, zeigte sich hinsichtlich
der Gerinnselfestigkeit ein deutlicherer Unterschied: Hier lag der MCF-Wert von
sIgM”AID”-Tieren (n=5) mit 34,60+2,94mm und einem relativen Unterschied
von 15,61%, mit einer sehr hohen EffektgroBe von 1,37, deutlich unter den
40,86+5,51mm der Kontrollgruppe (n=7), was allerdings mit der verwendeten

Tierzahl nicht als statistisch signifikant errechnet werden konnte (p=0,061).

Als weiterer Parameter der Thrombelastometrie wurde die maximale Lyse des
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Gerinnsels nach 30 Minuten (ML30) zur Auswertung herangezogen.

Diese war in den, mittels EXTEM-Test untersuchten sIgM'/'AID'/'-Tieren, mit
5,20+10,40% um 9,62% stirker ausgeprdgt als in der Kontrollgruppe
(0,50£1,12%). Allerdings lag die EffektgroBe fiir diesen Parameter in der
EXTEM-Analyse mit 0,67 im mittleren Bereich und es konnte bedingt durch hohe
individuelle Schwankungen in der Antikorper-defizienten Gruppe kein statistisch

signifikanter Unterschied ermittelt werden (p=0,931).

In FIBTEM-Analysen konnte fiir sigM”"AID"-Tiere mit 5,80+5,59% ebenfalls
eine stirkere Lyse des Gerinnsels nach 30 Minuten festgestellt werden, als dies in
Wildtyp-Tieren der Fall war (0,71+1,39%). Mit der verwendeten Tierzahl war
dieser sehr groBe relative Unterschied von 97,13% zwar mit einer sehr hohen

EffektgroBe von 1,55 versehen, jedoch nicht statistisch signifikant (p=0,058).

Dies deutet darauf hin, dass ein Mangel an Antikorpern vor allem die Stabilitét
der Fibrinbildung beeinflusst und, dass Gerinnsel unter diesen Bedingungen

leichter aufgelost werden, wobei dieser Effekt unabhingig von Thrombozyten ist.
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Abbildung 28: Thrombelastometrische Analyse des Blutes von sigM”"AID”-Miusen (n=5) im
Vergleich zu einer C57BL/6J-Wildtyp-Kontrollgruppe (n=6)

A) Mittelwerte der Parameter der EXTEM-Analyse; Fehlerbalken £ Standardabweichung;
*=gstatistisch signifikantes Ergebnis nach Bonferroni-Holm-Adjustierung fiir 2 Gruppen

B) Mittelwerte der Parameter der FIBTEM-Analyse; Fehlerbalken £ Standardabweichung;
*=gstatistisch signifikantes Ergebnis nach Bonferroni-Holm-Adjustierung fiir 2 Gruppen
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Tabelle 18: Ubersicht des relativen Unterschieds in Parametern der Thrombelastometrie-Analyse
des sIgM ™" AID™"-Stammes zum C57BL/6J-Wildtypstamm sowie der zugehorigen EffektgroBen

TEM- Relativer Unterschied zur Analyse des .
Methode Wildtyps in % Effektgrofe
CT CFT MCF ML CT CFT MCF ML
EXTEM 20,81 24,11 -8,56 9,62 0,7 0,85 0,64 0,67
FIBTEM - - -15,61 97,1 - - 1,37 1,55
4. Beteiligung natiirlicher Antikorper im Geschehen der

venosen Thrombose

Mit dem Ziel eine bestimmte Gruppe an in der vendsen Thrombose beteiligten
Antikorpern und deren Bindungspartnern zu identifizieren, wurde der Effekt

natiirlicher Antikorper eingehend studiert.

Im pathologischen Prozess von Ischdmie-Reperfusionsschdden scheint diese

Antikdrper-Gruppe maBgeblich beteiligt zu sein '

Da im hypoxischen
Zustand als Ausloser von Ischdmie-Reperfusionsschiaden Parallelen zur TVT
gesehen werden konnen und gleichzeitig auch in der Entstehung der TVT
Antikorper beteiligt zu sein scheinen, wurde der Effekt natiirlicher Antikérper im

Modell der venésen Thrombose untersucht.

Da CR2-defiziente Méuse ein veridndertes Repertoire an natiirlichen Antikdrpern
besitzen, jedoch normale Serumkonzentrationen an Immunoglobulinen
auf\Neisen123, dienten 11 dieser Tiere dazu, den Effekt natiirlicher Antikdrper im
Geschehen der TVT genauer zu spezifizieren. Diese Versuchsgruppe wurde
hinsichtlich der Ausbildung vendser Thromben iiber einen Zeitraum von 48h im
Stenose-Mausmodell gegen eine C57BL/6J-Wildtyp-Kontrollgruppe (n=10)
verglichen. Die Ergebnisse des mittleren Thrombusgewichts der CR2'/'-Gruppe
von leichten 1,95mg zeigten eine signifikante Reduktion (p=0,036) gegeniiber der
im Mittel 9,10mg schweren Thromben der Kontrollgruppe. Der relative
Unterschied betrug dabei 78,61% mit einer sehr hohen Effektgrofe von 1,02.
Auch die Thrombusinzidenz lag bei CR2""-Méusen mit 18,18% weit unter den

60,00% der Wildtyp-Tiere.
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Abbildung 29: Thrombusgewicht und —inzidenz von Komplementfaktorrezeptor-2-defizienten
Mausen (n=11) verglichen mit einer C57BL/6J-Wildtyp-Kontrollgruppe (n=10); Querbalken &
Mittelwert; *=statistisch signifikantes Ergebnis des mittleren Thrombusgewichts

Tabelle 19: Ubersicht des relativen Unterschieds im Thrombusgewicht des CR2-defizienten-
Mausstammes zum C57BL/6J-Kontrollstamm sowie der zugehorigen Effektgrofie

Relativer Unterschied des .
Knockout-Mausstamm Thrombusgewichts zur Kontrollgruppe Effektgrofe
CRY* | 78,61% | 1,02

Auch bei den CR2"-Tieren sollte die Thrombusentstehung im Zusammenhang
mit den Serumspiegeln der Haupt-Immunoglobulinklassen gesehen werden. Mit
Hilfe von ELISAs wurde die Konzentration an IgG und IgM im Serum bestimmt.
Dabei konnten keine statistisch signifikanten Abweichungen von den
physiologischen Serum-Antikorperspiegeln der C57BL/6J-Wildtyp-
Kontrollméiuse gesehen werden: Die IgG-Konzentration lag in CR2-defizienten
Tieren bei 1,865+1,111mg/ml Serum und unterschied sich daher um 52,31%, bei
einer sehr hohen Effektgrofle von 1,23, von den 0,889+0,155mg/ml Serum der
Wildtypgruppe. Dieser Unterschied war bedingt durch hohe individuelle
Schwankungen in den IgG-Spiegeln der CR2""-Miuse jedoch nicht statistisch
signifikant (p=0,206). Die IgM-Konzentration in CR2""-Tieren lag bei
0,487+0,129mg/ml Serum, wohingegen die Wildtyp-Kontrollgruppe mit einem
relativen Unterschied von 18,75% anndhernd identische IgM-Spiegel von
0,598+0,102mg/ml Serum aufwies (p=0,308). Die Thrombusentstehung steht in
CR2-defizienten Tieren demnach nicht direkt im Zusammenhang mit der Hohe

der Serumantikorperspiegel.
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Abbildung 30: Mittelwerte der IgG- und IgM-Serumkonzentrationen im CR2”"-Stamm (n=3)
verglichen mit der C57BL/6J-Wildtyp-Kontrollgruppe (n=3); Fehlerbalken &
Standardabweichung; *=statistisch signifikantes Ergebnis nach Bonferroni-Holm-Adjustierung fiir
5 Gruppen

Tabelle 20: Ubersicht des relativen Unterschieds der IgG- und IgM-Serumkonzentration des
CR27-Stammes zum C57BL/6J-Wildtypstamm sowie der zugehérigen EffektgroBen

Relativer Unterschied des
Knockout-Mausstamm Antikorpergehalts zur EffektgroBe
Kontrollgruppe
IgG IgM IgG IgM
CR2” 52,31% -18,75% 1,23 0,95

Auf der Suche nach Ursachen fiir die verminderte Thrombusbildung in CR2"-

Maiusen wurden Blutbilder und Gerinnungsanalysen erstellt.

In Blutbildern des Stammes (n=3) zeigten sich im Vergleich zur C57BL/6J-
Wildtypkontrollgruppe (n=11) signifikant erhohte Werte der Monozyten- sowie
der Granulozytenanzahl (p=0,008 bzw. p<0,001). Fir die Monozytenzahl
bedeutete dies einen relativen Unterschied von 83,64% zur Kontrollgruppe und
eine extrem hohe EffektgroBe von 7,12. Bei der Granulozytenzahl betrug der
relative Unterschied zum Wildtyp 37,06% mit einer sehr hohen Effektgrof3e von
3,04. Dies wurde jedoch kaum in der Gesamtzahl weiler Blutzellen bemerkbar:
Diese unterschied sich mit einer Erhdhung um 11,17% und einer moderaten
EffektgroBe kaum von der Wildtyp-Kontrollgruppe (p=0,213). Ahnlich verhielt es
sich fiir die Anzahl an Blutplittchen: Sie war mit einem relativen Unterschied von
1,86% und einer sehr niedrigen EffektgroBe von 0,13 nahezu identisch mit der

Wildtyp-Gruppe (p=0,640). Die verminderte Thrombusbildung in diesem
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Mausstamm kann folglich nicht durch Verdanderungen im Blutbild erklédrt werden.
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Abbildung 31: Blutbild einer CR2”"-Gruppe (n=3) im Vergleich zu einer C57BL/6J-Wildtyp-
Kontrollgruppe (n=11)

A) Anzahl weiler Blutzellen im Vollblut und Differentialblutbild (Mittelwerte); Fehlerbalken £
Standardabweichung; *=statistisch signifikantes Ergebnis nach Bonferroni-Holm-Adjustierung
fiir 5 Gruppen

B) Anzahl an Blutplattchen im Vollblut (Mittelwerte); Fehlerbalken £ Standardabweichung;
*=gstatistisch signifikantes Ergebnis nach Bonferroni-Holm-Adjustierung fiir 5 Gruppen

Tabelle 21: Ubersicht des relativen Unterschieds im Blutbild des CR2-defizienten Mausstamms
zum C57BL/6J-Wildtypstamm sowie der zugehorigen Effektgrofen

Relativer Unterschied zum N
Mausstamm | g} 4514 des Wildtyps in % Effekigrofie

WBC LYM MON GRA Plt WBC LYM MON GRA Plt

CR2” 11,17  -6,41 83,64 37,06 -1,86 | 0,58 0,29 7,12 3,04 0,13

Thrombelastometrische Untersuchungen von CR2”"-Miusen (n=4) ergaben in
EXTEM-Analysen eine mit 59,25+5,93s, im Vergleich zu 42,50+9,25s der
Wildtyp-Kontrollgruppe (n=6), signifikant verlingerte Gerinnselbildungszeit
(CFT) (p=0,023; nach Bonferroni-Holm-Adjustierung bei p<0,025 statistisch
signifikant). Der relative Unterschied zum Wildtyp betrug 28,27% mit einer sehr
hohen EffektgroBe von 2,00. Dagegen war die Zeit bis zum Einsetzen der
Gerinnung (CT) bei CR2-Knockout mit 18,75+2,17s kiirzer, als bei Kontrolltieren
(25,50+4,92s). Dieser relative Unterschied von 26,47% mit der sehr hohen
EffektgroBe von 1,64 war allerdings nicht statistisch signifikant (p=0,050; nach
Bonferroni-Holm-Adjustierung erst bei p<0,025 statistisch signifikant). Die
Gerinnselfestigkeit (MCF) der CR2”-Gruppe in der EXTEM-Untersuchung war
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mit  65,50£2,0mm um 5,53% niedriger als die 69,33+3,99mm der
Kontrollgruppe. Dieser Unterschied war statistisch nicht signifikant (p=0,152),
hatte aber mit 1,13 eine sehr hohe EffektgroBe. Im Vergleich dazu, zeigten CR27-
Tiere (n=4) in der FIBTEM-Analyse mit einem p-Wert <0,001 hoch signifikant
kleinere MCF-Werte (20,50+£2,29mm) als die Wildtyp-Kontrollgruppe (n=7)
(40,86+5,51mm). Die EffektgroBe dieses relativen Unterschieds von 50,00% war
mit 4,37 extrem hoch. Die Evaluierung der maximalen Gerinnsel-Lyse nach 30
Minuten (ML30) in CR2-defizienten Tieren ergab in EXTEM- und FIBTEM-
Analyse 0,00%. Durch diesen Nullwert betrug der relative Unterschied zur Lyse
von 0,50£1,12% in der EXTEM- bzw. 0,7141,39% in der FIBTEM-Untersuchung
von Wildtyptieren 100%. In den p-Werten (EXTEM: p=0,762; FIBTEM:
p=0,527) sowie in der moderaten Effektgrofe von 0,57 fiir die EXTEM-Analyse
und in der mit 0,15 sehr niedrigen Effektgrofe fiir die FIBTEM-Analyse spiegelte
sich jedoch wieder, dass es sich um keinen erheblichen Unterschied handelte.
Anhand dieser Ergebnisse der thrombelastometrischen Untersuchungen kann
davon ausgegangen werden, dass der CR27-Mausstamm weniger stabile
Fibringerinnsel ausbildet, was moglicherweise die Ausbildung vendser Thromben

nachhaltig beeinflusste.
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Abbildung 32: Thrombelastometrische Analyse des Blutes von CR2”-Miusen (n=4) im Vergleich
zu einer C57BL/6J-Wildtyp-Kontrollgruppe (n=6)

A) Mittelwerte der Parameter der EXTEM-Analyse; Fehlerbalken £ Standardabweichung;
*=gstatistisch signifikantes Ergebnis nach Bonferroni-Holm-Adjustierung fiir 2 Gruppen

B) Mittelwerte der Parameter der FIBTEM-Analyse; Fehlerbalken £ Standardabweichung;
*=gtatistisch signifikantes Ergebnis nach Bonferroni-Holm-Adjustierung fiir 2 Gruppen
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Tabelle 22: Ubersicht des relativen Unterschieds in Parametern der Thrombelastometrie-Analyse
des CR2""-Stammes zum C57BL/6J-Wildtypstamm sowie der zugehorigen Effektgrofien

CT CFT MCF ML CT CFT MCF ML
EXTEM 2647 283 -5,53 -100 1,64 2 1,13 0,57
FIBTEM - - -50 -100 - - 437 0,15

Die nach 48h in den Thrombus rekrutierten Leukozyten sowie die
Thrombozytenfliche wurden mittels immunhistologischer Farbungen der aus dem

Mausmodell gewonnenen Thromben quantifiziert.

Dabei konnte in CR2-defizienten Tieren eine im Verhéltnis zum Gesamtthrombus
vergroBerte Thrombozytenfliche festgestellt werden: In Wildtyp-Thromben (n=3)
betrug die errechnete CD41-gefdrbte Thrombozytenfliche im Mittel 31,11% des
Gesamtthrombus, wihrend sie bei CR2-Defizienz (n=2) 66,26% ausmachte. Mit
der verwendeten Tierzahl war dieser relative Unterschied von 53,05% zwar
gerade nicht statistisch signifikant (p=0,055), zeigte aber mit 2,79 eine sehr grofie
EffektgroBe. Folglich ist die Thrombuszusammensetzung in diesen Tieren
verdndert, was aber nicht bedeutet, dass auch eine vermehrte Thrombozyten-
Akkumulation stattfand, da dieses Ergebnis nicht die absolute Menge an

angesammelten Thrombozyten widerspiegelt.
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Abbildung 33: Ermittlung der Thrombozytenfldche in Relation zur Flache des Gesamtthrombus in
C57BL/6]J-Wildtyp (n=3)- und CR2”-Thromben (n=2)

A) Immunbhistologische Farbung von CD41 zur Darstellung der Thrombozytenflache in
C57BL/6]J-Wildtyp- und CR2”"-Thromben; MaBstab = 200pm

B) Vergleich der Thrombozytenfldche in % in C57BL/6J-Wildtyp- und CR2""-Thromben
(Mittelwerte); Fehlerbalken 2 Standardabweichung; *=statistisch signifikantes Ergebnis

Weiterhin zeigten CR2-defiziente Méuse eine im Vergleich zum Wildtyp stark
verringerte Ansammlung an Leukozyten in den untersuchten Thromben: Mit Hilfe
der CD45-Farbung konnten alle kernhaltigen Zellen im Thrombus als Leukozyten
definiert werden. Im Anschluss wurde in der Ly-6G-Farbung die Anzahl an
Gesamtleukozyten iiber die Anzahl an vorhandenen Zellkernen ermittelt:
Wihrend im Wildtyp 2203,20+373,66 Zellen/mm? ausgemacht werden konnten,
waren es in CR2”"-Thromben 891,00+206,19 Zellen/mmz, was einen statistisch
signifikanten (p=0,022) relativen Unterschied von 59,56% mit einer extrem hohen
EffektgroBe von 4,01 ergab. Anhand der Bestimmung der Anzahl an Ly-6G-
positiven Neutrophilen, konnte diese starke Reduktion der rekrutierten
Leukozyten auf eine verminderte Neutrophilen-Ansammlung zuriickgefiihrt
werden: Diese betrug in CR2""-Thromben 675,00+145,10 Zellen/mm® und
unterschied sich damit um 67,76% und einer extrem hohen Effektgrofe von 4,68
signifikant (p=0,014) von den 2030,40+339,47 Zellen/mm® der Wildtyp-
Thromben. Bedingt durch die stark verminderte Anzahl an neutrophilen
Granulozyten, war auch die Anzahl an, von diesen Zellen gebildeten, NETs in

CR2”"-Thromben reduziert: Mit 48,60+38,18 NETs/mm’ waren 46,55% weniger
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als in Wildtyp-Thromben enthalten (104,40+43,65 NETs/mm?®). Dieser
Unterschied war zwar nicht statistisch signifikant (p=0,241), jedoch mit einer sehr

hohen Effektgrofe von 1,33 verbunden.
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Abbildung 34: Ermittlung der Gesamtleukozyten- und Neutrophilenzahl in C57BL/6J-Wildtyp-
(n=3) und CR2”"-Thromben (n=2)

A) Immunhistologische Farbung von Ly-6G sowie DAPI-Kernfarbung in C57BL/6J-Wildtyp- und
CR2”"-Thromben; rot-fluoreszierend=Ly-6G-positive Neutrophile Granulozyten; blau
fluoreszierend=Zellkerne der Leukozyten; Maflstab=50pum

B) Vergleich der Anzahl an Gesamtleukozyten und neutrophilen Granulozyten in C57BL/6J-
Wildtyp- und CR27"-Thromben (Mittelwerte); LZ=Leukozyten; NEUT=Neutrophile;
NETs=Neutrophil extracellular traps; Fehlerbalken & Standardabweichung; *=statistisch
signifikantes Ergebnis

Tabelle 23: Ubersicht des relativen Unterschieds in immunhistologischen Untersuchungen von
Thrombozytenfliche, Leukozytenanzahl und NETs des CR2""-Stammes zum C57BL/6]-
Wildtypstamm sowie der zugehorigen Effektgrofen

Relativer Unterschied zur Analyse R
Mausstamm . S y Effektgrofle
des Wildtyps in %
‘ CD41 LZ NEUT NETs | CD41 LZ NEUT NETs
CR2™” ‘ 53,05 -59,56 -67,76 -46,55 | 2,79 4,01 4,68 1,33

Mit Hilfe immunhistologischer Farbungen konnten die im Mausmodell nach 48h
entstandenen Thromben auBlerdem beziiglich der Verteilung an IgG und IgM
untersucht werden. Damit sollte ein direkter Zusammenhang zwischen der
Ansammlung von Antikorpermolekiilen und der Thrombusbildung dargestellt

werden. Da die Antikorper-Serumkonzentration in C57BL/6J-Wildtyptieren
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dhnlich grof3 ist wie die der CR2”-Tiere, CR2”"-Tiere jedoch trotzdem weniger
Thromben entwickeln, erschien dieser Stamm ideal als Vergleichsgruppe: Hier
war sicher gestellt, dass die Ansammlung von Antikdrpermolekiilen nicht direkt
proportional zur Serumkonzentration erfolgte, sondern eventuell durch bestimmte
Bindungspartner im Gefa3 oder im sich entwickelnden Thrombus geleitet wurde.
Auf der Suche nach einem Antigen, mit welchem natiirliche Antikdrper im
Geschehen der vendsen Thrombose interagieren konnten, schien diese
histologische Untersuchung zusitzlich besonders interessant zu sein fiir den CR2™”"

-Stamm.

Aus diesen Griinden wurde die Verteilung von IgG und IgM in C57BL/6J-
Wildtyp-Thromben (n=3) mit der in Thromben von CR2”"-Tieren (n=2)
verglichen. Die Ansammlung von IgG- und IgM-Molekiilen wurde in aus dem
jeweiligen Fluoreszenzsignal ermittelten Grauwerten in einem Grauwert-

Mittelwert (Einheit: Grey) dargestellt.

Beziiglich der Ansammlung von IgG und IgM im Gesamtquerschnitt des
Thrombus, unterschieden sich die CR2”-Thromben nur geringfligig von den
Wildtyp-Thromben: Die Auswertung des Gesamtfluoreszenzsignals von IgG-
Molekiilen lag in Thromben der Wildtyp-Kontrollgruppe bei 705,67+238,83 Grey
und in Thromben von CR2”-Tieren bei 694,00+134,35 Grey. Der relative
Unterschied von nur 1,65% mit einer extrem niedrigen EffektgroBe von 0,06 war
vernachléssigbar (p=0,955). Fiir IgM-Molekiile betrug das Fluoreszenzsignal in
Wildtyp-Thromben 412,00+205,24 Grey und unterschied sich daher mit 17,96%
und einer niedrigen Effektgroe von 0,43 nicht signifikant (p=0,670) von den
338,00+70,71 Grey der CR2”-Gruppe.

Hinsichtlich der Lokalisation der Antikorpermolekiile konnte eine starke
Assoziation zum Endothel beobachtet werden: In Wildtyp-, wie auch in CR27-
Thromben wurde die Innenseite des Gefdlles von einer griin-fluoreszierenden
Antikorperschicht bedeckt. Jedoch wiesen CR2-defiziente Méuse mit einem direkt
am Endothel gemessenem Fluoreszenzsignal von 962,50+256,68 Grey fiir IgG
und 514,00+93,34 Grey fiir IgM dort eine um 53,92 bzw. 63,11% geringere
Antikorperansammlung auf, als dies in Wildtypthromben mit einem
Fluoreszenzsignal von 2088,67+717,40 Grey fiir IgG und 1393,33+772,97 Grey
fiir [gM am Endothel der Fall war. Dieser Unterschied war fiir IgG und IgM mit
einer sehr hohen Effektgroe verbunden (IgG:1,86; IgM:1,39), jedoch mit der
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verwendeten Tierzahl nicht statistisch signifikant (IgG: p=0,134; IgM: p=0,226).

Mit Hilfe der Berechnung des Verhéltnisses der Fluoreszenzintensitit von IgG
bzw. IgM am Endothel zur Fluoreszenzintensitit von IgG bzw. IgM im
Gesamtthrombus, konnte die verminderte Assoziation zum Endothel von IgG und
IgM in CR2-defizienten Tieren gut dargestellt werden: In Wildtyptieren war
dieses Verhéltnis fiir [gM mit einem Wert von 3,30+1,09 um 52,12% grofBler als
das von 1,58+0,61 in der CRZ'/'-Gruppe, was zwar mit 1,80 eine sehr grofle
EffektgroBe aufwies, jedoch mit der verwendeten Tierzahl nicht als statistisch
signifikant errechnet werden konnte (p=0,143). Fiir die [gG-Verteilung konnte ein
signifikanter Unterschied bestimmt werden (p=0,044): Hier war das Verhiltnis
mit 3,00+0,42 in Wildtyptieren um 51,67% grofer als ein Verhiltnis von
1,45+0,65 in CR2™"-Tieren und mit einer extrem hohen EffektgroBe von 3,05

verbunden.

Bei  CR2-defizienten  Tieren lag demnach, bei  gleichbleibender
Antikorperansammlung im Gesamtthrombus, eine verminderte Assoziation der
vorhandenen Antikdrpermolekiile zum Endothel und damit eine andere Verteilung

von IgG und IgM im Thrombus vor.
Tabelle 24: Ubersicht des relativen Unterschieds in immunhistologischen Untersuchungen der

Verteilung von IgG und IgM in Thromben des CR2”"-Stammes zum C57BL/6J-Wildtypstamm
sowie der zugehorigen Effektgrofen

Parameter Rii[g;sre%r::@ci}lﬁf;p?r Effektgrofle
IgG Gesamtthrombus -1,65% 0,06
IgG Endothel -53,92% 1,86
IgG Verhiéltnis -51,67% 3,05
IgM Gesamtthrombus -17,96% 0,43
IgM Endothel -63,11% 1,39
IgM Verhéltnis -52,12% 1,80
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Abbildung 35: Immunhistologische Analyse der IgG- bzw. IgM-Verteilung in Thromben von
CR2-defizienten Méusen (n=2) im Vergleich zu C57BL/6J-Thromben (n=3)

A) 1) Darstellung der in Grauwertmittelwerten gemessenen griinen Fluoreszenzintensitét (Grey)
im Gesamtthrombus (links) und am Endothel (rechts) von C57BL/6J-Wildtyp- bzw. CR27-
Thromben

2) Verhiltnis der griinen Fluoreszenzintensitidt am Endothel zu der des Gesamtthrombus in
C57BL/6J-Wildtyp- bzw. CR2"-Thromben

B) Bildaufnahmen der immunhistologischen Férbung; griin fluoreszierend=links IgG bzw. rechts
IgM; rot fluoreszierend=Endothelzellen; blau fluoreszierend=Zellkerne; Pfeilspitzen markieren
den Bereich am Endothel mit Antikdrperansammlung; Mafistab=100um
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VI. DISKUSSION

1. Wahl der Mauslinien

Die Maus als Versuchstier wurde herangezogen, da bei dieser Tierart eine
genetische Manipulation leicht moglich ist und innerhalb kurzer Zeit viele
Nachkommen mit dem gewiinschten Genotyp produziert werden konnen. Daher
stethen von der Maus auch speziell fiir immunologische Fragestellungen
zahlreiche Knockout-Stimme zur Verfiigung. Diese sind zum Teil aus
Publikationen bekannt, weshalb fiir dieses Projekt eine gezielte Auswahl moglich

war.

Die Linie sigM”AID”" wurde anderen Stimmen mit Antikérper-Knockout, wie
z.B. Ragl- oder Rag2-Knockout-Mausen vorgezogen, da nur bei dieser Linie ein
alleiniges Antikorperdefizit ohne das gleichzeitige Fehlen von B- und T-
Lymphozyten vorliegt. So war gewihrleistet, dass ein beobachteter Effekt einzig
durch die fehlenden Antikérper bedingt war. Auch waren Ergebnisse des sIgM™”
AID” -Doppelknockouts vergleichbar mit den Ergebnissen der Stamme, die nur

einen der beiden Knockouts aufwiesen.

Die CR2-defiziente Mauslinie wurde zur Untersuchung des Einflusses natiirlicher
Antikorper im Geschehen der vendsen Thrombose herangezogen. Dieser
Mausstamm erschien fiir diesen Zweck besonders geeignet, da er, bedingt durch
das Fehlen des CR2-Rezeptors, ein verdndertes Repertoire an natiirlichen

Antikdrpern  besitzt'?'?*1?  gleichzeitig aber normale IgG- und IgM-

123,126

Serumspiegel aufweist , weshalb er sich fiir eine Beurteilung des alleinigen

Effekts natiirlicher Antikorper optimal anbot.

Mit Hilfe des Stammes FcyR”FcyRIIb” war es moglich, den allgemeinen
Einfluss von IgG iiber Fcy-Rezeptoren auf die TVT zu untersuchen, da in dieser
Linie, bedingt durch den Doppelknockout, kein einziger funktioneller Fcy-

Rezeptor mehr vorhanden ist'*%!%°2%,

Da die verwendeten Knockout-Linien alle auf einem C57BL/6J-Hintergrund
geziichtet wurden, konnte der Stamm C57BL/6J als Wildtypstamm fiir die
Kontrollgruppen eingesetzt werden. Die C57BL/6J-Linie ist eine in der Forschung

hdufig eingesetzte und sehr gut charakterisierte Linie. Fiir das Vena-cava-
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Stenosemodell, das auch dieser Arbeit zugrunde liegt, wurde sie schon hiufig
verwendet, wodurch eine gewisse methodische Sicherheit und Vergleichbarkeit

gegeben war.

2. Stenosemodell

Das verwendete Mausmodell ist gut geeignet, die initialen auslosenden
Mechanismen im Geschehen der TVT zu analysieren®®. Mit Hilfe dieses Modells
konnte bereits gezeigt werden, dass eine Entziindungsreaktion notwendig ist, um
das Gerinnungssystem zu aktivieren, was schlieBlich zur Ausbildung eines
okkludierenden Thrombus fiihrt'. Auf zelluldrer Ebene kommt der Interaktion von
Thrombozyten mit Monozyten und neutrophilen Granulozyten dabei eine
Schliisselrolle zu. Thrombozyten sind hierbei nicht nur wichtig fiir die
Rekrutierung von Monozyten, welche iiber bereitgestellten TF den extrinsischen
Gerinnungsweg aktivieren, sondern auch fiir die Ausbildung von NETs, welche
den intrinsischen Gerinnungsweg in Gang setzen'. Die molekularen Prozesse und
insbesondere die Bedeutung des adaptiven Immunsystems beim Prozess der
vendsen Thrombose sind jedoch weitgehend unbekannt, weshalb in der
vorliegenden Arbeit das etablierte Stenosemodell erneut herangezogen wurde, um
zu untersuchen, ob Antikorper in dieser Entstehungsphase der vendsen

Thrombose beteiligt sind.

Mit Hilfe der Standardisierung des Modells konnte sichergestellt werden, dass
beziiglich der Operationsmethode fiir jede untersuchte Gruppe gleiche
Bedingungen herrschten und dass auBlerdem die Thrombusbildung allein durch
eine Blutstase und nicht durch eine GefiaBBverletzung verursacht wurde. Demnach
imitiert dieses Modell genau die sehr hiufig in humanen Patienten vorliegenden
Bedingungen fiir das Entstehen einer TVT: Ein zunidchst unvollstindiger
Venenverschluss mit Blutstase und Restfluss, wodurch ein typischer laminarer

Thrombus entsteht'>,

3. Spezifischer Einfluss von Antikorpern auf die Ausbildung
venoser Thromben
Anhand der im Rahmen dieser Arbeit im Sinne einer Orientierungsstudie

gewonnenen Daten, kann davon ausgegangen werden, dass Antikorper einen

spezifischen Einfluss auf die Entstehung vendser Thromben haben:
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Ein kompletter Antikorper-Knockout fithrte zu nahezu absenter Thrombusbildung,
wohingegen die Uberexpression von IgM in AID-Miusen eine stirkere
Thrombusbildung mit einer hohen Effektgroe zur Folge hatte. Dariiber hinaus
fiihrte die Rekonstitution von komplett Antikorper-defizienten Maiusen mit
polyklonalem murinem IgG zu einem Wiederauftreten vendser Thromben, was
den spezifischen Effekt von Antikdrpermolekiilen auf die Thrombusentstehung

bestitigt.

Da sich bei einer alleinigen Anwesenheit von IgM wie auch bei einem IgM-
Knockout trotzdem noch Thromben entwickelten und sich die Thrombusbildung
erst bei einem Fehlen aller Immunoglobulinklassen dramatisch reduzierte,
scheinen sowohl IgG als auch IgM die Entstehung der TVT zu beeinflussen.
Jedoch konnte mit Hilfe der Bestimmung der Antikérperkonzentration im Serum
der einzelnen Antikdrper-Knockout-Mausstimme einzig eine starke Korrelation
des Thrombusgewichts mit dem IgM-Spiegel festgestellt werden. Der IgG-
Serumspiegel zeigte, bedingt durch die unerwartet hohen IgG-Gehalte in sIgM'/ -
Maiusen sowie durch das Knockout-bedingte Fehlen von IgG in AID""-Tieren,
keine Korrelation mit dem Thrombusgewicht. Auch der Gesamtantikorper-Gehalt
korrelierte nur schwach mit der Ausbildung von Thromben. Aullerdem zeigten
Wildtyp-Méuse, die 48h nach Ligatur Thromben entwickelt hatten, im ELISA
signifikant reduzierte IgM-Serumspiegel bei unverdnderten IgG-Spiegeln, was
durch eine IgM-Anreicherung an der Stelle der Thrombusentstehung bedingt sein
kann. Anhand dieser Ergebnisse kann zum einen bestitigt werden, dass
Antikorper einen extrem starken Einfluss auf die Entstehung vendser Thromben
haben, zum anderen sind sie hinweisend darauf, dass dieser Effekt hauptsdchlich
auf IgM zuriickzufiihren ist. Diese Immunoglobulinklasse ist in Wildtyp-Mausen
vertreten sowie in AID”-Mausen stark iiberexprimiert. Die Tatsache, dass aber
auch IgM-Knockout-Méuse sowie mit IgG substituierte Mduse Thromben
entwickelten, kann damit zusammenhidngen, dass bestimmte IgG-Molekiile
unspezifisch mit den Bindungsstellen der eigentlich auslésenden IgM-Molekiile
interagieren und ebenfalls eine Thrombusbildung triggern. Dieser Effekt ist
jedoch bei einem Fehlen der wesentlich stirker thrombogenen IgM vermindert —
was sich durch die im Vergleich zum Wildtyp etwas geringeren
Thrombusgewichte in sIgM'/ -Méusen wie auch in mit polyklonalem IgG

substituieren sigM”"AID”"-Miusen dufert.
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In den vorliegenden Untersuchungen wurde hauptsidchlich auf den Einfluss der
Immunoglobulinklassen IgG und IgM eingegangen: IgG als Hauptantikorper des
Serums sowie der sekunddren Immunreaktion und IgM als Ursprung der
spezifischen Immunantwort wie auch Haupt-Immunoglobulinklasse natiirlicher
Antikérper’®®. Antikorper dieser beiden Antikorperklassen konnten bereits als
Initiatoren verschiedener pathologischer Prozesse identifiziert werden. So spielen
IgM eine grofle Rolle bei der Auslosung der Entziindungsreaktion im Zuge von

BB7.141 nd die bei APS-Patienten fiir eine

Ischidmie-Reperfusionsschiaden (IRS)
Erkrankung relevanten aPL-Antikorper stammen primér aus der Klasse IgG — wie
wichtig IgM und IgA dabei sind, ist strittig?’®. Bei der monoklonalen
Gammopathie MGUS steht IgG im Zusammenhang mit der Ausldsung vendser
Thrombose, aber auch von IgA wird bei dieser Erkrankung eine Verbindung mit
der Entstehung vendser Thromben angenommen’. Deshalb kann, trotz einer
geringen Serumkonzentration und Hauptfunktion in der Schleimhautimmunitit™,
eine Beteiligung von IgA im Prozess der TVT nicht vollig ausgeschlossen werden
und bedarf weiterer Untersuchungen. Néher auf IgE und IgD einzugehen, erschien
aufgrund ihrer spezifischen Funktion und ihren geringen Serumspiegeln bei

hauptsichlich lokaler Verteilung’*”® fiir dieses Projekt von untergeordneter

Bedeutung.

Bei den beobachteten Verdnderungen im weilen Blutbild der Stimme
sIgM'/ "AID™", sIgM'/ “und AID™ ist, trotz einer hohen Relevanz von Leukozyten
fiir die Entstehung einer TVT, eine positive oder negative Beeinflussung der
Ausbildung venoser Thromben im verwendeten Modell sehr unwahrscheinlich.
Die signifikante Erhohung aller Leukozyten-Subpopulationen in sIgM'/ "AID™"-
Tieren mit extrem hohen EffektgroBen konnte lediglich zu einer stirkeren
Thrombusbildung beitragen, was hinsichtlich eines duflerst geringen
Thrombusgewichts und —inzidenz der Gruppe jedoch nicht gegeben zu sein
scheint. In AID”-Tieren konnte die signifikante Erhohung von Monozyten und
Granulozyten mit extrem hohen EffektgroBen tatsdchlich einen Einfluss auf das
hohe Thrombusgewicht und —inzidenz dieser Gruppe haben, was aber im
Vergleich zur sigM” AID”-Gruppe — bei welcher eine dhnliche Erhéhung keinen
Einfluss zu haben scheint — relativiert wird. Demnach scheint die An- oder
Abwesenheit  von  Antikorpermolekiilen  fiir die = Thrombusbildung

ausschlaggebender zu sein als Verdnderungen im weiflen Blutbild.
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Die beobachtete verminderte Anzahl an Blutplittchen in den Stimmen
sigM"AID”, AID” und sIgM”~ konnte theoretisch eine verminderte
Thrombusbildung bedingen, da diese Zellen im Geschehen der vendsen
Thrombose maBgeblich beteiligt sind. Diese Blutbildverdnderung sollte jedoch im
Zusammenhang mit dem Gesamtbild gesehen werden. Und hier wird deutlich,
dass die Entstehung einer venosen Thrombose vielmehr durch die in sigM”AID™
-Tieren fehlenden bzw. in AID™-Tieren tiberexprimierten Antikorper bedingt ist
wie auch durch eine Antikorpersubstitution in sIgM'/'AID'/'-Tiere ausgelost
werden kann. Bei einem starken Einfluss der reduzierten Thrombozytenzahl, wire
in AID”"-Tieren sowie in substituierten sIgM'/ "AID”"-Tieren keine normale oder
gar gesteigerte Thrombusbildung zu erwarten. Diese Ergebnisse relativieren den
Thrombozytenmangel hinsichtlich der Entstehung vendser Thromben und zeigen,

dass dieser keinen ausschlaggebenden Effekt haben kann.

4. Mechanismen der Antikorper-abhéingigen
Thrombusentstehung
4.1. Abhiingigkeit der venésen Thrombusbildung von Antikorper-

bedingter Zell-Rekrutierung und Fibrinbildung
VON BRUHL et al. konnten zeigen, dass besonders die Rekrutierung von
Neutrophilen und Monozyten, aber auch eine Thrombozytenrekrutierung in den
ersten sechs Stunden der Thrombusentstehung essenziell ist fiir die Entwicklung
einer TVT'. AuBerdem ist die Monozyten-induzierte Fibrinbildung von grofter
Bedeutung fiir die Ausbildung stabiler vendser Thromben'. Da ein komplettes
Antikorperdefizit sowie das Fehlen natiirlicher Antikérper in CR2-defizienten
Tieren die Thrombusentstehung anndhernd vollstindig verhindert, wurde die
Interaktion von Antikorpern mit der Zellrekrutierung sowie der Fibrinbildung

analysiert.

Die Untersuchung von FcyR-defizienten Maiusen ergab, dass eine direkte
Interaktion von Antikdrpern mit Fcy-Rezeptoren der, im Geschehen der vendsen
Thrombose beteiligten, Leukozyten wohl nicht Bestandteil des Antikorper-
abhingigen Entstehungsmechanismus von TVT ist. Der Einfluss von Fc-
Rezeptoren fiir IgM war nicht Bestandteil der Untersuchungen, weshalb die
Beeinflussung der vendsen Thrombose durch diese Rezeptoren nicht

ausgeschlossen werden kann. Allerdings ist nicht ganz klar, inwiefern IgM-Fc-
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Rezeptoren fiir die Beeinflussung direkt beteiligter Zellen im Geschehen der TVT,
wie Neutrophile und Monozyten, relevant sind. Ihr Vorkommen auf
Granulozyten, Monozyten und Makrophagen wird immer noch kontrovers
diskutiert'"'"""*, darum ist ein direkter Einfluss von IgM-Fc-Rezeptoren auf die
rekrutierten Leukozyten schwer zu iiberpriifen. Sicher ist dagegen die Expression
von IgM-Fc-Rezeptoren auf B-Zellen, aber Lymphozyten sind im murinen TVT-
Modell nicht am lokalen Entziindungsprozess beteiligt', weshalb ein Einfluss auf
ihre Rekrutierung irrelevant ist. Moglicherweise sind B-Zell-IgM-Fc-Rezeptoren
aber ausschlaggebend fiir die, die TVT-beeinflussende, Antikdrperproduktion.

Bei Untersuchungen zur Leukozytenrekrutierung konnte mit Hilfe der
intravitalmikroskopischen Aufnahmen von sIgM'/ "AID”"-Miusen generell ein
ausschlaggebender  Einfluss  von  Antikdérpern auf  die initiale
Leukozytenrekrutierung ausgeschlossen werden. In den ersten fiinf Stunden
zeigten die Antikorper-defizienten Méuse, verglichen mit dem Wildtyp, zwar eine
mit mittleren bis hohen EffektgroBen teilweise deutlich verminderte
Leukozytenakkumulierung am Endothel, zum Zeitpunkt 6h glich sich diese
allerdings so stark an den Wert des Wildtyps an, dass davon ausgegangen werden
muss, dass eine Antikorperdefizienz zwar zu einer anfanglichen Verzégerung in
der Rekrutierung weiler Blutzellen fiihrt, diese langfristig jedoch nicht so stark
reduziert, um fiir die enorm verringerte Ausbildung vendser Thromben in sIgM'/ i

AID”"-Tieren verantwortlich zu sein.

Gleichzeitig sollte die Leukozytenakkumulierung in nach 48h entnommenen
Thromben immunhistologisch untersucht werden. Mit einer Thrombusanzahl von
n=1 stand von sIgM'/'AID'/'-Tieren keine fiir eine histologische Auswertung
ausreichende Menge an Thromben zur Verfiigung. Allerdings konnten, um den
Einfluss natiirlicher Antikérper auf die Leukozytenakkumulation zu untersuchen,
CR2""-Thromben verwendet werden. Hier wurde eine starke Reduktion an
Leukozyten und insbesondere an Neutrophilen nachgewiesen. Diese Ergebnisse
weisen darauf hin, dass in der vendsen Thrombose beteiligte Antikorper zwar
initial keine verminderte Leukozyten-Rekrutierung verursachen, aber essenziell
sind fiir die spatere Akkumulierung von Neutrophilen und die Ausbildung von
NETs im Thrombus. Diese beiden Faktoren sind entscheidend an der vendsen
Thrombusbildung beteiligt, da sowohl eine Depletion von Neutrophilen als auch

die Auflssung von NETs durch DNase die Thrombusbildung verringert'.
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Ahnliche FErgebnisse konnten in der Dissertation von FIOLA fiir die
Komplementkomponente C4 erhoben werden: Auch hier wurde in
intravitalmikroskopischen Aufnahmen der ersten sechs Stunden kaum ein Einfluss
auf die Leukozytenrekrutierung entdeckt, jedoch iiber 48h eine signifikant
verminderte Leukozyten-Anreicherung in aus C4-Knockout-Médusen gewonnenen

Thromben festgestellt’.

Eventuell findet folglich eine Interaktion von Antikérpern mit dem
Komplementsystem und iiber den klassischen oder Lektin-Weg speziell mit der
Komponente C4 statt. Eine Aktivierung des Komplementsystems fiihrt zur
Produktion von Leukozyten-anlockenden Chemokinen, was zwar nicht fiir die
initiale Leukozytenrekrutierung relevant ist, aber {iber 48h zu einer verminderten

Leukozytenanreicherung in venésen Thromben fiihrt.

Anders verhilt es sich bei der Rekrutierung von Thrombozyten: Hier scheint bei
Antikorper-defizienten Médusen schon initial ein, fiir die verminderte Entstehung
vendser Thromben relevantes Defizit vorzuliegen. Dies wurde in
intravitalmikroskopischen Analysen mit einer verminderten Anzahl adhérenter
Thrombozyten ab einem Zeitpunkt von 4h nach Ligatur der Vena cava caudalis
deutlich und dauerte bis zum letzten Untersuchungszeitpunkt von 6h an. Ein
Zusammenhang mit der verminderten Anzahl an Pliattchen im Blut des
Mausstammes ist in diesem Versuchsaufbau ausgeschlossen, da die
Thrombozyten von einem Spendertier isoliert und jedem Versuchstier - auch dem

Wildtyp - in derselben Menge verabreicht wurden.

Wie konnen aber nun Antikorper die Plittchen-Rekrutierung beeinflussen? Eine
direkte Interaktion von Antikorpermolekiilen mit Thrombozyten ist nur von
humanen Plittchen bekannt: Diese konnen iiber ihren FcylIA-Rezeptor an IgG-
Immunkomplexe binden und aktiviert werden’'’. Da die Maus aber keinen

FeylIA-Rezeptor besitzt' *'%

und auch kein vergleichbarer Fc-Rezeptor auf
murinen Plédttchen aus der Literatur bekannt ist, scheint diese Moglichkeit der
direkten Interaktion ausgeschlossen. Allerdings wird beim Antiphospholipid-
Syndrom vermutet, dass aPL-Antikdrper direkt mit Phospholipiden der Plittchen-
Oberfléche interagieren und dariiber in der Lage sind, die Plattchen-Aktivierung

und -Aggregation zu fordern®2'***!

, was auch fiir relevante Antikorper in der
vendsen Thrombose der Fall sein konnte. Daneben existiert die Moglichkeit der

indirekten Interaktion von Antikérpern und Thrombozyten — und zwar {iber die
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Aktivierung des Komplementsystems: Antigen-gebundene Antikorpermolekiile
konnen die Komplementkaskade einleiten und dadurch die Produktion aktiver
Spaltprodukte sowie des terminalen MAK bedingen. Die Einlagerung des
terminalen sublytischen C5b-9-Komplexes in die Zellmembran von Blutpléttchen
sowie eine Interaktion mit Clq, C3a oder C3b bewirkt deren Aktivierung und

. 177,178,180-182,222
Aggregation'”"!'"® ’

. Fiir aPL-Antikorper in Patienten mit systemischem
Lupus erythematosus (SLE) wurde gezeigt, dass sie die klassische
Komplementaktivierung und die C4d-Ablagerung auf Pléttchen unterstiitzen. Dies
war mit dem Auftreten vendser Thrombose assoziiert™. In der Dissertation von
FIOLA konnte allerdings fiir Maéuse mit einem Knockout der
Komplementkomponente C4 mit Hilfe intravitalmikroskopischer Untersuchungen
im TVT-Mausmodell keine Reduktion der Plittchenanzahl festgestellt werden®.
Daher kann ein Komplement-abhéngiger Einfluss von Antikdrpern auf die
Plattchenrekrutierung nicht allein abhidngig sein von C4 und der weiteren
Aktivierung der Komplementkaskade tliber den klassischen oder den Lektin-Weg.
Eventuell wird die Thrombozytenrekrutierung durch eine direkte Interaktion der
Pliattchen mit Clqg, eine Aktivierung des alternativen Wegs oder einen
Synergismus mehrerer Komplementkomponenten beeinflusst. Die genauen

Zusammenhdnge miissen zukiinftig iiber die intravitalmikroskopische Analyse

weiterer Komplement-Knockout-Mausstimme herausgefunden werden.

Neben der Zell-Rekrutierung ist die Aktivierung der Gerinnungskaskade
entscheidend fiir die Ausbildung eines okkludierenden vendsen Thrombus. Auch
auf diesen Mechanismus nehmen Antikdrper Einfluss. Thrombelastometrische
Untersuchungen des Blutes von Méausen mit komplettem Antikérper-Knockout
(sIgM'/ "AID” ) sowie von CR2-defizienten Méusen zeigten in EXTEM-Analysen
verlangerte Gerinnselbildungszeiten. Die maximale Gerinnselfestigkeit war
besonders in FIBTEM-Untersuchungen vermindert: In sIgM”AID”-Tieren zwar
nicht statistisch signifikant, aber mit einer sehr hohen Effektgrofle verbunden, in
CR2”"-Tieren hoch signifikant. Zusétzlich war die maximale Lyse des Gerinnsels

nach 30 Minuten in FIBTEM-Tests von sIgM™ AID”-Mausen stark erhoht.

Allgemein vermindert ein quantitativer Mangel oder eine qualitative
Funktionsstorung der Faktoren Fibrinogen, FXIII und Thrombozyten die Stabilitét
des Gerinnsels und damit den MCF-Wert’®. Der Vergleich von EXTEM- und
FIBTEM-Analyse ermoglicht die Aussage, dass die verdnderten Parameter sehr



VI. Diskussion 117

wahrscheinlich auf eine gestorte plasmatische Gerinnung und damit auf die
Faktoren Fibrinogen und FXIII zuriickzufiihren sind, da sie selbst dann bzw. sogar
stiarker ausgeprigt sind, wenn die im Blut vorhandenen Thrombozyten mit dem

FIBTEM-Reagenz gehemmt werden.

Es scheint also, dass Antikdrper die Fibrinbildung und —stabilisierung
unterstiitzen. Dabei kann es sich nur um Antikdrper handeln, welche auch in den
mit normalen IgG- und IgM-Serumspiegeln ausgestatteten CR2”"-Tieren fehlen:
Natiirliche Antikorper. Eine gestorte Fibrinbildung konnte auch einen weiteren
Beitrag zu der so enorm verminderten Bildung vendser Thromben in
sIgMAID"- und CR2"-Tieren leisten, da fiir deren Entstehen eine massive

Fibrinbildung nétig ist'.

Offen bleibt die Frage, mit welchen molekularen Mechanismen Antikorper die
Fibrinbildung beeinflussen. Ein durch den Antikorper-Knockout bedingter
quantitativer oder qualitativer Mangel an Fibrinogen oder des zur Vernetzung von
Fibrin nétigen FXIII, wiirde fiir einen Einfluss von Antikdrpermolekiilen auf
deren Bildung in der Leber bzw. filir einen danach stattfindenden Antikorper-
abhingigen Schutz vor Abbau sprechen. Dafiir gibt es jedoch in der Literatur
keine Hinweise. Direkte Interaktionen von Antikérpern mit Fibrinbildung und
Fibrinolyse werden beim Antiphospholipid-Syndrom vermutet: Zum einen wurde
beschrieben, dass bei diesem Syndrom vorkommende Anti-Prothrombin-
Antikorper mit Prothrombin interagieren konnen und dadurch eine Thrombin-
ahnliche Aktivitdt katalysieren. Dies hétte einen direkten prokoagulatorischen
Effekt mit vermehrter Fibrin-Bildung zur Folge'”. Zum anderen gibt es mehrere
Untersuchungen dazu, dass aPL-Antikdrper die Fibrinolyse hemmen und dadurch
zu einem prokoagulatorischen Zustand beitragen. Fiir den zugrunde liegenden
Mechanismus gibt es mehrere Ansitze?**: Direkte und indirekte Interaktionen der
Antikorper mit Plasminogen, Plasminogen-Aktivatoren, Plasminogen-Aktivator-
Inhibitor I sowie mit Plasmin konnten gezeigt werden’?*’. AuBerdem wird
vermutet, dass ein engmaschigeres Fibrinnetz Thromben in APS-Patienten
weniger durchldssig flir fibrinolytische Faktoren macht. Diese verdnderte
Fibrinstruktur kann durch erhéhte Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-Spiegel,
verdnderte Spiegel an Fibrinogen-Bindeproteinen sowie vermehrte FXIII-

Aktivitit bedingt sein®®. Zusitzlich sollen aPL-Antikorper natiirliche

524
“UE

Antikoagulanzien wie TFPI, Protein C und Annexin AS5 inaktivieren in
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Mechanismus, der speziell die Fibrinbildung im Geschehen der TVT
beeintrichtigt, konnte natiirlich auch die TF-Bereitstellung bzw. -Aktivierung auf
Monozyten betreffen, da monozytér bereitgestellter TF die Hauptquelle fiir die
Fibrinbildung bei der Entstehung vendser Thromben darstellt'. Hinweise fiir eine
Antikorper-abhiangige Aktivierung des TF-entschliisselnden Enzyms PDI gibt es
zwar™>, dies kann jedoch in den thrombelastometrischen Untersuchungen, die den
Ergebnissen dieser Arbeit zugrunde liegen, ausgeschlossen werden: Hier wird
schon mit den verwendeten Reagenzien TF hinzugefiigt und dadurch die
Gerinnung in Gang gesetzt, weshalb eine direkter Einfluss von Antikérpern auf

die TF-Aktivierung unwahrscheinlich ist.

4.2. Abhiingigkeit der venosen Thrombusbildung von der Interaktion
von Antikorpern mit Antigenen

Weiterhin stellte sich die Frage, wie an der Initiierung der TVT beteiligte
Antikérper an den Ort des Geschehens der vendsen Thrombose gelangen.
Einerseits kann rein durch die Flussverlangsamung und Blutstauung eine
lokalisierte ~ starke = Antikorperansammlung  auftreten, bei der die
Antikorpermolekiile {iberhaupt nicht oder unspezifisch binden. Andererseits
besteht jedoch auch die Moglichkeit einer gezielten spezifischen Interaktion von
Antikorpern mit Antigenen, welche erst bei der Initiierung der vendsen

Thrombose exprimiert werden.

Um dies zu eruieren, wurden Antikorper-defiziente Méuse mit den zwei
verschiedenen antiviralen Antikorpern anti-gp120 (IgG1l) und anti-Influenza A
(IgG2a) substituiert, welche in der Maus mangels des relevanten Antigens nicht
spezifisch binden konnen. Da in beiden Versuchsgruppen wieder eine ,,normale®,
den Wildtyptieren entsprechende, Thrombusbildung auftrat, kann geschlussfolgert
werden, dass antivirale IgG-Antikdrper auch ohne spezifische Antigen-Bindung in
der Lage sind, die Entstehung vendser Thromben auszuldsen. Ob diese Antikorper
dabei unspezifisch mit Antigenen interagierten oder allein ihre Anwesenheit im

gestauten Blutstrom ausreichte ist ungeklart.

Gleichzeitig wurde der Effekt von natiirlichen Antikorpern auf die TVT
untersucht, da von Ischdmie-Reperfusionsschiden (IRS) eine Interaktion
ebendieser natiirlichen Antikorper mit von hypoxischem Endothel exprimierten

Antigenen bekannt ist. Der CR2-defiziente Mausstamm erschien dafiir perfekt



VI. Diskussion 119

geeignet, da er, bedingt durch den CR2-Knockout, ein partielles Defizit an CD5+-
peritonealen B1-Zellen und dadurch ein verdndertes Repertoire an natiirlichen
Antikorpern aufweist, gleichzeitig aber normale Antikorperserumspiegel

besitzt'>

. Mit den Daten dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein CR2-
Knockout zu einer signifikant verminderten Ausbildung vendser Thromben fiihrt.
In der immunhistologischen Untersuchung von aus dem TVT-Mausmodell
gewonnenen Wildtyp-Thromben konnte eine Assoziation der IgG- und IgM-
Molekiile zum Endothel beobachtet werden, was auch aus dem
Verteilungsverhéltnis der Antikorper am Endothel zur Gesamtantikdrpermenge
hervorging. Dieses Verteilungsverhdltnis war in CR2-defizienten Mausen
verdndert, sodass davon ausgegangen werden muss, dass in diesem Stamm eine
stark verminderte Anlagerung von IgG- und IgM-Molekiillen ans Endothel
erfolgte. Da in CR2-defizienten Tieren im Vergleich zum Wildtyp hauptsichlich
die Produktion natiirlicher Antikérper verdndert ist und physiologische
Antikdrperserumspiegel vorliegen, ist eine logische Konsequenz, dass die in
diesem Stamm auf dem Endothel fehlenden Antikérper vor allem aus natiirlichen
Antikorpern bestehen. Im Einklang mit der stark reduzierten Thrombusbildung in
CR2”-Miusen weist dies darauf hin, dass die Bindung von natiirlichen
Antikorpern ans Endothel eine wichtige Voraussetzung flir die Entstehung

venoser Thromben ist.

Hinweise fiir die Beteiligung von natiirlichen Antikorpern in pathologischen,
hypoxischen Prozessen liefern Untersuchungen der Entstehungsmechanismen von
IRS. Kernhaltige Zellen sind hoch sensitiv gegeniiber Sauerstoffunterversorgung,
weshalb ischdmische Zustinde zu einer massiven Zellschddigung mit
nachfolgender  Entziindungsreaktion fiihren'*. Deshalb wird als ein
Ausgangspunkt der  Entstehung von IRS eine  Hypoxie-bedingte
Endothelzellschidigung und —aktivierung angenommen'”’, was sich mit dem
vermuteten Entstehungsmechanismus der tiefen Venenthrombose deckt (siche
Punkt 1I.1.4.2.1.). Sauerstoff-unterversorgte Endothelzellen erfahren eine
Membran-Schidigung, welche zur Bildung und Freisetzung von neuen Produkten
und zur Expression von neuen antigenen Determinanten auf ihrer Oberfliche
fihrt'*"!**. Dies erleichtert moglicherweise die Bindung von zirkulierenden
Antikérpern an neu exprimierte Antigene' . Tatsdchlich konnten ZHANG et al.

mit CM22 einen natiirlich vorkommenden pathogenen IgM-Klon und mit
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nonmuscle Myosin heavy chain Typ II A und C das zugehorige Antigen auf dem

141,142
*2 Daneben

Endothel identifizieren, welche zur Auslésung von IRS fiihrten
konnten jedoch auch andere potentielle Antigene beschrieben werden: FLEMING
et al. beobachteten, dass es im intestinalen Gewebe zu einer vermehrten
Phospholipid-Bindung von P2-GPI an ischimische Membranen kommt™’. In
einem intestinalen IRS-Modell wurde festgestellt, dass IgG-Antikdrper gegen
Phospholipide und an Phospholipid bindendes P2-GPI die IR-bedingten

. i N 230
Gewebeschiden auslosen konnen

. Peptide, die mit f2-GPI um die Bindung an
Phospholipiden  konkurrierten, waren in der Lage, den induzierten
Gewebeschaden im Wildtyp zu vermindern®'. Da allen bisher identifizierten
moglichen Zielantigenen gemeinsam ist, dass sie an Phosphatidylserin binden
konnen, schligt FLEMING vor, dass ischdmische Verdnderungen zu einer
Verlagerung des Phosphatidylserins der inneren zur dufleren Zellmembran fiihren
und an IRS beteiligte natiirliche Antikorper allgemein Proteine binden, die mit

Phosphatidylserin assoziiert sind**

. Es konnte jedoch auch sein, dass beteiligte
Antigene infolge der Ischidmie nicht erst an der Zelloberfldche exprimiert werden,
sondern stdndig dort vorhanden sind und vielmehr in ihrer Konformation oder
biochemisch verdndert werden, weshalb sie dann von pathogenen Antikérpern
gebunden werden konnen. Dies wird von CINES et al. fiir die aPL-Interaktion mit
B2-GPI in APS-Patienten vorgeschlagen. Die Konformationsverdnderung kann

durch oxidativen Stress oder bestimmte freigesetzte Proteine ausgeldst werden™® .

Mit welchem Antigen die Endothel-assoziierten natiirlichen Antikorper bei der
TVT interagieren, ist ungekliart. Da die auslosende Komponente der TVT —
Hypoxie - mit der von IRS {iibereinstimmt und genau wie in IRS natiirliche
Antikorper beteiligt zu sein scheinen, konnte ein bereits fiir IRS identifiziertes
Antigen, wie nonmuscle Myosin oder Phospholipide und B2-GPI, in Frage

kommen.

Wie steht das aber nun im Zusammenhang mit dem zuvor beobachteten Effekt auf
die Thrombusbildung von viralen Antikdrpern, welche nicht spezifisch an ein
Antigen binden konnen? Eine unspezifische Interaktion mit Zielstrukturen von
natiirlichen Antikérpern wird hier als sehr wahrscheinlich erachtet. Natiirliche
Antikorper besitzen auch eine Funktion in der Immunabwehr und kénnen hoch
konservierte Strukturen in verschiedenen Pathogenen erkennen''”. Gerade von

Influenza-Viren ist bekannt, dass sie im Korper von natiirlichen Antikorpern
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erkannt und gebunden werden konnen®****. Deshalb besteht die Moglichkeit,
dass spezifisch gegen Influenza-Viren gebildete Antikdrper (wie das in den hier
vorliegenden Versuchen verwendete IgG) dhnliche Epitope binden kdnnen wie
natiirliche Antikorper und deshalb mit deren Zielstrukturen kreuzreagieren.
Alternativ konnte es sich um einen Prozess mit geteilten Mechanismen handeln:
Natiirliche Antikorper binden spezifisch an ein Antigen und induzieren die TVT
tiber die Komplementaktivierung und Zellrekrutierung. Parallel dazu kann eine

unspezifische Antikorperbindung das entstehende Fibrinnetzwerk stabilisieren.

Zusammenfassend muss durch die erhobenen Daten davon ausgegangen werden,
dass Antikdrpermolekiile und speziell natiirliche IgM die Entstehung einer TVT
maBgeblich beeinflussen. Die zugrunde liegenden Mechanismen konnten bereits
in Ansitzen aufgekldrt werden. Ein mdglicher Gesamtmechanismus, den es zu
iberpriifen gilt, wire, dass natiirliche Antikorpermolekiile mit auf dem
hypoxischen Endothel neu exprimierten Antigenen interagieren. Durch die
Antigen-Antikdrper-Bindung kann das Komplementsystem aktiviert werden,
welches die Akkumulation von Thrombozyten und Leukozyten beeinflusst. Die
Antikorpermolekiile alleine unterstiitzen die Fibrinbildung und hemmen die

Fibrinolyse auf eine bisher unbekannte, jedoch TF-unabhidngige Weise.
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Abbildung 36: Vermuteter Mechanismus der Antikérper-abhiingigen TVT-Entstehung

Das durch die Hypoxie aktivierte Endothel (=Endothel akt.) exprimiert Antigene auf seiner
Oberfliache, an welche die in der TVT beteiligten natiirlichen Antikdrper binden kdnnen; diese
aktivieren einerseits (links) die Fibrinbildung iiber den extrinsischen Weg der Gerinnung, jedoch
unabhéngig von der TF-Aktivierung und hemmen die Fibrinolyse; andererseits (rechts) verstirken
sie liber die Aktivierung des Komplemensystems die Rekrutierung der fiir die TVT nétigen
Plattchen (=Plt) und neutrophilen Granulozyten und auf diese Weise auch die NETose

5. Ausblick

Die Identifizierung bestimmter auslosender Antikorper und ihrer Bindungspartner
im Geschehen der vendsen Thrombose koénnte einen wichtigen neuen
Ansatzpunkt in Pridvention und Therapie tiefer Venenthrombosen darstellen. Die
spezifische Blockierung der Antigenbindung natiirlicher Antikorper verhinderte

142235 o
“>7 Elne

im Mausmodell von IRS zuverldssig das Entstehen von Schiden
dhnliche protektive Funktion solcher Peptide im Mausmodell der TVT und die
Anwendbarkeit in humanen Patienten wiirden einen neuen therapeutischen Ansatz

darstellen, zukiinftig die Entstehung tiefer Venenthrombosen einzuddmmen.

Dartiiber hinaus hétte die Prasenz bestimmter auslosender Antikdrperpopulationen
in Patienten moglicherweise auch eine prognostische Aussagekraft hinsichtlich

der Entwicklung vendser Thromben.

Um diesem Ziel ndher zu kommen, muss das fiir die TVT relevante Antigen
identifiziert und tiberpriift werden, ob es wirklich auf dem Endothel exprimiert

wird. AuBerdem gilt es herauszufinden, ob eine Interaktion mit dem
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Komplementsystem fiir die Zellrekrutierung noétig ist und wie genau die
Interaktion mit der Fibrinbildung erfolgt, da auch ein Verstindnis dieser

Zusammenhdnge neue therapeutische Moglichkeiten erdffnen kann.
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VII. ZUSAMMENFASSUNG

Antikdrper als neue Faktoren im immunologischen Prozess der

venosen Thrombose

Die tiefe Venenthrombose (TVT) entsteht nicht allein durch eine pathologische
Blutgerinnung, sondern wird primér durch eine Entziindungsreaktion mit massiver
Rekrutierung von Zellen der unspezifischen Immunabwehr ausgeldst. In der
vorliegenden Dissertation wurde, mit Hilfe eines etablierten Mausmodells zur
Untersuchung der zelluldren und molekularen Entstehungsmechanismen der tiefen
Venenthrombose (TVT), der Einfluss von Antikdrpermolekiilen auf die Bildung
vendser Thromben untersucht - einer weiteren wichtigen Komponente in
immunologischen  Prozessen und bekannter  Ausloser  verschiedener

pathologischer Geschehen.

Dabei stellte sich heraus, dass Antikdrpermolekiile die Entstehung vendser
Thromben im Mausmodell beeinflussen: In Mdusen ohne Antikdrper war die
Thrombusbildung massiv beeintrichtigt und konnte durch Antikdrper-Substitution
wiederhergestellt werden. Es wurde eine starke Korrelation zwischen IgM-
Serumspiegel und Thrombusgewicht sowie eine Beteiligung natiirlicher
Antikorper festgestellt. Die zugrunde liegenden Mechanismen konnten bereits in
Ansidtzen aufgeklart werden: Beteiligte Antikdrpermolekiile scheinen an
Strukturen des hypoxischen Endothels zu binden und Einfluss zu nehmen auf die
initiale Thrombozytenrekrutierung, auf die Leukozytenakkumulation im

Thrombus wie auch auf die Fibrinbildung und —stabilisierung.

Die gewonnenen Ergebnisse weisen demnach darauf hin, dass bestimmte
Antikorpermolekiile in der Lage sind, die Entstehung einer TVT zu begiinstigen.
Dieses Wissen und eingehendere Forschung kann dazu beitragen, zukiinftig neue
prognostische Faktoren fiir das Auftreten vendser Thrombose zu gewinnen und
Behandlungsstrategien  zu  entwickeln,  welche die  unerwiinschten

Nebenwirkungen einer alleinigen Hemmung der Blutgerinnung umgehen.
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VIII. SUMMARY

Antibodies as new factors in the immunological process of venous

thrombosis

Deep vein thrombosis (DVT) is not exclusively triggered by activation of blood
coagulation, but mainly develops due to an immunological process involving
massive recruitment of innate immune cells. In this thesis an established mouse
model for investigation of cellular and molecular mechanisms in the development
of DVT was used to study the effects of antibodies - important players in

immunity and well known trigger of different pathologic processes.

It could be demonstrated that antibody molecules have a significant impact on the
development of venous thrombosis in this mouse model: In mice without any
antibodies the development of venous thrombi was massively impaired and could
be restored by antibody-substitution. A strong correlation between IgM-serum-
levels and thrombus weight as well as the participation of natural antibodies were
detected. The underlying mechanisms could already be elucidated to some extend:
Involved antibody-molecules seem to bind to structures of the hypoxic
endothelium and to influence the initial platelet-recruitment, leukocyte-

accumulation in venous thrombi as well as fibrin formation and stabilization.

These results indicate that certain antibody molecules are able to promote the
development of DVT. This knowledge and further intensive studies might
contribute to obtain new predictors for DVT-occurrence and can help in the
development of new therapeutic strategies that avoid problems related to an

exclusive inhibition of blood coagulation.
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