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I. EINLEITUNG

Kardiovaskuldre Erkrankungen sind weltweit eine der hdufigsten Todesursachen.
Laut der aktuellen Erhebung des Bundesamtes fiir Statistik aus dem Jahr 2013
gehoren ischdmische Herzerkrankungen und der akute Myokardinfarkt zu den
beiden hiufigsten Todesursachen in Deutschland'. Global betrachtet starben laut
der Weltgesundheitsorganisation geschitzte 17,3 Millionen Menschen im Jahr
2008 an einer kardiovaskuldren Erkrankung. Davon sind 7,3 Millionen Menschen
aufgrund einer Koronaren Herzerkrankung gestorben. Die WHO schitzt, dass die
Zahl der Todesfille bis 2030 von 17,3 auf 23,3 Millionen steigen wird®. Daher
besteht ein dringender Bedarf diesem Anstieg therapeutisch entgegen wirken zu
konnen. Dafiir ist es notwendig die kardiovaskuldren Risikofaktoren zu
minimieren und ein erweitertes Verstdndnis der pathophysiologischen

Mechanismen zu erlangen.

Zu den hiufigsten Risikofaktoren fiir kardiovaskuldre Erkrankungen zéhlen
Diabetes mellitus, Hypercholesterindmie, arterieller Hypertonus, familidre
Disposition und Nikotinabusus. Diese Risikofaktoren kdnnen die Ausbildung von
arteriosklerotischen Plaques in den Koronararterien begiinstigen. Die Ruptur einer
arteriosklerotischen Plaque ist eine der Hauptursachen fiir die Entstehung von

arterieller Thrombose bei Patienten mit einem akuten Myokardinfarkt.

Die molekularen Mechanismen des Myokardinfarktes sind in verschiedenen in

vivo-Mausmodellen untersucht worden®™.

Dennoch fehlten bis jetzt noch
vergleichbare Studien zwischen Maus und Mensch, um gemeinsame
Charakteristika aufzeigen zu konnen, und um ebenfalls Unterschiede zwischen
beiden Spezies zu zeigen. Im Zuge dieser Studie, sind daher Thromben der beiden
am besten etablierten in vivo-Mausmodelle der arteriellen Thrombose mit
humanen arteriellen Thromben verglichen worden. Dabei lag der Fokus dieser
Untersuchung auf den zelluliren Komponenten von arteriellen Thromben,
Neutrophil Extracellular Traps (NETs) und Faktoren des Gerinnungssystems, und
deren Vergleichbarkeit zwischen Maus und Mensch. Durch die Erforschung der
zelluldren Entstehungsmechanismen der arteriellen Thrombose im Detail konnen

eventuell neue therapeutische Ansétze gefunden werden, abgesehen von der schon

im klinischen Alltag lange angewandten antithrombozytiren Therapie.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Arterien

1.1. Aufbau und Funktion

Arterien sind die GefaBe des Korpers, die das Blut vom Herzen wegfiihren. Der
kleine Kreislauf fiihrt das Blut {iber die pulmonalen Arterien in die Lunge und der
groBe Kreislauf fiihrt das Blut iiber die Aorta in die Peripherie des Korpers. Die
GefaBwand des arteriellen Systems ist im Gegensatz zu der, des vendsen Systems
deutlich dicker. Dies ist fiir den Bluttransport unter hohem Druck in die
Korperperipherie notwendig. Vereinfacht dargestellt besteht die GefaBwand aus
drei Schichten, der Tunica intima, media und externa. Die Tunica intima besteht
von intravasal nach extravasal gehend aus dem Endothel, einer kollagenen
Bindegewebsschicht und einer elastischen Membran®. Die Endothelschicht
fungiert dabei als Barriere zwischen Intravasalraum und interstitiellem Raum’. Sie
ist besonders gut an den hohen intravasalen Druck und die Pulswellen angepasst”.
Die Tunica media besteht aus elastischen Fasern, glatten Muskelzellen und
Kollagenfasern. Diese Arterienschicht kann man in 2 Typen unterteilen, den
elastischen und den muskuldren Typ. Herznahe Arterien gehdren zum elastischen

Typ und gehen im Verlauf in der Peripherie in den muskuldren Typ tiber®.

Abbildung 1: Aufbau der Arterienwand modifiziert nach Waibl et al.°

a: Lamina endotheliales, b: Stratum subendotheliale, c: Membrana elastica interna, (a-c:

Tunica intima), d: Tunica media, e: Lamina elastica externa; e, f: Tunica externa



1. Literaturiibersicht 3

1.2. Pathologische Verinderungen der arteriellen Gefalwand

Die arterielle GefdBwand wird im Laufe eines Lebens durch verschiedenste
physiologische und pathologische Prozesse beansprucht. Hinzu kommt die
Physiologie des Alterns, die Einfluss auf die Struktur und Anpassungsfahigkeit

der Arterienwand nimmt.

Die Kalzifizierung der Arterienwand (Arteriosklerose) kann sich in verschiedenen
Formen klinisch manifestieren. Zu unterscheiden ist dabei, die Kalzifizierung der
Intima von der, die die Media betrifft. Mediale Kalzifizierung, auch Monckeberg
Sklerose’ genannt, tritt meist bei Patienten mit Nierenversagen und Diabetes
mellitus auf. Es wird vermutet, dass dies bedingt ist durch Stérungen im
Stoffwechsel, ~ Elektrolythaushalt und pH-Wert'". Diese Form  der

Arterienverkalkung tritt nicht in den Koronararterien auf.

Die Kalzifizierung der Koronararterienwand betrifft stets die Tunica intima. Die
sogenannte Atherosklerose kann mit weiterem Fortschreiten der Erkrankung zu
einer massiven Einengung des GefdBlumens fithren und somit in einer Stenose
resultieren. Weitere Erlduterungen zur Atherosklerose finden sich im Kapitel 2.2

,,Atiologie und Pathogenese — Atherosklerose®.
2. Die koronare Herzerkrankung

2.1. Definition und Epidemiologie

Die koronare Herzerkrankung gehdrt zum Formenkreis der kardiovaskuldren
Erkrankungen. Sie ist definiert als Manifestation von Atherosklerose in den
Herzkranzarterien. Nach dem neuesten Bericht des Statistischen Bundesamtes aus
dem Jahr 2013 ist in Deutschland die haufigste Todesursache die Herz-Kreislauf-
Erkrankung, genauer die chronische ischdmische Herzerkrankung und der akute
Myokardinfarkt'. Nach der aktuellen Studie der WHO aus dem Jahr 2008 starben
geschitzt 17,3 Millionen Menschen an einer kardiovaskuldren Erkrankung. Von
diesen verstarben 7,3 Millionen Menschen an den Folgen einer koronaren
Herzerkrankung®. Bis zum Jahr 2030 wird laut der WHO die Sterberate fiir die

kardiovaskuldren Erkrankungen auf bis zu 23,3 Millionen steigen®.

In den vergangen Jahren ist die Mortalitit der koronaren Herzerkrankung
zurlickgegangen. Diese Entwicklung ist vor allem begriindet durch die verbesserte

medizinische Versorgung, nicht durch den Riickgang der Erkrankung selbst.
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Deswegen sind effektive PriventivmaBBnahmen und neue therapeutische Ansétze

von immenser gesellschaftlicher Bedeutung.

2.2 Atiologie und Pathogenese - Atherosklerose
Laut der WHO ist die Entwicklung einer koronaren Herzerkrankung auf folgende
Risikofaktoren zuriickzufiihren: Nikotinkonsum, arterielle Hypertonie, Diabetes

mellitus und Hypercholesterindmie®.

Verschiedene Studien zeigen, dass ein deutlicher Zusammenhang zwischen dem
Ausmal} an Nikotinkonsum und der Auspridgung von Atherosklerose besteht. So
zeigten Witteman et al.,, dass mit steigendem Nikotinkonsum das Risiko
Atherosklerose zu entwickeln im Vergleich zu Nichtrauchern um das 2,3 fache

erhoht war!’.

Tabakrauch enthélt verschiedenste Substanzen, die die Funktion und Integritét des
Gefillendothels schddigen konnen. Sumido et al. zeigten, dass Tabakrauch zu
einer Vasokonstriktion der Gefdfle fiilhrt und die Acetylcholin-abhingige

Vasodilatation der Koronargefifie damit unterbindet'.

Ein weiterer Risikofaktor ist die arterielle Hypertonie. Diese wird in verschiedene
Schweregrade eingeteilt. Ab Blutdruckwerten von >140/90 mmHg spricht man
von einer arteriellen Hypertonie Grad I". Begiinstigende Faktoren fiir die
Ausbildung einer arteriellen Hypertonie stellen wunter anderem nicht
beeinflussbare Faktoren wie Genetik, Alter und Geschlecht dar, aber auch
beeinflussbare Faktoren wie Ubergewicht und Bewegungsmangel konnen einen

negativen Einfluss auf den Blutdruck haben.

Ein weiterer Risikofaktor fiir die Ausbildung einer koronaren Herzerkrankung ist
die Manifestation eines Diabetes mellitus. Dieser hat Einfluss auf die Funktion
des Endothels und der Thrombozyten, sowie auf den Fettstoffwechsel.
Hyperglykdmie fiihrt zu einer Erhohung der COX-2-Produktion und damit zu

einer Reduzierung des vasodilatativ wirkenden Nitritoxids'* '°

. In Folge der
zelluldren Insulinresistenz kommt es zu einer vermehrten Ausschiittung von freien
Fettsduren aus den Adipozyten. Diese werden in der Leber zu very low density-
Lipoprotein (VLDL) und Triglyceriden verstoffwechselt. Niedrige high-density-
Lipoprotein- (HDL) und erhéhte low-density-Lipoprotein- (LDL) und Triglycerid-

Werte begiinstigen den Aufbau eines Atheroms und folglich das Risiko eine
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koronare Herzerkrankung auszubilden'®. Durch LDL kommt es am Endothel zu
einer vermehrten Expression von Adhisionsmolekiilen, wie MCP-1, Interleukin-8
und dem Macrophage colony stimulating factor, die die Zellinteraktion zwischen
Monozyten und Endothelzellen im Zuge der Ausbildung der Arteriosklerose
vermitteln. Im Gegensatz dazu wirkt HDL antiatherosklerotisch. Es transportiert
LDL zur Leber und unterbindet dessen Oxidierung, sowie die Expression von
ICAM-1 und VCAM-1. Damit fiihrt der Diabetes unabhingig von anderen
Risikofaktoren zu einer Zunahme der Wanddicke der Tunica intima. Ursédchlich
fiir die Zunahme der Wanddicke ist somit die Ausbildung von Fetteinlagerungen,
den sogenannten fatty streaks, und einhergehend damit einer Infiltration von
Makrophagen in diesen Bereichen'’. Zudem zeigte sich, dass Thrombozyten bei
Diabetes mellitus Patienten grofer sind, vermehrt P-Selektin ausschiitten und der
GPIIb-Rezeptor in geringem MaBe aktiviert wird'®. Eine Reduzierung des
Blutglukosespiegels fiihrte zu einer Reduzierung der proatherosklerotischen

Thromboxanbildung'® und folglich zu einer verbesserten Endothelprotektion.

Zudem zeigte sich, dass genetische Faktoren, wie Alter und Geschlecht und
Herzinfarkte bei erstgradigen Familienangehorigen vor dem 55. Lebensjahr bei
Minnern und vor dem 65. Lebensjahr bei Frauen®, eine entscheidende Rolle
spielen. Hier liegt eine Androtopie vor, da das Risiko fiir Madnner unter 60 Jahren
doppelt so hoch ist eine koronare Herzerkrankung zu entwickeln als fiir Frauen®',
Die Gesamtheit verschiedener genetischer und beeinflussbarer Risikofaktoren
kann somit iiber einen ldngeren Zeitraum zur Entstehung einer chronischen

Verdnderung der Arterienwand, der Atherosklerose fiihren.

Im Laufe des Lebens setzt der physiologische Alterungsprozess die Dehnbarkeit
der Arterienwand durch die Kalzifizierung herab und fiihrt so zu einer
Einschrankung der Windkesselfunktion. Diese reguliert die
Blutauswurfsvolumina des Herzens zu einem kontinuierlichen Blutstrom. Durch
die zuvor genannten Risikofaktoren kann der chronische Prozess der
Atheromabildung zusédtzlich begiinstigt werden, sich in ausgeprigterer Form in
fritheren Phasen des Lebens manifestieren und klinisch zu Problemen fiihren.
Atheroma manifestieren sich hauptséchlich an Verzweigungen von arteriellen,
elastischen Gefdflen. Im Bereich dieser Priadilektionsstellen besteht ein erhohter
intravasaler Druck und lokal niedrige Schubspannungsverhéltnisse. Verminderte

Schubspannung fiihrt intravasal zu einer Unterbrechung des laminaren Blutflusses
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und ldsst Turbulenzen entstehen, die bei chronischen Verldufen eine
Endotheldenudation begiinstigen konnen. Giddens et al. zeigten, dass es eine
positive Korrelation zwischen niedrigen Schubspannungsverhédltnissen und der
Wanddicke der Tunica intima in verschiedenen Lokalisationen im arteriellen
GefaBsystem gibtzz. Laminare Blutstromverhédltnisse besitzen somit eine
vorbeugende Funktion fiir die Entstehung von Atheromen und wirken damit

schiitzend auf die Integritit des Gefdflendothels.

Die exakten molekularen Ausloser, die nun zur Bildung von arteriosklerotischen
Plaques fiihrten, sind noch nicht ausreichend belegt. Dennoch gab es im Laufe des
letzten Jahrhunderts viele Theorien zur Pathogenese, die letztendlich durch Russel

Rosses ,,Response-to-injury-Theorie einen Erklidrungsansatz fanden®.

Auf diese Grundlage baut der aktuelle Stand der Pathogenese auf, der davon
ausgeht, dass es sich bei Atherosklerose primir um ein Entziindungsgeschehen
handelt. Initial kommt es durch den FEinfluss von arterieller Hypertonie,
Nikotinkonsum und Diabetes mellitus zu einem Endothelschaden. Die daraus
resultierende  endotheliale Dysfunktion schafft einhergehend mit einer
bestehenden Hyperlipidimie die Grundlage fiir die Entstehung eines Atheroms.
Endotheliale Dysfunktion wird durch einen Mangel an Nitritoxid (NO) bedingt
und zeichnet sich durch eine gesteigerte Permeabilitit und eine Reduzierung der
Regenerationsfihigkeit des Endothels, sowie eine Beeinflussung der Ausprigung
von Adhésionsmolekiilen am Endothel aus. In NO-Knock-out-Méusen konnte
gezeigt werden, dass diese vermehrt Arteriosklerose ausbilden und einen erhéhten
Blutdruck entwickeln®®. Ein weiterer Faktor, der die Funktion von NO beeinflusst,
ist oxidativer Stress. Dieser fiihrt zur Bildung von reactive oxygen species (ROS),
die NO zu dem zytotoxischen Peroxynitrit oxidieren”> und somit dessen

vasoprotektive Funktion unterbinden.

In arteriosklerotischen Kaninchenmodellen zeigte sich, dass sich low-density-
Lipoproteine (LDL) in der frilhen Entstehungsphase von arterieller Plaque-
Bildung in die subendotheliale Matrix einlagern®®. Das Einwandern der LDLs in
die Tunica intima wird durch die erhohte Permeabilitdt des Endothels und die
meist zusitzlich bestehende Hyperlipidimie begiinstigt’’ . Dadurch werden die
lokalen Endothelzellen aktiviert und exprimieren Adhédsionsmolekiile zur
Rekrutierung von Monozyten aus dem Blut. Angelockt durch Chemokine setzen

sich Monozyten aus dem Blutstrom an das Endothel fest. Eingewandert in die
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Tunica intima, nehmen sie dort als Makrophagen oxidiertes LDL iiber exprimierte
Scavenger Rezeptoren auf®. Die Oxidation des LDLs erfolgt durch die Enzyme
Lipoxygenase und Myeloperoxidase. Der Prozess der Schaumzellbildung fiihrt in
den Endothelzellen zur Ausschiittung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren, die
weitere Monozyten und Lymphozyten rekrutieren®. Der erste Schritt der
Leukozytenrekrutierung wird durch die Freisetzung von P- und E-Selektin und
ICAM-1 auf aktivierten Thrombozyten und Endothelzellen ausgeldst’'~2. Erst
kiirzlich konnte gezeigt werden, dass eine Stimulation von oxLDL in vitro und in
vivo-Versuchen zu einer Aggregation von Thrombozyten und Monozyten fiithrte®.
Dies leitet die Adhésionskaskade der Leukozyten ein, indem diese durch einen
mehrstufigen  Prozess ins extrazellulire Gewebe einwandern’’. Der
Entstehungsprozess von Atheromen wird bestimmt durch Zell-Zell-Interaktionen
zwischen Endothelzellen und Vertretern der Blutzellen, vorrangig Monozyten und
Thrombozyten, sowie T-Lymphozyten. Diese interagieren durch gegenseitige
Ausschiittung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren. Die vollstindige
Aufklirung dieses Prozesses ist Gegenstand der aktuellen

Atheroskleroseforschung.

Die durch oxLDL-Aufnahme entstandenen Schaumzellen sterben nach einigen
Tagen bis Wochen ab und geben dabei, aufgrund von unvollstdndiger
Efferozytose das aufgenommene Lipoprotein wieder frei. Efferozytose beschreibt
den Prozess der Phagozytose toter Zellen. Die Ausbildung eines Atheroms fiihrt
neben der Bildung des fetthaltigen Debriskerns zu einer Einwanderung von
smooth muscle cells (SMCs) aus der Tunica media in die Tunica intima. Im
Gegensatz zum Tierreich kommen beim Menschen auch neben der Tunica media,
SMCs in der Tunica intima vor”. Uber einen lingeren Zeitraum kann dieser
chronische Entziindungsprozess, der Arterienwand, zur Bildung eines, das
Gefidllumen verengenden Plaques fiihren. Es besteht ein 10fach erhohtes Risiko
einer Plaqueruptur, wenn diese besonders grof3 ist, eine diinne fibrose, kollagen-
arme Kapsel besitzt, wenige SMCs und zahlreiche Makrophagen aufweist und

zudem das GefiBlumen stark eingeengt ist’®>®,
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Abbildung 2: Entstehung einer arteriosklerotischen Plaque (mit freundlicher Genehmigung von®)

Im Normalzustand fungiert das Endothel als Barriere zwischen dem intra- und extravasalen
Raum (a). Durch bestimmte Einflussfaktoren wird die Integritit des Endothels gestort,
dadurch wird die Permeabilitit erhoht und die Ausprigung von Adhisionsmolekiilen
beeinflusst (b). Dies fiihrt zur Einwanderung SMCs und Makrophagen in die Tunica intima.
Dort wird der nekrotische Kern der Plaque durch von Makrophagen aufgenommene
oxLDLs gebildet(c). Mit der Ruptur der iulleren Plaquehiille tritt der nekrotische
Kerninhalt in Kontakt mit Blutkomponenten und es kommt zur Aktivierung von

Thrombozyten und einhergehend damit zur Thrombusbildung.

2.3. Duale antithrombozytire Therapie

Thrombozyten, in Zusammenarbeit mit dem Gerinnungssystem, sind der Initiator
fiir die Entstehung eines arteriellen Thrombus, z.B. nach Ruptur einer
atheromatdsen Plaque in einer Koronararterie, und stellen mit der Blockade ihrer
Rezeptoren den zentralen Ansatzpunkt der aktuellen antithrombozytéren Therapie

dar.

Die Standardtherapie eines Patienten mit akutem Myokardinfarkt ist die perkutane
transluminale Koronarangiographie mit Stentimplantation. Nach
Stentimplantation werden die Patienten fiir eine gewisse Zeit mit einer dualen
antithrombozytdren Therapie behandelt. Die heutige Standardtherapie post Stent-
Implantation: Acethylsalicylsdure als ein Thromboxan A, — Hemmer, wird mit
dem Thienopyridin, zweiter Generation, ,,Clopidogrel, einem Adenosin-
Diphosphat P2Y,-Hemmer, als Privention einer Stentthrombose verabreicht®.

Diese Kombination wird entsprechend den Leitlinien je nach Klasse und
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Evidenzgrad des Myokardinfarktes durch B-Blocker, ACE-Hemmer und Statine

ergéinzt40.

Als Vertreter der ersten Generation der Thienopyridine wurde ab 1978
»liclopidin® verwendet. Jedoch traten bei einigen Patienten in Folge der
Behandlung diverse Nebenwirkungen, wie aplastische Animie*', Neutropenie®,
und eine thrombotisch thrombozytopenische Purpura®'* auf. Ab 1997 etablierte
sich die Verwendung des Thienopyridins Clopidogrel. Mittlerweile sind weitere
Vertreter der Thienopyridine, wie ,,Ticagrelor* und ,,Prasugrel” in Verwendung.
Insbesondere Prasugrel hat sich als Alternative fiir Clopidogrel-low-responder
etabliert und wird aktuell bei Patienten mit Stentimplantation im akuten
Koronarsyndrom als Standardtherapie eingesetzt'. Unter Prasugrel-Therapie
zeigte sich zwar ein etwas erhohtes Blutungsrisiko im Gegensatz zu Clopidogrel,

jedoch traten signifikant weniger Stent-Thrombosen auf®.

Je nach Stentart, die eingesetzt wird und Art der behandelten Stenose, variieren
die Empfehlungen fiir die Dauer der Einnahme des jeweiligen Thienopyridins zu

dem lebenslinglich empfohlenen Aspirin, zwischen 6 und 12 Monaten****’.

Ein kritischer Punkt ist die Zunahme der Blutungsneigung von 20-60% unter

4 Daher besteht ein groBes Interesse die

antithrombozytérer Therapie
molekularen Mechanismen der arteriellen Thrombose besser zu verstehen, um
somit Hinweise fiir bessere therapeutische Ansitze zu schaffen, die das Risiko der

erhohten Blutungsneigung auf ein minimales Maf3 reduzieren.

Zuséatzlich zur antithrombozytiren Therapie wird den Patienten empfohlen die
kardiovaskulédren Risikofaktoren zu reduzieren, indem sie das Rauchen einstellen,
korperliche Bewegung erhohen und damit einhergehend eine Reduzierung des
Korpergewichtes anstreben. Eine bestehende arterielle Hypertonie und eine

Hyperlipiddmie werden entsprechend den Leitlinien therapiert.



1. Literaturiibersicht 10

3. Arterielle Thrombose

3.1. Definition

Arterielle Thrombose ist charakterisiert durch ein intravasal gefédBverschlieBendes
Blutgerinnsel®. Dieses kann entweder durch Endothellidsionen (Denudation des
Endothels) oder durch die Ruptur der fibrosen Kapselhiille -einer
arteriosklerotischen Plaque entstehen. Das Freilegen der Strukturproteine der
extrazelluldren Matrix z.B. fibrillares Kollagen fithrt zur
Thrombozytenaktivierung und leitet die Gerinnungskaskade ein. Dieser
Mechanismus wird auch als Atherothrombose bezeichnet. Arterielle Thrombose
kann somit als pathologische Abweichung der physiologischen Hamostase
bezeichnet werden®. Denn es kommt zwar zum Verschluss der GefaBlision, doch
diese fiihrt letztendlich zu klinischen Komplikationen, indem das arterielle
Blutgerinnsel den Blutfluss unterbindet und eine Ischimie des zu versorgenden
nachfolgenden Gewebes auslost. Der sich aufbauende Thrombus entsteht durch
Zell-Zell-Interaktionen zwischen Endothelzellen, Thrombozyten und Vertretern
der Leukozyten, die von einem Fibrinnetzwerk umgeben sind, sowie der
Beteiligung von Chemokinen und Zytokinen und der Ausbildung diverser

Adhisionsmolekiile.
3.2 Bisherige Erkenntnisse zur Entstehung arterieller Thrombose

3.2.1. Bedeutung des Endothels

Im intakten Zustand fungiert das Endothel als Barriere zwischen dem intra- und
extravasalen Raum. Antithrombogene und vasoaktive Substanzen wie zum
Beispiel Prostazyklin (Prostaglandin I, PGI), Stickstoffmonoxid (NO) und die
Ektonukleotidase CD 39 werden vom Endothel abgegeben und dienen als
physiologische Pldttchenhemmer. Stickstoffmonoxid ist ein endogener
Vasodilatator, der die Ausbildung von endothelialen proatherosklerotischen
Adhésionsmolekiilen, wie VCAM-1 an der Zelloberfliche unterbinden kann® und
somit antithrombogen wirkt. Prothrombogene Blutzellen wie Pléttchen und
Leukozyten bedirfen einer Zell-Zell-Interaktion mit dem Endothel um die
Entwicklung eines arteriellen Thrombus initiieren zu kénnen. Unterstiitzend fiir
die antithrombogene Funktion des Endothels ist zusitzlich das auf der

Zelloberfliche von Endothelzellen exprimierte Glykoprotein CD39°', eine
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ADPase, welche verhindert, dass Adenosindiphosphat (ADP) an die
thrombozytenstindigen Rezeptoren P2Y; und P2Y,; bindet. Zudem kdnnen
Thrombozyten nicht an das intakte Endothel binden, da dessen Glykokalix im

intakten Zustand keine Thrombozyten sensiblen Rezeptoren besitzt.

Kommt es jedoch durch die Ruptur einer arteriosklerotischen Plaque zur
Unterbrechung der Endothelintegritit, tritt die thrombogene, subendotheliale
Matrix in Kontakt mit zelluliren Blutbestandteilen. Zudem &ndert das
angrenzende Endothel seine Oberflichenkonformitdt und bildet gezielt
Adhéasionsmolekiile und Zytokine zur Rekrutierung von Thrombozyten und
Leukozyten aus. Durch die Unterbrechung der Endothelschicht kommt es zur
Ausschiittung von Serotonin und Thromboxan, die vasokonstriktiv an der glatten
Muskulatur der GefaBwand wirken und damit den Blutfluss an der Stelle
verlangsamen und den Verschluss des Endothelschadens durch die Bildung eines
Thrombozytenaggregates einleiten. Durch die Freisetzung des Gewebefaktors
(Faktor III = Thromboplastin) wird die Aktivierung der Gerinnungskaskade iiber
den Faktor X eingeleitet. Das Endothel bildet in diesem Zusammenhang noch
mitunter Thrombospondin und von-Willebrand-Faktor (vVWF) aus. Der vWF
kommt neben der subendothelialen Matrix auch in den a-Granula von aktivierten
Thrombozyten vor™. Dieser bildet, wie im Nachfolgenden beschrieben, die erste

Kontaktstelle zwischen den Thrombozyten und der subendothelialen Matrix.

3.2.2.  Beteiligung der Thrombozyten

Thrombozyten sind mafgeblich an der Entstehung eines arteriellen Thrombus
beteiligt. Der Prozess aus Anheftung, Aktivierung und Akkumulation fithrt zum
primédren Verschluss der GeféaBliasion und ist gekennzeichnet durch komplexe
Rezeptor-Liganden-Bindungen. Im Zuge der Plaqueruptur wird die
Endothelschicht unterbrochen und das Blut kommt in Kontakt mit der
subendothelialen extrazelluliren Matrix (ECM). Diese besteht aus einem
Netzwerk von  Kollagenfibrillen, welches mit seinen verschiedenen
Proteoglykanen und Glykoproteinen Adhésionsstellen fiir Thrombozyten
exprimiert. Der vWF stellt die primdre Bindungsstelle fiir anheftende

Thrombozyten dar™.

Die Anheftung der Thrombozyten wird primér iiber den Rezeptorkomplex (GPIb-
V-XI) fir vWF und dem Glykoprotein VI fiir freigelegte Kollagenfasern
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vermittelt. Erst kiirzlich wurde dem Rezeptor CLEC-2 (C-type like lectin-like
type II transmembrane receptor) eine Bedeutung fiir die Thrombozytenaktivierung
zugeschrieben™. Die Bedeutung des GPVI-Rezeptors konnte anhand von GPVI-
defizienten Miusen, bei denen es zu keiner Thrombozytenanbindung kam, belegt
werden”®. Unterstiitzend konnten Dubios et al. zeigen, dass freigelegtes Kollagen
die Plittchenaktivierung auslést’®. Im GPIb-V-XI Rezeptorkomplex bindet eine
der vier Untereinheiten des Rezeptors, die GPIb, —Einheit, die zusammen mit
Fibronektin und Laminin einen Rezeptorkomplex als molekulare Briicke bildet’.
Dadurch ist eine Anbindung selbst bei hohen Scherkréiften moglich. Durch die
beiden Rezeptoren GPIb und GPVI édndert sich die Konformation bestimmter
Integrine. Zu den wichtigen Integrinen zdhlen o3 und a;fs, die die Anbindung
der Thrombozyten an die subendotheliale Matrix irreversibel machen®. GPIIb-
[Ila ist ein thrombozytenstindiger Fibrinogenrezeptor, der neben Fibrinogen
Bindungsaffinititen fiir Fibrin, vWF, Thrombospondin, Fibro-, Vitro- und
Retronectin besitzt. Das Integrin ayf; spielt hingegen nur eine unterstiitzende,
aber keine essentielle Rolle in der Interaktion zwischen dem freigelegten Kollagen
und den Thrombozyten’’. Zu weiteren Integrinen der Thrombozyten zihlen, a5p1
(VLA-5), a6B1 (VLA-6), welche Fibronectin und Laminin binden koénnen. Aus
der Gruppe der PB3-Integrine, aS5B3, welches Vitronectin, Fibronectin und

Osteopontin binden kann’®.

Ausgelost durch den Adhésionsprozess folgt die Aktivierung der Thrombozyten.
Dabei werden Stoffe, wie ADP, Serotonin und Thromboxan A, aus den a-
Granula freigesetzt, wodurch sich die Form der Thrombozyten verdndert, sie

Pseudopodien ausbilden und weitere Zellen gebunden werden™.

Die Aktivierung der Thrombozyten kann zum einen durch den zuvor
beschriebenen Kollagen-induzierten Weg eingeleitet werden, aber zum anderen
auch iiber Gewebefaktor. Dieser benétigt zur Thrombozytenaktivierung keine
Endothelunterbrechung und ist unabhingig von vWF und Glykoprotein VI. Damit
sich die aggregierten Thrombozyten besser miteinander verzahnen konnen,
kommt es zur Konformationsinderung. Dabei verdndert sich die
scheibendhnliche, glatte Form der Thrombozyten zu einer Kugelform. Auf dieser
Oberfliche bilden sich sogenannte Pseudopodien aus’. Erst durch diese
Formverdanderung wird das Glykoprotein GPIIb-Illa auf der Oberfliche

bereitgestellt. Dieser Rezeptor entsteht durch eine Umorganisation im Zytoskelett
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der Thrombozyten. Im Aktin-Myosinkompartiment wird durch Ca*"-Ionen
globuléres in fibrilldres Aktin umgewandelt. Hier wird aus den a-Granula P-
Selektin freigesetzt. P-Selektin ist ein Adhésionsmolekiil, welches auch in
Endothelzellen vorkommt und im Zuge der Aktivierung, aus diesen freigesetzt
wird. Es bindet an das auf Leukozyten exprimierte Adhdsionsmolekiil PSGL-1 (P-
selectin glycoprotein ligand 1). Neben den o-Granula gibt es auch kompakte
Granula, welche unter anderem ADP und Ca’’ enthalten. ADP kann auf der
Zelloberfliche von Thrombozyten an die sogenannten P2Y;- und P2Y,-
Rezeptoren binden, und dadurch die Pléttchenaktivierung stimulieren. Der nun
bereitgestellte Rezeptor GPIIb/IIla bindet Fibrinogen aus dem Plasma, sowie aus
den aktivierten Thrombozyten freigesetztes Thrombospondin und Fibrinogen.
Dadurch entsteht ein vernetztes Thrombozytengeflecht, auch bekannt als weiler

Thrombus>’.

3.23.  Gerinnungskaskade
Durch die Aktivierung der Gerinnungskaskade wird letztlich Fibrin gebildet,
welches ein Geriist fiir die aggregierten Thrombozyten schafft und so zur

Stabilisierung des entstandenen priméren Lisionsverschlusses im Gefa$ fithrt™.

Das Verstdndnis von der Blutstillung hat im Laufe der Jahre einen
Paradigmenwechsel durchlaufen®. 1964 wurde erstmals das Konzept der
Gerinnungskaskade als schrittweiser enzymatischer Umbau vorgestellt®" %, der in
die extrinsische und die intrinsische Gerinnung unterteilt wurde. Damals war die
Annahme, dass die Beteiligung der zelluliren Hédmostase unabhéngig von der
Plasmatischen ablauft®. Heute geht man von einem umfassenderen Modell aus,
indem es komplexe Verlinkungen zwischen der extrinsischen und der
intrinsischen  Gerinnung  gibt®. Zusitzlich sorgt der Organismus im
physiologischen Zustand dafiir, dass die Gerinnung unterbunden wird, indem die
einzelnen Faktoren in Form von Proenzymen vorliegen und daher erst schrittweise

aktiviert die Blutgerinnung auslésen konnen®’.

Die Kaskade der Gerinnung setzt sich aus verschiedenen miteinander verkniipften
Aktivierungsschritten zusammen, die letztlich dazu fiihren, dass Fibrinogen durch
Thrombin zu Fibrin umgewandelt wird. Der alleinige Ausloser der
Fibrinformierung ist der Gewebefaktor®. Dieser kann zum einen durch den

Verlust der GeféaBintegritdt und zum anderen auch ohne die Unterbrechung des
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Endothels entstehen. Laut Furie et al. gibt es einen zweiten Weg neben dem durch
Kollagen induzierten Weg, der die Thrombozyten aktiviert. Bei diesem geht man
davon aus, dass ein verschliisselter inaktiver Gewebefaktor, der von Monozyten
exprimiert wird, oder in aktiver Form in der GefdBwand vorkommt durch das
Enzym Proteindisulfid-Isomerase (PDI) aktiviert wird. Die Komplexbildung mit
dem Faktor VIIa fiihrt somit zur Fibrinbildung®. PDI wird aus aktivierten
Endothelzellen und Thrombozyten 1m Bereich der entsprechenden
GefiBverletzung  freigesetzt®* und wird fiir die Fibrinbildung und
Thrombusformierung benétigt™. Die Annahme bestand, dass das Endothel als
Barriere zwischen dem interstitiellen Faktor VIIa und dem intravasalen
Gewebefaktor (Faktor I1I) fungierte, weil erst durch den Gewebefaktor Faktor VII
zu Vlla aktiviert werden konnte®. Dieser Faktor VIIa kann dann wiederum VII
mit dem Gewebefaktor zu VlIla aktivieren. Dieser Prozess wird Gewebefaktor-
Autoaktivierung genannt®. Nach der Aktivierung von VIIa versetzt dieser den
Faktor X und Faktor IX, die jeweils Komplexe bilden, in einen aktiven Zustand.
Letztendlich wird durch die Komplexbildung Prothrombin (Faktor II) zu
Thrombin (Faktor Ila) katalysiert, welches Fibrinogen zu Fibrin umwandelt.
Fibrin fungiert als Stabilisator des Thrombozytenaggregates, welches die

GefiBlision primir verschlieBt™.

3.24. Beitrag von Leukozyten zur arteriellen Thrombose

Leukozyten sind als Vertreter des angeborenen Immunsystems entscheidend an
der Entwicklung eines arteriellen Thrombus beteiligt. Im Zuge der Plaqueruptur
werden neutrophile Granulozyten und Monozyten durch aktivierte Endothelzellen
und Thrombozyten angelockt. Eine besondere Rolle nehmen hierbei die
neutrophilen Granulozyten ein, die unter anderem durch die Ausbildung
sogenannter Neutrophil Extracellular Traps lokal Pathogene bekdmpfen

.. 67,68
konnen®”%8,

Im Zuge der chronischen Entziindung im Kern arteriosklerotischer Plaques,
werden Endothelzellen durch die eingelagerten Lipide stimuliert und bilden
vermehrt Adhédsionsmolekiile zur Rekrutierung von Thrombozyten und
Leukozyten aus. Monozyten gehoren zu den ersten Vertretern der Leukozyten, die
in Bereichen solcher Entziindungsherde auftreten. Durch einen komplexen
Prozess aus Endothelanheftung, Rollen, Aktivierung, Adhédsion und

Transmigration kommt es zur Ansammlung im extravasalen Gewebe®.
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Die Ruptur einer arteriosklerotischen Plaque fithrt durch exprimierte
Adhéasionsmolekiile wie P-Selektin ebenfalls zur Rekrutierung von Monozyten
und neutrophilen Granulozyten. P-Selektin wird auf der Oberfliche von
aktivierten Thrombozyten und Endothelzellen exprimiert’’. So konnten Dong und
Burger et al. zeigen, dass Miuse mit einer Mutation fiir die Ausbildung von P-
Selektin eine deutlich verzogerte arteriosklerotische Thrombusformierung
aufwiesen’"’?. Der auf neutrophilen Granulozyten exprimierte PSGL-1 (P-selectin
glycoprotein ligand 1) bindet an das P-Selektin der Thrombozyten und der
Endothelzellen. Dadurch kommt es zu einer Aktivierung der neutrophilen
Granulozyten, die darauthin MAC-1(CD11/CD18) exprimieren, welches ICAM-1
auf aktivierten Endothelzellen und GPIb auf aktivierten Thrombozyten binden

3
kann’’.

Inwieweit Vertreter der Leukozyten, insbesondere neutrophile Granulozyten und
ihre ausgebildeten NETs, eine Rolle an der Formierung eines arteriellen

Thrombus spielen, ist Teil dieser Arbeit.

4. Neutrophil Extracellular Traps (NETs)

4.1. Definition

Im Jahr 2004 konnten Brinkmann et al. zeigen, dass neutrophile Granulozyten
auBlerhalb ihrer Zellstruktur durch sogenannte extrazelluldre Netze (Neutrophil
Extracellular Traps — NETs) Pathogene inaktivieren kénnen’*. Es wird
angenommen, das NETs als eine frithe Form des Zelltods oder als eine Form der
DNA-Extrusion” von intakten, aktivierten neutrophilen Granulozyten gebildet
werden konnen. Damit konnen sie als Zellen des angeborenen Immunsystems

Pathogene inaktivieren’.

4.2. Entstehung und Struktur

Die Entstehung von NETs wird als NETosis’® bezeichnet und unterscheidet sich
dahingehend von nekrotisch oder apoptotisch zugrunde gehenden Zellen, dass
hierbei die Kernhiille nicht zerstort wird®’. Kiirzlich konnte jedoch auch gezeigt
werden, dass NETs von im Anschluss noch lebensfahigen Zellen gebildet werden
konnen’’. Dies geschah nach voran gegangener Stimulation mit Staphylococcus
aureus fiir einen Zeitraum von 5-60 Minuten. Weitere Untersuchungen zur NETs-

Bildung in vivo geben Anlass zu der Annahme, dass die Zellen im Anschluss nicht
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zugrunde gehen, sondern weiterhin eingeschrénkt funktionstiichtig bleiben. Yipp
et al. kamen zu dieser Annahme, da sie beobachteten, dass NETs bildende
neutrophile Granulozyten ein abnormes intravaskuldres crawling zeigten, welches
charakterisiert war durch die Ausbildung unregelméBiger Pseudopodien und eine
Hyperpolarisation der Zellen®. In vorherigen in vitro-Untersuchungen fand die
Formierung von NETs in einem Zeitraum von 3-4 Stunden nach dem Stimulus

statt und die Zellen gingen im Anschluss zugrunde™.

Nach dem aktuellen Kenntnisstand zéhlen diverse Bakterien, Pilze, Einzeller und
Viren zu den Auslésern fiir NETosis. Neben Mikroorganismen sind auch
chemische Faktoren wie ROS®’, Lipopolysaccharide, Antikorper”’, Antigen-
Antikorper-Komplexe®™®! und durch TLR 4 aktivierte Thrombozyten” in der

Lage die NETs-Bildung von neutrophilen Granulozyten auszuldsen.

Brinkmann et al. zeigten, dass NETs innerhalb von 10 Minuten nach der
Zellaktivierung der neutrophilen Granulozyten durch die Bindung des
Counterrezeptors PSGL-1 an P-Selektin, gebildet werden®. Fuchs et al. zeigten,
dass der neutrophile Granulozyt fiir die NETs-Bildung diverse Umbauvorgédnge
des Chromatins durchléduft, die schlieBlich in einer Auflosung der urspriinglichen
Form resultieren und somit kommt es zu einer Durchmischung des Karyoplasmas
mit dem Zytoplasma und die NETs-Komponenten konnen sich frei in der Zelle
durchmischen. Dieser Prozess bedingt die Bildung von ROS durch NADPH-
Oxidase. Patienten mit chronischer Granulomatose besitzen keine NADPH-
Oxidase-Funktion und sind daher nicht in der Lage NETs auszubilden®”. Ein
weiteres Enzym, welches an der Bildung von NETs, genauer an der
Citrullinierung von bestimmten Histonen des Zellkernchromatins beteiligt ist, ist
Peptidylarginine deiminase 4 (PAD 4)*. Eine Beteiligung an der NETs-Bildung
wird den Proteasen neutrophile Elastase und Myeloperoxidase, die den
azurophilen Granula entstammen, zugesprochen, denn Maiuse mit einem
Knockout fiir die Bildung von neutrophiler Elastase waren nicht in der Lage NETs

auszubilden™. Dies gilt auch fiir Patienten mit einer Mutation des MPO-Gens®’,

Interleukin-8 und Lipopolysaccharid (LPS) fiihrten in vitro zur Entstehung von
NETs”*. An diesem Aktivierungsprozess von neutrophilen Granulozyten und dem
Inititerungsprozess der NETs-Bildung, sind verschiedene Rezeptoren, wie Toll-
like-Rezeptoren, Fc-Rezeptoren und Zytokine, beteiligt. Zudem wird
angenommen, NETs-Formierung abhéngig ist von ROS, welche durch NADPH-
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Oxidase gebildet werden®’*¢

. Jedoch gibt es auch Gegenannahmen, die ROS nicht
als initiale Bedingung fiir die Bildung von NETs sehen, denn Chen et al. konnten
zeigen, dass Immunkomplexe in Verbindung mit dem thrombozyten- und
makrophagenstindigen Rezeptor FcyRIIA (CD 32) zur alleinigen Bildung von
NETs fithren®’. Die Entschliisselung weiterer Bildungsmechanismen ist

Gegenstand aktueller Forschung.

Brinkmann et al. konnten durch spezifische Immunfirbungen zeigen, dass
Neutrophil Extracellular Traps zu einem kleinen Anteil bestimmte Proteine aus
den verschiedenen Granulaformen enthalten. Dazu zéhlen die neutrophile
Elastase, Cathepsin G, Myeloperoxidase, Lactoferrin und Gelatinase. Zudem
waren Antikdrperfarbungen auf diverse Histone positiv. Der Hauptbestandteil, aus

dem NETs bestehen ist hingegen DNA™.

4.3. Funktion von NETs

NETs werden von neutrophilen Granulozyten gebildet und sind somit Teil des
angeborenen Immunsystems. In verschiedenen Versuchen konnte gezeigt werden,
dass NETs in der Lage sind Bakterien zu téten und deren Verbreitung zu
unterbinden”. Neutrophile Elastase degradiert die Virulenzfaktoren von gram-
negativen Bakterien® und ist somit ein zentrales Funktionselement in der
Bakterienabwehr. In Untersuchungen zur Rolle von NETs unter septischen
Bedingungen zeigten McDonald et al., dass humane NETs initiiert durch die
LFA-1-abhingige Interaktion von Thrombozyten und neutrophilen Granulozyten
intravaskulir vorkommende Bakterien immobilisieren®. Wurde zuvor die NETSs -
Degradierung mit DNase ausgeldst, sank auch einhergehend mit der
Verminderung der Anzahl an NETs die Summe der gefangenen Bakterien. NETs,
die zur Pathogenbekdmpfung in den Lebersinusoiden unter septischen
Bedingungen gebildet wurden, verursachten einen deutlichen Gewebeschaden®.
Wichtige Erkenntnisse zur genauen Interaktion zwischen Thrombozyten und der
Aktivierung von neutrophilen Granulozyten gelang Clark et al., die nachweisen
konnten, dass LPS alleine, auch in hohen Konzentrationen keine NETosis
auslosen konnte. Dies war erst durch die LPS vermittelte Bindung an den TLR 4-

Rezeptor der Thrombozyten mdglich”.

Ein weiterer Funktionsbereich von NETs ist die Beteiligung an der Stabilisierung

der vendsen und arteriellen Thrombose. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt
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werden, dass NETs an Thrombozyten binden und diese im Zuge der tiefen
vendsen Thrombose aktivieren konnen®. Des Weiteren konnten Massberg et al.
nachweisen, dass neutrophile Elastase als Bestandteil von NETs, prokoagulierend
wirkt”™. Neutrophile Elastase degradiert und hemmt das antikoagulatorische
Molekiil TFPI (Tissue factor pathway inhibitor) und trdgt somit zur
Thrombusstabilisierung bei’’. Weitere thrombusstabilisierende Mechanismen von
NETs, sind die Aktivierung von FXII zu FXIla’' und die Aktivierung der Toll-

92-94
. Zudem

like-Rezeptoren 2 und 4 durch die in NETs enthaltenen Histone
konnte gezeigt werden, dass NETs an thrombusstabilisierende Plasmaproteine,
wie vWF, Fibrin und Fibrinogen binden®. Neben der Degradierung der NETs
durch DNase” fiihrt auch Heparin zu einer Desintegration von NETs®. Des
Weiteren kann die Ausbildung von NETs durch einen PAD-Inhibitor, wie z.B. CI-

amidine unterdriickt werden®®.

Inwieweit NETs dariiber hinaus an weiteren Mechanismen der Immunabwehr und

der Thrombusstabilisierung beteiligt sind, ist Inhalt aktueller Forschungsprojekte.

5. Zielsetzung

Durch die Generierung von arteriellen Thromben aus zwei verschiedenen
Mausmodellen, sollte untersucht werden, welches der gingigen in vivo-Maus-
Modelle fiir die Entstehung von arterieller Thrombose, sich am besten fiir den
Vergleich mit humanen Thromben von Patienten mit einem akuten

Myokardinfarkt eignet.

Durch verschiedene histologische Fiarbungen von murinen Thromben des
passendsten Mausmodells und humanen koronaren Thromben sollten dann
Ubereinstimmungen bzw. Unterschiede in der Thrombuszusammensetzung

zwischen Maus und Mensch untersucht werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es mit dem geeignetsten murinen arteriellen
Thrombose-Modell die funktionelle Bedeutung der NETs bei der Entstehung der
arteriellen Thrombose zu untersuchen, um dadurch eventuell mogliche neue Ziele

fiir neue Therapieansitze der arteriellen Thrombose zu finden.
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I11. MATERIAL UND METHODEN

1. Rekrutierung von Patienten und Gewinnung humaner
Thromben
In dieser Studie wurden Patienten eingeschlossen, bei denen entweder aufgrund
typischer klinischer Symptome, laborchemisch erhéhter Myokardmarker oder
EKG-Verdnderungen die Indikation zur Herzkatheteruntersuchung bestand und
bei denen sich in der Herzkatheteruntersuchung ein thrombotischer Verschluss
einer Koronararterie zeigte. In allen Féllen wurde aus medizinischen Griinden die
Entfernung des thrombotischen Materials aus der Koronararterie mittels eines
Extraktionskatheters (ProntoTM Extraktionskatheter, Vascular  Solutions,
Minneapolis, USA) durchgefiihrt. Die entnommenen Blutgerinnsel wurden direkt
vor Ort in Eppendorfgefde (Eppendorf Tubes®, 5 ml) iiberfiihrt, anschlieBend in
fliissigem  Stickstoff (-196°C) schockgefroren und schlieBlich bei -80°C
konserviert. Fiir die Studie lag ein positives lokales Ethikvotum vor. Von allen
Patienten wurde ihr schriftliches Einverstindnis zur Teilnahme an der Studie

eingeholt.

1.1. Definition des Thrombusalters
Das Thrombusalter wurde als Zeitraum zwischen den ersten, subjektiv vom
Patienten empfundenen, Symptomen und dem Zeitpunkt der Thrombusentnahme

wihrend der Herzkatheteruntersuchung definiert.

2. Gewinnung muriner Thromben

Die murinen Thromben wurden aus zwei verschiedenen etablierten in vivo-
Mausmodellen an der A. carotis communis, caudal der Bifurkation zur A. carotis
interna und A. carotis externa, gewonnen. Diese Versuche sind durch
entsprechende Tierversuchsantrage durch die Regierung von Oberbayern

genehmigt worden.

2.1. Verwendete Versuchstiere
Bei dem im Folgenden fiir die beschriebenen Versuche, verwendeten Inzucht-

Mausstamm, handelt es sich um C57BL/6J (JAX™ Mice Strain). Dieser wurde

iber Jackson Laboratories, Inc. bezogen. Die Versuchstiere waren zwischen 8 bis



III. Material und Methoden 20

14 Wochen alt und wurden dazu vom Gewicht und vom Geschlecht

gleichermallen passend in den Versuch genommen.

2.2 Haltungsbedingungen der Tiere vor dem Versuch

Die Unterbringung der Tiere erfolgte, nach Geschlecht getrennt, in Gruppen von
bis zu 4 Tieren. Dies war selbst bei minnlichen Geschwistertieren moglich.
Einzige Ausnahme der Gruppenhaltung, galt fiir é&ltere Zuchtbocke ohne
Geschwister, denn hier bedeutete die gegenseitige Verletzungsgefahr fiir das
einzelne Tier einen hoheren Stressfaktor. Die Tiergruppen wurden in Kéfigen
(Typ 1I, TECNIPLAST, HohenpeiBlenberg) in einem speziellen Schrank
(Ventilated Cabinet, TECNIPLAST, Hohenpeilenberg) gehalten. Die Kéfige
waren mit einer Einstreu aus Holzspidnen ausgelegt und den Tieren wurde als
Enrichment, ein Papphduschen und Wolle geboten. Der Schrank konnte gesondert
beliiftet werden und besal3 eine rotgefarbte Plexiglasscheibe, die fiir die Mause
undurchsichtig war, und sie somit einer stressfreien, ruhigen Atmosphire
aussetzte. Aufgrund dieser Scheibe, war es moglich, die Tiere jederzeit
kontrollieren zu kdnnen ohne, dass die einzelnen Kéfige herausgenommen werden
mussten. Zudem hatten die Tiere stets Zugang zu pelletiertem Spezialfutter und

Wasser.

Am Lieferungstag wurden die Tiere in ihre neuen Kifige eingesetzt und dann erst
nach einer Woche in den Versuch genommen, um somit vorzubeugen, dass der
Transportstress, Einfluss auf den Versuchsablauf und die Ergebnisse nehmen

konnte.

Bei allen Versuchen war der wichtigste Aspekt die vorschriftsmédfige Versorgung
und Betreuung der Versuchstiere nach dem aktuellen Tierschutzgesetz. Dies
bedeutete zu jeder Zeit sicherzustellen, dass die Tiere bei entsprechendem Bedarf
analgetisch abgedeckt waren und durch geschultes routiniertes Handling das

Stresslevel der Tiere zu jeder Zeit so niedrig wie moglich zu halten war.

2.3. Narkose und weitere OP-Vorbereitungen

Die Versuchstiere sind vor der jeweiligen Operation durch eine intraperitoneal
gespritzte Kombination aus einem Opioid, Benzodiazepin und einem Alpha-2-
Adrenozeptor-Agonisten narkotisiert worden. Die Narkoseeinleitung erfolgte mit
einem Inhalationsandsthetikum, 4%iges Isofluran - Sauerstoffgemisch (Forene

100%, Abbot, Wiesbaden), sodass eine progressive Reduzierung des
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Bewusstseins, der Schmerzempfindung und des Muskeltonus stattfand.
AnschlieBend wurde den Tieren die Kombination aus Fentanyl (Fentanyl Hexal®,
Hexal, Holzkirchen), Medetomidin (Dorbene vet®, Zoetis, Wien) und Midazolam
(Midazolam-hameln, hameln, Hameln) intraperitoneal injiziert. Damit waren die
Ausloschung der Schmerzempfindung, des Bewusstseins und die vollstindige
Muskelrelaxation gegeben. Die Kombination wurde gewahlt, da eine optimale
und ausreichende Abdeckung nicht durch eine Monopréiparatgabe erreicht werden
kann. Fentanyl ist ein Vertreter der Opioide und fiihrt als Vollagonist am p-
Rezeptor zu einer supraspinalen (pl) und spinalen (p2) Analgesie. Ebenso
reduziert es die durch thermische oder chemische Stimuli verursachte
Nozizeption’’. Medetomidin gehért zu den Alpha-2-Adrenozeptor-Agonisten und
unterstiitzt in Kombination mit Fentanyl und Midazolam die optimale Sedierung.
Midazolam gehort zur Gruppe der Benzodiazepine und wirkt sedierend und
zentral muskelrelaxierend”®. Ein Vorteil dieser Kombination ist die Aufhebungen
aller Sinneswahrnehmungen und anschlieBende Mdglichkeit der vollstindigen
Antagonisierung der einzelnen Substanzen. Diese wurde fiir die im Weiteren
beschriebenen Tiermodelle nicht genutzt, da es sich um akute Versuche handelte,
bei denen die Tiere im Anschluss an die Operation getdtet wurden. Sobald sich
die Tiere im Stadium der Toleranz befanden und keine Flexorreflexe auslosbar
waren, wurde das OP-Feld vorbereitet. Dazu wurden sie im Bereich des ventralen
Halses rasiert (Ermila Handy, Wahl, Unterkirnach) und anschlieBend wurden in
diesem Bereich die Haare mit einer Enthaarungscreme (asid®-med

Enthaarungscreme, ASID BONZ, Herrenberg) entfernt.

Wiéhrend der Operation wurden die Méuse mit einem 0,8%igem Isofluran-
Sauerstoffgemisch iiber eine Kopfkammer versorgt. Da Midazolam eine
Atemdepression bis zu kurzzeitigen Apnoephasen auslosen kann, war der Einsatz
dieser Substanz zur alleinigen Aufrechterhaltung der Narkose nicht sinnvoll””. Um
dem Vorzubeugen, wurden die Tiere konstant durch den Versuch, wie bereits
beschrieben, mit einem volatilen Anésthetikum-Sauerstoffgemisch beatmet.
Zudem wurden die Augen der Tiere mit Augensalbe (Bepanthen® Augensalbe,
Bayer, Leverkusen) vor dem Austrocknen geschiitzt und die Korper in
Riickenlage auf einer Warmeplatte fixiert und auf einer konstanten Temperatur
von 37°C gehalten. Denn die Verabreichung von Medetomidin kann zu einer

Absenkung der Korpertemperatur fiihren'”. Zur Fixierung wurden die
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GliedmaBen der Tiere locker mit Klebeband (Transpore' ™ Medizinisches Pflaster,
3M Medica) an der Warmeplatte befestigt, um eine fixe Haltung des Tieres zu
jeder Zeit zu gewihrleisten. AbschlieBend wurde das OP-Feld mit einem

Hautantiseptikum (Kodan®, Schiilke, Norderstedt) desinfiziert.

Das fiir die OP verwendete Besteck, wurde vor der Operation fiir mindestens 20
Minuten in einem Desinfektionsbad (40 ml Sekusept® PLUS, ECOLAB,

Monheim am Rhein, auf 1Liter Wasser), nach vorheriger Reinigung, desinfiziert.

Die zu Anfang eingeleitete Kombinationsnarkose hat eine Wirkungsdauer von 45
— 60 min, sodass wihrend der OP regelmiBig die Flexorreflexe und die
Atemfrequenz kontrolliert wurden und die Narkose mindestens stiindlich mit der
halben Anfangsdosis subkutan nachdosiert wurde. Des Weiteren wurde bei Bedarf
zusitzlich die individuell erforderliche Konzentration des Isofluran-

Sauerstoffgemisches angepasst.

24. In vivo-Maus-Modelle der arteriellen Thrombose

Fir diese Studie wurden zwei etablierte in vivo-Maus-Modelle der arteriellen
Thrombose durchgefiihrt, das Drahtdenudationsmodell und das Eisen-III-Chlorid-
Modell*'". Dabei wurden die gewonnenen Thromben aus beiden Modellen direkt
mit den humanen Thromben makroskopisch und mikroskopisch verglichen, um
im Anschluss das Modell mit den meisten Ubereinstimmungen als das direkte
Vergleichsmodell zu den humanen Thromben zu bestimmen. Makroskopisch war
von Bedeutung, dass durch das entsprechende Mausmodell grof3e, kompakte und
gefafiverschlieBende Thromben entstehen. Diese Vergleichbarkeit wurde

letztendlich durch das Eisen-III-Chlorid-Modell am besten erreicht.

24.1. Drahtdenudations-Modell

Diese Methode wurde wie nach Lindner et. al. beschrieben durchgefiihrt'. In
diesem Modell wird die GefdBverletzung im Gegensatz zum Eisen-III-Chlorid-
Modell intravasal erzeugt. Dazu wurde die A. carotis communis dextra und
sinistra, mit den beiden Gabelungsdsten A. carotis externa und interna,
freipripariert. Die A. carotis communis und die A. carotis interna wurden vorab
temporér legiert. Der Zugang fiir die Verletzung im Bereich der A. carotis
communis erfolgte von kranial iiber die A. carotis externa. Dazu wurden dieser
proximal und distal von der Bifurkation mit einem nicht resorbierbaren Faden (8-

0 Prolene - Polypropylene, Ethicon®) Schlaufen gelegt. Die distale Schlaufe
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wurde festgezogen bevor zwischen den beiden Schlaufen dann der GeféBschnitt
gesetzt wurde. Uber diesen wurde dann ein Draht (Hi-Torque FLOPPY II Guide
Wire 0,014%, Abbott) bis zur tempordren Ligatur der A. carotis communis

eingefiihrt und 3 mal entlang der GefaBwand vor- und zuriickgeschoben.

Nach der Entfernung des Drahtes wurde die proximale Schlaufe der A. carotis
externa ebenfalls zugezogen, um Blutaustritt durch die Inzisur zu verhindern. Im
Anschluss, wurde dann jeweils, wie bei der oben beschriebenen Methode, 3 oder
6 Stunden abgewartet und die Maus im Anschluss getdtet und der Teilabschnitt
der A. carotis communis mit dem Thrombus entnommen und in fliissigem

Stickstoff konserviert.

2.4.2. Eisen-1I1-Chlorid-Modell

Um eine Thrombusbildung auszulosen, wurde bei diesem Modell, eine
GefaBlverletzung durch extravasal appliziertes Eisen-III-Chlorid verursacht. Diese
Methode wurde erstmals durch Fay et al. beschrieben'’'. Bei dieser Methode
wurde eine transmurale Zellnekrose verursacht, die die Integritit des
GefiBendothels zerstorte’. Der genaue Pathomechanismus dieser Methode wurde
unter anderem durch Woollard et al. genauer untersucht und beschrieben'*. Das
extravasal applizierte Eisenchlorid verursachte, durch den chemischen Stimulus,
eine Freisetzung von Gewebethromboplastin auf der Zelloberfliche von

103,104

Monozyten und Endothelzellen . Dies hat zur Folge, dass die extrinsische

Gerinnungskaskade eingeleitet wird.

Woollard et al. zeigten, dass topisch appliziertes Eisenchlorid durch bestimmte
Mechanismen bis hin zu einer intravasalen Endothelverletzungen fiihrt und somit
ein Thrombus entsteht. Eisenchlorid geht in das Gefdlumen iiber und dadurch
kommt es an der Zelloberfliche der Erythrozyten zu einer Proteinoxidation.
Damit tritt eine Hdmolyse der roten Blutzellen ein. Das dabei freigewordene
Hamoglobin wird ebenfalls durch das Eisenchlorid oxidiert. Das oxidierte
Héamoglobin setzt H,0,, reaktive Sauerstoffspezies und Proteinradikale frei,
wodurch wiederrum lipophiles Hadm freigesetzt wird. Diese redoxaktiven
Substanzen erzeugen am Endothel einen initialen Schaden und damit kommt es
zur Freilegung der subendothelen Matrix und somit zur Plittchenaktivierung und

der Einleitung der Gerinnungskaskade'”.

Im Detail wurde bei der zur OP vorbereiteten Maus, im desinfizierten OP-Feld,
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median im Halsbereich, ein ca. 1,5 cm langer Hautschnitt gesetzt. Die darunter
liegende Fettschicht und Muskelfaszien wurden vorsichtig entfernt, sodass es
moglich war die A. carotis communis sinistra und dextra frei zu priparieren. Die
A. carotis communis wurde kaudal der Bifurkation zur A. carotis interna und
externa auf einer Lange von 0,5 cm freiprédpariert. In diesem Bereich wurde dorsal
die Arterie mit einer schwarzen Folie unterlegt, um das umliegende Gewebe
spater vor dem Eisenchlorid zu schiitzen (sieche Abbildung 3). Danach wurde der
Arterienabschnitt getrocknet, sodass das im Anschluss applizierte Eisenchlorid

nicht verdiinnt wurde.

Abbildung 3: Extravasale Eisenchlorid-Applikation

Der oberen Rand aller Bilder ist die kaudale Ausrichtung des Tieres. Bild A zeigt die
freipriparierte A. carotis communis, mit der nach lateral verlegten Glandula parotis im
oberen rechten Bildrand. In Bild B ist die Arterie bereits mit der Folie unterlegt. Auf diese
ist das in Eisenchlorid getrinkte Filterpapier angelegt (C). Bild D zeigt den extravasalen

Zustand der Arterie nach Entfernung des Filterpapieres.

Ein 1 x 2 mm zurechtgeschnittenes Filterpapier wurde in 10%iges Eisen-III-
Chlorid getrankt und dann seitlich fiir 3 Minuten an die Arterie angelegt. Nach 3
Minuten wurde das Filterpapier entfernt und der Arterienbereich mit PBS
(Dulbecco‘s Phosphate buffered saline, Sigma-Aldrich®, Steinheim) gespiilt und
der Thrombusbildung eine Zeit von 3 oder 6 Stunden gegeben.

Um einen genauen Uberblick iiber die Flussgeschwindigkeit in dieser Zeit zu
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bekommen, wurden die GefdBBvorgidnge mittels der Intravitalmikroskopie (siche

Kapitel ,Intravitalmikroskopie‘) sichtbar gemacht.

2.4.3. Schwanzveneninjektion

Die in dieser Studie verwendeten Enzyme, wie Cl-amidine und isolierte mit DCF
angefarbte Thrombozyten, wurden den Méusen iiber einen Schwanzvenenkatheter
intravends appliziert. Die intravendse Applizierung erfolgte stets an narkotisierten

Tieren.

Der Katheter bestand aus einer 30G Kaniilenspitze (Microlance™, BD), die von
dem Konusgehduse abgetrennt wurde und in einen ca. 5-7 cm langen Schlauch
(Polyethylen, Portex) geschoben wurde. Dieser wurde wiederrum auf eine 30G

Kantile gesteckt.

Appliziert wurde langsam mittels einer 1 ml Spritze (Plastipak'™, BD). Dies
geschah unter stetiger Kontrolle der Atmung. Die 1 ml Spritze eignet sich am
besten, um den Druck auf die Vene optimal regulieren zu kdnnen. Injiziert wurde
entweder in die V. caudalis mediana dextra oder sinistra. Dazu wurde der
Schwanz kranial kurz vor dem Ansatz zwischen Zeige- und Mittelfinger und
kaudal zwischen dem Ringfinger und dem Daumen eingeklemmt. Damit wurde
die jeweilige Vene angestaut und fixiert. Die ausgewdhlte Einstichstelle wurde
mit einem Hautantiseptikum desinfiziert und die Kaniilenspitze des
Katheterschlauches wurde anschlieBend in die Vene eingefiihrt. Fiillte sich der
Schlauch riicklaufend mit Blut, war der Katheter richtig positioniert. Die zu
applizierende Substanz wurde vor dem Einfiihren in die Vene, ohne die Bildung
von Luftblasen, in den Katheter und die angeschlossene Spritze gefiillt. Das
maximale Volumen, welches intravends appliziert wurde, lag bei 0,3 ul pro
Injektion. Nach der vollstindigen Applizierung wurde die Kaniilenspitze
vorsichtig aus der Vene gezogen und die Einstichstelle bis zum Sistieren der

Blutung komprimiert.

2.5. Thrombusentnahme

Im Anschluss an die Wartezeiten von einer, drei und sechs Stunden, wurden die
jeweiligen Mause durch zervikale Dislokation getdtet und die A. carotis
communis kaudal der Bifurkation und 0,5 cm kaudal dieser Stelle ligiert und das
Teilstiick mit dem entweder ein, drei oder sechs Stunden alten Thrombus

entnommen. Die Thromben wurden in einem Einbettmedium (Tissue-Tek™
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Sakura, Alphen aan den Rijn, NL) fixiert und in ein Eppendorfgefdll (1,5ml)
tiberfithrt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur Weiterverarbeitung

wurden sie bei -80°C gelagert.

3. Intravitalmikroskopie

Die Intravitalmikroskopie ermoglicht es in vivo-Vorginge in den Gefdllen durch
das Anfiarben von Blutzellen mit bestimmten Fluorchromen sichtbar zu machen.
Die Versuche wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop (Olympus BX51WI

Fluoreszenzmikroskop) durchgefiihrt.

3.1. Prinzip der IVM

Die Fluoreszenzmikroskopie beruht auf dem Prinzip, dass bestimmte Fluorchrome
angeregt werden und deren Emissionslicht, die mit dem Fluorchrom markierten
Zellen dadurch sichtbar macht. Wie durch Aescht et al. beschrieben, wird das
Licht zur Anregung in einem Auflichtilluminator erzeugt. Dieser nutzt
Hochdruckmetalllampen zur Erzeugung des bendétigten Lichtes. Diese Lampen
sind in der Lage besonders hohe Lichtintensititen zu erzeugen. Das somit
erzeugte Licht wird durch bestimmte Linsen gebiindelt und auf einen sogenannten

105 AnschlieBend trifft das Licht auf einen dichroitischen

Anregungsfilter gelenkt
Teilerspiegel, der in einem 45° Winkel das Licht so ableitet, dass es auf das
Praparat gelenkt wird. Das Licht, welches vom Teilerspiegel gebrochen wird, ist
fiir diesen undurchlissig'®®. Das mit einem Fluorchrom markierte Praparat nimmt
das Anregungslicht auf. Im nichsten Kapitel ist genauer beschrieben, wie das hier
genutzte Fluorchrom DCF das Anregungslicht umwandelt und Emissionslicht
wieder abgibt. Das vom Fluorchrom abgegebene Licht ist dann durchldssig fiir
den Teilerspiegel und kann ihn passieren und {iiber einen nachgeschalteten
Emissionsfilter geleitet werden'”. Das aus dem Emissionsfilter passierte Licht
kann dann durch das Okular wahrgenommen werden und die markierten
Strukturen in der Maus werden so sichtbar. Entscheidend dafiir ist, dass der zu
untersuchende Bereich kontinuierlich durch einen Wasserspiegel aus erwérmter
NaCl-Losung (Isotonische Kochsalz-Losung, Braun, Melsungen) bedeckt ist.
Denn das Wasser-Immersions-Objekt (20x, NA 0,95) benétigt eine
kontinuierliche Wasseranbindung, um eine gute Bildqualitit produzieren zu
konnen. Die Videosequenzen des Fluoreszenzmikroskops (Olympus BXS5I,

Hamburg) wurden iiber eine Digitalkamera (ORCA-ER CCD Kamera,
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Hamamatsu) mittels einer Software (Cell*R, Olympus, Hamburg) angeschaut,

bearbeitet und ausgewertet.

3.2. Verwendete Enzyme und Fluorchrome

Fiir die Intravitalmikroskopie wurden folgende Enzyme und Fluorchrome genutzt:

3.2.1. Cl-amidine

Der hier genutzte Inhibitor Cl-amidine hemmt die Enzyme Peptidylarginin
deiminase 2, 3 und bevorzugt 4. Cl-amidine gehdrt zu den potentesten PAD 4-
Inhibitoren'”’. PAD 4 ist die einzige PAD, die in den Granula und im Zellkern

108
vorkommt

. Physiologischer Weise wird sie in Leukozyten exprimiert'”’. Sie ist
unter anderem zusammen mit der neutrophilen Elastase und Myeloperoxidase an
den Umbauvorgingen des Chromatins von neutrophilen Granulozyten in
Vorbereitung zur NETosis beteiligt. Zur Formierung von NETs ist eine
deimination oder citrullination von Histonen (H2A, H3, H4) des Chromatins
notwendig. Dies bedeutet, dass die Aminosdure Arginin in Citrullin umgewandelt
wird. Es konnte gezeigt werden, dass PAD 4 diese Umwandlung bedingt und
essentiell fiir die Entstehung von NETs ist. Denn PAD 4-knockout-Mause zeigten
keine Ausbildung von NETs''®'!'. Der Inhibitor (Cl-amidine, Calbiochem®)
wurde der Maus 30 Minuten prd OP intravends iiber einen Schwanzvenenkatheter
gegeben. Die gleiche Menge der Losungssubstanz (PBS) diente als Kontrolle.
Dazu konnten Knight et al. in einem murinen Modell mit NZM-Maiusen zeigen,
dass die Gabe des PAD 4 Hemmers zu einer signifikant niedrigeren NETs-
Ausbildung als in den Kontrollgruppen fiihrte’®. Die irreversible Hemmung der
PAD 4 durch Cl-amidine konnte in vitro- und in vivo-Versuchen belegt werden''>.
3.2.2. Dihydrodichlorofluoreszein

DCF (2,7 Dihydrodichlorofluoreszein) ist ein Fluoreszein, welches zur Gruppe

der Xanthenfarbstoffe gehort'.

Es wird als DCF-Diacetat, welches eine
zusitzliche Estergruppe besitzt, verwendet, da es so effektiver in der Zelle geladen
werden kann. Zudem ist es so Zellmembran permeabler und kann somit leichter in
intakte und lebende Zellen eintreten. Im Zytoplasma wird die Estergruppe durch
zellulire Esterasen abgespalten und der Rest des Molekiils wird oxidiert'">. DCF
wird mit einer Wellenlinge von 500 nm aktiviert und gibt ein Licht mit der

Wellenlinge 525 nm wieder als Emission ab'"”.
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DCF wird in der Intravitalmikroskopie als Fluorchrom verwendet, um
Thrombozyten sichtbar zu machen. Diese wurden zuvor isoliert und den Tieren
intravends injiziert. Nach Aescht et al. wird der Effekt des Leuchtens durch DCF
dadurch erzielt, dass DCF Licht aussendet, wenn es mit Licht einer definierten
Wellenlénge bestrahlt wird'%. Fluorchrome, wie DCF besitzen Elektronen, die
durch gesendetes Licht bestimmter Wellenldnge, in einen angeregten Zustand
gehoben werden konnen. Bevor sie wieder in ihren Ursprungszustand
zuriickgehen, verlieren sie Energie, die als ldngerwelligeres Licht abgegeben wird.
Die Farbe, des abgegebenen Lichtes ist dabei immer zu ldngerwelligerem Licht

hin verschoben'®. Niheres siche im Kapitel: ,,Prinzip der IVM*.

3.3. Isolierung und Applizierung von Thrombozyten

Die Isolierung und Applizierung von gefarbten Thrombozyten wurde fiir die
Darstellung der Thrombusentstehung in vivo mittels der Intravitalmikroskopie
durchgefiihrt. Damit war es moglich einen genauen Uberblick iiber den zeitlichen
Verlauf der Thrombusentstehung zu bekommen. Dazu wurde Blut einer
Spendermaus gewonnen. Dieses wurde intrakardial mittels einer mit 170ul Citrat
(Monovette®, Sarstedt) gefiillten Spritze abgenommen. Aus dieser Blutprobe
wurden dann die Plittchen isoliert und mit DCF angefarbt. Die Spendermaus
wurde zur Durchfithrung der Blutabnahme narkotisiert und im Anschluss durch

die zervikale Dislokation getotet.

Die Plittchen wurden nach Massberg et al. isoliert''*. Dazu wurde das Citrat-
Blutgemisch zuerst vorsichtig in ein FACS-Rohrchen gefiillt und dann mit einem
Tyrodes-Puffer (pH-Wert 6,5), bestehend aus Tyrodes, destilliertem Wasser,
10mM Hepes, Bovines Serumalbumin (BSA, Albumin Fraktion V, Roth®) und
Glukose (Dextrose-monohydrate, Sigma-Aldrich®, Taufkirchen) auf eine
Konzentration von 1:1 gebracht und bei 70 g fiir 20 Minuten zentrifugiert
(Eppendorf Zentrifuge 5804). Nach dem ersten Zentrifugationsschritt wurde der
Uberstand erneut mit Tyrodes-Puffer (pH-Wert 6,5) 1:1 gemischt und der
Farbstoff DCF hinzugegeben. Dies wurde dann 3 Minuten im Dunkeln inkubiert.
Nach erneutem Zentrifugieren bei 1250 g fiir 10 Minuten wurde der Uberstand
verworfen und das Pellet zu gleichen Anteilen zuerst mit 6,5 pH und anschlieBend
mit 7,4 pH Tyrodes-Puffer resuspendiert und die Zellzahl in einem
Blutanalysegerdt (ABX Micros ES 60, HoribaABX) bestimmt, sodass eine

einzelne Portion zur intravendsen Applikation eine Gesamtmenge von 150 x 10%/
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Zellen bei einer Gesamtmenge von 250 ul enthielt.

Dies wurde den narkotisierten Tieren vor der OP iber einen

Schwanzvenenkatheter injiziert.
4. Histologie

4.1. Anfertigung von histologischen Schnitten

Die tiefgekiihlten Thromben wurden mit einem Kryotom (Thermo Scientific™
CryoStar' ™ NX70) bei -20°C im Querschnitt geschnitten. Dafiir wurden die
Thromben mit einem Einbettmedium (Tissue-Tek®, Sakura, Alphen aan den Rijn,
NL) aufrecht auf einen Stempel gesetzt. Das Einfriermedium stabilisiert das
Gewebe und zeitgleich ist es dadurch moglich eine grofere Schnittfliche zu

erreichen.

Aus diesen Blocken wurden dann jeweils 5 um dicke Schnitte angefertigt. Pro
Thrombus sind insgesamt 30 Querschnitte angefertigt worden. Der Rest des
Thrombus wurde im Anschluss wieder konserviert und aufbewahrt. Die murinen
Thromben befanden sich im Gegensatz zu den humanen Thromben noch im
Gefall. Daher musste die entsprechende Arterie erst bis zum Beginn des
Thrombus angeschnitten werden. Ab dem Beginn des Thrombus wurden dann 30
Schnitte angefertigt. Jeweils 2 Schnitte wurden zusammen auf einen Objekttriger
(Menzel Glaser Superfrost® Plus, 25 x 75 x 1,0 mm, Gerhard Menzel GmbH,

Braunschweig) aufgetragen.

Anschliefend wurden die Objekttrager bis zum ndchsten Verarbeitungsschritt bei

-20° C gekiihlt.

4.2. Immunfluoreszenzfirbung

Die Schnittfliche der rekrutierten humanen und generierten murinen Thromben,
wurde auf die Qualitdt und Quantitit von bestimmten Blutzellkomponenten hin
untersucht. Dies wurde mittels der Immunfluoreszenz durchgefiihrt. Das Prinzip
der Immunfluoreszenz  beruht  darauf  bestimmte  Epitope  (z.B.
Oligosaccharidkette, ~Aminosduregruppe), die spezifisch fiir bestimmte
Zellgruppen sind, durch die entsprechende Affinitit von Antikoérpern nachweisen
zu konnen'"’. Fir die Auswertung dieser Arbeit wurde die indirekte

Nachweismethode durchgefiihrt.
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Konjugiertes Fluorchrom

Sekundarantikirper
Primarantikdrper

Antigenepitop

Abbildung 4: Indirekte Nachweismethode

Es wurden monoklonale Primédrantikdrper und polyklonale Sekundérantikdrper

genutzt.

Die verschiedenen Antikorper, die verwendet wurden sind in den Tabellen im

Kapitel: ,,Antikorper* aufgelistet.

1.1.1. Priparatvorbereitungen

Im ersten Vorbereitungsschritt wurden die Querschnitte der Thromben, auf den zu
firbenden Objekttrigern, groBflichig mit einem Fettstift (ImmEdge™ pen,
Vector) umrandet. Alle Prozessschritte des Féarbens fanden bei Raumtemperatur
statt. Der Fettstift gewéhrleistete, dass auf die Schnitte aufgetragene Fliissigkeiten
nicht ablaufen konnten. Danach wurden die Schnitte mit einer 4%igen
Formaldehydlésung fiir 3 Minuten fixiert. Durch die Ausbildung von
Aldehydgruppen wird die Autolyse des Gewebes gestoppt. Dies war fiir die
Qualitdt des Féarbeergebnisses von groBBer Bedeutung, da die sonst bei
Raumtemperatur einsetzende Autolyse und einhergehende Denaturierung von

Proteinen unterbunden wurde.

Nach der Fixierung wurden die Schnitte mit einer Pufferlosung gewaschen. Bei
dieser handelt es sich um die phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS -
Phosphate buffered saline, GIBCO™) mit 0,1%igem Tween-Anteil (Tween 20%,
Polysorbat-20, Sigma Aldrich). Tween ist ein Detergens, welches den
Waschprozess unterstiitzt und es somit ermdglicht, dass die Formaldehydfixierung
nach 3 Minuten aufgehoben wurde. Im weiteren Verlauf diente dieser Puffer dazu,
ungebundene Antikdrper von den Schnitten zu waschen, damit war nachfolgend

eine spezifische Antikorperbindung gewihrleistet' .

Bevor der jeweils erste Antikdrper aufgetragen wurde, wurden ein Gemisch aus

Bovinem Kilberserum Albumin (BSA, Albumin Fraktion V, Carl Roth®), Fc-
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Antikdrper (1:100, Purified Anti-mouse, Clone: 93, CD 16/32, ml at 0.5mg/ml
blocks FC-binding, Bioscience) und PBS aufgetragen. Dies ermdoglichte, dass der
primdre Antikorper spezifisch binden konnte. Denn das fremde Serum besitzt
keine spezifischen Antikorper gegen das gesuchte Antigen und hat somit an

unterschiedlichen Ladungen des Gewebes gebunden''®

. Der Fc-Antikdrper bindet
an Fc-Rezeptoren auf der Zelloberfliche und verhindert somit, dass der Fc-Teil
des Primirantikorpers an diese Rezeptoren binden kann und dadurch sdmtliche
unspezifische Bindungsmdglichkeiten fiir den Primérantikorper besetzt. Das
Gemisch wurde fiir 30 Minuten ohne anschlieBende Waschung auf den Schnitten
belassen. AnschlieBend wurden dann je nachdem welche Zellen sichtbar gemacht
werden sollten, die spezifischen Primérantikorper mit einer Inkubationszeit von
jeweils 60 Minuten direkt auf das Block-Gemisch aufgetragen. Nach dieser Zeit
wurden die Schnitten drei Mal mit der zuvor verwendeten gepufferten
Kochsalzlosung und 1%igem Detergens gewaschen. Die zweiten Antikorper
hatten ebenfalls eine Inkubationszeit von 60 Minuten. Alle Antikdrper wurden in
1%igem PBS verdiinnt und es wurde jeweils eine Menge von 100ul auf jeden
Schnitt aufgetragen. Zudem wurden die Schnitte wéhrend des gesamten

Firbeprozesses in einer von Licht geschiitzten Firbekammer (Stain Tray', Carl

Roth®) aufbewabhrt.
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1.1.2. Verwendete Antikorper
In den folgenden Tabellen sind die verwendeten priméren und sekundiren

Antikorper aufgelistet.

Tabelle 1: Murine Antikorper

Antigen 1. AK Klon Hersteller 2. AK Hersteller
Doneky-anti rat .

cD41 Ratte MWReg30 BD Alexa Fluor 594 Invitrogen

cD 45 Ratte 30-F11 eBioscience Doneky-anti rat Invitrogen

Alexa Fluor 488

_ . Goat anti-rabbit .
Fibrinogen Kaninchen AQ080 DAKO Alexa Fluor 594 Invitrogen

. Goat anti-rabbit .
NE Kaninchen ab68672 Abcam Alexa Fluor 594 Invitrogen

Tabelle 2: Humane Antikorper

Antigen 1. AK Klon Hersteller 2. AK Hersteller

Goat anti-mouse .
cD41 Maus P2 Beckman Alexa Fluor 594 Invitrogen

. Goat anti-rabbit .
NE Kaninchen ab68672 Abcam Alexa Fluor 594 Invitrogen

Donkey anti-
Fibrinogen Kaninchen A0080 DAKO rabbit Alexa Fluor Invitrogen
594

Goat anti-mouse .
CD 45 Maus 2B11+PD7/26 DAKO Alexa Fluor 488 Invitrogen

Donkey anti-
XNl Maus ab1007 Abcam mouse Alexa Fluor Invitrogen
488

1.1.3. Priparatnachbereitungen

Nach der Inkubationszeit der jeweiligen sekundidren Antikérper wurde direkt eine
Verdiinnung eines DNA-Fluoreszenz-Farbstoffes (Hoechst 33342, 10mg/ml
solution in water, Invitrogen TM Molecular ProbesTM 10 ml) aufgetragen, um
einen Kontrastfarbstoff zum Chromogen zu schaffen und um somit die

5 Im Anschluss wurde

Morphologie des Schnittes besser darstellen zu konnen
dann letztmalig wie bisher gewaschen. Nach der Waschung mussten die
Objekttrager feucht gehalten und ziigig eingedeckelt werden. Dazu wurde ein
Tropfen eines Eindeckmediums fiir Fluoreszenzfarbungen (Fluorescence

Mounting Medium, Dako) auf den Objekttriger gegeben und dann ein
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Deckglédschen ohne Luftblaseneinschluss auf die Thrombusschnittfliche gegeben.
Die gefirbten Schnitte wurden anschlieBend bis zum Photographieren bei 6°C
lichtgeschiitzt gekiihlt. Um eine optimale Bildqualitidt und Farbstoffintensitdt zu
gewihrleisten, wurden die gefarbten Schnitte innerhalb von 48 Stunden

photographiert.

1.14. Farbekontrollen

Um die gefarbten Ergebnisse korrekt interpretieren zu kdnnen, wurden jeweils
geeignete Positiv- und Negativkontrollen durchgefiihrt. Diese sollten zeigen
inwieweit spezifisch der jeweils verwendete Antikorper war. Zudem konnten
falsch negative und falsch positive Ergebnisse ausgeschlossen werden. Fiir diese
Arbeit wurden zwei Negativkontrollen durchgefiihrt. Beide gaben Aufschluss
tiber das Ausmal} an unspezifischen Reaktionen des priméren Antikdrpers. Diese
Reaktionen kdnnen durch das unspezifische Binden des Primérantikorpers an Fe-
Rezeptoren oder an spezifisch geladene Zelloberflichenproteine der
nachzuweisenden Zellen verursacht werden. Um dies zu vermeiden sind, wie in
den Priparationsvorbereitungen beschrieben, bestimmte Vorkehrungen getroffen

worden.

Die erste Negativkontrolle gibt Aufschluss dariiber, ob der sekundire Antikorper
unspezifisch bindet. Die zweite Negativkontrolle mit dem Isotypen des
verwendeten Primdrantikorpers gibt Aufschluss iiber das falsch positive

Hintergrundsignal der jeweiligen Farbung.

Tabelle 3: Firbekontrollen

Kontrolle Préaparat Primarantikdrper Sekundarantikdrper
Fremdes Gewebe,

Positiv welches das Der gleiche wie im Der gleiche wie im

gesuchtes Antigen Versuch Versuch
enthalt

Negativ Schnittpraparat der zu PBS Der gleiche wie im

untersuchenden Probe Versuch
Isotyp des

Isotyp Schnittpraparat der zu entsprechenden Der gleiche wie im

untersuchenden Probe Primarantikorpers Versuch
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1.2. Auswertung

1.2.1. Auswertung der Immunfluoreszenzfirbungen

Die Thrombusschnitte wurden im Anschluss an das immunhistologische Firben
unter dem Fluoreszenzmikroskop (Leica DMRB, Bensheim) durch eine
Digitalkamera (AxioCam, Zeiss, Gottingen) und eine entsprechenden Software

(AxioVision) photographiert.

Dazu wurde von jedem Objekttriger eine Ubersichtsaufnahme mit entweder 5x
oder 10x VergroBerung angefertigt. Von der Thrombusgesamtfliche sind dann
jeweils vier Bereiche ausgewidhlt worden, die dann in 40x VergroBerung
photographiert wurden. Diese Bereiche sind manuell ausgewéhlt worden, wobei
darauf geachtet worden ist, dass sie gleichméaBig tiber die Gesamtfldche verteilt
waren. Entscheidend bei der Auswahl der 40x VergréBerungsaufhahmen war,
dass die gesamte Bildflache durch Thrombusmasse bedeckt sein musste. Dies war
entscheidend fiir die spéteren prozentualen Ergebnisse. Denn die Leukozyten und
neutrophilen Granulozyten wurden manuell ausgezéhlt und dann prozentual auf
die Thrombusgesamtfliche hochgerechnet. Der Anteil an Thrombozyten, wurde
qualitativ durch ein positives Farbeergebnis (CD 41-Fiarbung) bestitigt. Fiir die
Ermittlung des Thrombozyten- und Fibrinogenanteils, wurden die Farbbilder mit
Hilfe der Bildanalyse-Software Image J in ein schwarz-weil3-Bild konvertiert und
durch ein weiteres Bildanalyseprogramm (Caplmage) quantitativ ausgewertet.
Damit konnte der Thrombozyten- und Fibrinogenanteil pro Thrombusfliche in

mm? ermittelt werden.

1.2.2. Statistische Auswertung

Die Daten der gewonnen Ergebnisse wurden statistisch mit SigmaPlot 12.0
(Systat Software, Inc, Chicago, USA) graphisch dargestellt und mit Adobe
[lustrator CS6 (Adobe Systems Incorparated, San Jose, USA) angepasst. Zur
Ermittlung der Signifikanz zwischen zwei zu vergleichenden Gruppen, fiihrte
SigmaPlot zuerst zwei Tests durch. Zum einen den Test auf Normalverteilung
nach Shapiro-Wilk und den Test zur Priifung der Varianzgleichheit (Equal
Variance Test). Wenn die Tests ergaben, dass keine signifikante Abweichung von
einer Normalverteilung und einer Varianzhomogenitit bestand fiihrte das
Programm den t-Test zur Signifikanzermittlung durch. Lagen diese

Voraussetzung fiir den t-Test nicht vor, fithrte das Programm einen Alternativtest,
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den Rangsummentest nach Mann-Whitney durch.

Im Fall der Abbildung 16 wurde, um die Stirke des Zusammenhangs zwischen
den beiden Variablen durch ein KorrelationsmaBl zu quantifizieren, der

Rangkorrelationskoeffizient nach Kendall Tau ermittelt.

In den Graphen sind die Mittelwerte durch entsprechende Querbalken dargestellt

und werden zusammen mit dem SD (Standard deviation) und der Effektgrofle

117

angegeben . Ausnahme stellt Tabelle 4 dar, in der die Mittelwerte zusammen

mit dem SEM (Standard error of the mean) angeben sind.
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IV. ERGEBNISSE

1. Thrombozyten und Leukozyten spielen eine wichtige
Rolle bei der Entstehung der arteriellen Thrombose in der
Maus

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene in vivo-Mausmodelle zur Generierung
arterieller Thromben in der A. carotis verwendet. Im ersten Modell, dem Eisen-
III-Chlorid-Modell, wurde Thrombuswachstum in der A. carotis durch die
extravasale Applikation von Eisen-III-Chlorid induziert. Im zweiten Modell
wurde die Entstehung des arteriellen Thrombus durch die mechanische

Endothelverletzung mit Hilfe eines Drahts ausgelost.

In beiden in vivo-Modellen wurden Thromben nach 1, 3 und 6 Stunden nach
Endothelverletzung entnommen. Die unterschiedlichen Zeitpunkte wurden
ausgewdhlt, um friihe Thrombusentstehung mit einem spéteren Zeitpunkt der
Entwicklung innerhalb der Modelle und im direkten Bezug zu den humanen

koronaren Thromben vergleichen zu koénnen.

Die Thromben, des Eisen-III-Chlorid-Modells, wiesen eine kompakte,
gleichméafBige Struktur auf und fiillten in der Regel das gesamte GefaBlumen aus.
Im Gegensatz dazu waren die Thromben, des Drahtdenudationsmodells, deutlich
weniger kompakt und insgesamt kleiner, ohne den kompletten GefaBdurchmesser

auszufiillen (Abbildung 5).

FeCl,3h Denudation 3h

Abbildung 5: Immunfluoreszenzdarstellung der Thrombozytenfliche

Die Querschnitte der murinen Gefifie enthalten morphologisch deutlich unterschiedliche
Thromben. Sie sind mit einem CD41-Antikorper (rot), positiv fiir Thrombozyten, angefirbt
worden. Die Zellkerne wurden mit Hoechst® sichtbar gemacht (blau). Der Mafistabsbalken

betrigt 100 pm.
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Dies ldsst vermuten, dass die Behandlung mit Eisen-III-Chlorid ein stdrkerer
Stimulus fiir die Thrombusentstehung ist, als die mechanische Endothelverletzung

im Drahtdenudationsmodell.

Durch ihre kompaktere Thrombusmasse dhnelten die Thromben des Eisen-III-
Chlorid-Modells im Gegensatz zum Drahtdenudationsmodell, makroskopisch
mehr den in dieser Studie analysierten humanen koronaren Thromben, als die

Thromben des Drahtdenudationsmodells.

Aufgrund dessen wurden die folgenden histologischen Analysen und der
Vergleich zwischen murinen arteriellen Thromben und humanen koronaren

Thromben anhand von Thromben des Eisen-I1I-Chlorid-Modells durchgefiihrt.

Es ist bekannt, dass Thrombozyten eine entscheidende Rolle bei der Entstehung
arterieller Thromben spielen. Dementsprechend konnten CD41+ Thrombozyten in
groler Anzahl in den 3 Stunden alten Thromben beider Mausmodelle
nachgewiesen werden (Abbildung 5). Bei den Thromben des Eisen-III-Chlorid-
Modells fiillten Thrombozyten 80,5% + 9,3% der gesamten Thrombusflache aus.

Neben Thrombozyten zeigte sich in den murinen Thromben eine gro3e Anzahl an
CD 45+ Leukozyten. Die Immunzellen waren im Thrombus in Zellgruppen oder
Reihen angeordnet. Dies stellte einen deutlichen Unterschied zu den diffus iiber
die gesamte Thrombusfliche verteilten Thrombozyten dar. Zur weiteren
Differenzierung der Leukozyten, wurde gezielt auf neutrophile Granulozyten
durch die immunfluoreszierende Firbung auf neutrophile Elastase untersucht.

(siche Abbildung 6).
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FeCl, 3h

NE

Abbildung 6: Darstellung von neutrophilen Granulozyten in murinen Thromben

Das obere Bild zeigt die Darstellung der murinen Leukozyten durch einen CD45-Antikérper
(griin), das untere Bild zeigt die Darstellung der neutrophilen Granulozyten durch die
Anfirbung der neutrophilen Elastase (rot). Zellkerne sind mit Hoechst® (blau) angefirbt.

Der Mafstabsbalken betrigt 10 pm.

Im Anschluss an die qualitative Darstellung der Leukozyten, wurden diese
quantifiziert. Dabei lag der Anteil der neutrophilen Granulozyten an der

Gesamtzahl der Leukozyten bei 81, 1+ 19,1 % (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Quantifizierung von Leukozyten und neutrophilen Granulozyten

Die hier untersuchte murine Gruppengrofle betrigt n=14. Der Median ist jeweils durch

einen Querbalken dargestelit.

Um mehr iiber die Rekrutierung von Leukozyten zu erfahren, wurden murine
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Thromben des Eisen-III-Chlorid-Modells 1, 3 und 6 Stunden nach der Induktion
des Thrombuswachstums auf Leukozyten untersucht. Die jiingsten Thromben, mit
einem Alter von einer Stunde, wiesen auch die geringste Anzahl an Leukozyten
auf. Mit steigendem Thrombusalter nahm entsprechend die Leukozytenzahl im
Thrombus zu. Die Anzahl der quantifizierten Leukozyten war um das 4-fache
hoher in den sechs Stunden alten Thromben, als in den Thromben eine Stunde

nach Induktion der arteriellen Thrombose (siche Abbildung 8).
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Abbildung 8: Zusammenhang zwischen der Anzahl der Leukozyten und dem Thrombusalter
in Thromben aus dem Eisen-III-Chlorid-Modell

Die hier dargestellten Gruppengrofien betragen n=16 (1h), n=14 (3h) und n=10 (6h).
Mittelwert + SD. Die Effektgrofie betrigt: 1h-3h: 0,92; 3h—6h: 1,43 und 1h-6h: 2,35.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass diese Untersuchungen zeigen, dass
Thrombozyten, und neutrophile Granulozyten, als grofite Untergruppe der
Leukozyten im Thrombus, die wichtigsten Zellgruppen in der arteriellen

Thrombose in vivo darstellen.

2. Vergleichbare Mechanismen der arteriellen Thrombose
bei Maus und Mensch

Nach Auswertung der murinen Thromben, folgte der Vergleich des Eisen-III-
Chlorid-Modells mit den humanen koronaren Thromben. Die humanen Thromben
stammten von Patienten, die sich aufgrund eines thrombotischen Verschlusses
einer Koronararterie einer notfallméfBigen Herzkatheteruntersuchung unterziehen
mussten. Wihrend der Herzkatheteruntersuchung konnte die betroffene
Koronararterie durch Absaugen des thrombotischen Materials wieder
reperfundiert werden. Diese Untersuchungen fanden zum einen im Klinikum

rechts der Isar und zum anderen im Deutschen Herzzentrum in Miinchen statt.
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Alle humanen Thromben wurden fiir die histologische Aufarbeitung, wie im
Material und Methodenteil beschrieben, in fliissigem Stickstoff konserviert und

anschlieBend fiir die Immunfluoreszenzfarbung vorbereitet.

Insgesamt wurden 137 Thromben von 137 Patienten gesammelt. Von diesen 137
Patienten erteilten 25 nicht die schriftliche Genehmigung zur histologischen
Aufarbeitung des thrombotischen Materials und wurden deshalb aus der Studie
ausgeschlossen. Von den verbliebenen 112 Thromben konnten 14 nicht analysiert
werden, da das Thrombusmaterial zu klein war. Letztendlich standen 98 humane
Thromben aus Koronararterien fiir die histologische Aufarbeitung zur Verfiigung

(siche Abbildung 9).

137 koronare
Thromben

25 mal keine
E—— Einverstandniserklarung

des Patienten

N 14 zu Klein fur die
histologische Analyse

v

98 Thromben
zur histologischen
Auswertung

Abbildung 9: Ubersicht der gesammelten humanen Thromben

Tabelle 4 zeigt die Baselinecharakteristika der 98 Patienten. Die Patienten waren
im Durchschnitt 63,6 £+ SEM 10,9 Jahre alt. Der Grofteil der Patienten waren
Minner mit einer koronaren 1- oder 3-Gefdlerkrankung (36,45) und einer
reduzierten linksventrikuliren Ejektionsfraktion (EF = 46 £ SEM 10%). Uber die
Hiélfte der Patienten (61,6%) wurde mit einem ST-Hebungsinfarkt stationdr
aufgenommen. Zu den héufigsten kardiovaskuldren Risikofaktoren der Patienten
zdhlte zum einen die Hypercholesterindmie (61,6%), und zum anderen die
arterielle Hypertonie (66,7%). Nur 8% der Patienten nahmen zum Zeitpunkt der

Thrombusaspiration eine duale antithrombotische Therapie ein.
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Tabelle 4: Baselinecharakteristika

Charakteristika
Alter (n=98)
Durchschnitt ---- Jahre 63.6 +/- 10.9
Mannlich ----- nr (%) (n=98) 76 (76.8%)
Koronare Arterienerkrankungen (n=97)
1 Gefal 36 (36.4%)
2 GefaR 24 (24.2%)
3 Gefal 36 (36.4%)
linksventrikulére Ejektionsfraktion --- % (n=84) 46 +/- 10
PClin der Vorgeschichte (n=95) 18 (18.2%)
GefaR, aus dem Thrombus stammt (n=98)
ACVB 6 (6.1%)
LAD 30 (30.3%)
LCx 10 (10.1%)
RCA 52 (52.5%)
Kardiovaskulére Risikofaktoren --- (n=95)
Diabetes mellitus 21(21.2%)
familidre Disposition 37 (37.4%)
Hypercholesterindmie 61(61.6%)
arterielle Hypertonie 66 (66.7%)
Ex-/Raucher 40 (40.4%)
Weitere Erkrankungen ----- nr. (% (n=95)
Nierenversagen 8(8.1%)
Patienten stationér aufgenommen mit (n=95)
instabile Angina pectoris 6(6.1%)
NSTEMI 24 (24.2%)
STEMI 61(61.6%)
Patienten mit (n=80)
Aspirin 23 (23.2%)
ADP-Rezeptor Antagonist 11 (11.1%)
Laborparameter (n=98)
CRPmg/l 20 (+/- 45)
Leukozyten 109/I 11.4 (+/- 4.5)
Thrombozyten10 ~9/I 225 (+/- 67)
CKmax U/l 2556 (+/- 3088)
CK-MBmax U/l 285 (+/- 330)
Troponin T max ng/ml 6.48 (+/- 12.4)
Multiplate ADPTest (U) 720 (+/- 458)

Bei 55 Patienten war es moglich den genauen Zeitpunkt des Symptombeginns aus
der Anamnese zu ermitteln. Dies erlaubte eine Abschidtzung des Thrombusalters
als  Zeitraum  zwischen = Symptombeginn  und  Durchfiihrung  der
Herzkatheteruntersuchung. 66% der 55 Patienten erreichten das Krankenhaus
innerhalb der ersten 12 Stunden nach Eintritt der ersten Symptome. 18% der
Patienten kamen zwischen 12 und 24 Stunden nach Symptombeginn und 16% der
Patienten wurden erst nach 24 Stunden ins Krankenhaus eingeliefert (siche

Abbildung 10).
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m<12h

u 12-24h
24-48h
>48h

Abbildung 10: Aufteilung der Thromben nach Alter (n=55)
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Die Auswertung der humanen Thromben wurde nach demselben Prinzip
durchgefiihrt, wie die Auswertung der murinen Thromben. Durch die HE-Féarbung
wurde deutlich, dass die Struktur der humanen Thromben sehr kompakt ist und
am ehesten den Thromben aus dem Eisen-III-Chlorid-Modell &hnelt. Leukozyten
waren dhnlich wie bei den murinen Thromben inhomogen in kleinen Gruppen

oder Reihen tiber die gesamte Thrombusfliche verteilt (siche Abbildung 11).

Abbildung 11: Beispielbilder eines humanen Thrombus in Himatoxylin-Eosin-Farbung

Der Mafistabsbalken des linken Bildes betrigt 200 pm und der des rechten Bildes 50 pm.

Ahnlich wie bei den bereits beschriebenen murinen Thromben des in vivo
Mausmodells, konnten CD 41+ Thrombozyten in groBer Zahl auch in den

humanen Thromben nachgewiesen werden (siche Abbildung 12).

FeCl,3h Human

Abbildung 12: Vergleich der Thrombozytenfliche zwischen Maus und Mensch

CD 41+ Thrombozyten stellen sich rot dar und die Zellkerne sind mit Hoechst® angefiirbt
(blau). Der Mafistabsbalken betrigt 100 pm.

Thrombozyten, als Hauptbestandteil arterieller Thromben, nahmen bei den
humanen Thromben 57,7 + 16,9% der Thrombusfliche ein. Es bestand
diesbeziiglich kein signifikanter Unterschied zwischen den humanen und den
murinen Eisen-III-Chlorid-Thromben. Dies unterstreicht die Annahme der guten

Vergleichbarkeit zwischen Eisen-III-Chlorid— und den fiir diese Studie
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rekrutierten humanen Thromben (siche Abbildung 13).

p=0068
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Abbildung 13: Vergleich der Thrombozytenaggregationsfliche von murinen Eisen-III-
Chlorid- und humanen Thromben

Die Gruppengrofie betrigt n=3/ murine Eisen-III-Chlorid-Gruppe und n=7/ humane
Gruppe. Die Mittelwerte sind durch Querbalken dargestellt. Die Effektgrofie betrigt: 1,6

Ahnlich wie bei den murinen Thromben gelang es in humanen Thromben
Thrombozyten und Leukozyten, wie z. B. neutrophile Granulozyten, in grof3er
Zahl nachzuweisen (siche Abbildung 14). Dies spricht fiir eine wichtige Rolle der

Immunzellen bei der Entstehung der arteriellen Thrombose beim Menschen.

Abbildung 14: Nachweis von Leukozyten in humanen Thromben

Der CD45-Antikorper stellt Leukozyten (griin) dar. Die neutrophile Elastase (rot) stellt die
neutrophilen Granulozyten dar. Die Zellkerne sind mit Hoechst® (blau) angefirbt worden.

Der Mafistabsbalken betrigt 10 pm.
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Auch in den humanen Thromben repréisentieren neutrophile Granulozyten mit
72,1% £ 26,3% die groBte Untergruppe der Leukozyten, dhnlich wie in den
murinen Thromben (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15: Leukozyten und Neutrophile pro mm? in humanen koronaren Thromben

Die Gruppengrofie der humanen Thromben betrigt n = 98. Der jeweilige Median ist durch

Querbalken dargestellt.

Aufgrund der Beobachtung im in vivo Maus-Modell, dass die Leukozytenzahl in
den Thromben mit steigendem Thrombusalter zunahm, wurde als néchstes

untersucht, ob ein dhnlicher Effekt bei den humanen Thromben vorliegt.

Innerhalb der ersten 12 Stunden nach Symptombeginn zeigt sich jedoch keine
Tendenz, dass die Leukozyten in den humanen Thromben mit steigendem
Thrombusalter zunehmen (7= 0,221 und p=0,727, siche Abbildung 16). Dies stellt
einen Unterschied zu den Beobachtungen bei der Entstehung der arteriellen

Thrombose im Mausmodell dar.
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Abbildung 16: Zusammenhang zwischen Leukozytenzahl und Thrombusalter (n=36)

Der Korrelationskoeffizient betrigt: 7= 0,221

Neben der qualitativen und quantitativen Analyse von Leukozyten und
Thrombozyten wurden im Weiteren Faktoren des Gerinnungssystems untersucht.
Zum einen wurde der Initiator des intrinsischen Weges der Gerinnungskaskade,
Faktor FXII und zum anderen das Endprodukte der Gerinnungskaskade, Fibrin
und sein Vorldufer Fibrinogen untersucht. Faktor XII konnte iiber die ganze
Thrombusfldche verteilt durch entsprechende immunfluoreszierende Farbungen in

humanen Thromben nachgewiesen werden (siche Abbildung 17).

Humane Thromben

FXIl Isotyp Neg. KO

Humane Leber

F Xl

Abbildung 17: FXII Nachweis

Anfirbung erfolgte durch FXII Antikorper (griin) und durch Hoechst® (blau) fiir Zellkerne.
Der Mafistabsbalken betrigt 50 pm.

Fibrinogen konnte sowohl in murinen, als auch in humanen Thromben in
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vergleichbarem Maf3e detektiert werden (siehe Abbildung 18 und 19).

Murin Human

Abbildung 18: Fibrinogen/Fibrin-Nachweis

Die Ubersichten haben einen MaBstabsbalken von 200 pm (links) und 300 pm (rechts). Der
murine Thrombus ist durch Eisen-III-Chlorid-Behandlung entstanden. Der Mafistabsbalken
der unteren Bilder betrigt 50 pm.
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Abbildung 19: Vergleich des Fibrinogen/Fibrin-Anteils zwischen murinen Eisen-III-Chlorid
(n=3) und humanen Thromben (n=7)

Die Mittelwerte sind als Querbalken eingefiigt. Die Effektgrofie betrigt: 0,14.

Bis jetzt konnten viele Ubereinstimmungen zwischen murinen Eisen-III-Chlorid-
und humanen koronaren Thromben festgestellt werden. Bei beiden Spezies
konnten Thrombozyten in groer Menge nachgewiesen werden. Des Weiteren
wiesen die Thromben eine vergleichbare Anzahl an neutrophilen Granulozyten

auf. Auch bei der Betrachtung von bestimmten Faktoren des Gerinnungssystems,
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wie z.B. Fibrinogen/Fibrin, konnten Gemeinsamkeiten aufgezeigt werden. Diese
Ergebnisse unterstiitzen die Annahme, dass wichtige Komponenten der
Immunothrombose beim Menschen und bei der Maus ebenfalls eine

entscheidende Rolle in der Thrombusentwicklung und -stabilisierung spielen.

3. NETSs spielen eine entscheidende Rolle in der Entstehung
und Stabilisierung arterieller Thromben in der Maus

Es wurde bereits in anderen Arbeiten gezeigt, dass neutrophile Granulozyten in
Maiusen fahig sind Neutrophil Extrazellular Traps (NETs) zu bilden. NETs
bestehen aus DNA und Histonen, sind negativ geladen und stellen aufgrund ihrer
prothrombotischen katalytischen Eigenschaften einen Dreh-und Angelpunkt in der
Immunothrombose dar. Interessanter Weise konnten NETs in Thromben beider in

vivo-Mausmodelle nachgewiesen werden (siche Abbildung 20).

FeCl, 3h Denudation 3h

Abbildung 20: Murine Neutrophil Extracellular Traps

Immunfluoreszierende Firbung auf neutrophile Elastase. Die NETs sind durch weille Pfeile

markiert. Die Zellkerne sind mit Hoechst® angefirbt. Der Mal3stabsbalken betrigt 10 pm.

Um