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l. EINLEITUNG

Kardiovaskulare Erkrankungen sind welttveine der haufigsten Todesursachen.
Laut der aktuellen Erhebung des Bundesamtes fur Statistik aus dem Jahr 2013
gehoren ischamische Herzerkrankungerd der akute Myokardinfarkt zu den
beiden haufigsten Todesursachen in DeutschlaBbbal betrachtet starben laut
der Weltgesundheitsorganisation geschaiZzie3 Millionen Menschen im Jahr
2008 an einer kardiovaskularen Emdang. Davon sind 7,3 Millionen Menschen
aufgrund einer Koronaren Herzerkrankugestorben. Die WHO schétzt, dass die
Zahl der Todesfélle bis 2030 vor7,B auf 23,3 Millionen steigen witdDaher
besteht ein dringender Bedaliesem Anstieg therapeutisch entgegen wirken zu
konnen. Dafur ist es notwendig die kardiovaskularen Risikofaktoren zu
minimieren und ein erweitertes k&dndnis der pathophysiologischen

Mechanismen zu erlangen.

Zu den haufigsten Risikofaktoren rfikardiovaskulare Erkrankungen z&hlen
Diabetes mellitus, Hypercholesterindni arterieller Hypertonus, familidre
Disposition und Nikotinabusus. Diese Risikofaktoren kénnen die Ausbildung von
arteriosklerotischen Plagsien den Koronararterien génstigen. Die Ruptur einer
arteriosklerotischen Plag ist eine der Hauptursachen fir die Entstehung von

arterieller Thrombose bei Patienteit einem akuten Myokardinfarkt.

Die molekularen Mechanismen des Myaokafarktes sind in verschiedeném
vivo-Mausmodellen untersucht word&n Dennoch fehlten bis jetzt noch
vergleichbare Studienzwischen Maus und Mensch, um gemeinsame
Charakteristika aufzeigen zu kénnen, und ebenfalls Unterschiede zwischen
beiden Spezies zu zeigen. Enge dieser Studie, sirtthher Thromben der beiden

am besten etabliertein vivo-Mausmodelle der arteriellen Thrombose mit
humanen arteriellen Thromben vergliche/orden. Dabei lag der Fokus dieser
Untersuchung auf den zellularen Kpomenten von arteriellen Thromben,
Neutrophil Extracellular TrapgNETS) und Faktoren des Gerinnungssystems, und
deren Vergleichbarkeit zwischen Mausd Mensch. Durch die Erforschung der
zellularen Entstehungsmechanismen der arteriellen Thrombose im Detail kénnen
eventuell neue therapestthe Ansatze gefunden werden, abgesehen von der schon

im  klinischen Alltag lange angewandterantithrombozytaren Therapie.
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. L ITERATURUBERSICHT

1. Arterien

1.1. Aufbau und Funktion

Arterien sind die Gefal3e des Korpedge das Blut vom Herzen wegfiihren. Der
kleine Kreislauf fuhrt daBlut Gber die pulmonalen Antien in die Lunge und der
grof3e Kreislauf fuhrt das Blut Uber die @ in die Peripherie des Koérpers. Die
GefalRwand des arteriellen Systems isGegensatz zu der, des vendsen Systems
deutlich dicker. Dies ist fur den @&transport unter hohem Druck in die
Korperperipherie notwendig. Vereinfacht dargestellt besteht die GefalRwand aus
drei Schichten, der Tunica intima, mediad externa. Die Tunica intima besteht
von intravasal nach extravasal gehend aus dem Endothel, einer kollagenen
Bindegewebsschicht und neir elastischen Membran Die Endothelschicht
fungiert dabei als Barriere zwischiriravasalraum und farstitiellem Raurh Sie

ist besonders gut an den hohen intravasalen Druck und die Pulswellen afigepasst
Die Tunica media besteht aus elastischen Fasern, glatten Muskelzellen und
Kollagenfasern. Diese Arterienschickann man in 2 Typen unterteilen, den
elastischen und den muskuléaren Typ. HenenArterien gehdren zum elastischen

Typ und gehen im Verlauf in der Pelierie in den muskularen Typ tber

S

Abbildung 1: Aufbau der Arterienwa nd modifiziert nach Waibl et al.’

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

Tunica intima), d: Tunica media, e: Lamina elasticaxterna; e, f: Tunica externa
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1.2. Pathologische Veranderungerer arteriellen GefalRwand

Die arterielle Gefallwand wird im Laufeines Lebens durch verschiedenste
physiologische und pathologische Pres® beansprucht. Hinzu kommt die
Physiologie des Alterns, die Einfluss auf die Struktur und Anpassungsfahigkeit

der Arterienwand nimmt.

Die Kalzifizierung der Arterienwand (Artiexsklerose) kann sich in verschiedenen
Formen Klinisch manifestieren. Zu untdre@en ist dabei, die Kalzifizierung der
Intima von der, die die Media betrifft. M&ale Kalzifizierung, auch Monckeberg
Skleros& genannt, tritt meist bei Patientenit Nierenversagen und Diabetes
mellitus auf. Es wird vermutet, dassesli bedingt ist durch Stérungen im
Stoffwechsel, Elektrolythaushalt und pH-W&rt Diese Form der
Arterienverkalkung tritt nicht imlen Koronararterien auf.

Die Kalzifizierung der Koronararterienwarmbtrifft stets dieTunica intima. Die
sogenannte Atherosklerose kann mititerem Fortschreiten der Erkrankung zu
einer massiven Einengung des Gefal3lwninren und somit in einer Stenose
resultieren. Weitere Erlautangen zur Atherosklerosenfien sich im Kapitel 2.2

LJAtiologie und PathogeneseAtherosklerose®.
2. Die koronare Herzerkrankung

2.1. Definition und Epidemiologie

Die koronare Herzerkrankung gehort zurormenkreis der kardiovaskularen
Erkrankungen. Sie ist definiert als Mé&station von Atherosklerose in den
Herzkranzarterien. Nach dem neuestendd¢ des Statistischen Bundesamtes aus
dem Jahr 2013 ist in Deutschland die Igaté TodesursacheedHerz-Kreislauf-
Erkrankung, genauer die chronische ischdmische Herzerkrankung und der akute
Myokardinfarkt. Nach der aktuellen Studie rd&/HO aus dem Jahr 2008 starben
geschatzt 17,3 Millionen Menschen amer kardiovaskularen Erkrankung. Von
diesen verstarben 7,3 ilWbnen Menschen an de Folgen einer koronaren
Herzerkrankung Bis zum Jahr 2030 wird laut der WHO die Sterberate fiir die

kardiovaskularen Erkrankungenfduis zu 23,3 Millionen steigén

In den vergangen Jahren ist die Mditt der koronaren Herzerkrankung
zuriickgegangen. Diese Entwicklung ist awtlem begrindet durch die verbesserte

medizinische Versorgung, nicht duraten Rickgang der Erkrankung selbst.
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Deswegen sind effektive PraventivmaRmen und neue therapeutische Ansatze

von immenser gesellschaftlicher Bedeutung.

2.2. Atiologie und Pathogenese - Atherosklerose
Laut der WHO ist die Entwicklung ein&oronaren Herzerkrankung auf folgende
Risikofaktoren zurtickzufiihren: Nikotinkams, arterielle Hypeonie, Diabetes

mellitus und Hypercholesterinanie

Verschiedene Studien zeigen, dassdsntlicher Zusammenhang zwischen dem
Ausmald an Nikotinkonsum und der Auspragung von Atherosklerose besteht. So
zeigten Witteman et al.,, dass mit steigendem Nikotinkonsum das Risiko
Atherosklerose zu entwickeln im Véegch zu Nichtrauchern um das 2,3 fache

erhoht wat™.

Tabakrauch enthéalt verschiedenste Sutzsta, die die Funktion und Integritat des
GefalRendothels schadigen kdnnen. Sumidaletzeigten, dass Tabakrauch zu
einer Vasokonstriktion der GefaRReihft und die Acetydholin-abhéngige

Vasodilatation der KoronargefaRe damit unterbitfdet

Ein weiterer Risikofaktor ist die arterielle Hypertonie. Diese wird in verschiedene
Schweregrade eingeteilt. Ab Blutdruckwerten veld0/90 mmHg spricht man
von einer arteriellenHypertonie Grad f. Begiinstigende Faktoren fir die
Ausbildung einer arteriellen Hypertie stellen unter anderem nicht
beeinflussbare Faktoren wie Genetik|teh und Geschlechtdar, aber auch
beeinflussbare Faktoren wie Ubergeht und Bewegungsmangel kdnnen einen

negativen Einfluss auf den Blutdruck haben.

Ein weiterer Risikofaktor fur die Augdung einer koronare Herzerkrankung ist

die Manifestation eines Diabetes melitiDieser hat Einfluss auf die Funktion
des Endothels und der Thrombozyten, sowie auf den Fettstoffwechsel.
Hyperglykamie fuhrt zu einer Edhung der COX-2-Produktion und damit zu
einer Reduzierung des vasotiiiv wirkenden Nitritoxids* > In Folge der
zellularen Insulinresistenz kamt es zu einer vermekbri Ausschittung von freien
Fettsauren aus den AdipozyteneBe werden in der Leber xery low density
Lipoprotein (VLDL) und Triglycenien verstoffwechselt. Niedrigeigh-density
Lipoprotein- (HDL) und erhdhtew-densityLipoprotein- (LDL) und Triglycerid-
Werte begunstigen den Aufbau eindtheroms und folglich das Risiko eine
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koronare Herzerkrankung auszubilferDurch LDL kommt es am Endothel zu
einer vermehrten Expression von Adisésimolekulen, wie MCP-1, Interleukin-8
und demMacrophage colony stimulating factadie die Zellinteraktion zwischen
Monozyten und Endothelzellen im Zugker Ausbildung der Arteriosklerose
vermitteln. Im Gegensatz dazu wirkt HDL antiatherosklerotisch. Es transportiert
LDL zur Leber und unterbindet dess@xidierung, sowie die Expression von
ICAM-1 und VCAM-1. Damit fuhrt de Diabetes unabhangig von anderen
Risikofaktoren zu einer Zunahme der Mddicke der Tunica intima. Ursachlich
fur die Zunahme der Wanddicke ist sbatie Ausbildung von Fetteinlagerungen,
den sogenanntefatty streaks und einhergehend damit einer Infiltration von
Makrophagen in diesen Bereiciérzudem zeigte sich, dass Thrombozyten bei
Diabetes mellitus Patienten gréf3er simekmehrt P-Selektin ausschitten und der
GPlIb-Rezeptor in geringem MaRe aktiviert witd Eine Reduzierung des
Blutglukosespiegels fihrteu einer Reduzierung der proatherosklerotischen

Thromboxanbildunty und folglich zu einer verbesserten Endothelprotektion.

Zudem zeigte sich, dass genetisdfaktoren, wie Alter und Geschlecht und
Herzinfarkte bei erstgradigen Familienangehdrigen vor dem 55. Lebensjahr bei
Mé&nnern und vor dem 65. Lebensjahr bei Fr&legine entscheidende Rolle
spielen. Hier liegt eine Androtopie vata das Risiko fur Manner unter 60 Jahren
doppelt so hoch ist eine koronare Hekzankung zu entwickeln als fiir Fraén

Die Gesamtheit verschiedener genetiscbhad beeinflussbarer Risikofaktoren
kann somit Uber einen langeren Zeitraweur Entstehung eer chronischen

Veranderung der Arterienwand, der Atherosklerose fihren.

Im Laufe des Lebens setzt der physiodote Alterungsprozess die Dehnbarkeit
der Arterienwand durch die Kalzifizieng herab und fuhrt so zu einer
Einschrankung der Windkessatiktion. Diese reguliert die
Blutauswurfsvolumina des Herzens zamen kontinuierlichen Blutstrom. Durch

die zuvor genannten Risikofaktoretkann der chronische Prozess der
Atheromabildung zusatzlich begunstigt wardsich in ausgepragterer Form in
friheren Phasen des Lebens manifestieren und klinisch zu Problemen flhren.
Atheroma manifestieren sich hauptdéth an Verzweigungen von arteriellen,
elastischen Gefal3en. Im Bereich dieBeddilektionsstellen besteht ein erhohter
intravasaler Druck und lokal niedriggchubspannungsverhaltnisse. Verminderte

Schubspannung fuhrt intravasal zu einetddorechung des laminaren Blutflusses
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und lasst Turbulenzen entstehen, die bei chronischen Verlaufen eine
Endotheldenudation beginstigen konnenddens et al. zeigten, dass es eine
positive Korrelation zwischen niedrigen Schubspannungsverhaltnissen und der
Wanddicke der Tunica intima in versctiémen Lokalisationen im arteriellen
GefalRsystem gift Laminare Blutstromverhdiisse besitzen somit eine
vorbeugende Funktion fur die Entstehung von Atheromen und wirken damit

schitzend auf die Inteigiit des GefalRendothels.

Die exakten molekularen Ausloser, dian zur Bildung von artesklerotischen
Plaques fuhrten, sind noch nicht ausremthbelegt. Dennoch gab es im Laufe des
letzten Jahrhunderts viele Theorien Pathogenese, die letztendlich durch Russel

Rosses ,Response-to-injury-Theoriitien Erklarungsansatz fandén

Auf diese Grundlage baut der aktuefitéand der Pathogenese auf, der davon
ausgeht, dass es sich bei Atherogide primar um ein Entziindungsgeschehen
handelt. Initial kommt esdurch den Einfluss von terieller Hypertonie,
Nikotinkonsum und Diabetes mellitus 2inem Endothelschaden. Die daraus
resultierende endotheliale Dysfurtkii schafft einhergehend mit einer
bestehenden Hyperlipiddmie die Grundafjir die Entstehung eines Atheroms.
Endotheliale Dysfunktion wird durch eimeMangel an Nitribxid (NO) bedingt
und zeichnet sich durch eine gesteigd?ermeabilitdt und eine Reduzierung der
Regenerationsfahigkeit des Endothalswie eine Beeinflussung der Auspragung
von Adhéasionsmolekilen am Endothelis. In NO-Knock-out-Mausen konnte
gezeigt werden, dass diese vermehrt dotklerose ausbilden und einen erhdéhten
Blutdruck entwickelf. Ein weiterer Faktor, der @ifunktion von NO beeinflusst,
ist oxidativer Stress. Bser fuhrt zur Bildung voreactive oxygen speci¢ROS),

die NO zu dem zytotoxiben Peroxynitrit oxidierén und somit dessen

vasoprotektive Funktion unterbinden.

In arteriosklerotischen Kanihenmodellen zeigte sich, dass siclw-density
Lipoproteine (LDL) in der frihen Ershungsphase von arterieller Plaque-
Bildung in die subendothiale Matrix einlagerff. Das Einwandern der LDLs in
die Tunica intima wird durch die leshte Permeabilitdt des Endothels und die
meist zusatzlich bestehende Hyperlipidamie begufsthytDadurch werden die
lokalen Endothelzellen aktiviert undexprimieren Adhasionsmolekile zur
Rekrutierung von Monozyten aus dem Blangelockt durch Chemokine setzen

sich Monozyten aus dem Blutstrom das Endothel fest. Eingewandert in die
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Tunica intima, nehmen sie dort als Maghagen oxidiertes LDL Uber exprimierte
Scavenger Rezeptoren &ufDie Oxidation des LDLs erfolgt durch die Enzyme
Lipoxygenase und Myeloperoxidase. Der #&ss der Schaumzellbildung fuhrt in
den Endothelzellen zur Ausschittung \#&ytokinen und Wachstumsfaktoren, die
weitere Monozyten und Lymphozyten rekrutiefenDer erste Schritt der
Leukozytenrekrutierung wird durch diereisetzung von P- und E-Selektin und
ICAM-1 auf aktivierten Thrombozyten und Endothelzellen ausgel&stErst
kirzlich konnte gezeigt werden,sdaeine Stimulation von oxLDL iwitro undin
vivo-Versuchen zu einer Aggregation vbhrombozyten und Monozyten fiihte
Dies leitet die Adhasionskaskade derukozyten ein, indem diese durch einen
mehrstufigen Prozess ins extrazellulare Gewebe einwatiderber
Entstehungsprozess von Atheromen wbastimmt durch Zell-Zell-Interaktionen
zwischen Endothelzellen und Vertreteter Blutzellen, vorrangig Monozyten und
Thrombozyten, sowie T-Lymphozyten. d3ie interagieren durch gegenseitige
Ausschittung von Zytokinen und Wathmsfaktoren. Die vollstandige
Aufklarung dieses Prozesses ist Gegenstand der aktuellen

Atheroskleroseforschung.

Die durch oxLDL-Aufnahme entstanden&thaumzellen sterben nach einigen
Tagen bis Wochen ab und geben dabei, aufgrund von unvollstandiger
Efferozytose das aufgenommene Lipoprowwiader frei. Efferozytose beschreibt
den Prozess der Phagozytose toter Bellzie Ausbildung eine Atheroms fihrt
neben der Bildung des fetthaltigen Diskerns zu einer Einwanderung von
smooth muscle cell§SSMCs) aus der Tunica media in die Tunica intima. Im
Gegensatz zum Tierreich kommen beimngieghen auch neben der Tunica media,
SMCs in der Tunica intima vdt Uber einen ldngeren Zeitraum kann dieser
chronische Entzindungsprozess, derteAenwand, zur Bildung eines, das
Gefalllumen verengenden Plaques fihEsnbesteht ein 10fach erhdhtes Risiko
einer Plaqueruptur, wenn diese besondgof ist, eine dinngébridse, kollagen-
arme Kapsel besitzt, wenige SM@sd zahlreiche Makrophagen aufweist und

zudem das GefaBlumen stark eingeendft &t
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Im Normalzustand fungiert das Endothel alsBarriere zwischen dem intra- und extravasalen
Raum (a). Durch bestimmte Einflussfaktoren wid die Integritdt des Endothels gestort,
dadurch wird die Permeabilitat erhdht und die Ausprdgung von Adhé&sionsmolekilen
beeinflusst (b). Dies fuhrt zur EinwanderungSMCs und Makrophagen in die Tunica intima.
Dort wird der nekrotische Kern der Plaque durch von Makrophagen aufgenommene
oxLDLs gebildet(c). Mit der Ruptur der &ufReren Plaquehille tritt der nekrotische
Kerninhalt in Kontakt mit Blutkomponen ten und es kommt zur Aktivierung von
Thrombozyten und einhergehend damit zur Thrombusbildung.

2.3. Duale antithrombozytare Therapie

Thrombozyten, in Zusammenarbeit rdgm Gerinnungssystem, sind der Initiator
fur die Entstehung eines arteriellen rdimbus, z.B. nach Ruptur einer
atheromatdsen Plaque in einer Koronamaet und stellen mit der Blockade ihrer
Rezeptoren den zentralen Ansatzpunktaleuellen antithrombozytaren Therapie
dar.

Die Standardtherapie eines Patientenakittem Myokardinfarkt ist die perkutane
transluminale Koronarangiographie mit Stentimplantation. Nach
Stentimplantation werden die Patienten fir eine gewisse Zeit mit einer dualen
antithrombozytaren Therapie behandBlie heutige Standardthapie post Stent-
Implantation: Acethylsalicylsaure als ein Thromboxan-AHemmer, wird mit

dem Thienopyridin, zweiter Genemati, ,Clopidogrel®, einem Adenosin-
Diphosphat P2Y>-Hemmer, als Pravention einer Stentthrombose verabteicht

Diese Kombination wird entsprechemden Leitlinien je nach Klasse und
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Evidenzgrad des Myokardinfarktes durBkBlocker, ACE-Henmer und Statine

erganzt’.

Als Vertreter der ersten Generation der Thienopyridine wurde ab 1978
»Ticlopidin® verwendet. Jedoch tratemei einigen Patienten in Folge der
Behandlung diverse Nebenwirkwery wie aplastische Ananite Neutropenié,

und eine thrombotisch thrombozytopenische Pufyitauf. Ab 1997 etablierte
sich die Verwendung des Thienopyridins Ctiirel. Mittlerweile sind weitere
Vertreter der Thienopyridine, wie ,Ticeglor* und ,Prasugrel” in Verwendung.
Insbesondere Prasugrel hat s@ls Alternative fur Clopidogrdbw-responder
etabliert und wird aktuell bei Patienten mit Stentimplantation im akuten
Koronarsyndrom als Standardtherapie einge¥etinter Prasugrel-Therapie
zeigte sich zwar ein etwas erhohtes Bhgsrisiko im Gegensatz zu Clopidogrel,

jedoch traten signifikant weniger Stent-Thrombosef’auf

Je nach Stentart, die eingesetzt wird émtlder behandelten Stenose, variieren
die Empfehlungen fur die Dauer der Eihnge des jeweiligehienopyridins zu

dem lebenslanglich empfohlenen Aspirin, zwischen 6 und 12 Mdftatéh

Ein kritischer Punkt ist die Zunalender Blutungsneigung von 20-60% unter
antithrombozytarer Theragie®® Daher besteht ein groRBes Interesse die
molekularen Mechanismen der arteriell@hrombose besser zu verstehen, um
somit Hinweise flr bessere therapeutesétmsatze zu schafiedie das Risiko der

erhohten Blutungsneigung auf ein minimales Mal} reduzieren.

Zusatzlich zur antithrombozytaren Thpre wird den Patienten empfohlen die
kardiovaskularen Risikofatiten zu reduzieren, indesie das Rauchen einstellen,
korperliche Bewegung erhdhen und damitthergehend eine Reduzierung des
Korpergewichtes anstreben. Eine bestehende arterielle Hypertonie und eine

Hyperlipidamie werden entsprechend den Leitlinien therapiert.
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3. Arterielle Thrombose

3.1 Definition

Arterielle Thrombose ist @rakterisiert durch ein irdvasal gefal3verschlieendes
Blutgerinnsel’. Dieses kann entweder dur&mdothellasionen (Denudation des
Endothels) oder durch die Ruptuder fibrésen Kapselhille einer
arteriosklerotischen Plaque entsteh&as Freilegen der &ikturproteine der
extrazellularen Matrix z.B. fibrillares Kollagen fuhrt zur
Thrombozytenaktivierung und leitetdie Gerinnungskaskade ein. Dieser
Mechanismus wird auch als Atherothrombose bezeichnet. Arterielle Thrombose
kann somit als pathologische Abweichung der physiologischen Hamostase
bezeichnet werdéh Denn es kommt zwar zum Verschluss der GefaRlasion, doch
diese fuhrt letztendlich zu klinischeKomplikationen, indem das arterielle
Blutgerinnsel den Blutflss unterbindet und eine Istohie des zu versorgenden
nachfolgenden Gewebes ausldst. Der siafbauende Thrombus entsteht durch
Zell-Zell-Interaktionen zwishen Endothelzellen, Throrabyten und Vertretern

der Leukozyten, die von einem Fibnetzwerk umgeben sind, sowie der
Beteiligung von Chemokinen und Zytolkn und der Ausbildung diverser

Adhéasionsmolekiile.
3.2. Bisherige Erkenntnisse zur Entsehung arterieller Thrombose

3.2.1. Bedeutung des Endothels

Im intakten Zustand fungiert das Enddthés Barriere zwischen dem intra- und
extravasalen Raum. Antithrombogene und vasoaktive Substanzen wie zum
Beispiel Prostazyklin (Prostaglandip PGL), Stickstoffmonoxid (NO) und die
Ektonukleotidase CD 39 werden vomEndothel abgegeben und dienen als
physiologische Plattchenhemmer. tickstoffmonoxid ist ein endogener
Vasodilatator, der die Ausbildung von dathelialen proatherosklerotischen
Adhasionsmolekiilen, wie VCAM-1 ater Zelloberfléache unterbinden kahond

somit antithrombogen wirkt. Prothrombogene Blutzellen wie Plattchen und
Leukozyten bedurfen einer Zell-Zelltbraktion mit dem Endothel um die
Entwicklung eines arteriellen Thromburgtiieren zu kdénnen. Unterstitzend fir
die antithrombogene Funktion des Endothels ist zusatzlich das auf der

Zelloberflache von Endothelzellerexprimierte Glykoprotein CD39, eine
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ADPase, welche verhindert, das#&denosindiphosphat (ADP) an die
thrombozytenstandigen Rezeptoren P2¥hd P2Y, bindet. Zudem kdnnen
Thrombozyten nicht an das intaktenddthel binden, da dessen Glykokalix im

intakten Zustand keine Thrombozyten sensiblen Rezeptoren besitzt.

Kommt es jedoch durch die Ruptur ainarteriosklerotischen Plaque zur
Unterbrechung der Endothelegritat, tritt die thrombogene, subendotheliale
Matrix in Kontakt mit zellularen Ritbestandteilen. Zudem &ndert das
angrenzende Endothel seine Oberflachenkonformitdt und bildet gezielt
Adhasionsmolekile und Zytokine zWwRekrutierung von Thrombozyten und
Leukozyten aus. Durch die Unterbrechung der Endothelschicht kommt es zur
Ausschittung von Serotonin und Thromboxdie, vasokonstriktiv an der glatten
Muskulatur der GefalBwand wirken und damit den Blutfluss an der Stelle
verlangsamen und den Verschluss deddihelschadens durch die Bildung eines
Thrombozytenaggregates einleiten. Durch die Freisetaleg) Gewebefaktors
(Faktor Il = Thromboplastin) wird di Aktivierung der Gerinnungskaskade tber
den Faktor X eingeleitet. Das Endothmldet in diesem Zusammenhang noch
mitunter Thrombospondin und von-Willebrand-Faktor (VWF) aus. Der vWF
kommt neben der subendotladén Matrix auch in den-Granula von aktivierten
Thrombozyten vor. Dieser bildet, wie im Nachfgenden beschrieben, die erste

Kontaktstelle zwischen den Thromboagtund der subendothelialen Matrix.

3.2.2. Beteiligung der Thrombozyten

Thrombozyten sind maRgeblich an dentstehung eines arteriellen Thrombus
beteiligt. Der Prozesaus Anheftung, Aktivierungind Akkumulation fuhrt zum

primaren Verschluss der Gefal3lasiond ist gekennzeichnet durch komplexe
Rezeptor-Liganden-Bindungen. Im Zugeder Plaqueruptur wird die

Endothelschicht unterbrochen und d&ut kommt in Kontakt mit der

subendothelialen extrazdbuen Matrix (ECM). Dese besteht aus einem
Netzwerk von Kollagenfibrillen, wehes mit seinen verschiedenen
Proteoglykanen und Glykoproteinen diédsionsstellen fiir Thrombozyten
exprimiert. Der VvWF stellt die pnare Bindungsstelle fir anheftende
Thrombozyten dar.

Die Anheftung der Thrombozyten wird primar tber den Rezeptorkomplex (GPlb-

V-XI) fur vVWF und dem Glykoprotein VIfur freigelegte Kollagenfasern
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vermittelt. Erst kirzlich wurde dem Rezep CLEC-2 (C-type like lectin-like
type Il transmembrane receptor) einedBetung fir die Thrombozytenaktivierung
zugeschriebefl. Die Bedeutung des GPVI-Rezeptors konnte anhand von GPVI-
defizienten Mausen, bei denen es zin&e Thrombozytenanbindung kam, belegt
werder®. Unterstiitzend konnten Dubios et ztigen, dass freigelegtes Kollagen
die Plattchenaktivierung ausl8stim GPIb-V-XI Rezepttkomplex bindet eine
der vier Untereinheiten des Rezeptors, die GRHinheit, die zusammen mit
Fibronektin und Laminin einen Rezeptomplex als molekulare Briicke bildet
Dadurch ist eine Anbindung selbst b®hen Scherkréaften moglich. Durch die
beiden Rezeptoren GPIb und GPVI amdgch die Konformation bestimmter
Integrine. Zu den wichtigen Integrinen zahlgg s und .; 3, die die Anbindung

der Thrombozyten an die subenddidie Matrix irreversibel machén GPlib-

llla ist ein thrombozytenstandiger Wfinogenrezeptor, der neben Fibrinogen
Bindungsaffinitaten fur Fibrin, vWF,Thrombospondin, Fibro-, Vitro- und
Retronectin besitzt. Das Integrinp ;1 spielt hingegen nur eine unterstiitzende,
aber keine essentielle Rolle in der Interaktion zwischen dem freigelegten Kollagen
und den Thrombozyt8h Zu weiteren Integrinen der Thrombozyten z&hléh,1
(VLA-5), .6 1 (VLA-6), welche Fibronectin und Laminin binden kdnnen. Aus
der Gruppe der 3-Integrine, .5 3, welches Vitronectin, Fibronectin und

Osteopontin binden karth

Ausgeldst durch den Adhéasionsprozedgtfdie Aktivierung der Thrombozyten.
Dabei werden Stoffe, wie AQPSerotonin und Thromboxan,Aaus den .-
Granula freigesetzt, wodurch sich di®rm der Thrombozyten verédndert, sie

Pseudopodien ausbilden und wedtZellen gebunden werd&n

Die Aktivierung der Thrombozytenkann zum einen durch den zuvor
beschriebenen Kollagen-indasten Weg eingeleitet ween, aber zum anderen
auch Uber Gewebefaktor. Dieser bigthzur Thrombozytenaktivierung keine
Endothelunterbrechung und ist unabhgngyn vWF und Glykoprotein VI. Damit
sich die aggregierten Thrombozytdmesser miteinander verzahnen koénnen,
kommt es zur Konformationsandeiy. Dabei verdndert sich die
scheibenahnliche, glatte Form der Thbhmmyten zu einer Kugelform. Auf dieser
Oberflache bilden sich sogenannte Pseudopodier. dfst durch diese
Formveranderung wird das Glykopeot GPIlb-llla auf der Oberflache

bereitgestellt. Dieser Rezep entsteht durch eine Umorganisation im Zytoskelett
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der Thrombozyten. Im Aktin-Myosinkompartiment wird durch “Glanen
globuléres in fibrillares Aktin umgewandelt. Hier wird aus deGranula P-
Selektin freigesetzt. P-Selektin igtin Adhasionsmolekil, welches auch in
Endothelzellen vorkommt und im Zugerdaktivierung, aus diesen freigesetzt
wird. Es bindet an das auf Leukozyteqpemierte Adhasionsmolekil PSGL-1 (P-
selectin glycoproteifigand 1). Neben den.-Granula gibt es auch kompakte
Granula, welche unter anderem ADP und®'Genthalten. ADP kann auf der
Zelloberflache von Thrombozyten an die sogenannten ;P2Md P2Y-
Rezeptoren binden, und dadurch diettekenaktivierung stimulieren. Der nun
bereitgestellte Rezeptor GPIIb/llla biridébrinogen aus dem Plasma, sowie aus
den aktivierten Thrombozyten freigesetztes Thrombospondin und Fibrinogen.
Dadurch entsteht ein vernetztes Thromtbemgeflecht, auch bekannt als weil3er
Thrombus®.

3.2.3.  Gerinnungskaskade
Durch die Aktivierung derGerinnungskaskade wird I¢lizh Fibrin gebildet,
welches ein Gerilst fur die aggregsert Thrombozyten schafft und so zur

Stabilisierung des entstandenen priemik dsionsverschlusses im GefaR ftthrt

Das Verstandnis von der Blutstilg hat im Laufe der Jahre einen
Paradigmenwechsel durchlautn 1964 wurde erstmals das Konzept der
Gerinnungskaskade als schrittweisezymatischer Umbau vorgest&ift? der in
die extrinsische und die intrinsische ridaung unterteilt wurde. Damals war die
Annahme, dass die Beteiligung dedldéren Hamostase unabhangig von der
Plasmatischen ablafft Heute geht man von eineamfassenderen Modell aus,
indem es komplexe Verlinkungen ®wehen der extrinsischen und der
intrinsischen  Gerinnung g%t Zuséatzlich sorgt der Organismus im
physiologischen Zustand dafir, dass @erinnung unterbunden wird, indem die
einzelnen Faktoren in Form von Proengmvorliegen und daher erst schrittweise

aktiviert die Blutgeinnung ausldsen kénngh

Die Kaskade der Gerinnung setzt sicls aarschiedenen miteinander verknipften
Aktivierungsschritten zusammen, die l&tdt dazu fuhren, dass Fibrinogen durch
Thrombin zu Fibrin umgewandelt wird. Der alleinige Ausloser der
Fibrinformierung ist der Gewebefaktdr Dieser kann zum einen durch den

Verlust der GefaRintegritat und zumderen auch ohne die Unterbrechung des
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Endothels entstehen. Laut Furie et abt@s einen zweiten Weg neben dem durch
Kollagen induzierten Weg, der die Thromigten aktiviert. Bei diesem geht man
davon aus, dass ein verschlisselter timak Gewebefaktorder von Monozyten
exprimiert wird, oder in aktiver Fornm der GefaRwand vorkommt durch das
Enzym Proteindisulfid-lIsomrase (PDI) aktiviert wd. Die Komplexbildung mit
dem Faktor Vlla fiihrt somit zur Fibrinbildufly PDI wird aus aktivierten
Endothelzellen und Thrombozytenim Bereich der entsprechenden
GefaRverletzung freigesetzt und wird fir die Fibrinbildung und
Thrombusformierung benétfjt Die Annahme bestand, dass das Endothel als
Barriere zwischen dem interstitiellen Faktor Vlla und dem intravasalen
Gewebefaktor (Faktor Il) fungierte, weilstrdurch den Gewebefaktor Faktor VII
zu Vlla aktiviert werden konnte Dieser Faktor Vil&kann dann wiederum VII
mit dem Gewebefaktor zu Vlla aktivesn. Dieser Prozess wird Gewebefaktor-
Autoaktivierung genanft Nach der Aktivierung von Na versetzt dieser den
Faktor X und Faktor IX, @ jeweils Komplexe bilderin einen aktiven Zustand.
Letztendlich wird durch die Kompikbildung Prothrombin (Faktor 1) zu
Thrombin (Faktor lla) katalysiert, welches Fibrinogen zu Fibrin umwandelt.
Fibrin fungiert als Stabilisator de3§hrombozytenaggregates, welches die

GefaRlasion primar verschliélt

3.2.4. Beitrag von Leukozyten zur arteriellen Thrombose

Leukozyten sind als Vertreter des angeborenen Imyster®s entscheidend an
der Entwicklung eines arteriellen Thrombus beteiligt. Im Zuge der Plaqueruptur
werden neutrophile Granulozyten und Moyien durch aktivige Endothelzellen

und Thrombozyten angelockt. Eine besondere Rolle nehmen hierbei die
neutrophilen Granulozyten ein, dienter anderem durch die Ausbildung
sogenannter Neutrophil Extracellular Traps lokal Pathogene bekampfen

konneri”:%8

Im Zuge der chronischen Entzindung ikern arteriosklerischer Plaques,
werden Endothelzellen durch die eingeldge Lipide stimuliert und bilden
vermehrt Adhasionsmolekille zur IRetierung von Thrombozyten und
Leukozyten aus. Monozyten gehdren zun desten Vertretern der Leukozyten, die
in Bereichen solcher Ernindungsherde auftreterDurch einen komplexen
Prozess aus EndothelanheftungRollen, Aktivierung, Adhésion und

Transmigration kommt es zur Ansammlung im extravasalen G&webe



1. Literaturiibersicht 15

Die Ruptur einer arteriosklerotiseh Plaque fuhrt durch exprimierte
Adhéasionsmolekile wie P-Selektin elsdls zur Rekrutierung von Monozyten
und neutrophilen Granulozyten. P-Seie wird auf der Oberflache von
aktivierten Thrombozyten und Endothelzellen exprimie8o konnten Dong und
Burger et al. zeigen, dass Mause miiter Mutation fir die Ausbildung von P-
Selektin eine deutlich verzogerte tearosklerotische Thrombusformierung
aufwiesei"’2 Der auf neutrophilen Granulozytesprimierte PSGL-1 (P-selectin
glycoprotein ligand 1) bindet an dd&-Selektin der Thrombozyten und der
Endothelzellen. Dadurch kommt es =ziner Aktivierung der neutrophilen
Granulozyten, die darauthin MAC-1(AD/CD18) exprimieren, welches ICAM-1
auf aktivierten Endothelzellen und GPIb auf aktivierten Thrombozyten binden
kanr'®.

Inwieweit Vertreter der Leukozyten, instondere neutrophile Granulozyten und
ihre ausgebildeten NETs, eine Rolen der Formierung eines arteriellen

Thrombus spielen, ist Teil dieser Arbeit.
4. Neutrophil Extracellular Traps (NETS)

4.1. Definition

Im Jahr 2004 konnten Brinkmann et akigen, dass neutrophile Granulozyten
aul3erhalb ihrer Zellstruktur durcltogenannte extrazellulare Netze (Neutrophil
Extracellular Traps — NETs)Pathogene inaktivieren kénrfén Es wird
angenommen, das NETs als eine friihe Fdem Zelltods oder als eine Form der
DNA-Extrusion® von intakten, aktivierten newiphilen Granulozyten gebildet
werden konnen. Damit kdnnen sie als &elldes angeborenen Immunsystems

Pathogene inaktivieréh

4.2. Entstehung und Struktur

Die Entstehung von NETs wird als NETdSibezeichnet und unterscheidet sich
dahingehend von nekrotisch oder aptipthh zugrunde gehenden Zellen, dass
hierbei die Kernhiilleicht zerstort wirfi. Kirzlich konnte jedoch auch gezeigt
werden, dass NETs von im Anschluss ntatlensfahigen Zellen gebildet werden
kénnerl’. Dies geschah nach voran gegargeStimulation mit Staphylococcus
aureus fur einen Zeitraum von 5-60rdten. Weitere Untersuchungen zur NETs-
Bildungin vivo geben Anlass zu der Annahme, dass die Zellen im Anschluss nicht
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zugrunde gehen, sondern weiterhin eingedckt funktionstiichtig bleiben. Yipp
et al. kamen zu dieser Annahme, si@ beobachteten, dass NETs bildende
neutrophile Granulozytenreiabnormes intravaskularesawling zeigten, welches
charakterisiert war durch die Aushildg unregelméRiger Pseudopodien und eine
Hyperpolarisation der Zelléh In vorherigenin vitro-Untersuchungen fand die
Formierung von NETS in einem Zeitrauvon 3-4 Stunden nach dem Stimulus

statt und die Zellen gingen im Anschluss zugrdhde

Nach dem aktuellen Kenntnisstand z&hleredie Bakterien, Pilze, Einzeller und
Viren zu den Auslosern fir NETosidNeben Mikroorganismen sind auch
chemische Faktoren wie R&S Lipopolysaccharide, Antikdrp& Antigen-
Antikorper-Komplex&®* und durch TLR 4 aktivierte Thrombozyténin der
Lage die NETs-Bildung von neutropmlé&ranulozyten auszuldsen.

Brinkmann et al. zeigten, dass NETsnerhalb von 10 Minuten nach der
Zellaktivierung der neutrophilen @nulozyten durch die Bindung des
Counterrezeptors PSGL-1 anSelektin, gebildet werdé€h Fuchs et al. zeigten,
dass der neutrophile Granulozyt fiie NETs-Bildung diverse Umbauvorgange
des Chromatins durchlauft, die schlieBlio einer Auflosung der urspriinglichen
Form resultieren und somit kommt esainer Durchmischung des Karyoplasmas
mit dem Zytoplasma und die NETs-Kompaten kénnen sich frei in der Zelle
durchmischen. Dieser Prozess bedidg Bildung von R@ durch NADPH-
Oxidase. Patienten mit chronischer Granulomatose besitzen keine NADPH-
Oxidase-Funktion und sind daher rtidh der Lage NETs auszubild€n Ein
weiteres Enzym, welches an der Bildung von NETs, genauer an der
Citrullinierung von bestimmten Histonen d&sllkernchromatins beteiligt ist, ist
Peptidylarginine deiminase 4 (PAD®*3)Eine Beteiligung an der NETs-Bildung
wird den Proteasen neutrophile aglase und Myeloperoxidase, die den
azurophilen Granula entstammen, zmechen, denn Mause mit einem
Knockout fur die Bildung von neutrophiler Elastase waren nicht in der Lage NETs

auszubildeff. Dies gilt auch fiir Patienten mit einer Mutation des MPO-&ens

Interleukin-8 und Lipopolysaccharid (LPS) fuhrtenvitro zur Entstehung von
NETS. An diesem Aktivierungsprozess voeutrophilen Granulozyten und dem
Initierungsprozess der NETs-Bildungndi verschiedene Rezeptoren, wie Toll-
like-Rezeptoren, Fc-Rezeptoren und oighe, beteiligt. Zudem wird
angenommen, NETs-Formierung abhangigvan ROS, welche durch NADPH-
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Oxidase gebildet werder® Jedoch gibt es auch Genannahmen, die ROS nicht
als initiale Bedingung fur die Bildung va¥ETs sehen, denn Chen et al. konnten
zeigen, dass Immunkomplexe in Mdeadung mit dem thrombozyten- und
makrophagenstandigen Rezeptor BRitA (CD 32) zur alleinigen Bildung von
NETs fiihrefi. Die Entschlisselung weiterer Bildungsmechanismen ist

Gegenstand aktueller Forschung.

Brinkmann et al. konnten durch speithe Immunfarbungen zeigen, dass
Neutrophil Extracellular Tragpzu einem kleinen Antetbestimmte Proteine aus
den verschiedenen Granulaformen ait#n. Dazu z&ahlen die neutrophile
Elastase, Cathepsin G, Myeloperoxiglas.actoferrin und Gelatinase. Zudem
waren Antikérperfarbungen auf diversestdine positiv. Der Haupéstandteil, aus

dem NETSs bestehen ist hingegen DNA

4.3. Funktion von NETs

NETs werden von neutrophilen Granulaaytgebildet und sind somit Teil des
angeborenen Immunsystems. In versdbren Versuchen konnte gezeigt werden,
dass NETs in der Lage sind Bakterigu toten und deren Verbreitung zu
unterbindeff’. Neutrophile Elastase degradiefie Virulenzfaktoren von gram-
negativen Bakteriéfi und ist somit ein zentrae Funktionselement in der
Bakterienabwehr. In Untersuchungen zur Rolle von NETs unter septischen
Bedingungen zeigten McDonald et al., ddmsnane NETs initiiert durch die
LFA-1-abhangige Interaktion von Thrdmozyten und neutrophilen Granulozyten
intravaskular vorkommende Bakterien immobilisiéfeVurde zuvor die NETS -
Degradierung mit DNase ausgelost, sank auch einhergehend mit der
Verminderung der Anzahl an NETs ds@mme der gefangenen Bakterien. NETSs,
die zur Pathogenbekampfung in den béesinusoiden unter septischen
Bedingungen gebildet wurden, verurs@eheinen deutlichen Gewebesch&den
Wichtige Erkenntnisse zur genauen Interaktion zwischen Thrombozyten und der
Aktivierung von neutrophilen Granulozytegelang Clark et al., die nachweisen
konnten, dass LPS alleine, auch mhen Konzentrationen keine NETosis
auslosen konnte. Dies war erst durch die LPS vermittelte Bindung an den TLR 4-

Rezeptor der Thrombozyten méglich

Ein weiterer Funktionsbereich von NETSs ist die Beteiligung an der Stabilisierung

der vendsen und arteriellen Thrombdsediesem Zusammenhang konnte gezeigt



1. Literaturiibersicht 18

werden, dass NETs an Thrombozyteimden und diese im Zuge der tiefen
vendsen Thrombose aktivieren kénffebes Weiteren konnten Massberg et al.
nachweisen, dass neutrophile Elast@seBestandteil von NETs, prokoagulierend
wirkt®®. Neutrophile Elastase degradieshd hemmt das antikoagulatorische
Molekul TFPI (Tissue factor pathway inhibitpr und trdgt somit zur
Thrombusstabilisierung b8 Weitere thrombusstabilisierende Mechanismen von
NETSs, sind die Aktivierung von FXII zu FXIfAund die Aktivierung der Toll-
like-Rezeptoren 2 und 4 durch die in NETs enthaltenen Hi&6hezudem
konnte gezeigt werden, dass NETs an rifbosstabilisierende Plasmaproteine,
wie VWF, Fibrin und Fibrinogen bind®h Neben der Degradierung der NETs
durch DNas® filhrt auch Heparin zu einer Desintegration von NETBes
Weiteren kann die Ausbildung von NETs durch einen PAD-Inhibitor, wie z.B. Cl-
amidine unterdriickt werdéh

Inwieweit NETs dariber hinaus an weiteren Mechanismen der Immunabwehr und

der Thrombusstabilisierurigeteiligt sind, ist Inhalt @keller Forschungsprojekte.

5. Zielsetzung

Durch die Generierung von arteriellehhromben aus zwei verschiedenen
Mausmodellen, sollte untersucht werden, welches der gangigeivo-Maus-

Modelle fur die Entstehung von arteriellehrombose, sich am besten fir den
Vergleich mit humanen Thrombenvon Patienten mit einem akuten

Myokardinfarkt eignet.

Durch verschiedene histologischearbungen von murinen Thromben des
passendsten Mausmodells und humanen koronaren Thromben sollten dann
Ubereinstimmungen bzw. Unterschieda der Thrombuszusammensetzung

zwischen Maus und Mensch untersucht werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war esit dem geeignetsten murinen arteriellen
Thrombose-Modell die funktionelle Beakeing der NETs bei der Entstehung der
arteriellen Thrombose zu untersuchen, dexdurch eventuell mégliche neue Ziele

fir neue Therapieansatze der arteriellen Thrombose zu finden.
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1. MATERIAL UND METHODEN

1. Rekrutierung von Patienten und Gewinnung humaner
Thromben
In dieser Studie wurden Patienten eingeschlossen, bei denen entweder aufgrund
typischer klinischer Symptome, labosshisch erhdhter Myokardmarker oder
EKG-Veranderungen die Indikation zitterzkatheteruntersuchung bestand und
bei denen sich in der Herzkatheterustehung ein thrombotischer Verschluss
einer Koronararterie zeigte. In all&@llen wurde aus medizinischen Grunden die
Entfernung des thrombotischen Materials aus der Koronararterie mittels eines
Extraktionskatheters  (Profdtd Extraktionskatheter, Vascular  Solutions,
Minneapolis, USA) durchgefiihrt. Die emimmenen Blutgerinnsel wurden direkt
vor Ort in Eppendorfgefal3e (Eppendoribes®, 5 ml) tberfuhrt, anschlieend in
flissigem Stickstoff (-196°C) schocKgeren und schlieBlich bei -80°C
konserviert. Fur die Studie lag ein posi#sviokales Ethikvotum vor. Von allen
Patienten wurde ihr schriftliches Einvi&nsdnis 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

wahrend der Herzkathetertersuchung definiert.

2. Gewinnung muriner Thromben

Die murinen Thromben wurden aus zwei verschiedenen etabligrtesivo-
Mausmodellen an der A. carotis communis, caudal der Bifurkation zur A. carotis
interna und A. carotisexterna, gewonnen. Diese Versuche sind durch
entsprechende Tierversuchsantragerch die Regierung von Oberbayern

genehmigt worden.

2.1. Verwendete Versuchstiere

Bei dem im Folgenden fir die besclwemen Versuche, verwendeten Inzucht-
Mausstamm, handelt es sich um C57BL/6J (JAXlice Strain). Dieser wurde
Uber Jackson Laboratories, Inc. bezod2e. Versuchstiere waren zwischen 8 bis
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14 Wochen alt und wurden dazuom Gewicht und vom Geschlecht

gleichermal3en passend in den Versuch genommen.

2.2. Haltungsbedingungen der Tiere vor dem Versuch

Die Unterbringung der Tiere erfolgte, naGeschlecht getrennt, in Gruppen von
bis zu 4 Tieren. Dies war selbst b@i&nnlichen Geschwistertieren mdglich.
Einzige Ausnahme der Gruppenhaltung, galt fur altere Zuchtbocke ohne
Geschwister, denn hier bedeutete diegenseitige Verletzungsgefahr fur das
einzelne Tier einen hoheren StressfakiDie Tiergruppenwurden in Kafigen
(Typ II, TECNIPLAST, HohenpeiRenlgyd in einem speziellen Schrank
(Ventilated Cabinet, TECNIPLAST, d¢henpeilenberg) gehalten. Die Kéfige
waren mit einer Einstreu aus Holzspanausgelegt und den Tieren wurde als
Enrichment, ein Papph&uschen und Wgkdoten. Der Schrank konnte gesondert
beluftet werden und besal3 eine rotgeti@rPlexiglasscheibe, die fur die Mause
undurchsichtig war, und sie somit einatressfreien, ruhigen Atmosphéare
aussetzte. Aufgrund dieser Scheibsar es moglich, die Tiere jederzeit
kontrollieren zu kdnnen ohne, dass diezelnen Kafige herausgenommen werden
mussten. Zudem hatten die Tiere stets Aggau pelletiertem Spezialfutter und

Wasser.

Am Lieferungstag wurden die Tiere in inneuen Kafige eingsetzt und dann erst
nach einer Woche in den Versuch genommen, um somit vorzubeugen, dass der
Transportstress, Einfluss auf den \Merssablauf und die Ergebnisse nehmen

konnte.

Bei allen Versuchen war der wichtig#ispekt die vorschriftsmafige Versorgung
und Betreuung der Versuchstiere nachmdektuellen Tierschutzgesetz. Dies
bedeutete zu jeder Zeit safzustellen, dass die Tiebei entsprechendem Bedarf
analgetisch abgedeckt waren und dugdschultes routiniertes Handling das

Stresslevel der Tiere zu jeder Zeitrgedrig 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 werd Die Narkoseeinleitung erfolgte mit
einem Inhalationsanéasthetikum, 4%igeefluran - Sauerstoffgemisch (Forene
100%, Abbot, Wiesbaden), sodassneei progressive Reduzierung des
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Bewusstseins, der Schmerzempfing und des Muskeltonus stattfand.
AnschlieBend wurde den Tieren die Kdndiion aus Fentanyl (Fentanyl HeXal
Hexal, Holzkirchen), Mdetomidin (Dorbene v&t Zoetis, Wien) und Midazolam
(Midazolam-hameln, hameln, Hameln) ayperitoneal injiziert. Damit waren die
Ausloschung der Schmerzempfindungs d@ewusstseins und die vollstandige
Muskelrelaxation gegeben. Die Kombirmati wurde gewahlt, da eine optimale
und ausreichende Abdeckung nicht duraredvionopraparatgabe erreicht werden
kann. Fentanyl ist ein Vertreter der iGipe und fihrt als Vollagonist am p-
Rezeptor zu einer supraspinalen (ul1) und spinalen (pu2) Analgesie. Ebenso
reduziert es die durch thermische oder chemische Stimuli verursachte
Nozizeptiori”. Medetomidin gehért zu den ptia-2-Adrenozeptor-Agonisten und
unterstitzt in Kombination mit Femtgl und Midazolam die optimale Sedierung.
Midazolam gehdrt zur Gruppe der Bedmzepine und wirkt sedierend und
zentral muskelrelaxieredd Ein Vorteil dieser Kombination ist die Aufhebungen
aller Sinneswahrnehmungen und ans@diede Mdoglichkeit der vollstandigen
Antagonisierung der einzelnen SubstanzBiese wurde fur die im Weiteren
beschriebenen Tiermodellecht genutzt, da es sich uakute Versuche handelte,
bei denen die Tiere im Anschluss an @iperation getdtet wden. Sobald sich
die Tiere im Stadium der Toleranzfaeden und keine Flexa@flexe auslosbar
waren, wurde das OP-Feld vorbereitet. Dazuwden sie im Bereich des ventralen
Halses rasiert (Ermila Handy, Wahl, Uriienach) und anschlieRend wurden in
diesem Bereich die Haare mit einer Enthaarungscreme ®{amid

Enthaarungscreme, ASID BONHerrenberg) entfernt.

Wahrend der Operation wurden dMéause mit einem 0,8%igem Isofluran-
Sauerstoffgemisch dber eine Kopfkammer versorgt. Da Midazolam eine
Atemdepression bis zu kurzzeitigen Appbasen auslosen kann, war der Einsatz
dieser Substanz zur alleinigen Aufnéerhaltung der N&pse nicht sinnvoif. Um

dem Vorzubeugen, wurden die Tiere kiamé durch den Versuch, wie bereits
beschrieben, mit einem volatilen Anasthetikum-Sauerstoffgemisch beatmet.
Zudem wurden die Augen der Tiere mit Augensalbe (BepafitAemensalbe,
Bayer, Leverkusen) vor dem Austkmen geschitzt und die Koérper in
Ruckenlage auf einer Warmeplatte fixiemd auf einer konstanten Temperatur
von 37°C gehalten. Denn die Verabteiog von Medetomidin kann zu einer

Absenkung der Korpertemperatur fuhf®n Zur Fixierung wurden die
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GliedmaRen der Tiere locker mit Klebeband (Transpbhedizinisches Pflaster,

3M Medica) an der Warmeplatte befestigin eine fixe Haltung des Tieres zu
jeder Zeit zu gewahrleisten. Abschlielend wurde das OP-Feld mit einem
Hautantiseptikum (Koddh Schiilke, Norderstedt) desinfiziert.

Das fir die OP verwendetesteck, wurde vor der Operation fir mindestens 20
Minuten in einem Desinfelonsbad (40 ml SekuséptPLUS, ECOLAB,

Monheim am Rhein, auf 1Liter Wasser)chaorheriger Reigung, desinfiziert.

Die zu Anfang eingeleitete Kombinatioregkose hat eine Wirkungsdauer von 45

— 60 min, sodass wahrend der ORjelendafRig die Flexorreflexe und die
Atemfrequenz kontrolliert wurden undedNarkose mindestens stindlich mit der
halben Anfangsdosis subkutan nachdosiert wurde. Des Weiteren wurde bei Bedarf
zusatzlich die individuell erforderliche Konzentration des Isofluran-

Sauerstoffgemisches angepasst.

2.4. In vivo-Maus-Modelle der arteriellen Thrombose

Fir diese Studie wurden zwei etabliente vivo-Maus-Modelle der arteriellen
Thrombose durchgefuhrt, das Drahtddationsmodell und das Eisen-I11I-Chlorid-
Model*'®% Dabei wurden die gewonnenen Thromben aus beiden Modellen direkt
mit den humanen Thromben makroskopismd mikroskopisch verglichen, um

im Anschluss das Modell mit den mieis Ubereinstimmungen als das direkte
Vergleichsmodell zu den humanen Thrankzu bestimmen. Makroskopisch war
von Bedeutung, dass durch das entspedb Mausmodell grof3e, kompakte und
gefallverschlielende Thromben eifiste Diese Vergleichbarkeit wurde

letztendlich durch das Eisen-IlI-Girld-Modell am besten erreicht.

2.4.1. Drahtdenudations-Modell

Diese Methode wurde wie nach Lindnet. al. beschrieben durchgefifhrin
diesem Modell wird die GefaRverletzumg Gegensatz zum Eisen-III-Chlorid-
Modell intravasal erzeugt. Dazu wurdke A. carotis communis dextra und
sinistra, mit den beiden Gabelungsasten A. carotis externa und interna,
freiprapariert. Die A. carotis communisd die A. carotis interna wurden vorab
temporér legiert. Der Zugang fur dierletzung im Bereic der A. carotis
communis erfolgte von kranial Gber die éarotis externa. Dazu wurden dieser
proximal und distal von der Bifurkation neinem nicht resorbierbaren Faden (8-

0 Prolene - Polypropylene, EthicdnSchlaufen gelegt. Bi distale Schlaufe
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wurde festgezogen bevor zwischen derdée Schlaufen dander Gefaf3schnitt
gesetzt wurde. Uber diesen wurde daim Draht (Hi-Torque FLOPPY Il Guide
Wire 0,014“, Abbott) bis zur tempoem Ligatur der A. carotis communis

eingefiihrt und 3 mal entlang d@efalwand vor- und zuriickgeschoben

Nach der Entfernung des Drahtes wurde gioximale Schlaufe der A. carotis
externa ebenfalls zugezogen, um Blutatistiirch die Inzisuzu verhindern. Im
Anschluss, wurde dann jeweils, wie loigir oben beschriebenen Methode, 3 oder
6 Stunden abgewartet und die Maus imsémuss getotet und der Teilabschnitt
der A. carotis communis mit dem fMmbus entnommen und in flissigem

Stickstoff konserviert.

2.4.2.  Eisen-llI-Chlorid-Modell

Um eine Thrombusbildung auszulésewurde bei diesem Modell, eine
Gefallverletzung durch extraghsppliziertes Eisen-llI-Blorid verursacht. Diese
Methode wurde erstmals durch Fay et al. beschri@beBei dieser Methode
wurde eine transmurale Zellnekrose verursacht, die die Integritat des
GefaRendothels zerststtder genaue Pathomechanismus dieser Methode wurde
unter anderem durch Woollard et genauer untersucht und beschriéfferDas
extravasal applizierte Eisenchlorid verursachte, durch den chemischen Stimulus,
eine Freisetzung von Gewebethromboplastin auf der Zelloberflache von
Monozyten und EndothelzellEi'** Dies hat zur Folge, dass die extrinsische

Gerinnungskaskade eingeleitet wird.

Woollard et al. zeigten, dass topisch lapertes Eisenchlorid durch bestimmte
Mechanismen bis hin zu einer intravasaEndothelverletzungen fuhrt und somit
ein Thrombus entsteht. Eisenchloridhgen das Gefal3lumen tber und dadurch
kommt es an der Zelloberflache der Hrgizyten zu einerProteinoxidation.
Damit tritt eine Hamolyse der roteBlutzellen ein. Das dabei freigewordene
Hamoglobin wird ebenfalls durch das Eisenchlorid oxidiert. Das oxidierte
Hamoglobin setzt bD,, reaktive Sauerstoffspeziesnd Proteinradikale frei,
wodurch wiederrum lipophiles Ham freigesetzt wird. Diese redoxaktiven
Substanzen erzeugen am Endothel eindialen Schaden und damit kommt es
zur Freilegung der subendothelen Matixd somit zur Platteenaktivierung und

der Einleitung der Gerinnungskask&te

Im Detail wurde bei der zur OP vorbestgn Maus, im desinfizierten OP-Feld,
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median im Halsbereich, ein ca. 1,5 ¢éamger Hautschnitt gesetzt. Die darunter
liegende Fettschicht und Mkelfaszien wurden vorsitg entfernt, sodass es
maoglich war die A. carotis communis simestund dextra frei zu préaparieren. Die
A. carotis communis wurde kaudal der Bifurkation zur A. carotis interna und
externa auf einer Lange von 0,5 cm freiprégé In diesem Bereich wurde dorsal
die Arterie mit einer schwarzen Folimnterlegt, um das umliegende Gewebe
spater vor dem Eisenchlorid zu schitfsiehe Abbildung 3). Danach wurde der
Arterienabschnitt getrocknet, sodass dasAnschluss applierte Eisenchlorid

nicht verdinnt wurde.

Abbildung 3: Extravasale Eisenchlorid-Applikation

Der oberen Rand aller Bilder ist die kaudaleAusrichtung des Tieres. Bild A zeigt die
freipraparierte 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 getrankte 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-IlI-
Chlorid getrankt und dann seitlich fir 3 Minuten an die Arterie angelegt. Nach 3
Minuten wurde das Filterpapier entiérund der Arterienbereich mit PBS
(Dulbecco‘'s Phosphate buffered saline, Sigma-Aldicteinheim) gespiilt und
der Thrombusbildung eine Zeit von 3 oder 6 Stunden gegeben.

Um einen genauen Uberblick tber dieugdgeschwindigkeit in dieser Zeit zu
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bekommen, wurden die GefalRvorgénge nsittter Intravitalmikroskopie (siehe

Kapitel ,Intravitalmikroskope‘) sichtbar gemacht.

2.4.3. Schwanzveneninjektion

Die in dieser Studie verwendeten Enm; wie Cl-amidine und isolierte mit DCF
angefarbte Thrombozyten, wurden denugkn Uber einen Sclanwzvenenkatheter
intraven®s appliziert. Die intravendse Applizierung erfolgte stets an narkotisierten

Tieren.

Der Katheter bestand aus €ir89G Kaniilenspitze (Microlant®, BD), die von
dem Konusgehause abgetrennt wurde undimen ca. 5-7 cm langen Schlauch
(Polyethylen, Portex) geschoben wur@eeser wurde wiederrum auf eine 30G

Kanule gesteckt.

Appliziert wurde langsam mittelsiner 1 ml Spritze (Plastipd% BD). Dies
geschah unter stetiger Kontrolle der Atmg. Die 1 ml Spritze eignet sich am
besten, um den Druck auf die Vene ogimegulieren zu kdnnen. Injiziert wurde
entweder in die V. caudalis mediamextra oder sinistra. Dazu wurde der
Schwanz kranial kurz vor dem Ansatwvischen Zeige- und Mittelfinger und
kaudal zwischen dem Ringfinger undndéaumen eingeklemmt. Damit wurde
die jeweilige Vene angestaut und fixieRie ausgewahlte Einstichstelle wurde
mit einem Hautantiseptikum desiziert und die Kanllenspitze des
Katheterschlauches wurde anschlieRBendlien Vene eingefihrt. Fillte sich der
Schlauch riucklaufend mit Blut, war der Katheter richtig positioniert. Die zu
applizierende Substanz wurde vor demftdiren in die Vene, ohne die Bildung
von Luftblasen, in den Katheter und die angeschlossene Spritze geflllt. Das
maximale Volumen, welches intravenagpliziert wurde, lag bei 0,3 ul pro
Injektion. Nach der vollstandigen pflizierung wurde die Kanullenspitze
vorsichtig aus der Vene gezogen und Hiestichstelle bis zum Sistieren der

Blutung komprimiert.

2.5. Thrombusentnahme

Im Anschluss an die Wartezeiten vomesi, drei und sechs Stunden, wurden die
jeweiligen Mause durch zervikale $dbkation getbtet unddie A. carotis
communis kaudal der Bifurkation und 0,5 &awdal dieser Stelle ligiert und das
Teilstuck mit dem entweder ein, dreder sechs Stunden alten Thrombus

entnommen. Die Thromben wurden in einem Einbettmedium (Tissu@-Tek
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Sakura, Alphen aan den Rijn, NL) fett und in ein Eppendorfgefald (1,5ml)
uberfuhrt und in flissigem Stickstofflsackgefroren. Bis zuWeiterverarbeitung

wurden sie bei -80°C gelagert.

3. Intravitalmikroskopie

Die Intravitalmikroskopie ermdglicht es vivo-Vorgange in den Gefal3en durch
das Anfarben von Blutzellen mit bestimmten Fluorchromen sichtbar zu machen.
Die Versuche wurden mit einemuélreszenzmikroskop (Olympus BX51WiI

Fluoreszenzmikroskop) durchgefuhrt.

3.1. Prinzip der IVM

Die Fluoreszenzmikroskopie beruht auf dem Prinzip, dass bestimmte Fluorchrome
angeregt werden und deren Emissionsjicii¢ mit dem Fluorchrom markierten
Zellen dadurch sichtbar macht. Wie durgbkscht et al. bescieben, wird das
Licht zur Anregung in einem Auflichluminator erzeugt. Dieser nutzt
Hochdruckmetalllampen zur Erzeugung des bendtigten Lichtes. Diese Lampen
sind in der Lage besonders hohe Lichtintensitdten zu erzeugen. Das somit
erzeugte Licht wird durch bestimmtenisen gebindelt und auf einen sogenannten
Anregungsfilter gelenkf>. AnschlieRend trifft das Licht auf einen dichroitischen
Teilerspiegel, der in einem 45° Winkel &icht so ableitet, dass es auf das
Préaparat gelenkt wird. Ddscht, welches vom Teilerspgel gebrochen wird, ist

fur diesen undurchlassfly. Das mit einem Fluorchromarkierte Praparat nimmt

das Anregungslicht auf. Im nachsten Kebist genauer beschrieben, wie das hier
genutzte Fluorchrom DCF das Anreguidg umwandelt und Emissionslicht
wieder abgibt. Das vom Fluorchrom abgbene Licht ist dann durchlassig fur
den Teilerspiegel und kann ihn passie und Uber einen ohgeschalteten
Emissionsfilter geleitet werdé. Das aus dem Emissionsfilter passierte Licht
kann dann durch das Okular wahrgenommen werden und die markierten
Strukturen in der Maus werden so s$bdr. Entscheidend dafir ist, dass der zu
untersuchende Bereich kontinuierlich clureinen Wasserspiegel aus erwarmter
NaCl-Losung (Isotonische Kochsalz-ligy, Braun, Melsungen) bedeckt ist.
Denn das Wasser-Immersions-Oltjek20x, NA 0,95) benétigt eine
kontinuierliche Wasseranbindung, um eigete Bildqualitat produzieren zu
konnen. Die Videosequenzen des Fluoreszenzmikroskops (Olympus BX51,
Hamburg) wurden Uber eine Digikamera (ORCA-ER CCD Kamera,
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Hamamatsu) mittels einer Softwaree{lCR, Olympus, Hamburg) angeschaut,

bearbeitet und ausgewertet.

3.2. Verwendete Enzyme und Fluorchrome
Far die Intravitalmikroskopie wurden folgende Enzyme und Fluorchrome genutzt:

3.2.1. Cl-amidine

Der hier genutzte Inhibitor Cl-amidin@emmt die Enzyme Peptidylarginin
deiminase 2, 3 und bevorzugt 4. Cl-amaligehort zu den potentesten PAD 4-
Inhibitorert®”. PAD 4 ist die einzige PAD, diin den Granula und im Zellkern
vorkommt, Physiologischer Weise wird sie in Leukozyten exprirtfiérSie ist
unter anderem zusammen mit der neutrd@phElastase und Myeloperoxidase an
den Umbauvorgdngen des Chromatins voautrophilen 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 Am#nog Arginin in Citrullin umgewandelt
wird. Es konnte gezeigt werden, dd38D 4 diese Umwandlung bedingt und
essentiell fur die Entstehung von NETSs ist. Denn PAhdekoutMéause zeigten
keine Ausbildung von NET&*™ Der Inhibitor (Cl-amidine, Calbiochét
wurde der Maus 30 Minuten pra OP inteads Uber einen Schwanzvenenkatheter
gegeben. Die gleiche Menge der Losungssanz (PBS) diente als Kontrolle.
Dazu konnten Knight et al. in einemurinen Modell mit NZM-Mausen zeigen,
dass die Gabe des PAD 4 Hemmersemer signifikant niedrigeren NETs-
Ausbildung als in derKontrollgruppen fiihrt&. Die irreversible Hemmung der

PAD 4 durch Cl-amidine konnia vitro- undin vivo-Versuchen belegt werdEi

3.2.2.  Dihydrodichlorofluoreszein

DCF (2,7 Dihydrodichlorofluoreszein) istin Fluoreszein, welches zur Gruppe
der Xanthenfarbstoffe gehdtt Es wird als DCF-Dicetat, welches eine
zusatzliche Estergruppe besitzt, verwendates so effektiver in der Zelle geladen
werden kann. Zudem ist es so Zellmearbpermeabler und kann somit leichter in
intakte und lebende Zellenngieten. Im Zytoplasma wd die Estergruppe durch
zellulare Esterasen abgespalten undRiest des Molekiils wird oxidiétt. DCF
wird mit einer Wellenlange von 500 nm aktiviert und gibt ein Licht mit der

Wellenlange 525 nm wieder als Emissiori*ab
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DCF wird in der Intravitalmikrdsopie als Fluorchrom verwendet, um
Thrombozyten sichtbar zu machen. Dieserden zuvor isolig und den Tieren
intravenos injiziert. Nach Aescht et alird der Effekt des Leuchtens durch DCF
dadurch erzielt, dass DCF Licht ausseneetnn es mit Licht einer definierten
Wellenlange bestrahlt witlf. Fluorchrome, wie DCF besitzen Elektronen, die
durch gesendetes Licht bestimmter Wellenlédnge, in einen angeregten Zustand
gehoben werden kodnnen. Bevor sie wieder in ihren Ursprungszustand
zuruckgehen, verlieren sie Energie, die als langerwelligeres Licht abgegeben wird.
Die Farbe, des abgegebenen Lichtésdabei immer zu langerwelligerem Licht

hin verschobeli®. Naheres siehe im Kapitel: ,Prinzip der IVM*“.

3.3. Isolierung und Applizierung von Thrombozyten

Die Isolierung und Applizierung von gebien Thrombozyten wurde fir die
Darstellung der Thrombusentstehummy vivo mittels der Intravitalmikroskopie
durchgefiihrt. Damit war es moglich emgenauen Uberblick tiber den zeitlichen
Verlauf der Thrombusentstehung zu bekommen. Dazu wurde Blut einer
Spendermaus gewonnen. Dieses wurde iatcall mittels einer mit 170ul Citrat
(Monovett€, Sarstedt) gefiillten Spritze abgenommen. Aus dieser Blutprobe
wurden dann die Plattchen isoliert und mit DCF angefarbt. Die Spendermaus
wurde zur Durchfihrung der Blutabnahmekmdisiert und imAnschluss durch

die zervikale Dislokation getotet.

Die Plattchen wurden nach Massberg et al. isélferbazu wurde das Citrat-
Blutgemisch zuerst vorsichtig in elACS-R6éhrchen gefiillt und dann mit einem
Tyrodes-Puffer (pH-Wert 6,5), bestehemdls Tyrodes, deaBtertem Wasser,
10mM Hepes, Bovines Serumalbun(BSA, Albumin Fraktion V, Rotf) und
Glukose (Dextrose-monohydrate, Sigma-Aldfich Taufkirchen) auf eine
Konzentration von 1:1 gebracht und bei @Ofir 20 Minuten zentrifugiert
(Eppendorf Zentrifuge 5804). Nach densten Zentrifugationsschritt wurde der
Uberstand erneut mit Tyrodes-PuffépH-Wert 6,5) 1:1 gemischt und der
Farbstoff DCF hinzugegeben. Dies wuiinn 3 Minuten im Dunkeln inkubiert.
Nach erneutem Zerifugieren bei 125Qy fur 10 Minuten wurde der Uberstand
verworfen und das Pellet zu gleichentéiten zuerst mit 6,5 pH und anschlie3end
mit 7,4 pH Tyrodes-Puffer resuspendiert und die Zellzahl in einem
Blutanalysegerat (ABX Micros E®0, HoribaABX) bestimmt, sodass eine
einzelne Portion zur intravendsempplikation eine Gesamtmenge von 150 X/10
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Zellen bei einer Gesamtmenge von 250 pl enthielt.

Dies wurde den narkotisierten Tieren vor der OP (Uber einen

Schwanzvenenkatheter injiziert.
4. Histologie

4.1. Anfertigung von histologischen Schnitten

Die tiefgekiihlten Thromben wurdenitneinem Kryotom (Thermo Scientifit
CryoStaf® NX70) bei -20°C im Querschnitgeschnitten. Dafir wurden die
Thromben mit einem Einbettmedium §Sue-Tek®, Sakura, Alphen aan den Rijn,
NL) aufrecht auf einen Stempel geset?as Einfriermedium stabilisiert das
Gewebe und zeitgleich ist es dadurclighith eine gréRere Schnittflache zu

erreichen.

Aus diesen Blocken wurden dann jeweils 5 um dicke Schnitte angefertigt. Pro
Thrombus sind insgesamt 30 Querschnategefertigt worden. Der Rest des
Thrombus wurde im Anschluss wiedaynserviert und aufbewahrt. Die murinen
Thromben befanden sich im Gegensatz zu den humanen Thromben noch im
Gefal3. Daher musste die entsprechemWdeerie erst bis zum Beginn des
Thrombus angeschnitten werden. Ab dem Beginn des Thrombus wurden dann 30
Schnitte angefertigt. Jeweils 2 Schnitterden zusammen auf einen Objekttrager
(Menzel Glaser Superfr@sPlus, 25 x 75 x 1,0 mm, Gerhard Menzel GmbH,

Braunschweig) aufgetragen.

Anschlie3end wurden die Objekttrager bis zum néchsten Verarbeitungsschritt bei
-20° C gekuhlt.

4.2. Immunfluoreszenzfarbung

Die Schnittflache der rekrutierten hunga und generierten murinen Thromben,
wurde auf die Qualitdt und Quantitén bestimmten Blazellkomponenten hin
untersucht. Dies wurde mittels der Immunfluoreszenz durchgefuhrt. Das Prinzip
der Immunfluoreszenz  beruht rdaf bestimmte  Epitope (z.B.
Oligosaccharidkette, Aminosauregruppe)lie spezifisch fir bestimmte
Zellgruppen sind, durch die entsprechende Affinitat von Antikdrpern nachweisen
zu koénnef™ Fir die Auswertung dieserArbeit wurde die indirekte

Nachweismethode durchgefiihrt.
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Konjugiertes Fluorchrom

Sekundarantikirper
Primarantikdrper

Antigenepitop

Abbildung 4: Indirekte Nachweismethode

Es wurden monoklonale Primarantipér und polyklonale Sekundarantikérper

genutzt.

Die verschiedenen Antikérper, die vemdet wurden sind in den Tabellen im
Kapitel: ,Antikdrper” aufgelistet.

1.1.1. Praparatvorbereitungen

Im ersten Vorbereitungssatirwurden die Querschnitiger Thromben, auf den zu
farbenden Objekttragern, groRflaghmit einem Fettstift (ImmEdd& pen,
Vector) umrandet. Alle Prozessschrittes Farbens fanden bei Raumtemperatur
statt. Der Fettstift gewéhrleistete, das$ die Schnitte aufgetragene Flussigkeiten
nicht ablaufen konnten. Danach werd die Schnitte mit einer 4%igen
Formaldehydlésung fir 3 Minuten xfert. Durch die Ausbildung von
Aldehydgruppen wird die Aolyse des Gewebes gegpt. Dies war fiur die
Qualitdt des Farbeergebnisses von grofRer Bedeutung, da die sonst bei
Raumtemperatur einsetzende Autolysed einhergehende Denaturierung von

Proteinen unterbunden wurde.

Nach der Fixierung wurden die Schnitte mit einer Pufferldosung gewaschen. Bei
dieser handelt es sich um die pplostgepufferte Kochsalzlosung (PBS -
Phosphate buffered saline, GIB&Omit 0,1%igem Tween-Anteil (Tween 20
Polysorbat-20, Sigma Aldrich). Tweenst ein Detergens, welches den
Waschprozess unterstitzt und es somit ermdglicht, dass die Formaldehydfixierung
nach 3 Minuten aufgehoben wurde. Im weiteren Verlauf diente dieser Puffer dazu,
ungebundene Antikorper von den Schniteenwaschen, damit war nachfolgend

eine spezifische Antikiperbindung gewéhrleistet.

Bevor der jeweils erste Antikorper aufgegen wurde, wurden ein Gemisch aus
Bovinem Kalberserum Albumin (BSAAlbumin Fraktion V, Carl Roff), Fc-
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Antikorper (1:100, Purified Anti-mouse&Zlone: 93, CD 16/32, ml at 0.5mg/ml
blocks FC-binding, Bioscie®) und PBS aufgetragen.d3iermoglichte, dass der
primare Antikérper spezifisch binden konnte. Denn das fremde Serum besitzt
keine spezifischen Antikorper gegensdgesuchte Antigen und hat somit an
unterschiedlichen Ladungen des Gewebes gebutfdeer Fc-Antikdrper bindet

an Fc-Rezeptoren auf der Zelloberflaah®d verhindert soiy dass der Fc-Teil

des Primarantikérpers an diese Rezeptoren binden kann und dadurch samtliche
unspezifische Bindungsmdglichkeiten fislen Priméarantikérper besetzt. Das
Gemisch wurde fur 30 Minuten ohnesehlieRende Waschung auf den Schnitten
belassen. AnschlieRend wurden dann je nachdem welche Zellen sichtbar gemacht
werden sollten, die spezifischen Priméarantikérper mit einer Inkubationszeit von
jeweils 60 Minuten direkt auf das Blockemisch aufgetragen. Nach dieser Zeit
wurden die Schnitten drei Mal mit der zuvor verwendeten gepufferten
Kochsalzlésung und 1%igem Detergegswaschen. Die zweiten Antikorper
hatten ebenfalls eine Inkubationszeit \eth Minuten. Alle Antikbrper wurden in
1%igem PBS verdunnt und es wurde jeweils eine Menge von 100ul auf jeden
Schnitt aufgetragen. Zudem wurdedie Schnitte wéhrend des gesamten
Farbeprozesses in einer von Lichsdeiitzten Farbekammer (Stain TrayCarl

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

Antikodrper aufgelistet.

Tabelle 1: Murine Antikérper

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 Antikdrper

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. Pré&paratnachbereitungen

Nach der Inkubationszeit dg@weiligen sekundaren Antikper wurde direkt eine
Verdinnung eines DNA-Fluoreszenz-Farbstoffes (Hoechst 33342, 10mg/ml
solution in water, Invitrogen TM Mektular ProbesTM 10 ml) aufgetragen, um
einen Kontrastfarbstoff zum Chragen zu schaffen und um somit die
Morphologie des Schnittes ser darstellen zu kénréh Im Anschluss wurde
dann letztmalig wie bisher gewaschen. Nach der Waschung mussten die
Objekttrager feucht gehalten und zugimgedeckelt werden. Dazu wurde ein
Tropfen eines Eindeckmediums fir uBteszenzfarbunge (Fluorescence

Mounting Medium, Dako) auf den Objekttrager gegeben und dann ein
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Deckglaschen ohne Luftblaseneinschlass die Thrombusschnittflache gegeben.
Die gefarbten Schnitte wurden anschlieend bis zum Photographieren bei 6°C
lichtgeschitzt gekuhlt. Um @ optimale Bildqualitaund Farbstoffintensitat zu
gewahrleisten, wurden die gefarbten Schnitte innerhalb von 48 Stunden

photographiert.

1.1.4. Farbekontrollen

Um die gefarbten Ergebnisse korrektempretieren zu kénnen, wurden jeweils
geeignete Positiv- und Negativkontrollen durchgefiihrt. Diese sollten zeigen
inwieweit spezifisch der jeweils veemdete Antikbrper war. Zudem konnten
falsch negative und falsch positive Hogesse ausgeschlossen werden. Fir diese
Arbeit wurden zwei Negativkontrollen dirgefiihrt. Beide gaben Aufschluss
Uber das Ausmald an unspezifischen Reakn des priméren Antikoérpers. Diese
Reaktionen kdnnen durch das unspezifisBhmelen des Primarantikorpers an Fc-
Rezeptoren oder an spezifisch geladene Zelloberflachenproteine der
nachzuweisenden Zellen nmesacht werden. Um dies zu vermeiden sind, wie in
den Praparationsvorbereitungen besdame bestimmte Vorkehrungen getroffen

worden.

Die erste Negativkontrolle gibt Aufsitlss dartiber, ob der sekundare Antikorper
unspezifisch bindet. Die zweite Nativkontrolle mit dem Isotypen des
verwendeten Primarantikdrpers gibAufschluss (ber das falsch positive

Hintergrundsignal der jeweiligen Farbung.

Tabelle 3: Farbekontrollen

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 Immunfluoreszenzfarbungen

Die Thrombusschnitte wurden im Anscktuan das immunhistologische Farben
unter dem Fluoreszenzmikroskop (t@i DMRB, Bensheim) durch eine
Digitalkamera (AxioCam, Zeiss, Goéttingen) und eine entsprechenden Software

(AxioVision) photographiert.

Dazu wurde von jedem Objekttrager eidbersichtsaufnahme mit entweder 5x
oder 10x VergroéRRerung angefertigtotv der Thrombusgesamtflache sind dann
jeweils vier Bereiche ausgewahlt kden, die dann in 40x Vergrol3erung
photographiert wurden. Diese Bereicsiad manuell ausgewéhlt worden, wobei
darauf geachtet wordent,igddass sie gleichmaRig lbdie Gesamtiche verteilt
waren. Entscheidend bei der Auswahk d®x VergroRerungsaufnahmen war,
dass die gesamte Bildflache durch Thronmbasse bedeckt sein musste. Dies war
entscheidend flr die spéateren prozentualen Ergebnisse. Denn die Leukozyten und
neutrophilen Granulozyten wurden malhwsisgezahlt und dann prozentual auf
die Thrombusgesamtflache hochgerechnet. Der Anteil an Thrombozyten, wurde
qualitativ durch ein positives Farbeergeb(CD 41-Farbung) bestatigt. Fir die
Ermittlung des Thrombozyten- und Fibrinogateils, wurden die Farbbilder mit
Hilfe der Bildanalyse-Software Imagdanlein schwarz-wedBild konvertiert und
durch ein weiteres Bildanalyseprogrami@aplmage) quantitativ ausgewertet.
Damit konnte der Thrombozyten- und Fibrinogenanteil pro Thrombusflache in

mnY ermittelt werden.

1.2.2.  Statistische Auswertung

Die Daten der gewonnen Ergebnisse vemrdstatistisch mit SigmaPlot 12.0
(Systat Software, Inc, Chicago, USAjraphisch dargestellt und mit Adobe
lllustrator CS6 (Adobe Systems Incorpgad, San Jose, USA) angepasst. Zur
Ermittlung der Signifikanz zwischen zwei zu vergleichenden Gruppen, fuhrte
SigmaPlot zuerst zwei Tests durch.nZweinen den Test auf Normalverteilung
nach Shapiro-Wilk und den Test zur Prifung der Varianzgleichheit (Equal
Variance Test). Wenn die Tests ergalmass keine signifikante Abweichung von
einer Normalverteilung und einer Vanzhomogenitdt bestand fuhrte das
Programm den t-Test zur Sighifinzermittiung durch. Lagen diese

Voraussetzung fur den t-Test nicht viithrte das Programmregn Alternativtest,
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den Rangsummentest nach Mann-Whitney durch.

Im Fall der Abbildung 16 wurde, umaliStarke des Zusammenhangs zwischen
den beiden Variablen durch ein Korrelationsmald zu quantifizieren, der

Rangkorrelationskoeffizient na¢tendall Tau ermittelt.

In den Graphen sind die Mittelwerte durehtsprechende Querbalken dargestellt
und werden zusammen mit dem SD (Staddadeviation) und der EffektgroRe
angegebell’. Ausnahme stellt Tabelle 4 dan, der die Mittelwerte zusammen

mit dem SEM (Standard errof the mean) angeben sind.
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V. ERGEBNISSE

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

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedenevivo-Mausmodelle zur Generierung
arterieller Thromben in der A. carotis verwendet. Im ersten Modell, dem Eisen-
[lI-Chlorid-Modell, wurde Thrombuswachstum in der A. carotis durch die
extravasale Applikation vorkisen-llI-Chlorid induziet. Im zweiten Modell
wurde die Entstehung des arterielleThrombus durch die mechanische

Endothelverletzung mit Hilfe ees Drahts ausgeldst.

In beidenin vivo-Modellen wurden Thromben nach 1, 3 und 6 Stunden nach
Endothelverletzung entnommen. Die enschiedlichen Zeitpunkte wurden
ausgewahlt, um frihe Thrombusenitsteg mit einem spateren Zeitpunkt der
Entwicklung innerhalb deModelle und im direkten Bezug zu den humanen

koronaren Thromben vergleichen zu kdnnen.

Die Thromben, des Eisen-llI-ChldriModells, wiesen eine kompakte,
gleichmaRige Struktur auf und fillten in der Regel das gesamte Gefal3lumen aus.
Im Gegensatz dazu waren die Thrombees Drahtdenudationsmodells, deutlich
weniger kompakt und insgesamt kleiner, ohne den kompletten GefalRdurchmesser

auszuftllen (Abbildung 5).

FeCl,3h Denudation 3h

Abbildung 5: Immunfluo reszenzdarstellung der Thrombozytenflache

Die Querschnitte der murinen Gefal3e enthalte morphologisch deutlich unterschiedliche
Thromben. Sie sind mit einem CD41-Antikérper (iot), positiv fir Thrombozyten, angefarbt
worden. Die Zellkerne wurden mit Hoechst sichtbar gemacht (blai). Der MaRstabsbalken

betragt 100 pm.
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Dies lasst vermuten, dass die Behandlunig Eisen-11I-Chlorid ein starkerer
Stimulus fur die Thrombusentstehung & die mechanische Endothelverletzung

im Drahtdenudationsmodell.

Durch ihre kompaktere Thrombusmas#enelten die Thromben des Eisen-Ill-
Chlorid-Modells im Gegensatz zurDrahtdenudationsmodell, makroskopisch
mehr den in dieser Studie analysierten humanen koronaren Thromben, als die

Thromben des Drahtdenudationsmodells.

Aufgrund dessen wurden die folgendéhistologischen Analysen und der
Vergleich zwischen murinen artetesh Thromben und humanen koronaren

Thromben anhand von Thromben des &ilB&Chlorid-Modells durchgefuhrt.

Es ist bekannt, dass Thrombozyten eemtscheidende Rolle bei der Entstehung
arterieller Thromben spielen. Dementsghiend konnten CD4IFhrombozyten in
groBer Anzahl in den 3 Stunden alten Thromben beider Mausmodelle
nachgewiesen werden (Abbildung 5). Bln Thromben des Eisen-IlI-Chlorid-

Modells fillten Thrombozyten 80,5% + 9,3% der gesamten Thrombusflache aus.

Neben Thrombozyten zeigte sich in daarinen Thromben eine grol3e Anzahl an
CD 45+ Leukozyten. Die Immunzellen waren Thrombus in Zellgruppen oder
Reihen angeordnet. Dies stellte einen deutlichen Unterschied zu den diffus Uber
die gesamte Thrombusflache vertailteThrombozyten dar. Zur weiteren
Differenzierung der Leukozyten, wurdeezgelt auf neutrophile Granulozyten
durch die immunfluoreszierende Farbung aeutrophile Elastase untersucht.
(siehe 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
(grin), das untere Bild zeigt die Darstellungder neutrophilen Granulozyten durch die
Anfarbung der neutrophilen Elastase (rot). Zellkerne sind mit Hoechst (blau) angefarbt.

Der Mal3stabsbalken betragt 10 um.

Im Anschluss an die qualitative D#alung der Leukozyten, wurden diese
quantifiziert. Dabei lag der Anteil deneutrophilen 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 Gruppengrof3e betragt n=14. Der Median ist jeweils durch

einen Querbalken dargestellt.

Um mehr Uber die Rekrutierung von uk®zyten zu erfahren, wurden murine
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Thromben des Eisen-III-Chlorid-Modells 3 und 6 Stunden nach der Induktion

des Thrombuswachstums auf Leukozytetetsucht. Die jingsten Thromben, mit
einem Alter von einer Stunde, wiesen aulth geringste Anzahl an Leukozyten

auf. Mit steigendem Thrombusalter nahm entsprechend die Leukozytenzahl im
Thrombus zu. Die Anzahl der quantifisien Leukozyten war um das 4-fache
hoher in den sechs Stunden alten Thromben, als in den Thromben eine Stunde

nach Induktion der arteriellefhrombose (siehe Abbildung 8).

p=<0,001
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0 1 2 3 4 5 6

Zeitverlaufin h
Abbildung 8: Zusammenhang zvischen der Anzahl der Leukozyten und dem Thrombusalter
in Thromben aus dem Eisen-III-Chlorid-Modell

Die hier dargestellten GruppengréRen betragenn=16 (1h), n=14 (3h) und n=10 (6h).
Mittelwert £ SD. Die Effektgrof3e betragt: 1h-3h: 0,92; 3h—6h: 1,43 und 1h-6h: 2,35.

Zusammenfassend lasst sich sagedass diese Untersuchungen zeigen, dass
Thrombozyten, und neutrophile Granuften, als grof3te Untergruppe der
Leukozyten im Thrombus, die wichtigst Zellgruppen in der arteriellen

Thrombosean vivo darstellen.

2. Vergleichbare Mechanismen der arteriellen Thrombose
bei Maus und Mensch

Nach Auswertung der murinen Thrombduolgte der Vergleich des Eisen-lll-
Chlorid-Modells mit den humanen koraea Thromben. Die humanen Thromben
stammten von Patienten, die sich aufgt eines thrombotischen Verschlusses
einer Koronararterie einer notfallmgBn Herzkatheteruntersuchung unterziehen
mussten. Wahrend der Herzkathatgersuchung konnte die betroffene
Koronararterie durch Absaugen dethrombotischen Materials wieder
reperfundiert werden. Diese UnterBuagen fanden zum einen im Klinikum

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

anschlieBend fir die Immunbreszenzfarbung vorbereitet.

Insgesamt wurden 137 Thromben von 137 Patienten gesammelt. Von diesen 137
Patienten erteilten 25 nicht die sctiithe Genehmigung zur histologischen
Aufarbeitung des thrombotischen Magdsi und wurden deshalb aus der Studie
ausgeschlossen. Von den verbliebeb&® Thromben konnten 14 nicht analysiert
werden, da das Thrombusmaterial zurkleiar. Letztendlich standen 98 humane
Thromben aus Koronararterien fur disstologische Aufarbeitung zur Verfigung
(siehe 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 d&Xer Groldteil der Patienten waren
Manner mit einer koronaren 1- odé&-Gefal3erkrankung (36,45) und einer
reduzierten linksventrikularen Ejektidraktion (EF = 46 + SEM 10%). Uber die
Halfte der Patienten (61,6%) wurdeitneinem ST-Hebungsinfarkt stationar
aufgenommen. Zu den haufigsten kardekudaren Risikofaktoren der Patienten
zéhlte zum einen die Hypercholestgnmie (61,6%), und zum anderen die
arterielle Hypertore (66,7%). Nur 8% der Patiet 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
Méannlich ----- nr (%) (n=98) 76 (76.8%)
Koronare Arterienerkrankungen (n=97)
1 GefaR 36 (36.4%)
2 GefaR 24 (24.2%)
3 Gefal 36 (36.4%)
linksventrikulare Ejektionsfraktion --- % (n=84) 46 +/- 10
PClin der Vorgeschichte (n=95) 18 (18.2%)
Gefal, aus dem Thrombus stammt (n=98)
ACVB 6 (6.1%)
LAD 30 (30.3%)
LCx 10 (10.1%)
RCA 52 (52.5%)

Kardiovaskuldre Risikofaktoren --- (n=95)

Diabetes mellitus 21 (21.2%)
37 (37.4%)
61 (61.6%)

66 (66.7%)

familiare Disposition
Hypercholesterinamie

arterielle Hypertonie

Ex-/Raucher 40 (40.4%)
Weitere Erkrankungen ----- nr. (% (n=95)
Nierenversagen 8(8.1%)
Patienten stationar 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)
CRP mg/l 20 (+/- 45)
Leukozyten 1079/ 11.4 (+- 4.5)
Thrombozyten10 ~9/I 225 (+- 67)
CKmax Ull 2556 (+/- 3088)
CK-MBmax U/l 285 (+/- 330)

Troponin T max ng/ml
Multiplate ADPTest (U)

6.48 (+/- 12.4)
720 (+/- 458)

Bei 55 Patienten war es moglich demgeen Zeitpunkt des 8yptombeginns aus
der Anamnese zu ermitteln. Dies erlauline Abschatzundes Thrombusalters
als Zeitraum  zwischen  Symptombeginn und  Durchfihrung der
Herzkatheteruntersuchung. 66% der 53idPéen erreichten das Krankenhaus
innerhalb der ersten 12 Stunden nachtrit der erstenSymptome. 18% der
Patienten kamen zwischen 12 und 2dn8en nach Symptombeginn und 16% der
Patienten wurden erst nach 24 Stundes Krankenhaus eingeliefert (siehe

Abbildung 10).

7%

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 Thrombesmurde nach demselben Prinzip
durchgefuhrt, wie die Auswertung daurinen Thromben. Durch die HE-Féarbung
wurde deutlich, dass die Struktur der humanen Thromben sehr kompakt ist und
am ehesten den Thromben aus dem EiBeDhlorid-Modell ahnelt. Leukozyten
waren ahnlich wie bei den murinen rdimben inhomogen in kleinen Gruppen
oder Reihen Uber die gesamte Thronildiese verteilt (siehe Abbildung 11).

Abbildung 11: Beispielbilder eines humanehrombus in Hamatoxylin-Eosin-Férbung

Der Mal3stabsbalken des linken Bildes betragt 200 um und der des rechten Bildes 50 um.

Ahnlich wie bei den bereits bdwitebenen murinen Thromben d&s vivo
Mausmodells, konnten CD 41+ Thrombaaytin grof3er Zahl auch in den

humanen Thromben nachgewiesegrden (siehe Abbildung 12).

FeCl, 3h Human

Abbildung 12: Vergleich der Thrombozytenflache zwischen Maus und Mensch

CD 41+ Thrombozyten stellen sich rot dar und die Zellkerne sind mit Hoech8tangefarbt
(blau). Der MafRstabsbalken betragt 100 um.

Thrombozyten, als Hauptbestandteiltesieller Thromben, nahmen bei den
humanen Thromben 57,7 + 16,9% derrorhbusflache ein. Es bestand
diesbezuglich kein signkanter Unterschied zwischen den humanen und den
murinen Eisen-IlI-Chlorid-Thromben. Diamterstreicht dieAnnahme der guten

Vergleichbarkeit zwischen Eisen-H@hlorid— und den fir diese Studie



IV. Ergebnisse 43

rekrutierten humanen Thrormab (siehe Abbildung 13).

p=0068
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Thrombozytenaggregation in %
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Abbildung 13: Vergleich der Thrombozyteraggregationsfliche von murinen Eisen-lll-
Chlorid- und humanen Thromben

Die GruppengroRe betragt n=3/ murine Es$en-llI-Chlorid-Gruppe und n=7/ humane
Gruppe. Die Mittelwerte sind durch Querbalken dargestellt. Die EffektgroRe betragt: 1,6

Ahnlich wie bei den murinen Thrombegelang es in humanen Thromben
Thrombozyten und Leukozyten, wie z. Beutrophile Granulozyten, in grol3er
Zahl nachzuweisen (siehebBildung 14). Dies spricht fleine wichtige Rolle der

Immunzellen bei der Entstehung der aetéen Thrombose beim Menschen.

Abbildung 14: Nachweis von Leulozyten 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) angefarbt worden.

Der Mal3stabsbalken betragt 10 pm.
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Auch in den humanen Thromben repnéseren neutrophile Granulozyten mit
72,1% + 26,3% die groRte Untergruppe deukozyten, ahnlich wie in den
murinen Thromben (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15: Leukozyten und Neutrophile pro mmz2 in humanen koronaren Thromben

Die GruppengréfRe der humanen Thromben betragt n = 98. Der jeweilige Median ist durch

Querbalken dargestellt.

Aufgrund der Beobachtung im vivo Maus-Modell, dass diLeukozytenzahl in
den Thromben mit steigendem Thrombusalter zunahm, wurde als nachstes

untersucht, ob ein &hnlicher Effdi¢i den humanen Thromben vorliegt.

Innerhalb der ersten 12 Stunden nach Symptombeginn zeigt sich jedoch keine
Tendenz, dass die Leukozyten in deomanen Thromben mit steigendem
Thrombusalter zunehmem%£ 0,221 und p=0,727, siehe Abbildung 16). Dies stellt
einen Unterschied zu den Beobachtundeei der Entstehung der arteriellen

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

Der Korrelationskoeffizient betragt: 7= 0,221

Neben der qualitativen und quantiven Analyse von Leukozyten und
Thrombozyten wurden im Weiteren Fakén des Gerinnungssgms untersucht.
Zum einen wurde der Initiator des ingischen Weges der Gerinnungskaskade,
Faktor FXIl und zum anderen das Enojukte der Gerinnungskaskade, Fibrin
und sein Vorlaufer Fibrinogen untersucht. Faktor Xl konnte Uber die ganze
Thrombusflache verteilt durch entsprectie immunfluoreszierende Farbungen in
humanen Thromben nachgewieserden (siehe Abbildung 17).

Humane Thromben

FXIl Isotyp Neg. KO

Humane Leber

F Xl

Abbildung 17: FXIl Nachweis

Anfarbung erfolgte durch FXII An tikérper (griin) und durch Hoechst® (blau) fiir Zellkerne.
Der Mal3stabsbalken betragt 50 um.

Fibrinogen konnte sowohl in murinen,sabuch in humanen Thromben in
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vergleichbarem Mal3e detektiertnden (siehe Abbildung 18 und 19).

Murin Human

Abbildung 18: Fibrinogen/Fibrin-Nachweis

Die Ubersichten haben einen MaRstabsbalken mo200 pm (links) und 300 um (rechts). Der
murine Thrombus ist durch Eisen-llI-Chlorid -Behandlung entstandenDer Maf3stabsbalken

der unteren Bilder betragt 50 um.
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Abbildung 19: Vergleich des Fibrinogen/Fibrin-Anteils zwischen murinen Eisen-111-Chlorid
(n=3) und humanen Thromben (n=7)

Die Mittelwerte sind als Querbalken eingefligt. Die EfektgroRe betragt: 0,14.

Bis jetzt konnten viele Ubereinstimmungewischen murinen Eisen-11I-Chlorid-

und humanen koronaren Thromben festgestellt werden. Bei beiden Spezies
konnten Thrombozyten in grof3er Mengachgewiesen werden. Des Weiteren
wiesen die Thromben eine vergleichbaezahl 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 unterstitzen die Annahmdass wichtige Komponenten der
Immunothrombose beim Menschen und bei der Maus ebenfalls eine

entscheidende Rolle in der Thrombusentwicklung und -stabilisierung spielen.

3. NETs spielen eine entscheidele Rolle in der Entstehung
und Stabilisierung arterieller Thromben in der Maus

Es wurde bereits in anderen Arbeiterzgjgt, dass neutrophil&ranulozyten in
Mausen fahig sind Neutrophil Extrdizagar Traps (NETs)zu bilden. NETs
bestehen aus DNA und Histonen, sind neggéladen und stellen aufgrund ihrer
prothrombotischen katalytischen Eigersitbn einen Dreh-undngelpunkt in der
Immunothromboselar. Interessanter Weise konnten NETs in Thromben bigider

vivo-Mausmodelle nachgewiesen werden (siehe Abbildung 20).

FeCl, 3h Denudation 3h

Abbildung 20: Murine Neutrophil Extracellular Traps

Immunfluoreszierende Farbung auf neutrophile Elastase. Die NETs sind durch weil3e Pfeile

markiert. Die Zellk erne sind mit Hoechs? angefarbt. Der MaRstabsbalken betragt 10 pm.

Um die funktionelle Rollevon NETs naher zu tersuchen und belegen zu
konnen, wurdenin vivo-Versuche mit dem Intravit@ikroskop durchgefihrt.
Dazu wurde Mausen, pra Eisen-11I-Ch#®OP, der Inhibitor Cl-amidine fur das
Enzym Peptidylarginin deiminase injizie@ieser Inhibitor hemmt bevorzugt die
Kalzium gebundene Form der PAD #reversibel. PAD 4 ist an den
Umbauvorgadngen des Chromatins zur NETsBildung beteiligt. Willis et al.
konnten zeigen, dass diese Fuoktidurch Cl-amidine unterbunden witd
Folglich kénnen neutrophile Granuloeyt unter dem Einfluss von Cl-amidine
keine NETs ausbilden. Als Kontrollgruppeedte die gleiche Anzahl an Tiere, die

mit PBS, dem Lésungsmittel der Cl-amidine, vorbehandelt wurden.
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Abbildung 21: Intravitalmikroskopie nach Eisen-Ill-Chlorid-Behandlung und Cl-amidine-
Gabe

In der Kontrollgruppe (WT) ist die A. caroti s nach 10 Minuten nicht mehr durchgangig. In
der mit Cl-amidine vorbehandelten Maus i$ das GefaR nach 5 und 10 Minuten noch
durchgéangig und erst nach 20 Minuten verschlosse Die in grin sichtbaren Thrombozyten
wurden vorab isoliert, mit DCF angefarbt, und vor der Operation injiziert. Der
Malstabsbalken betragt 200 pm.

Der Verschluss der Arteriae carotides Hentrollgruppe erfolgtelurchschnittlich
nach 11,8 Minuten (SD + 2,8 Min). Dimit Cl-amidine behandelten Mause
zeigten einen deutlich langeren Zeitverlaig zum Verschluss des Gefal3es. Hier
trat der GefalRverschluss durch einemoffbus nach durchschnittlich 18 Minuten
(SD £ 6,7 Min) ein. Dies zeigt deutlicten Effekt von NETs auf die Ausbildung

von arteriellen Thromben (siehe Abbildung 22).
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Abbildung 22: Zeit bis zum Verschluss

Die mit Cl-amidine behandelten Tiere (n=9) zigen eine signifikant l&angere Zeit bis zum
Verschluss als die Kontrollgruppe (n=9). DieQuerbalken stellen die Mittelwerte dar. Die
EffektgréRe betragt: 1,2.
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Ein deutlicher und gnifikanter Effekt zeigte sichei der Dauer des Verschlusses.
Durch die Hemmung der PAD 4 durch Cl-amidine lag die durchschnittliche Dauer
des Verschlusses in dieser Gruppe beiMijfuten (SD + 6,9Minuten). Der Wert

der Kontrollgruppe lag durchschnittlidiei 18,5 Minuten (SD £ 13,3 Minuten)
(siehe Abbildung 23).

Abbildung 23: Dauer des Verschlusses

Die Dauer wurde als Differenz zwischen Verschlusseintritt und Wiedererdffnung des
GefalRes berechnet. Die Gruppengrof3e bestand aus jeweils n=9 Tieren. Die Effektgrolie
betragt: 1,22.

So wurden im translationalen Versuchsatz mit dem PAD-Inhibitor Cl-amidine

die Ausbildung von NETs unterbunden. der Versuchsgruppe mit dem PAD-
Inhibitor Cl-amidine konnten signifikde Unterschiede zu der mit PBS
behandelten Kontrollgruppe festgestellt werden. So konnte gezeigt werden, dass
NETs eine prothrombotische Wirkung habéNETs verbessern somit erheblich

die Formierung und Stabilisierung von rdmben im Zuge der arteriellen
Thrombose bei der Matfs.

4. Nachweis von NETs in humaen arteriellen Thromben

Aufgrund des oben beschriebenen Nachegeion neutrophilen Granulozyten in
gro3er Zahl in humanen Thromben und aufgrund des Nachweises von NETSs in
murinen Thromben und deren furddeller Rolle in der Entstehung und
Stabilisierung arterieller Thromben iEisen-111-Chlorid-Modd, wurden humane
Thromben auf NETs untersucht. t$achlich konnten in 20% der humanen

Thromben NETs in ahnlicher Foation nachgewiesen werden.
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Abbildung 24: Neutrophil Extracellular Traps

Die Thrombusschnitte von Maus und Menschwurden mit einem neutrophile Elastase
spezifischen Antikérper angefarli (rot). DNA wurde mit Hoechst® (blau) angefarbt. Die
weilRen Pfeile markieren in den jeweiligen Bildrn die NETs. Der Maf3stdosbalken betragt 10
pm.

Es zeigte sich kein statistisch signifikar Unterschied in der Anzahl der NETs
pro 100 Leukozyten in humanen und munriehromben (siehe Abbildung 25).
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Abbildung 25: Quantifizierung der NETs von Mensch (n=12) und Maus (n=5)

Das Alter der humanen Thromben lag unter 18 und das Alter der murinen Thromben lag
zwischen 3 und 6h. Die Mittelwerte sind durchQuerbalken dargestellt. Die Effektgrof3e
betragt: 0,02.

Interessanter Weise zeigte sich bezimglder NETs eine hinliche Kinetik in
murinen und humanen Thromben, wigdis schon bei den Leukozyten. Altere
Thromben wiesen auch eine hohere AhzahNETs auf, als jiingere Thromben.
So ist die Anzahl der NETs in denl@- Stunden alten Thromben 3fach so grof3
wie bei den 2-5h alten Thromben (siehe Abbildung 26).

Abbildung 26: Korrelation zwischen Thrombusalter und Anzahl der NETs

Darstellung der humanen (schwarz) und der mtinen (rot) Werte. Bei Mensch und Maus
gab es jeweils eine signifikante Erhéhung der NETs-Zahl zwischen den 2-5h und 6-12h alten
Thromben (p=0,422 und EffektgroéRe: 1,71/ huran, p=0,200 und Effektgrof3e: 3,69/ murin).
Die Punkte entstanden durch die Ermittbng der Mittelwerte der einzelnen
Versuchsgruppen (murin n =5 und human n = 12) und sind mit dem SD dargestellt. Die
Zunahme innerhalb beider Gruppen zwischenBeginn (0 h), 2-5h und 6-12h ist jeweils

ahnlich signifikant.



IV. Ergebnisse 52

Mit diesen Analysen ist deutlich gevad®n, dass NETs an der Entstehung von

Thromben gleichermalRen beim Mensched in der Maus beteiligt sind.
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V. DISKUSSION

1. Zentrale Erkenntnisse dieser Arbeit

Fir diese Arbeit wurden humane am$lea Tromben mit Thromben muriner
translationaler Modelle verglichen. Wé&nd die humanen Thromben Patienten im
Zuge einer perkutanen koronaren Ingtton entnommen wurden, wurden die
murinen Thromben experimentell induzielm experimentellen Mausmodell
wurde eine Endotheldenudation entwedeerch einen intraasalen Draht oder
mittels extravasaler Eisen-llI-Chloridpplikation in den Arteriae carotides
generiert. Im Vergleich zwischen deniden am haufigsten genutzten murinen
arteriellen Thrombosemodellen, kristallisierte sich das Eisen-IlI-Chlorid-Modell
als das bessere Vergleiomsdell zu humanen arteriellen Thromben heraus. Die
Thromben dieses murinen arteriall@hrombosemodells waren den humanen
Thromben  makroskopisch am hrdichsten. Die  Auswertung der
Immunfloureszenz der Thrombusschnitte #ign beiden Spezies vergleichbare

Zellzahlen von Thrombozyten, voilein Leukozyten und deren Untergruppen.

Neben den oben genannten Komponenieth dem Vergleich der beiden Spezies
lag der zentrale Fokus auf der Untarisung von NeutrophiExtracellular Traps

und deren mdoglicher Rolle bei der tBiehung und Stabilisierung arterieller
Thromben. Zum einen gelang der Nacksveon NETs durch die histologische
Analyse von Thromben in beiden Spezizum anderen wurde die funktionelle

Rolle der NETs in der arteriellen Thrombose untersucht.

Hierfir wurde im murinen Eisen-llI-Chlorid-Modell, mittels Cl-amidine die
Bildung von NETSs inhibiert. Hierdurctvar die Thrombusentstehung in den Aa.
carotides deutlich verzégert und die $itdi der Thromben herabgesetzt im
Vergleich zur entsprechenden Kontrollgrep@ufgrund dieser Ergebnisse kann
NETs eine entscheidende Rolle fiure dbtabilitdt von arteriellen Thromben
zugesprochen werden. Diese Erkenntngskeen Anlass zu der Vermutung, dass
NETs eventuell ein neues Target inr deherapie der arteriellen Thrombose

darstellen kénnten. Dies ist bereits Bestandteil aktueller Forschung.
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2. Diskussion der Methoden

2.1. Wahl der Maus als Versuchstier

Die Maus eignet sich sehr gut als Versuiendur translationale Modelle. Sie ist
durch die etablierten Wildtyp- und ndckoutstamme besonders vielseitig
einsetzbar. Mause sind aufgrund der sttbneNachzuchtmdghkeit, mit einer
Graviditatsdauer von 19-21 Tagen seght fur die Nachzucht geeignet. Zudem
sind die Bedingungen fir Haltung und Zucht gtabliert und standardisiert und

im Rahmen der Forschungrsehutzkonform umsetzbar.

Der in dieser Versuchsreihe verweteldMlausstamm C57BL/6J ist einer der
bekanntesten und meistgenutzten Inzuémse. Der Vorganger dieses Stammes
wurde 1921 erstmals durch Clarence Cook Little geziféht&er Inzuchtstamm
an sich charakterisiert sicturch den nahezu identigshgenetischen Hintergrund
aller Individuen. Dies schafft die Gndlage fiir eine hohe Reproduzierbarkeit,
Vergleichbarkeit der Versuche, sowiéaliditdt der Ergebnisse. Um diese
Grundlage zu manifestieren, wurden weitEneflussfaktoren wie Transportstress,
Haltung, Alter und das Geschlecht der Tierdlibksichtigt. So zgiten Tuli et al.,
dass Mause zwar innerhalb von 24 Stundach dem Transport einen normalen
Corticosteronspiegel erreiclmte jedoch empfahlen sie aufgrund von
Verhaltensbeobachtungen mindestens &unkezeit von 4 Tagen einzuhalten, um
eine vollstandige Akklimatisieng der Tiere zu gewahrleistéh Aus diesem
Grund wurden die fur diese Arbeit genetztTiere stets fir mindestens eine
Woche im neuen Kéfig- und Gruppenvanid belassen und aus den gleichen
Haltungsbedingungen in den VerbBucgenommen. Zudem wurden die
Versuchsgruppen so zusammengestellssddie Méause sich im selben Alter
befanden und zu gleichen Anteilen ilbleche und ménnliche Tiere verwendet

wurden.

2.2. Wahl der murinen arteriellen Thrombose-Modelle

Verschiedenén vivo-Mausmodelle haben zeigen kbnnen, welche Mechanismen in
der Maus an der Entstehung der arteriellen Thrombose beteiligt sind. Inwieweit
dies allerdings mit der Entstehg von humaner arterieller Thrombose
vergleichbar ist, konnte ®ijetzt noch nicht ausreichend geklart werde&s gibt
diverse in vivo-Mausmodelle, die die Entstehureines arteriellen Thrombus
auslosen konnen. Die Gemeinsamkeit dieser Methoden ist es einen Schaden am



V. Diskussion 55

Endothel hervorzurufen. Dies ist zuainen mechanisch durch das Einfihren
eines Drahtes, der intravasal am Ehébtentlang gezogen wird, und durch die
extravasale Applikation vokisen-IlI-Chlorid méglich Ein weiterer Ausloser fur
arterielle  Thrombose in der Maus ist die intravasale Applikation der
photoreaktiven Substanz Rose Beflgdf> Die Gesamtheit aller Methoden fiir
arterielle und vendse Tbmbose, sowie Thrombge wurde von Day und

Westrick et al. zusammengefasst

Ziel des Vergleiches dieser Arbeit was zu untersuchen, inwiefern die
Mechanismen der Thrombusbildung in der Maus auf den Menschen zutreffen und
welches Modell am ehesten mit den fir diese Arbeit rekrutierten humanen

Koronarthromben vergleichbar ist.

In dieser Arbeit lag der Fokus aufer Drahtdenudation- und der Eisen-llI-
Chlorid-Methode. Beide Modelle wurdenféaestimmte Kriterien hin untersucht,
um letztendlich das Modell mit den meisten Ubereinstimmungen zu den

Koronarthromben diesérbeit zu finden.

Die Methode der Endotheldenudation dusthe intravasale Gefal3verletzung in
der Maus wurde erstmals 1993 beschriébéindner et al. wollten mit Hilfe
dieser Methode eine vollstdndige Dentimia des Endothels in den betroffenen
Gefal3en erreichen. Fur deedrbeit war es entscheiae okklusive und kompakte
Thromben zu generieren. Die aus dmsModell generierten Thromben waren
klein, teils gefalRokkludierend und wiesenneekompakte Masse auf. Aus diesem
Grund wurde diese Methode nicht al&ergleichsmodell zu den humanen
Thromben gewahlt. Im Gegensatz damaren die Thromben des Eisen-llI-
Chlorid-Modells gefaRokkludierend undda&en ahnlich den humanen Thromben
eine kompakte Struktur. Bereits inrd¥ergangenheit konnten Farrehi et al.
zeigen, dass Thromben, generiert dudieses murine Modell, den humanen

Thromben makroskopisch sehr &hnlich $ffd

2.2.1. Grenzen des Modells

Die Etablierung translationaler Modelleredit eine hohe Vergleichbarkeit zu
pathophysiologischen Zustdnden im mdehen an. Jedoch besitzt diese
Vergleichbarkeit Grenzen, die im Folgien fur das hier verwendete Modell

aufgefuhrt sind:
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Die Thromben der beiden Spezies die im Vergleich fur diese Arbeit entstanden,
unterscheiden sich in der Lokalisatiund im Entstehungsprozess. So stammen
die humanen Thromben aus den Koronararterien und die murinen Thromben aus
den Arteriae carotides. Der humane arteri€heombus entsteht durch die Ruptur
einer arteriosklerotischen Plaqueduther damit verbundenen Endothelverletzung.
Diese Endothelverletzung wird im mnen Modell im Gegensatz dazu durch
extravasal aufgetragenes Eisen-Ii@id hervorgerufen. Trotz dieser
unterschiedlichen Lokalisationen undEntstehungsprozesse sind sich die
Thromben makroskopisch sehr @hnli€lennoch muss bedacht werden, dass sich
Maus und Mensch in der Quantitat eimasl Blutzellgruppen unterscheiden. So
weist die Maus ein lymphozytares, dermdeh ein granulozytéres Blutbild Atff
Zudem ist die Anzahl humaner Thrombozytémiedriger als in der Maus. Diese
besitzt eine bis zu 4mal hohere Anzahl Thrombozyten als der Mensch. (Maus:
450-1690 x181'*" und Mensch: 140-440 x10'?%. zudem ist das Volumen der
murinen Thrombozyten in Relation zundBumanen Zellen um die Halfte kleiner

129 (Maus: MPV 4.7 + 0.3 ° und Mensch: 7.5-10 fi%. Doch Ware et al.
nehmen an, dass die hohere Zellzahl zusammit der kleineren Gr63e in einer

ahnlichen Zellmasse resultiert wie die humaner Throrihen

2.3. Die Verwendung von Cl-amidine im murinen Modell zur
Ermittlung des Einflusses von NETs auf die Thrombusstabilitat

Um den Einflusses von NETs auf die Timousstabilitdt untersuchen zu kdénnen,

wurde im murinen Eisen-IlI-Chlorid-bdell eine adaquate Mdoglichkeit der

NETs-Degradierung gesucht, die sichdem PAD Inhibitor Cl-amidine fand.

Hierbei handelt es sich umnein Inhibitor von PAD 2,3 und 4.

Cl-amidine unterbindet in neutrophil&ranulozyten diverse Umbauvorgange des
Chromatins in der Vorbereitung aufediAusbildung von NETs, indem er die
posttranslationale Hydrolyse vondinin zu Citrullin unterbindét® Knight et al.
zeigten, dass Cl-amidine in einem mmen Lupus-Modell zur Reduzierung der
NETs-Anzahl fihrt&,

In dieser Arbeit zeigte sich in der PAZersuchsreihe ein signifikant reduziertes
Thrombuswachstum im Vergleich z#ontrollgruppe. NETs konnte somit eine
bedeutende Rolle fir die Stabilitat und briat des arteriellen Thrombus in der

Maus zugesprochen werde. Aufgrund der in dieser Arbeit gezeigten
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Vergleichbarkeit zwischen murinen urdimanen arteriellen Thromben, kann
davon ausgegangen werden, dass NETs &athder Stabilisierung arterieller

Thromben im Menschen eine Rolle spielen.

In der Literatur ist neben der Verwstmg von PAD-Inhibitoren, auch der Einsatz
von DNase 1 beschrieben. DNAsel ist ein Enzym, welches extrazellulare DNA
abbaut und folglich in der Lagst NETs zu degradier&ii und antithrombotisch
wirkt***  DNase 1 wurde bisher erfolgreich im vendsen murinen
Thrombosemodell zur Degradierung von NETs angewé&iiddm arteriellen
murinen Thrombosemodell konnten Kanreer et al. DNase jedoch eine
prothrombotische Wirkung zusprechen,siiaim Vergleich mit RNase und einem
FXII-Inhibitor die kiirzeste Zeit bis zur Thrombusbildung z€ftte

3. Diskussion der Ergebnisse

3.1. Die arterielle Thrombose entstehtaus der Interaktion zwischen
Thrombozyten, Leukozyten und F&toren des Gerinnungssystems
In den histologischen Untersuchungder humanen und murinen Thromben
konnten vergleichbare Anzahlen vonrdmbozyten und Leukozyten zwischen
den beiden Spezies ermittelt werdentefielle Thrombose wird im Menschen
initial durch die Ruptur einer arterioskitischen Plaque ausgelost. Dies fuhrt
intravasal zu einer Thrombozytathasion, Aktivierung und Aggregatfdn An
diesem Prozess sind nach Jackson.dbedtimmte Thrombgtenrezeptoren und
subendotheliale Liganderbeteiligt. Dazu gehoéren der GPIb-GPV-GPIX-
Komplex, welcher an den vWF binidand der GPVI und das Integri2 1,
welche an Kollagen binden. Zudem bindet das Intedsirl an Fibronektin und
das Integrin.6 1 an Laminin. Und des Weiteren werden der von-Willebrand-
Faktor, Fibrin und Fibrinogen durch das Integriib 3 gebundelf’. Neben
Thrombozyten ist die Aktivierung der Koagulation und die dadurch entstehende
Fibrinformierung entscheidend an derrdimbusentwicklung und Stabilisierung
beteiligf>'**'*! Neben der Detektion von Thrombozyten und Leukozyten
konnten Komponenten der Gerinnungshkaik FXII und Fibrin/Fibrinogen
nachgewiesen werden. FXII ist die Initiator Protease, die die Koagulationskaskade
einleitet. FXII kann auf unterschiedliche Wen aktiviert werden, z. B. durch das
Binden an die negativ geladene Oberfliche von R¥EF$*? In diesem

Zusammenhang konnte neben FXII auchrifi nachgewiesen werden, welches
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das Endprodukt der Koagulationskaskade ist und zur endgultigen Stabilisierung
des Thrombus bendtigt wird. Darausnkageschlossen werden, dass durch die
nachgewiesene Prasenz von NETs esiaar intravasaleAktivierung von FXII
kommt, was wiederrum zu einer veghrten Fibrinbildung fuhrt und somit
letztendlich die arterielle Thrombosefia@echt erhalt und desich entwickelnden
Thrombus pathologisch im Gefal3syststabilisiert. Diese Mechanismen fihren
wie durch von Briuhl et al. gezeigt werden konnte, auch zur Entstehung der
vendsen Thrombo8k In friiheren Studien konnteegeigt werden, dass es ohne
FXII zu einer deutlichen Reduzierung der Formierung und Stabilisierung von
Thromben kommt, jedoch eli Blutungszeit unverandert it Dies konnte
bedeuten, dass FXII eine bedeutende Ralléer Thrombusentstehung spielt und
dabei den Ablauf der physiologischaddamostase nicht beeinflusst. Diese
Tatsache konnte einen interessanten melilerapieansatz in der Behandlung
arterieller Thrombose dstellen. Denn dadurch koénnte die Thrombusbildung

reduziert und zeitgleich die @enung unbeeinflusst bleiben.

3.2. Die Bedeutung von NETSs fur die arterielle Thrombusstabilisierung

Der akute Myokardinfarkt ist eine der #attodesursachen in unserer heutigen
Gesellschaft. Bei Mausen konnte gezeigt werden, dass Thrombozyten und die
Koagulationskaskade an der Entstehungatteriellen Throrhose beteiligt sind.
Dabei wurde deutlich, dasaktivierte Thrombozyterdie Koagulationskaskade
direkt initieren konnen. Dennoch ist fidie Thrombusstabilisiserung und das
Wachstum die Beteiligungvon Zellen des angeborenen Immunsystems
notwendig. Dieser Prozessird als ,Immunothrombosé® bezeichnet. Es gibt
bereits Hinweise, dass die Mechanismen der Immunothrombose auch beim
Menschen eine Bedeutung in der Ertisteg der arteriellen Thrombose spielen.
So konnten Mangold et al. eine positierrelation zwischen der Anzahl von

NETSs in koronaren Thromben mitrd@farktgroe im MRT nachweis&H.

Innerhalb der Gruppe der Leukozyten kamtls quantitativ grofldte Zellgruppe
neutrophile Granulozyterdifferenziert werden. Hidei zeigte sich, dass in
murinen und humanen Thromben \Jeighbare Anzahlen dieses Zelltyps
vorkommen. Sie unterschieden sich ¢gidh in ihrer Anodnung innerhalb der

Thrombusmasse. Neutrophile Granyfien waren aus der Zellgruppe der
Leukozyten, die am haufigsten vorkommeZadiart. Dies war auch bei der Maus

der Fall, obwohl der Mensch im Gegemrsatir Maus ein granokytares Blutbild
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besitzt, also Granulozyten innerhalbr deesukozyten prozentual am haufigsten

vorkommen.

Immunothrombose ist ein physiologischenozess zur Pathogenbekampfung, bei
dem Zellen des Immunsystems die Koktionskaskade aktivieren, um die
Ausbreitung von Pathogenen im Wirt zerhindern und die Bek&mpfung von
Pathogenen zu erleicht&’n Die dabei von neutrophilen Granulozyten
ausgebildeten NETs sind zentrale Schllidemente. Erst kiirzlich wurde gezeigt,
dass NETs bei der Entstehung der vendBemombose eine entscheidende Rolle

spielert™.

In dieser Arbeit konnte gezeigt wergedass es durch die Injizierung von CI-
amidine zu einer verlangsamten Timtmusentstehung kam. Zudem wurde eine
reduzierte Thrombusstabilitat beobachteteser Effekt ist am ehesten darauf
zurtck zu fuhren, dass Cl-amidimirch die Hemmung von PAD 4 zu einer
Hemmung der Ausbildung von NETs fuhuhd somit deren prothrombotische
katalytische Eigenschaft in der Entstehung der arteriellen Thrombose wegfallt.
NETs enthalten diverse antibakterielle Komponenten, wie die neutrophile
Elastase, sind negativ geladen und ssodhit in der Lage Thrombozyten und
andere prokoagulatorische Faktonsi® FXII zu binden und zu aktivierdh*®
Neutrophile Elastase, welche adfer Oberflaiche von NETs gebunden ist,
degradiert korpereigene Koagulatiartgbitoren wie TFPI. Dadurch wird die
physiologische  Gegenregulation deringeleiteten Koagulationskaskade
unterbunden. Zudem konnen NETs an Bkden, welcher durch z.B. die
Proteindisulfid-lsomerase aktiviert wifd. Aktivierter intravaskularer TF kann
dann wiederrum die extrinsische Koagfidnskaskade aktivieren und so zu
Thrombinbildung und einhergehenden kbildung fihren. Die Fibrinbildung
stabilisiert den Thrombus und istsestiell fir dessen Aufrechterhaltung.

In NE-Knockout M&usen konnte eine \&rgerte Blutungszeit und eine reduzierte
Thrombusstabilitat beobachtet werdfeiNeben der entscheidenden Funktion von
NE wird auch NETs eine groRe @sutung um Zuge der Entstehung von

arterieller Thrombose zugesproch&f

Durch die Immunfluoreszenz-Farbung rdaistologischen Thrombusschnitte
konnten NETs in murinen sowie humanen Thromben nachgewiesen werden. In

dieser Arbeit wurde die Bedeutung unohktionale Rolle von NETs im Vergleich
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zwischen Maus und Mensch untersucht.

3.3. Einflussfaktoren auf die Versudisergebnisse dieser Arbeit

Im Zuge dieser Arbeit kristallisiertemich verschiedene Faktoren heraus, die
Einfluss auf die Ergebnisse diestrbeit genommen haben kdnnten. So muss
bedacht werden, dass es wahrend des Absaugprozesses der humanen Thromben
im Einzelfall zu einer Zerstérung derspringlich kompakten und intakten Masse

des Thrombus gekommen sein kénnte. Aufgrund der postmortalen Entnahme der
murinen Thromben im intakten GefalRverbund, war es nur hier moglich die

Interaktion zwischen Endothehd Thrombus zu beurteilen.

Trotz der unterschiedlichen Herktinvon murinen und humanen Thromben,
konnten grof3e Analogien zwischen den beiden Spezies festgestellt werden. Das
Alter der murinen Thromben dieseru8iie liegt bei 3-6h und das Alter der
humanen Thromben liegt bei unter 24 h.Zégte sich jedoch keine signifikante

Korrelation zwischen dem Alter der Throerbund der Zellzahl an Leukozyten.

In 20% (n=20) der gesammelten humanen Thromben konnten NETS
nachgewiesen werden. Diese Tatsawhel dem Umstand zugesprochen, dass
Patienten mit einem akuten Myokardiria Leitlinien gerecht moglichst frih
intravends Heparin verabreicht bekosmm meist schon vom Notarzt vor dem
Eintreffen in die Klinik, um die Aktivierung der Gerinnung zu unterbinden. Es
konnte gezeigt werden, dass Heparin Aalskoagulanz eine NETs-Degradierung
in vitro®® undin vivo’ zur Folge hat, und somit ditabilisierung des arteriellen
Thrombus unterbindet. Des Weiteren konnieterindividuelle Unterschiede der
Konzentration von DNase 1 im Koronarbller Patienten zu diesen Ergebnissen
fuhren. DNase 1 kann extrazellular DNfpalten und Mangold et al. fanden eine
negative Korrelation zwischen DNase biigentrationen im Bt der Patienten
zur Anzahl von NETs in den untersuchten KoronarthrotiieBeziiglich der
Anzahl der NETs, war diese &hnlich zehen murinen und humanen Thromben.
Die Anzahl der NETs nahm ndem Alter der Thromben zu.
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4. Ausblick

Die Einflussnahme auf Faktoren denmunothrombose hat gezeigt, dass bei
Mé&usen arterielle Thrombesverhindert werden konrife daher koénnte die

Fokussierung auf bestimmte Schlusskdbren der Immunothrombose, einen
neuen Ansatz in der Therapie der agiten Thrombose des Menschen darstellen,

ohne die physiologische Hamase stark zu beeinflussen.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Der akute Myokardinfarkt ist eine der #attodesursachen in unserer heutigen

Gesellschaft.

Bisher konnte gezeigt werden, dass Thibozyten und die Koagulationskaskade

an der Entstehung der arteriellen Thbhwse beteiligt sind. Dabei wurde deutlich,
dass aktivierte Thrombozyten die Koadidaskaskade direkt initiieren konnen.
Dennoch ist fur die Thrombusstabilisiaig und das Wachstum, die Beteiligung
von Zellen des angeborenen Immunsystemms essentielleBedeutung. Dieser
Prozess wird als Immunothrombose bebkaet. Im Zuge dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass Schlisselfaktoren der Immunothrombose sowohl in der

Maus als auch beim Menschen zu finden sind.

Die histologische Auswertung von artéle@ Thromben aus zwei verschiedenen
Mausmodellen und humanen Thromben ergab, dass Thromben die durch das
Eisen-IlI-Chlorid-Modell gewonnen wueth den humanen koronaren Thromben

dieser Arbeit mikroskopisch und kraskopisch am &hnlichsten waren.

Sowohl Thrombozyten, Fibrinogen, salauch Entziindungszellen wurden in
vergleichbaren MalRe in den murinenrdimben des Eisen-llI-Chlorid-Modells

und den humanen koronaren Thromben gefunden.

Durch die Verwendung von Cl-amidine iierversuch des Eisen-IlI-Chlorid-
Modells konnte eine funktionelle Rollder NETs in der arteriellen murinen
Thrombose gezeigt werden. Somit ktelie Beeinflussung von Faktoren der
Immmunothrombose einen vielversprechenden Ansatz fiir neue antithrombotische

Therapien dar.
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VILI. SUMMARY

In our today’s society the acute myocardidghrction is one of the main causes of
death.

So far, we could show that plateletsdahe coagulation cascade participate in the
development of arterial thrombosis.décame clear that activated platelets can
directly initiate the coagulation cascadghe participation of immune cells is
essential for the stability and the growthaosf arterial throfous. This process is
termed ‘immunothrombosis’. In the courskthis work, we could show that key

factors of immunothrombosis are fouimdmice as well as in humans.

The histological analysis of arterialrétmbi of two differentmouse models and
human thrombi resulted in the fact that thrombi generated from the ferric-
chloride-model were most similar toetthuman thrombi, microscopically and

macroscopically.

Platelets, fibrinogen, as wedk inflammatory cells were found to an equal extent
in the murine thrombi of the ferrichloride-model and the human coronary

thrombi.

Due to the usage of Cl-amidine in thamaal experiment of the ferric-chloride-
model, a functional role of NETSs in tlievelopment of arterial thrombosis could
be shown. Therefore, affecting factoof immunothrombosids a promising

approach for new anticoagulant therapies.
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