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I. EINLEITUNG

Kardiovaskulare Erkrankungen und deren Folgen sind die weltweit haufigsten
Todesursachen.  Obwohl viele Mechanismen der Entstehung dieser
multifaktoriellen Krankheitsbilder aufgedeckt sind, bleiben noch viele Prozesse
ungeklart (1).

Im Krankheitsverlauf der Arteriosklerose kommt es zu Plaqueablagerungen, zum
Beispiel in den HerzkranzgefaRen. Der Einriss eines solchen Plaques resultiert in
der akuten Bildung eines Thrombus in der Herzkranzarterie und somit in einem
Herzinfarkt, der fur den Patienten immer noch mit einer hohen Letalitét

verbunden ist.

Der Goldstandard in der Behandlung von Patienten mit Herzinfarkt ist die
perkutane transluminale koronare Angioplastie mit Stentimplantation. Hier kann
sich auch viele Jahre nach dem Eingriff ebenfalls eine Thrombose, die
sogenannte Stentthrombose entwickeln, die wiederum mit einer hohen Letalitét

verbunden ist (2).

Die inflammatorischen Prozesse, welche die Arteriosklerose und die arterielle
Thrombose beeinflussen, riicken mittlerweile in den Fokus der Forschung. Die
Beteiligung von Makrophagen und weiteren Leukozyten gilt als gesichert (3).
Auch in der akuten Bildung von Blutgerinnseln uben Entziindungszellen
wichtige Effekte aus. So wurde die Beteiligung von neutrophilen Granulozyten
und die Bildung von Neutrophil Extracellular Traps (NETS), prokoagulatorische,
netzartige Chromatinstrukturen, bereits untersucht. Auch Monozyten verstarken

die Thrombusentwicklung tiber Expression von Tissue Factor (4).

Es gibt Hinweise, dass eosinophile Granulozyten in der arteriellen Thrombose
eine Rolle spielen. Eine positive Korrelation zwischen Eosinophilen im
peripheren Blut und dem Risiko eine Thrombose zu entwickeln wurde
festgestellt. AulRerdem wurden eine Vielzahl von eosinophilen Granulozyten in
humanen Thromben entdeckt und das Krankheitsbild der Hypereosinophilie ist
mit arterieller Thrombose assoziiert (5-6). Trotzdem fehlen bisher Studien,
welche die Vermutung belegen, dass Eosinophile die arterielle Thrombose
beglinstigen, und untersuchen, Gber welche Mechanismen diese Zellen beteiligt

sein kdnnten.
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Il. LITERATURUBERSICHT

1. Pathophysiologie der Thrombosen

Die Mdglichkeit unseres Korpers, auf eine Verletzung des GeféaRsystems mit
Kontrolle des Blutflusses zu reagieren, ist ein fiir das Uberleben notwendiger
Mechanismus. Dieser Prozess aus Koagulation und spaterer Auflésung des
Koagels wird als Hamostase bezeichnet. Beteiligt an der Hamostase sind die
Gefallwand, zelluléare und l6sliche Bestandteile des Blut, sowie die Blutstromung
(7). Vereinfacht kann die Hdmostase in vier Stadien eingeteilt werden. Zuerst
bildet sich an der Lasion im Endothel ein loser Pfropf aus Thrombozyten. Dies
wird auch als primare Hamostase bezeichnet. Wéhrend der sekundaren
H&mostase wird anschlieBend durch Fibrin, welches als Endprodukt der
Koagulationskaskade entsteht, der Pfropf stabilisiert (8). Nach dieser
provisorischen Blutstillung, werden Leukozyten rekrutiert, die letztendlich eine
sekundare, vollstdndige Wundheilung begunstigen (9). Dieser Prozess wird
veranschaulicht durch Abbildung 1 von Golebiewska et al (10).

platelet plug coagulation

immune cell wound healing

recruitment
Abbildung 1: Schematischer Verlauf der Hamostase
Nach dem initialen Verschluss der Ld&sion durch Thrombozyten, wird der
Thrombus durch Fibrin, welches als Folge der Aktivierung der
Koagulationskaskade entsteht, verstarkt. Leukozytenrekrutierung fihrt zu einer
entziindlichen und antimikrobiellen Antwort. AbschlieRende Prozesse der
Waundheilung fihren zur Wiederherstellung der GefalRwand.

mit freundlicher Genehmigung von Copyright Clearance Centre Inc., Blood Reviews (10),
Copyright © 2015

1.1. Die Bedeutung des Endothels
Das Endothel ist nicht nur eine strukturelle Barriere zwischen zirkulierendem

Blut und umgebendem Gewebe, sondern Endothelzellen nehmen durch die
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Ausschittung von Mediatoren Einfluss auf die Hamodynamik. Der Blutdruck
kann durch Vasodilatoren wie Prostazyklin (PGIl2) und Stickoxid (NO), sowie
mit  Vasokonstriktoren ~ wie  Endothelin (ET-1),  Thromboxan  und
Platelet Activating Factor (PAF) reguliert werden (11).

Im unverletzten Endothel wirken NO und PGI> synergistisch hemmend auf die
Blutgerinnung. So wirkt NO dilatierend auf die glatten Muskelzellen der
GefaBwand (12). Bei Plattchen inhibiert NO die Adhdsion, die Aktivierung, die
Sekretion und die Aggregation. Der intrazellulare Kalzium-Anstieg in den
Thrombozyten wird durch NO unterdriickt und damit auch die Expression des
Rezeptors P-Selektin auf der Zellmembran, welche die Bindung von Leukozyten
an der Zelloberfliche mediiert. Ebenfalls kommt es nicht zur
Konformationsédnderung des heterodiméren Glykoproteins ainl3s (GP llb-111a),
was Vorrausetzung fur die Bindung der Vorstufe von Fibrin, das Fibrinogen, ist
(13-14). Durch die Unterdriickung von Adhasionsmolekiilen an der Oberflache
von Endothelzellen, wirkt auch NO hemmend auf die Leukozytenrekrutierung
(15-16).

Das Eikosanoid PGl verstarkt den Effekt von NO, allerdings Uber andere
Wirkmechanismen. PGl hat keinen Einfluss auf die Plattchenadhdsion, ganz im
Gegensatz zur Aggregation und Deposition von Thrombozyten, welche es
verzogert. Der Rezeptor, an den PGl bindet, ist hauptsachlich auf glatten
Muskelzellen und auf Plattchen zu finden. Es ist davon auszugehen, dass

Eikosanoide die Eigenschaften dieser beiden Zellen modulieren (11).

Wie PGl gehort PAF als Phospholipid zu Gruppe der Lipide, allerdings wirkt es
antagonistisch zu NO wund PGl.. Hauptséchlich vermittelt PAF eine
Vasokonstriktion (17). Konzentrations- und zeitabhdngig kann aber auch eine
Vasodilatation durch PAF vermittelt werden. PAF, welches an der Oberflache
des Endothels exprimiert wurde, bleibt stationdr dort. Durch Bindung an einen
G-Protein gekoppelten Rezeptors, der darauffolgend aktiviert wird, rekrutiert
PAF zusammen mit P-Selektin Leukozyten (18).

ET-1 ist der, bis dato bekannte, potenteste Vasokonstriktor, dessen inaktiver
Prékursor durch Stimuli, wie Hypoxie, Ischdmie und starken Scherkréften zur
aktiven Form umgewandelt  wird. ET-1  wirkt uber  den
G-Protein gekoppelten Rezeptor ET-A auf glatte Muskelzellen und fihrt zu
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einem Kalzium-Einstrom (18-20). Durch die erhéhte Kalziumkonzentration in
der Zelle wirkt der vasokonstriktorische Effekt auch noch, nachdem sich ET-1
vom Rezeptor geldst hat. Ein wichtiger Gegenspieler an dieser Stelle ist NO,

welches die Wiederherstellung des Kalzium-Basallevels beschleunigt (21).

Das Endothel bildet unter physiologischen Umstédnden eine antikoagulatorische
Oberflache, welche die Adhasion von Blutzellen verhindert und so der
Entstehung von Blutgerinnseln vorbeugt. Eine Schlisselrolle im Wechsel vom
antikoagulatorischen zum prokoagulatorischen Zustand spielt die Serinprotease
Thrombin, weshalb es einige Mechanismen gibt, die die Aktivitat von Thrombin
regulieren. Auch das Endothel tragt zur Kontrolle von Thrombin bei. So enthalt
die Matrix, um das Endothel herum, Heparansulfate und verwandte
Glykosaminoglykane, welche die Aktivitat des Antagonisten Antithrombin IlI
fordern (22-23). Auch subendothelial gelegenes Dermatansulfat wirkt der
Bildung von Thrombin entgegen, indem es die Aktivitat von Heparin Kofaktor Il
unterstitzt (24). Die Endothelzellen exprimieren
Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI), welcher durch Bindung an den
unaktivierten  Gerinnungsfaktor Xa die Bildung des Komplexes
Tissue-Factors/V1la/Xa verhindert. Der Zusammenschluss aus diesen Faktoren
stellt einen essentiellen Schritt in der Gerinnungskaskade dar (25). Desweitern
bilden Endothelzellen auch Thrombomodulin, das wiederum
aktiviertes Protein C (APC) aktiviert. Thrombomodulin beeinflusst verschiedene
Mechanismen, wie beispielsweise die Inaktivierung von Prothrombinase, die
Inaktivierung von Thrombin und die Foérderung fibrinolytischer Eigenschaften
der Endothelzellen (26). Zudem kann APC Faktor V und XII1I inaktivieren (27).

Die Umstellung vom antikoagulatorischen Zustand des Endothels zu einem
prokoagulatorischen Zustand kann verschiedene Ausloser haben. Unter anderem
Endotoxine, oxidierte Lipoproteine, Scherkréfte, Hypoxie oder eine Verletzung

des Endothels durch Ruptur eines arteriosklerotischen Plaques (11).

1.2. Die Rolle der Thrombozyten
Unter physiologischen Umstanden zirkulieren ruhende Plattchen in grolRer Néhe
zum gesunden Endothel im Blutkreislauf. Erst nach einer Verletzung oder einer
Entzindung des Endothels adhérieren und aggregieren die Thrombozyten und

formen einen instabilen Thrombus. Das Plasmaprotein VWF bindet mit seiner
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A3-Domane subendothelial freigelegtes Kollagen und mit der A1-Domane das
thrombozytére Glykoprotein GP Iba (28). Die dadurch eingeleitete Adhdsion der
Thrombozyten an die extrazelluldre Matrix fordert die Interaktion von GP VI mit
Kollagen. Dies l6st eine Signalkaskade aus, die letztendlich Uber Aktivierung
von Integrinen, in der Aktivierung der Thrombozyten und deren Anheftung an
das geschéadigte Endothel endet (29). Die Aktivierung erfolgt Uber einen
G-Protein gekoppelten Rezeptor und fiihrt zu Ausschittung zahlreicher I6slicher
Agonisten, welche wiederum, durch positive Ruckkopplungen, stimulierende
Effekte auf eine Vielzahl zirkulierender Thrombozyten haben. Letztendlich fuhrt
die Aktivierung zu einer Degranulation und Mediatoren der Plattchen gelangen
ins Blut. Die Mediatoren befinden sich hauptséchlich in dichten Granula®, in

a-Granula und in lysosomalen Granula.

Die dichten Granula speichern ADP, ATP, Polyphosphate, Magnesium- und
Kalzium-lonen sowie Serotonin (30). Durch die Aktivierung weiterer Pl&ttchen
mittels ADP und die Vasokonstriktion vermittelt durch Serotonin und
Kalzium-lonen haben sie eine wichtige Bedeutung zu Beginn der
Thrombusbildung. Besonders die ADP-abhéngige Aktivierung der Plattchen
uber den Rezeptor P2Y:, nimmt eine zentrale Rolle ein (31).
In vivo-Untersuchungen der arteriellen Thrombose an M&usen, bei denen das
Gen fur diesen Rezeptor ausgeknockt war, zeigen, dass sich nur kleine, instabile
Thromben formen, die die Arterie nicht vollstandig verschliefen. Obwohl ohne
den Rezeptor die Adhasion an Fibrinogen und Kollagen normal erscheint, sind
die Thrombozyten im Thrombus weniger dicht angelagert und weniger stark
aktiviert (32). Allerdings wirken dichte Granula auch spater in der Koagulation.
So sind Kalzium-lonen essentiell flr einige Schritte der Koagulationskaskade.
Die Rolle der Polyphosphate ist zwar in weiten Teilen noch ungeklart, allerdings
scheinen diese Molekiile tber die Bindung an Faktor XII einen Einfluss auf die

Tissue Factor unabhéngige, intrinsische Koagulation zu haben (33).

Die a-Granula sind in der Lage hunderte von bioaktiven Substanzen
auszuschitten. Sie nehmen lber Endozytose Substanzen aus dem Plasma auf,
sind aber auch mit Stoffen beladen, die schon in den Vorlduferzellen, den
Megakaryozyten, synthetisiert wurden. Auch als Folge davon sind a-Granula
nicht homogen beladen, sondern kdnnen mit unterschiedlichen Proteinen und

Molekilen ausgestattet sein (34). In den o-Granula befinden sich
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Platelet Factor 4 (PF-4), R-Thromboglobulin und
Neuthrophil-aktivierendes-Protein  und sie sind somit bedeutend in der
Rekrutierung  von  Leukozyten.  PF-4  Dbewirkt  zusatzlich  eine
Histaminausschittung bei basophilen Granulozyten (35).
Von Willebrand Faktor, Fibrinogen, sowie mehr als ein Drittel der Rezeptoren
GPVI und Integrin i3 sind in den a-Granula gespeichert und werden bei
Aktivierung an die Membranoberflaiche gebracht. Zudem sind die
Gerinnungsfaktoren V, VII und VIII in den o-Granula gespeichert, sowie
Prothrombin, das wahrend der Koagulation zu Thrombin umgewandelt wird
(34). Das Oberflachenmolekdl P-Selektin, welches die Bindung von Leukozyten
an Plattchen Uber den Rezeptor PSGL-1 vermittelt, wird ebenfalls in den
a-Granula gespeichert bis es durch Aktivierung an die Membran transportiert
wird. Desweitern befinden sich in den a-Granula viele verschiedene Chemokine,
die in unterschiedlichen Pathologien wie Arteriosklerose, Entziindungen oder in
mikrobiellen Abwehrmechanismen eine Rolle einnehmen (36-38). Trotzdem
wird die primdre Funktion der Thrombozyten in der Hamostase gesehen.
Allerdings nicht nur in der Verstarkung der Aggregation und der Koagulation,
sondern auch in der Regulation dieses Prozesses. Es befinden sich in den
a-Granula auch zahlreiche inhibierende Substanzen wie TFPI, Protein-S und
Plasminogen, sowie dessen aktiviertes Produkt Plasmin.

Lange Zeit wurde angenommen, dass Monozyten die einzigen Blutzellen sind,
die in der Lage sind Tissue Factor zu exprimieren, allerdings koénnen auch
Plattchen, die durch Kollagen stimuliert werden, in kurzer Zeit intrazelluldren
Tissue Factor zu Membranoberflache beférdern (39). Damit konnen Plattchen
eine wichtige Rolle im Beginn und in der Verstarkung der Koagulationskaskade

einnehmen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass Thrombozyten eine entscheidende
Rolle in der Hdmostase spielen. Sowohl die initiale Thrombusbildung, als auch
die Koagulation verstarken sie auf verschiedenen Wegen. Auflerdem sind
aktivierte Plattchen die Voraussetzung, dass koagulatorische Prozesse tiberhaupt
ablaufen kdnnen. Trotzdem haben sie auch einen hemmenden Einfluss und sind
wichtig fur die Balance zwischen Thrombusentstehung und Thrombuslyse.

Durch die Teilnahme an Prozessen wie Wundheilung, Entziindung und
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Arteriosklerose konnten sie schon im Vorfeld eine Auswirkung auf die

Entstehung einer pathologischen Thrombose nehmen (10, 35).

1.3. Die Rolle angeborener Immunzellen in der Hamostase
Synergistisch  zu Pléattchen sorgen Leukozyten unter physiologischen
Bedingungen flr einen ungestorten Blutfluss. Zum Beispiel exprimieren
Monozyten Endothelial Protein C Receptor (EPCR), Thrombomodulin und TFPI
(40-42). Unter inflammatorischen oder apoptotischen Bedingungen unterliegen
Leukozyten allerdings einem Wandel im Phanotyp, sezernieren und exprimieren

prokoagulatorische Substanzen (43).

Sowohl Rezeptoren auf dem Endothel wie auch auf Thrombozyten sind in der
Lage, Leukozyten zum verletzten Endothel zu rekrutieren. Leukozyten
wiederum konnen die hamostatische Aktivitdt von Thrombozyten und
Endothelzellen modulieren. So konnten Palabrica et al. zeigen, dass das
Glykoprotein P-Selektin auf aktivierten Plattchen und Endothelzellen mit
Leukozyten und Monozyten interagiert und dass durch Hemmung der

Interaktion die Fibrinablagerung im Thrombus reduziert wird (44).

In der Gerinnungskaskade scheint es ebenfalls Mechanismen zu geben, die
Leukozyten rekrutieren. So werden durch Faktor Xa und Thrombin die PARS
aktiviert, die auf vielen Immunzellen zu finden sind (45). S&ugetiere besitzen
vier PARs, von denen PAR-1, PAR-3 und PAR-4 durch Thrombin aktiviert
werden konnen. Auf Plattchen kommen PAR-1 und PAR-2 vor (46-47).

Tissue Factor wird sowohl von Endothelzellen als auch von Leukozyten gebildet
und beeinflusst die Hd&mostase. Monozyten sind als groRer Speicher von TF
bekannt (48). In der Fraktion der Granulozyten ist es umstritten, ob Neutrophile
auch TF exprimieren konnen. Es gibt jedoch Studien, die belegen, dass
Eosinophile eine ahnlich grof’e Menge, wenn nicht sogar eine groRere Menge, an
TF besitzen wie Monozyten (49-50).

Das Bild, dass die Mechanismen der Hamostase nur eine Funktion in der
Heilung des verletzten Endothels haben, wird durch die Teilnahme wvon
Leukozyten insofern revidiert, weil diese Abléufe auch in der Abwehr von

Pathogenen grofRe Bedeutung haben (4).
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In der spateren Phase der Hamostase sind Leukozyten an der Fibrinolyse
beteiligt. in vitro beschleunigen Neutrophile und Monozyten die Auflésung des
Fibringerinnsels (51-52). Es gibt einige bereits bekannte Mechanismen, mit
denen die Fibrinolyse unterstiitzt wird. Neben der Aktivierung von Plasmin
durch die Elastase der Leukozyten, welche die Vorstufe Plasminogen an ihrer
Oberflache lokalisieren kénnen, bilden Leukozyten auch
Urokinase-like Plasminogen Activator (UPA) und dessen Rezeptor uPAR, die in

vivo fiir eine adaquate Fibrinauflésung bendtigt werden (53-54)

1.4. Gerinnungskaskade
Die Gerinnungskaskade wurde Kklassisch in ein extrinsisches System und in ein
intrinsisches System unterteilt (55). Allerdings lassen sich einige Pathologien
mit diesem Modell nicht adaquat erklaren und neuere Modelle gehen davon aus,
dass die intrinsische Gerinnung kein Parallelweg ist, sondern, initial durch die
extrinsische Gerinnung gestartet, zur Steigerung der Thrombinproduktion
beitragt (56). Daher kann die Gerinnung in verschieden Stadien eingeteilt
werden. Die Initiation, die Amplifikation, die Propagation und zum Schluss die

Stabilisation.

1.4.1. Initiation

Die Gerinnungskaskade kann gestartet werden durch die Freilegung des
integrierten Membranproteines Tissue Factor (TF), welches als Hauptstimulus
der extrinsischen Gerinnung gilt (57).Tissue-Faktor dient Faktor VII als
Kofaktor in der Katalysierung der Aktivierung von Faktor X zu Faktor Xa und
von Faktor IX zu Faktor IXa (58). Dies stellt eine Verbindung vom klassisch
extrinsischem zum intrinsischem Weg dar. Als weitere Verbindung ist es auch
maoglich, dass Faktor VII durch Faktor Xa aktiviert wird. Faktor Xa aktiviert
Faktor Il zu Thrombin (lla). Das auf diesem Weg generierte Thrombin ist wenig
stabil und kann schnell durch TFPI inhibiert werden (59).

1.4.2. Amplifikation
Das Thrombin, welches in der Initiationsphase gebildet wurde, dient in den
folgenden Schritten als Verstarker der Kaskade, indem es mit Plattchen und

anderen Proteinen interagiert. Thrombin bindet tber das Glykoprotein 1b an die



Literaturiibersicht 9

Oberflache der Thrombozyten (60). Wenn zusatzlich ein Ligand des
Protease-Activated-Rezeptors (PAR) an diesen bindet und ihn spaltet, werden
die Thrombozyten aktiviert (61). Die Serin-Protease Thrombin andert nach der
Bindung ihre Konformitat und ist danach vor Inhibition geschutzt. Zusatzlich
kann sie PAR-1, PAR-2 und PAR-4 spalten (62). Es gibt vier Mitglieder der
PAR-Familie, PAR-1 bis PAR-4, die von Zellen des vaskuldren Systems
exprimiert werden, unter anderem von Plattchen, Leukozyten, Endothelzellen
und vaskul&ren glatten Muskelzellen (45).

Thrombin aktiviert neben den Thrombozyten auch andere Gerinnungsfaktoren.
So spaltet es den Plasmafaktor V sowie den membranstdndigen Faktor V auf
Plattchen. Nach Thrombin-vermittelter Freisetzung und Aktivierung des
Faktors V111, wird dieser von Von Willebrand Faktor (VWF) transportiert.

Folgend aus diesen Prozessen, resultiert die Amplifikation in aktivierten
Plattchen, die Kofaktor Va und VIllla auf der Oberflache gebunden haben (28).

Faktor IXa, der in der Initiationphase entstanden ist, bindet neben Faktor Vllla
ebenfalls an die aktivierten Plattchen. Zusatzlich binden Ca?* und Faktor X auf
der Oberflaiche von Plattchen, welche als Reaktion auf ihre Aktivierung
Phosphatidylserin und Phosphatidylinositol auf ihrer Oberflache prasentieren
(63). Diese Oberflaichenmolekiile sind essentiell fir die Bildung des
Faktor IXa/VIlla-Komplexes (64). Die Prozesse fiihren zu Aktivierung von
Faktor X an der Thrombozytenoberflache, an der direkt darauffolgend ein
Faktor Xa/Va-Komplex entsteht. Der Komplex ist in der Anwesenheit von
Prothrombin sehr stabil, da Faktor Xa geschutzt ist vor der Inhibition durch
Antithrombin oder TFPI. Faktor Xa fuhrt in Anwesenheit von Phosphatidylserin
zur Bildung von Thrombin aus Prothrombin, welches wiederum zu Ausbreitung
der Koagulationskaskade ftuihrt. Der Unterschied von Faktor Xa, welcher
plattchenstandig ist, zu Faktor Xa, welcher in der Initiation von
VIla/Tissue Factor aktiviert wurde, ist die sehr schnelle Inhibition des geldsten
Faktors Xa durch TFPIl. Man vermutet, dass der geloste Faktor Xa daher nicht
die Thrombozytenoberflache erreicht, weshalb es nicht an der massiven

Thrombingenerierung beteiligt ist (65).
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1.4.3. Stabilisierung

Die H&mostase ist ein Prozess, der sich unter physiologischen Bedingungen
reguliert, wenn der primére Verschluss eines Defektes im Endothel erreicht ist.
Wenn diese Regulationsmechanismen nicht funktionieren, entsteht als Folge
eine teilweise- oder komplette Okklusion des GefaRes: der Thrombus. Daher
haben Thrombin und Faktor Xa, die sich aus dem gebildeten Pfropf lGsen, eine
sehr geringe Halbwertszeit. Faktor Xa wird schnell von TFPI und Thrombin von
Antithrombin Il inaktiviert, sodass eine Ausbreitung der Koagulation
unterbunden wird (66-67). Wie schon beschrieben (I1.1.1) hat das Endothel
einen bedeutenden Einfluss in der H&mostase. Thrombin wird an der Oberflache
des Endothels schnell inaktiviert. Thrombomodulin bindet Thrombin und die
folgende Konformationsédnderung verhindert die weitere Spaltung von
Fibrinogen zu Fibrin (68). Nach der Inaktivierung von Thrombin durch
Protein C Inhibitor, 16st sich der Thrombin/Thrombomodulin-Komplex wieder,
sodass Thrombomodulin frei wird fir die ndchste Komplexbildung. Der
Komplex aktiviert auBerdem Protein C, das mit Protein S als Kofaktor, effizient
Faktor Va und Faktor VIlla inaktiviert (69). Dies fihrt letztendlich zu einer

Einddmmung der Thrombingenerierung durch gesundes Endothel.

2. Arterien

2.1. Aufbau
Arterien sind die Gefél3e, die vom Herzen ausgehend in die Peripherie flhren.
Im grolRen Korperkreislauf fihren Arterien sauerstoffreiches Blut, im kleinen

Lungenkreislauf fiihren sie sauerstoffarmes Blut (70).

Arterien zeigen den dreischichtigen Aufbau, den alle Blutgefalie haben,
besonders ausgepragt. Sie bestehen aus einer Tunica interna (Intima), der
Tunica media (Media) und der Tunica adventitia (Adventitia). Die Intima besteht
luminal aus flachen, spindelférmigen Endothelzellen. Subendotheliales
Bindegewebe trennt die Endothelzellen von einer Membrana elastica interna.
Das Vorhandensein dieser Membran stellt einen Unterschied zum Aufbau
venoser GefaRe dar. Wéhrend die Zellen der Intima in Richtung des

Blutverlaufes ausgerichtet sind, ist die auf’en anliegenden Media von zirkuldarem
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Verlauf. Im Anschluss an die Membrana elastica externa, ebenfalls nur in
Arterien, findet sich mit longitudinalen und zirkuldr gemischten Fasern die
Adventitia. (71).

In der Né&he des Herzens befinden sich Arterien vom sogenannten
elastischem Typ. Hier ist die Intima im Korper am stérksten ausgebildet. Im
Vergleich zu den herzfernen Arterien vom muskuléren Typ hat das Endothel
eine hohere Beweglichkeit und ist durch die Membrana elastica interna
deutlicher von der Media getrennt. Bei herznahen GeféRen wird durch den
Aufbau der Media die sogenannte Windkesselfunktion erzeugt. DreiRig bis
funfzig konzentrisch angeordnete, elastische Membranen, durchsetzt mit
vaskularen glatten Muskelzellen (VSMC), bilden ein
muskulds-elastisches System, welches, das vom Herz ausgeworfene Blut, durch
Ausdehnung gut aufnehmen kann und in der Diastole weiter in die Peripherie
schieben kann. Die Elastizitat dieses Systems ist VVoraussetzung daftr, dass der
hohe Druck, der in der Systole aufgebaut wird, nicht zu Verletzungen des
GefaRes flhrt. In der Peripherie besteht die Media hauptsachlich aus glatten
Muskelzellen und durch den dadurch erhdhten Widerstand des Geféalies kann der
Blutdruck erhalten werden. Die Adventitia ist, sowohl in den Arterien vom
elastischem Typ als auch in den Arterien vom muskularem Typ, schwach

ausgebildet und besteht aus kollagenen Fasern vom Typ I (71).

2.2. Die Pathogenese der Arteriosklerose
Der haufigste und bekannteste GeféalRschaden ist die Arteriosklerose, die sich
durch eine krankhafte Verhartung der Arterien kennzeichnet. Dies geschieht vor
allem als Folge von Kalkablagerung an der Intima (72). Der Begriff
Arteriosklerose fasst pathologische Prozesse in der Aorta und in
Koronargefdlen, in denen diese Prozesse ,,Atherosklerose” genannt werden,

Zzusammen.

Fraher wurde die Arteriosklerose als eine altersbedingte, degenerative
Erkrankung angesehen, doch heute weil} man, dass es zahlreiche Faktoren gibt,
die die  Pathogenese  beeinflussen. Hypertonie, Hyperlipidamie,
Hypercholesterindmie, Zigarettenkonsum und Diabetes mellitus gehdren bis dato
zu den Hauptrisikofaktoren, die die Entstehung der Arteriosklerose begiinstigen
(73-74).
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Initial werden Lipoproteine in die Arterienwand aufgenommen, was
grundsatzlich ein physiologischer Prozess ist, allerdings durch einen erh6hten
Plasmaspiegel zu Ablagerungen von Lipoproteinen in der Intima flhrt (75).
Besonders dem Low-density Lipoprotein (LDL) wird ein atherogener Effekt
zugeschrieben. Es besteht aus dem Apolipoprotein B100, Cholesterinestern,
freiem Cholesterin und Phospholipiden. Besonders die mehrfach ungeséttigte
Fettsdure Linoleat (18:2) kommt in LDL vor (76). Diese ist durch die
Doppelbindungen in ihrer Struktur in der Lage, Sauerstoffmolekiile

aufzunehmen.

Die Oxidation von LDL, welches in der subendothelialen, extrazellularen Matrix
gefangen ist, ist der erste Schritt einer Entzindungsreaktion, die Uber die
Aktivierung des Gens NFkB und von ihm exprimierten Proteinen zu der Bildung
von Schaumzellen fuhrt (74). Nach einer ersten milden Oxidation der Lipide,
werden Monozyten zur Lasion rekrutiert. Nach der Umwandlung zu
Makrophagen entfalten diese ihre grofle oxidative Kapazitat und sowohl die
Lipide, als auch das Apolipoprotein erfahren eine fortgeschrittene Oxidation
(77-78).

Nachdem der Prozess erst einmal in Gang gesetzt wurde, verstarkt er sich selbst.
Oxidierte Lipide stimulieren bei Makrophagen die Sekretion von IL-1, was ein
Wachstumsfaktor fiir glatte Muskelzellen ist und erklaren wirde, warum diese
vermehrt in arteriosklerotischen Plaques zu finden sind (79). Aullerdem hat
Lysophosphatidylcholin, ein Produkt der Lipidoxidation, eine chemotaktische
Wirkung auf T-Lymphozyten und Monozyten. Es induziert ebenfalls die
Expression der Adhasionsmolekile V-CAM und I-CAM auf den Endothelzellen
und erhoht das Plasmalevel des Platelet-derived growth-factors (80-83). Neben
diesen Mechanismen spricht zusétzlich auch die in Endothelzellen erhéhte
Expression des Molekiils P-Selektin, das neutrophile und
eosinophile Granulozyten bindet, dafiir, dass das Immunsystem eine wichtige

Bedeutung in der Entstehung der Arteriosklerose hat (84).

Die Lasion wéchst bis zu einem bestimmten Ausmal? in Richtung der Adventitia,
bevor ein Wachstum in Richtung des Lumens einsetzt. Das Wachstum kommt
vor allem durch ein standiges Einwandern von Monozyten, durch die

Proliferation von Makrophagen und glatten Muskelzellen, der Produktion von
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extrazellularer Matrix und die Anh&ufung von Lipiden im nekrotischen Kern
zustande (85-87).

Der Prozess der Kalzifikation ist immer noch nicht vollstandig verstanden, aber
es gibt einige Hinweise, dass glatte Muskelzellen im Rahmen eines
Entzindungsprozesses in der Lage sind Alkalische Phosphatase (ALP) zu
exprimieren (88). Das deutet darauf hin, dass das, durch die Reaktion des
Enzyms ALP, gebildete Phosphat als Hydroxylapatit in der L&sion angereichert
wird. Hydroxylapatit ist ein wichtiges, stabilisierendes Element im
Knochenaufbau und ahnlich wie beim Knochenwachstum sind auch in der
Pathogenese der Arteriosklerose Gene fiir Knochensynthese stark hochreguliert
(89). Interessanterweise sind im Plaque alle Stadien der enchondralen
Ossifikation zu finden (90). Dieser ektopische Knochen ist ein Beweis der
Plastizitdt von mesenchymalen Zellen. So sind vaskulére glatte Muskelzellen
nicht vollstdndig ausdifferenziert und als Reaktion auf Einflisse ihres

Mikroumfeldes kdnnen sie ihren Phanotyp anpassen (91-92).

Ausgelost wird die Kalzifikation durch eine Vielzahl von Stimuli. Eine der
Hauptthesen besagt, dass die VSMCs apoptotisch werden und dass sich, von
ihnen ausgehend, Matrixvesikel bilden, die kalzifizierendes Potential haben. Die
Apoptose kann durch Interaktion der VSMCs mit Immunzellen und von ihnen
sezernierten Zytokinen initiiert werden, aber auch durch
Reaktive Sauerstoffspezies (ROS), mechanischen Stress und oxidiertes LDL
(91). Die progressive Verkalkung der Arterienwand fuhrt zu einer Veranderung
der mechanischen Reaktionsfahigkeit des Gewebes, wodurch

Préadilektionsstellen flr die Plaqueruptur geschaffen werden.

2.3. Die Rolle des Immunsystems in der Entstehung der Arteriosklerose
Das Immunsystem reagiert auf das oxidierte LDL in der Arterienwand mit einer
sterilen Entziindung. Nicht nur von Monozyten abstammende Makrophagen, die
mittlerweile als treibende Kraft in dem pathologischen Prozess identifiziert
wurden, werden zu der Lasion rekrutiert. Das Endothel beginnt
Adhésionsmolekiile zu exprimieren, die weitere Entziindungszellen binden
kdnnen. Insgesamt gibt es vier Klassen von Adhésionsmolekilen: 1. Die

Selektine, 2. Muzindhnliche Glykoproteine, die Liganden der Selektine sind,
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3. Integrine, vor allem R1- und R2-Integrine, 4. Molekile aus der Familie der

Immunglobuline (93).

P-Selektin ~ wird in  den Granula der Thrombozyten und in
Weibel-Palade-Korperchen der Endothelzellen gespeichert und nach Reaktion
auf Reize aus dem Mikroumfeld an die Membranoberflache gebracht.
Monozyten, Lymphozyten und Leukozyten binden uber das Glykoprotein
PSGL-1 an P-Selektin. Es konnte bereits gezeigt werden, dass ohne Expression
dieses Selektins die Entstehung der Arteriosklerose deutlich verzégert ist (94).
P-Selektin wird durch oxidiertes LDL induziert und durch diesen initialen
Schritt kann die Monozytenrekrutierung beginnen. Auch Thrombozyten besitzen

P-Selektin und interagieren uber diesen Rezeptor mit dem entziindeten Endothel.

Wahrend dieses Prozesses lagern die rekrutierten Plattchen das Chemokin
CCLS5, auch bekannt als RANTES, im Plaque ab (94-95). CCL5 hat eine starke
chemotaktische Wirkung auf Monozyten, aber auch auf eosinophile

Granulozyten, die somit zum Ort der Entziindung gelockt werden (96).

Integrine auf der Oberflache der Immunzellen binden an die Rezeptoren
ICAM-1 und VCAM-1 aus der Klasse der Immunglobuline, die auf
Endothelzellen in Erscheinung treten. ICAM-1 interagiert mit Integrinen, welche
die R2-Kette enthalten und nur auf Leukozyten zu finden sind, wahrend
VCAM-1 an Integrine mit R1-Kette bindet, welche wvon Monozyten,
Lymphozyten und Leukozyten exprimiert werden (97-98). Das erhohte
Vorkommen von VCAM-1 und ICAM-1 auf Endothelzellen wird vermittelt
durch die Cholesterolablagerungen und durch TNF-o, ein Zytokin, welches

vorzugsweise von Makrophagen ausgeschttet wird (99-100).

ICAM-1 vermittelt bei eosinophilen Granulozyten nicht nur die Adhasion,
sondern es kann auch zu einer Degranulation fuhren. Dieser Prozess kann
wiederum VCAM-1 aktivieren (101). Desweitern wurden in den glatten
Muskelzellen arteriosklerotischer GeféBen sehr hohe Konzentrationen von
Eotaxin gefunden, welches neben CCL5 ein weiteres Chemokin ist, das stark
chemotaktisch auf Eosinophile wirkt und sie aktiviert (102). Auch das
Degranulationsprodukt Eosinophilic Cationic Protein wurde im gesteigerten
Male im Blut von Patienten mit Arteriosklerose gefunden und kann als Grolie
fir das AusmaR der Erkrankung herangezogen werden (103).
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Sowohl ICAM-1 als auch VCAM-1 kénnen an Granulozyten binden. Auch wenn
VCAM-1 neutrophile Granulozyten nur in einem geringen Umfang binden kann,
werden Basophile und Eosinophile von dem Adhéasionsmolekul rekrutiert.
VCAM-1 ist ebenfalls in der Lage bei eosinophilen Granulozyten eine

Degranulation zu bewirken (104-105).

3. Storung der Gerinnung

Die Mechanismen der Gerinnung kdnnen in zwei Richtungen entgleiten und zu
pathologischen Zustanden fuhren. Entweder die Gerinnung lauft in einem zu
geringen MaR ab, was zu erhdhter Blutungsneigung fihrt, oder sie lauft zu stark
ab und fihrt zu Bildung von Blutgerinnseln in den Gefallen. Die Entstehung von
Thrombosen wird hauptséachlich durch drei Faktoren begunstigt, die nach dem
deutschen Pathologen Rudolf Virchow, als ,,Virchows Trias® bezeichnet werden
(106).

Virchow erkannte, dass ein veranderter Blutstrom, eine Verletzung des
Endothels oder eine veranderte Zusammensetzung des Blutes das Risiko, eine
Thrombose zu entwickeln, erhéht. Die tiefe Venenthrombose entsteht unter
prokoagulatorischen Plasmabedingungen bei intaktem Endothel. Allerdings
herrscht in den Venen, besonders hinter den Venenklappen, ein reduzierter oder
statischer Blutfluss, sodass sich ein fibrinreiches Gerinnsel bilden kann. Die
arterielle Thrombose ist durch ein plattchenreiches Gerinnsel gekennzeichnet,
das sich nach Verletzung des Endothels unter oftmals turbulenten

Stromungsbedingungen bildet (107).

3.1. Arterielle Thrombose
Die arterielle Thrombose ist ein pathologischer, intravasaler Prozess der
Blutgerinnung, der zu Bildung eines Blutgerinnsels flhrt, welches das Lumen

eines arteriellen Gefales partiell oder vollstandig verlegt (70, 108).

3.1.1. Arterielle Thrombose als Folge der Arteriosklerose
Die arterielle Thrombose ist eine Folge der Arteriosklerose. Wie in Abschnitt
11.2.2 beschrieben, ist die Konsequenz dieser Erkrankung eine zytologische und

strukturelle Veranderung in der Arterienwand.
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Oxidiertes LDL fuhrt zu einer hohen Expression des stark prokoagulatorischen
Tissue Factors. Dieser Gerinnungsfaktor ist zusétzlich in Endothelzellen, in
Monozyten und in der Intima der arteriosklerotischen L&sionen zu finden (109-
110). Das Resultat einer Plaqueruptur ist, dass eine hohe Mengen an
Tissue Factor in Kontakt mit l6slichen und zelluldren Bestandteilen des Blutes
kommt. Wie bereits beschrieben ist Tissue Factor ein sehr potenter Initiator der

extrinsischen Koagulationskaskade.

Dass Immunzellen das Risiko fiur die Entstehung einer arteriellen Thrombose
erhéhen, lassen Untersuchungen vermuten, die zeigen konnten, dass durch
medikamentdse Behandlung der Entziindung das Thromboserisiko vermindert
werden kann (111-112). Wie in Abschnitt 11.2.2 beschrieben, haben Leukozyten
in jeder Phase der Plaquebildung eine modulierende Funktion. AuRerdem gibt es
auch zahlreiche Studien, die belegen, dass Leukozyten auch eine wichtige
Bedeutung in der Thrombusentwicklung haben (4, 43, 113-114).

TR, | Adventitial
i cells

fibrous cap lipid-rich core

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Prozesse wahrend einer
arteriosklerotisch bedingter Endothelverletzung

Tissue Factor (TF), der von Schaumzellen (orange) im nekrotischen, lipidreichen
Kern (lipid-rich core (gelb)) der Plaque exprimiert wird, kommt nach Ruptur der
fibrosen Kappe (fibrous cap) mit Gerinnungsfaktoren im Blut in Kontakt. Zellen
der Adventitia (blau), glatte Muskelzellen (SMC) und Endothelzellen (EC)
tragen wesentlich zur Generierung von TF bei.

Mit freundlicher Genehmigung von Wolters Kluwer Health, Inc., ATVB (115),Copyright ©
2004

3.1.2. Rolle angeborener Immunzellen bei der Entstehung arterieller
Thrombosen
Obwohl Leukozyten auch eine Bedeutung in der Hamostase haben, gibt es

immer mehr Hinweise, dass sie ebenfalls wichtige Effekte in der Entwicklung
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der Thrombose haben, die gesondert von der klassischen Blutgerinnung im Falle

einer Verletzung zu betrachten ist (44, 115).

Durch die Lasionen der Arteriosklerose werden Leukozyten rekrutiert, die in der
Lage sind mit Thrombozyten zu interagieren und diese (ber eine
P-Selektin/PSGL-1-Interaktion zu binden (116). Diese Wechselwirkung von
Leukozyten und Plattchen stellt eine Verbindung von Arteriosklerose zu

Thrombose vermittelt durch Inflammation dar.

Durch die erhéhte Adhé&sion von Thrombozyten und neutrophilen Granulozyten
kdnnen letztere aktiviert und die Bildung von Neutrophil Extracellular Traps
(NETSs) kann induziert werden. Im Blut von Patienten mit Koronarerkrankungen
wurden Aggregate aus Plattchen und Neutrophilen, sowie Aggregate aus
Monozyten und Plattchen gefunden (117-118). Da aktivierte Leukozyten
wiederum in der Lage sind, die Aktivitait der Endothelzellen und der
Thrombozyten zu modulieren, entsteht ein Teufelskreis, der zu einem Verschluss

der Arterie fiihren kann.

Es ist bekannt, dass  neutrophile Granulozyten = Zytokine  wie
Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-o) und Interleukin-13 (IL-1R) sezernieren, die in
Endothelzellen die Expression von Thrombomodulin und EPCR herunter
regulieren.  Dadurch verliert die Oberfliche des Endothels ihre
antikoagulatorischen Eigenschaften (119).

Auch die von den Neutrophilen gebildeten, extrazellularen Chromatinstrukturen
(NETS) verstarken die Thrombosebildung. Die in den NETSs enthaltenen Histone
haben eine zytotoxische Wirkung und schadigen zusétzlich die Endothelzellen.
Das Histon H4 kann ohne Zwischenschritte Thrombin aus Prothrombin
generieren, womit viele Regulationsmechanismen der Gerinnungskaskade
umgangen werden. Besonders die von neutrophilen, aber auch von
basophilen Granulozyten und Monozyten, ausgeschitteten Proteasen, wie
Cathepsin G und Elastase, koénnen direkt Gerinnungsfaktoren aktivieren,

Antikoagulantien degradieren und Thrombozyten stimulieren (44, 110).

Zwar scheinen Leukozyten eine Funktion bei der Fibrinolyse inne zu haben,
allerdings wurde gezeigt, dass unter pathologischen Bedingungen das
Fibringerinnsel durch Leukozyten stabiler wird. Die NETs von aktivierten

Leukozyten konnen die Stérke der Fibrinfasern beeinflussen, die durch die
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Zugabe von CF-DNA und Histonen zum Thrombus eine stabilere und kréaftigere
Struktur erlangen (120). Monozyten inhibieren die Fibrinolyse Uber eine
Tissue Factor-abhéngige Aktivierung von
Thrombin Activated Fibrinolysis Inhibitor (121).

3.1.3. Bedeutung der arteriellen Thrombosen in der Humanmedizin

Kardiovaskularer Erkrankungen (CVDs) fuhren schon seit einigen Jahren die
Liste der weltweiten Todesursachen an. CVDs umfassen eine Gruppe von
Erkrankungen. Zu diesen gehéren pathologische Prozesse in den Gefalen, die
das Herz (koronare Herzerkrankungen), das Hirn (zerebrovaskulare
Erkrankungen) oder die Extremitaten (periphere arterielle Verschlusskrankheit)
versorgen. Auch die tiefe Venenthrombose und die daraus hdufige entstehende

Lungenembolie werden zu den CVDs gezahlt (122).

Die hohe, weltweite Verbreitung dieser Erkrankungen kann man hauptsachlich
auf den mittlerweile verbreiteten Lebensstil in Industrienationen zurickfihren.
Eine fett- und zuckerreiche Ernahrung, Ubergewicht, und Zigarettenkonsum

zdhlen zu grofRen Risikofaktoren.

Arterielle GefaRerkrankungen sind eine der haufigsten Todesursachen in diesem
Krankheitskomplex. Bei fruhzeitiger Erkennung kann durch medizinische
Intervention der Thrombus, z.B. bei Apoplexpatienten oder Patienten mit
Lungenarterienembolie, entweder medikamentds aufgelost werden oder
interventionell/chirurgisch entfernt werden. Der Goldstandard der Therapie des
akuten Herzinfarktes auf dem Boden eines akuten thrombotischen Verschlusses
einer Herzkranzarterie, ist die Herzkatheteruntersuchung mit Stentsetzung.
Allerdings kdnnen Patienten nach Stentimplantation in manchen Féllen eine
Stentthrombose entwickeln (123).

3.1.3.1. Medikamentdse Therapie
Fur die Behandlung oder Prévention der Thrombose werden aktuell
Medikamente eingesetzt, die entweder die Funktion der Thrombozyten hemmen
- diese werden hauptséchlich nach Stentimplantation in die Koronarien oder zur
Sekundarprophylaxe nach stattgehabtem Apoplex eingesetzt - oder hemmend in
die Koagulationskaskade eingreifen. Diese Medikamente werden zur

Behandlung nach stattgehabter Lungenarterienembolie/tiefer
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Beinvenenthrombose oder zur Primar- oder Sekundérprophylaxe eines

Schlaganfalls bei Patienten mit Vorhofflimmern eingesetzt.

Die Cyclooxygenase-Inhibitoren verhindern die Aktivierung der Plattchen, da
Thromboxan Az durch die Hemmung des Enzyms Cyclooxygenase-1 nicht mehr
synthetisiert werden kann. Neben dieser Medikamentenklasse gibt es noch die
ADP-Rezeptor-Antagonisten, die  PAR-1-Inhibitoren und die  anpBs-

Repzeptor-Antagonisten.

Die Antikoagulatorischen Medikamente werden in Vitamin K-Antagonisten,
Heparine und direkte Thrombin- und Faktor Xa-Inhibitoren unterteilt.

Alle Therapien haben gemeinsam, dass auf der einen Seite die Thrombosen
relativ gut behandeln werden, dass es auf der anderen Seite aber zu Blutungen,
aufgrund der gestorten Hamostase, als Nebenwirkung der Therapie kommen
kann (123).

3.1.4. Bedeutung von Thrombosen in der Veterinarmedizin

Hunde und Katzen, die als Haustiere gehalten, die Lebensumwelt des Menschen
teilen und Ubergewicht, ausgel6st durch ungesunde Erndhrung und
Bewegungsmangel, bei ihnen ein sehr weit verbreitetes Problem ist, wird eine
klinisch manifeste Arteriosklerose bei Hunden und Katzen nicht diagnostiziert
(124). Da Arteriosklerose im Hund experimentell ausgeltst werden kann, ist es
fraglich, ob die Erkrankung im Haustier nicht vorkommt oder Ubersehen wird.
Eventuell ist  eine  Kombination aus  Hypothyroidismus  und
Hypercholesterindmie notwendig, damit sich Plaques in Arterien von Hunden
bilden. Thrombosen oder Infarkte werden als Komplikation nicht gesehen (125-
126). Sowohl bei Hunden als auch bei Katzen kommen thromboembolische
Aortenerkrankungen vor. Der Feline Arterielle Thromboembolismus (ATE) ist
ein akuter, lebensbedrohlicher Prozess, ausgeldst durch kardiale Erkrankungen
wie die Hypertrophe Kardiomyopathie (HCM). Ein weiterer Risikofaktor sind
Schilddrusenerkrankungen (127-128). Bisher gibt es kaum Untersuchungen, ob
das Immunsystem die Entstehung von HCM durch Beteiligung von
Entzindungszellen beeinflusst, allerdings gibt es erste Hinweise, dass Plattchen
aktiviert werden und dass sie  P-Selektin  exprimieren  (129).
Aortenthrombose (AT) bei Hunden wird wesentlich seltener diagnostiziert, auch
weil sich die Symptome h&ufig als schleichende, chronische Lahmheit in der
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Hifte manifestieren (128). Eine Grunderkrankung, die eine Ursache fir die
Thrombose sein kdnnte, konnte beim Hund noch nicht eindeutig festgestellt
werden (130). Es gibt Fallberichte mit priméren Thrombosen, aber auch Félle
von sekunddaren Thrombosen, die unter anderem mit Neoplasien, renalen
Erkrankungen aber auch strukturellen, kardiovaskuldren Erkrankungen wie

Aurteriosklerose assoziiert wurden (130-131).

4. Eosinophile Granulozyten

4.1. Immunologische Bedeutung
Eosinophile Granulozyten gehdren zur Familie der Leukozyten und machen im
Blut ungeféhr einen Anteil von 1-5% dieser Zellen aus. Lange Zeit wurde die
Aufgabe der Eosinophilen hauptsachlich in der Verteidigung des Wirtes gegen
Parasiten gesehen. Aber eine Vielzahl neuer Hinweise hat die Perspektive
gewandelt. Eosinophile sind nach heutiger Sicht multifunktionelle Granulozyten,
die bei Initiation und Verstarkung von unterschiedlichen entzlndlichen
Prozessen und bei der Modulation der angeborenen wie auch der erworbenen

Immunreaktion eine Rolle spielen (132).

Als Antwort auf unterschiedliche Stimuli sezernieren Eosinophile Granulozyten
Zytokine, Chemokine, Eikosanoide, Neurotransmitter und zytotoxische Granula
(133).
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Stimulation

Tissue injury
Infections

Allergens
Allografts
‘ Tumors
E— Secretion
T cell communication «— Cytotoxic granules  EPO, MBP, ECP, EDN
Antigen presentation MHC || Cytokines IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL -10
(T cell activation) CD80, CD86 IL-12, IL-13, IL-16, IL-18

TGF o/B, GM-CSF, TNF, INFy

T cell polarization  IDO, KYN Chemokines ~ Eotaxin-1, RANTES, MIP-1c
Lipid mediatiors  Leukotrienes, platelet activating factor

Neuro mediators  Substance P, NGF, VIP

Mast cell activation

Abbildung 3: Schematische Darstellung der eosinophilen Granulozyten und
ihrer multifunktionalen Effektormechanismen

Eosinophile sind Granulozyten mit Granula, die sich mit Eosin anfarben lassen.
Die  Granula enthalten vier  kationische,  zytotoxische  Protein:
Eosinophil Peroxidase (EPO), Major Basic Protein (MBP),
Eosinophil Cationic Protein  (ECP), Eosinophil derived Neurotoxin (EDNT).
Neben diesen Proteinen koénnen Eosinophile als Antwort auf Stimuli, wie
Gewebsverletzung, Infektionen, Allergene, Allotransplantaten und Tumoren,
auch eine Vielzahl an Chemokinen, Lipidmediatoren und Neuromediatoren
freisetzen. Eosinophile aktivieren T-Zellen, da sie als Antigen prasentierende
Zelle agieren. Aulerdem regulieren Eosinophile Uber die Synthese von
Indolamin-2,3-dioxygenase (IDO), ein Enzym, das bei der Entstehung von
Kynurenin (KYN) aus Tryptophan beteiligt ist, die T-Zell Polarisation.
Mastzellen werden durch MBP angeregt.

Mit freundlicher Genehmigung von Copyright Clearance Centre, Inc., Annual Reviews of
Immunology (132), Copyright © 2006

4.2. Sekretionsmechanismen
Die Sekretion der Entziindungsprodukte der eosinophilen Granulozyten kann
uber verschiedene Wege erfolgen. Man unterscheidet die Exozytose, die

sogenannte Piecemeal-Degranulation und die Zytolyse (134).

Die Exozytose kann auf klassischem Weg verlaufen, bei dem die intrazelluléren
Granula mit der Zellmembran fusionieren und der Inhalt in die Umgebung
abgegeben wird. Bei der zweiten Form der Exozytose verschmelzen die Granula
noch innerhalb der Zellen miteinander und in einem folgenden Schritt wird der
gesamte, kombinierte Inhalt durch Fusion mit der Membran aus der Zelle
freigesetzt. Beide Formen der Exozytose werden in der Abwehr von pathogenen
Erregern beobachtet. Die klassische Exozytose kommt h&ufig bei bakteriellen
Infektionen vor und die gesammelte Exozytose bei Erkrankungen mit

Helminthen.
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Die Piecemeal-Degranulation wird bei Entzlindungsreaktionen innerhalb von
Geweben beobachtet. Dabei werden kleine Vesikel von den Granula
abgeschnurt, die entweder Anteile von der Matrix und/oder Anteile des Kernes
der Granula enthalten (135-137). Uber mit der Membran verbundene,
morphologisch  unterschiedlich  groRe, tubuldre = Kompartimente, die
Eosinophil Sombrero Vesicle, werden die abgeschnirten Anteile der Granula
aus den eosinophilen Granulozyten befordert. Die PMD ist ein sehr komplexer
Prozess, der den Zellen ermdglicht, auf unterschiedliche Reize adaquat zu
reagieren. Bei Stimulation kann eine Erhdhung der Anzahl der
Eosinophil Sombrero Vesicle und eine vermehrte Interaktion mit den Granula
beobachtet werden (138).

Wahrend der Zytolyse werden intakte Granula im Gewebe und in
Korperfliissigkeiten freigesetzt, da sich die Zelle, die den Zelltod durchlauft,
auflost. Eine Art der Apoptose, die Eosinophile durchlaufen, geht mit der
Bildung von extrazelluldren Strukturen aus mitochondrialer DNA einher. Die
sogenannten  Eosinophil Extracellular Traps (EETs) wurden bisher mit
bakteriellen Infektionen assoziiert. In den netzartigen Strukturen sind die
zytotoxischen Proteine Major Basic Protein (MBP) und
Eosinophilic Cationic Protein (ECP) enthalten. Die Vermutung liegt nahe, dass
auch vitale, nicht apoptotische Zellen EETSs bilden. Grund fur diese Annahme ist
die Tatsache, dass dieser aktive Prozess Energie erfordert und dass auch schon
bei neutrophilen Granulozyten gezeigt wurde, dass diese Zellen bei Bildung der
Strukturen vital sein kdnnen (139-140).

4.3. Zytotoxische Proteine
Zu den zytotoxischen Proteinen der eosinophilen Granulozyten gehdren neben
MBP-1 und -2 und ECP, auch die Eosinophil Peroxidase (EPX), das
Eosinophil Derived Neurotoxin (EDNT) und das
Charcot-Leyden Christal Protein/Galectin-10 (CLC/Gal10). Abgesehen von
CLC/Gal10 sind die Proteine kationisch, wobei MBP die héchste Ladung an
Protonen hat (135-136). Die starke Anfarbung mit dem sauren Eosin hat den
eosinophilen Granulozyten ihren Namen eingetragen. MBP-1 und EPX sind
spezifisch fur Eosinophile. Die anderen Proteine kommen zwar hauptsachlich in
den eosinophilen Granulozyten vor, man kann sie aber auch in anderen

Granulozyten in sehr viel schwécherer Konzentration nachweisen. In Mé&usen
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kommen die zwei humanen Ribonukleasen EDNT und ECP nicht vor, daflr
besitzen ~ murine  Eosinophile 15 orthologe  Ribonukleasen, die
Mouse Eosinophil Associated Ribonucleases (mEARs) genannt werden und

ebenfalls eine zytotoxische Wirkung besitzen (140).

4.3.1. Major Basic Protein

Das spezifische MBP-1 ist in vitro stark toxisch fur Zellen. Es ist in der Lage,
die Lipid-Doppelmembranen von S&ugetierzellen, Parasiten und Bakterien zu
zerstéren. Neben dem potentiellen Schaden, der im Gewebe angerichtet werden
kann, wird auch die Histaminausschiittung von basophilen Granulozyten und
von Mastzellen von MBP-1 stimuliert. Auch neutrophile Granulozyten und
Alveolarmakrophagen werden angeregt. MBP-1 ist in der Lage Thrombozyten
invitro stark zu aktivieren (141-142). Die destruktive Wirkung von MBP-1
wurde bisher in einem Modell der dystrophischen Muskelerkrankung Duchenne
gezeigt, in dem die Eosinophilen durch Ausschiittung von MBP-1 Muskelzellen
auflésen konnten und zu einer Fibrose in Dystrophin-defizienten Muskelzellen
fuhrten. Auch im Asthma-Modell wurden schon Untersuchungen zu Wirkung
von MBP-1 gemacht und es konnte beobachtet werden, dass MBP eine
Bronchokonstriktion, eine subepitheliale Fibrose sowie eine Hyperreaktivitat der
Atemwege bewirkt (143-144). Ein bekannter Ligand von MBP-1 ist
Heparansulfat, allerdings ist es sehr wahrscheinlich, dass das Protein noch
andere Liganden hat. Interessanterweise konnte in unterschiedlichen
Experimenten  gezeigt werden, dass Heparin, sehr bekannt als
Gerinnungshemmer, einen inhibierenden Effekt auf die Wirkung von MBP-1 hat
(145). Eine Hypothese uber die Wirkungsweise beschreibt ein Modell, welches
in  zwei  Schritten  ablduft:  Zuerst wird MBP-1 von den
eosinophilen Granulozyten ausgeschiittet und bindet an Proteoglykane, wie
beispielsweise Heparansulfate, die sich auf Membranen befinden. Negativ
geladene Membranen werden durch die stark basischen MBP-Proteine
depolarisiert und zerstort. Dieses Modell wirde die beobachteten Effekte, wie
Zytotoxizitdt und Membranzerstérung erklaren (146). Als weiterer wichtiger
Effekt inhibiert MBP in vitro die Entstehung von APC Uber die Bindung und
Hemmung von Thrombomodulin (147-148).
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4.3.2. Eosinophil Peroxidase

Wahrend  der  Aktivierung  sind Eosinophile  in  der  Lage,
Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) zu bilden. Die membrangebundene
NADPH-Oxidase produziert Superoxide. Da diese Radikale extrem
reaktionsfreudig sind und zellschadigend wirken, werden sie sofort nach der
Bildung durch das Enzym Superoxiddismutase in Wasserstoffperoxid

umgewandelt.

EPX nutzt das gebildete Wasserstoffperoxid als Oxidationsmittel fiir
verschiedene Substrate, die sich physiologisch in Korperflussigkeiten befinden.
Dies sind hauptsachlich Bromide, Nitrite und Thiocyanate. Die oxidierten
Produkte wirken auf unterschiedliche Weise. Die hypobromige S&ure und
Stickstoffdioxid sind starke Oxidantien, die zur Lyse von Membranen fuhren.
Das préferierte Substrat Thiocyanat bildet Hypothiocyanséure, welches als
schwaches Oxidans Uber Sulfhydryl-Gruppen Zellmembranen penetriert, in
Zellen eindringt und intrazelluldr zu oxidativem Stress flihrt. Dies induziert die

Expression von Tissue Factor auf Endothelzellen (149-150).

Bei einigen in vivo-Studien wurde vermutet, dass die kombinierte Wirkung von
EPX und MBP-1 einen Effekt zeigen wirde, den das Ausschalten nur eines
dieser Gene nicht bewirkt. Allerdings wurde bei dem Versuch MBP-1-defiziente
Mause mit EPX-defiziente M&usen zu verpaaren festgestellt, dass bei diesen
Mausen die komplette eosinophile Zelllinie nicht ausgebildet wird (151). Auch
bei EPX wurde eine hemmende Wirkung auf die APC-Generierung festgestellt
(148).

4.3.3. Eosinophil-derived Neurotoxin

EDNT ist ein kleines, basisches Protein, das zur Familie der Ribonukleasen A
gehort (RNAse A). Es ist eine weit verbreitete RNAse im menschlichen Korper
und wurde aus vielen Quellen, unter anderem Eosinophilen isoliert. In
Versuchen mit rekombinantem EDNT konnte gezeigt werden, dass das Protein
einen antiviralen Effekt auf das Respiratorische Synzitial-Virus hat, der mit
hoher Wahrscheinlichkeit unabhangig von der RNAse-Aktivitét ist (152). Zwar
kdnnen auch EPX und ECP das Absterben von Purkinje-Fasern, das sogenannte

Gordon-Ph&nomen, auslésen, bei EDNT wurde dieser Effekt jedoch als erstes
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nachgewiesen (153). Es ist weiterhin bekannt, dass es die Reifung und

Aktivierung von dendritischen Zellen bewirken kann (154).

4.3.4. Eosinophil Cationic Protein

Die zweite RNAse in humanen Eosinophilen ist ECP. Dieses Protein ist im
Vergleich zu EDNT wesentlich basischer. Es wurde eine toxische Wirkung
gegenuber Helminthen, Bakterien und RNA-Viren sowie gegenuber
Saugetierzellen festgestellt. So kénnen zum Beispiel Zellen des Herzgewebes
durch ECP geschédigt werden (155-157). Die Serumlevel von ECP kdnnen als
diagnostisches Mittel herangezogen, um den Grad einer eosinophilen
asthmatischen oder allergischen Erkrankung einschatzen zu kénnen. Auch in der
Eosinophilen Myokarditis ist ECP im Plasma erhéht (158). Neben MBP ist ECP
das zweite Protein der Eosinophilen, welches Bestandteil der EETSs ist und somit
die Theorie unterstiitzt, dass EETs eine Aufgabe in der Abwehr von

Mikroorganismen haben (138).

4.3.5. Charcot-Leyden Christal Protein/Galectin-10

CLC/Gal10 hat, im Gegensatz zu den anderen Proteinen, einen pH-Wert, der im
leicht sauren Bereich liegt. Lange ordnete man das relativ kleine Lektin der
Familie der Lysophospholipasen zu (159). Welche Funktionen CLC/Gall0
einnimmt, ist noch nicht besonders gut erforscht. Die ihm ehemals
zugeschriebene  Phospholipase-Aktivitdt kann  man  mittlerweile  auf
Verunreinigungen im Versuch zurickfihren. Der natlrliche Ligand wvon
CLC/Gal10 ist noch nicht bekannt, allerdings zeigen in vitro-Versuche, dass es
selektiv. Mannose binden kann und mit den, in aktivierten Eosinophilen,
glykosylierten Proteinen EDNT und ECP interagiert (160-161). Derzeitige
Hypothesen legen nahe, dass die Lektine als Transporthilfe fir die Proteine
wéhrend der Granulogenese und der Piecemeal-Degranulation dienen kdnnten

und dadurch eine gezielte Sekretion unterstltzen (135).

4.4. Die Rolle der eosinophilen Granulozyten bei der Entstehung von
arteriellen Thrombosen
In den letzten Jahren rickte die Bedeutung von Immunzellen in der Entstehung

von Blutgerinnseln immer mehr in den Fokus der Thromboseforschung (4).
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Wahrend neutrophilen Granulozyten bereits eine wichtige Rolle zugeschrieben
werden kann, gibt es zwar schon einige Indizien, die fir eine Beteiligung der
Eosinophilen sprechen, allerdings bleibt die genaue Rolle dieser Zellen bisher
ungeklart. Patienten mit Erkrankungen, die mit Hypereosinophilie einhergehen,
haben ein erhohtes Risiko zusatzlich eine Thrombose zu entwickeln (162-163).
Klinische Studien zeigen in Thrombus-Aspiraten von Patienten mit
Akuten Koronarsyndrom einen Zusammenhang zwischen der Anzahl der
eosinophilen Granulozyten und der GroéRe des Thrombus (5). Auch bei
Patienten, die eine Thrombose nach dem Einsetzen eines Stents entwickelten,
wurde im Thrombus eine erhéhte Zahl von Eosinophilen unabhéngig von der Art
des Stents festgestellt (2). Die Menge dieser Zellen im peripheren Blut vor
Eingriffen am Herzen lassen Vorhersagen auf die Gefahr von tddlichen
Komplikationen nach der Operation zu, wobei die Mortalitdt 6 Monate nach der
Intervention groRer ist, wenn der Patient eine hohe Anzahl Eosinophiler im Blut
hat (6). In welcher Weise Eosinophile die Thrombose beeinflussen, ist allerdings
noch nicht ausreichend untersucht.

Man weil inzwischen, dass eosinophile Granulozyten ein groRer, intravaskularer
Speicher von Tissue Factor sind, der einer der wichtigsten Initiatoren der
Gerinnungskaskade ist (164-165). Weiterhin kénnten die zytotoxischen Proteine
die Thrombusentwicklung foérdern. MBP hat invitro eine stark aktivierende
Wirkung auf Thrombozyten und wirkt indirekt, indem es Thrombomodulin
inhibiert und damit auch die Bildung von APC, welches antikoagulatorisch wirkt
(147). EPX ist ebenfalls in vitro in der Lage, Thrombozyten zu aktivieren und
konnte Uber die Auslésung von oxidativem Stress in Endothelzellen zu

Expression von Tissue Factor und zur Zellsch&digung beitragen (141, 149).

Obwohl auf der Zelloberflache der Eosinophilen Granulozyten PAR-1
exprimiert wird und Thrombin Uber diesen Rezeptor eine Migration bei
Eosinophilen ausldst, wurde bisher noch keine Aktivierung im Sinne einer
Degranulation beschrieben (166). PAR-2, der wegen einer fehlenden
Hirudin-Seitenkette nicht von Thrombin aktiviert wird, kommt hauptséchlich
intrazellular vor und tbernimmt die Ubergeordnete Rolle in der von Proteasen
vermittelte Aktivierung. Dieser Rezeptor kann durch Trypsin, Tryptase,
Faktor Xa und Vlla stimuliert werden und fiihrt zu einer Degranulation der

Eosinophilen, die in diesem Fall mindestens EDNT ausschitten (167-168).
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Interessant ist auch, dass Plattchen in der Lage sein kdnnten, Eosinophile zu
aktivieren. Plattchen, die mit Thrombin stimuliert und somit aktiviert werden,
setzten das Chemokin CCLS5 frei, welches eosinophile Granulozyten anlockt und
zusatzlich in der Lage ist, eine ECP-Ausschiuttung bei den Eosinophilen zu
bewirken (96). AulRerdem reagieren sie in vitro sensitiv auf PAF, der ebenfalls

von Plattchen freigesetzt wird (169).

Rohrbach et al. konnten schon 1990 zeigen, dass zwei der vier Hauptgranula der
Eosinophilen Granulozyten, das MBP und EPX, starke Aktivatoren der

Thrombozyten sind und somit die Thrombose verstarken konnten (170).

4.5. Der Oberflachenrezeptor Siglec-8

Humane eosinophile Granulozyten exprimieren einen Rezeptor an ihrer
Oberflache, der bei Aktivierung eine inhibierende Wirkung auf die Zellen hat
und die Apoptose einleitet (171-172). Besonders an diesem Molekul ist, dass es
nur auf Eosinophilen, Mastzellen und basophilen Granulozyten vorkommt. Es
fuhrt selektiv zu einer Apoptose der Eosinophilen und verhindert die
Ausschiittung von Mediatoren der Mastzellen ohne die Uberlebenszeit dieser
Zellen zu beeinflussen (173). Aus diesem Grund erhofft man sich, dass man mit
einer gezielten Bindung eines Antikdrpers an Siglec-8, einen therapeutischen
Einfluss auf Krankheiten, die durch Eosinophile oder Mastzellen bedingt
werden, nehmen kann (173-174).

Mause exprimieren das Homolog Siglec-F auf eosinophilen Granulozyten und
Alveolarmakrophagen (175-176). In Experimenten mit Mdusen konnte bereits
gezeigt werden, dass spezifische monoklonale Antikdrper zu einer
Verminderung der Anzahl der Eosinophilen im Blut und im Gewebe fiihrt.
AuBerdem zeigen Knockout-M&use, die keine Siglec-F besitzen, eine erhohte
Anzahl an Eosinophilen im Gewebe. Mausmodelle, die allergisches Asthma
simulieren, zeigen ebenfalls, dass man mit Antikorpern, die gegen Siglec-F
gerichtet sind, die Anzahl der Eosinophilen in der Lunge verringern kann (172,
174, 177).

Die Apoptose, die durch Bindung eines Antikorpers an Siglec-8 ausgeldst wird,
ist abhangig von der Spaltung der Cysteinproteasen Caspase-3, der Caspase-8
und der Caspase-9 Die Initiatorcaspasen 8 und 9 sind essentiell, um die
Proformen von weiteren Effektorcaspasen (Caspase 3) zu spalten, die in Folge
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zelluldare Proteine schneiden und so den Zelltod herbeifiihren. Die
Caspasenkaskade, die durch Siglec-8 ausgeltst wird, fuhrt zu Generierung von
ROS, welche die Zerstérung der mitochondrialen Membran und somit den
Zelltod bedingen (178).

Interessanterweise, fuhrt eine vorrausgehende Inkubation mit dem Zytokin IL-5
zu einem anderen Weg der Apoptose, der Caspasen-unabhdngig ist. Obwohl die
Anwesenheit von IL-5 normalerweise zu einer langeren Uberlebenszeit der
Eosinophilen und zu einer verstarkten Degranulation, kommt es durch die
Bindung eines Antikorpers an Siglec-8 zu Apoptose, die vermehrt durch die
Bildung von ROS und mitochondrialer Zerstérung angetrieben wird (179). Neue
Studien legen nahe, dass Siglec-8 bei Eosinophilen, die mit IL-5 behandelt
wurden, ein aktivierender Rezeptor ist, der einen Zelltod auslost, der abhéngig
ist von Rz-Integrin vermittelter Adhésion, NADPH Oxidase und verschiedenen
Kinasen (180).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Siglec-8 vermittelten Apoptose
von IL-5 behandelten eosinophilen Granulozyten

Die Bindung eines Liganden an Siglec-8 fuhrt bei Eosinophilen, die mit
Interleukin-5 (IL-5) behandelt wurden, zur Expression der Adhdsionsmolekiile
CD11b und CD18 an der Zelloberflache. Diese Ro-Integrine vermitteln die
Adhésion und die Ausbreitung der Zellen an beschichteten Oberflachen.
Daraufhin werden, durch die Aktivierung von NADPH Oxidase, ROS
produziert. Die Reaktionen fihren letztendlich zum Zelltod. (CD=Cluster of
differentiation)

Mit freundlicher Genehmigung von Elsevier Inc., Journal of Allergy and Clinical Immunology
(180), Copyright © 2017
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1. ZIELSETZUNG

In dieser Arbeit soll untersucht werden, wie eosinophile Granulozyten die
arterielle Thrombose beeinflussen und welche Rolle hierbei die Interaktion mit
Thrombozyten spielt. Dafiir werden Knockout-Stdmme genutzt, bei denen
Eosinophile entweder komplett fehlen, bestimmte Effektorproteine dieser Zellen
oder  Adhasion-vermittelnde =~ Rezeptoren  nicht  gebildet  werden.
In vitro-Experimente  mit humanen Zellen sollen die Beobachtungen
untermauern und zusétzlich  Mechanismen aufdecken. Dadurch soll
herausgefunden werden, wie die Rekrutierung, und Aktivierung der
Eosinophilen im Verlauf der Thrombose ablauft und auf welchen Weg, die
Eosinophilen im Zusammenspiel mit Thrombozyten eine Verstarkung der

thrombotischen Prozesse bewirken.

Durch in vivo Experimenten soll bestimmt werden, ob eosinophile Granulozyten
generell einen Einfluss auf die arterielle Thrombose haben, indem die
Thromboseentwicklung in Eosinophilen-defizienten Mauslinien analysiert wird.
Falls sich die Vermutungen bestédtigen, dass die Zellen die Thrombose
verstarken, sollen weitere intravitale Beobachtungen néher charakterisieren, ob

und wann eosinophile Granulozyten zur Lasion rekrutiert werden.

Zusétzlich soll untersucht werden, welche Faktoren wahrend einer Thrombose in
der Lage sein konnten, die Eosinophilen zu aktivieren. Auch hierfir werden
intravitale Studien durchgefihrt und zusétzlich eosinophile Granulozyten

in vitro verschiedenen Stimuli aussetzen.

Bei eindeutigen Anzeichen einer Beteiligung der Eosinophilen in der arteriellen
Thrombose sollen die zugrundeliegenden Mechanismen der Wirkung von
Eosinophilen auf die Bildung eines Gerinnsels bestimmt werden. Dafiir werden
Mausstdmme untersucht, bei denen Gene ausgeschaltet werden, die fir die

Bildung von eosinophilen Effektorproteinen verantwortlich sind.

Zusétzlich ist es Ziel dieser Arbeit, Faktoren der Eosinophilen zu identifizieren,
die therapeutisch zur Hemmung der arteriellen Thrombose genutzt werden

kdnnen.
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V. MATERIAL UND METHODEN

1. Versuchstiere

Fur alle Versuche dieser Doktorarbeit wurde die Maus als Versuchstier genutzt.
Die Maus eignet sich von den gangigen Labortieren sehr gut fiir diese
immunologische Doktorarbeit, da das murine Immunsystem bestens erforscht
ist. Auch das Modell der arteriellen Thrombose ist an der Maus schon hé&ufig
beschrieben worden und in unserer Arbeitsgruppe ist die Induktion durch FeCls,

Ligatur und Drahtdenudation etabliert.

1.1. Mauslinien

Mauslinie Kontrollgruppe Ziel
ApoE” x ApoE” x Untersuchung der
AdblGata” AdblGata"'"t Thromboseentstehung bei

vollstdndigem Fehlen eosinophiler
Granulozyten im Kontext der
Arteriosklerose

Selp™ C57BL/6J Untersuchung der Wirkung des
Oberflachenmolekiils P-Selektin

MBP" MBP"/wt Untersuchung der Wirkung des
zytotoxischen Effektorproteins
Major Basic Protein

EPX" EpXWwt Untersuchung der Wirkung des
zytotoxischen Effektorproteins
Eosinophilen Peroxidase

EoCrese™ x Visualisierung der Rekrutierung und
PC-G5-td Tflox™t Aktivierung eosinophiler
Granulozyten wéhrend der
Thrombusentwicklung in vivo

C57BL/6J mit C57BL/6J mit Untersuchung der Rolle, der durch

anti-Siglec-F- Rat 19G Siglec-F mediierten, negativen
Antikorper behandelt Rickkopplung
behandelt

Tabelle 1:  Ubersicht der Versuchsgruppen
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1.1.1. ApoE" x AdbIGATA1-Verpaarung
Die AdbIGATA1tMBSNO_Mause wurden von The Jackson Laboratory erworben.

Das auf dem X-Chromosom vorkommende Gen Gatal codiert das
Gata binding Protein 1, welches als Transkriptionsfaktor verantwortlich ist fir
die Entwicklung unterschiedlicher Blutzellen aus ihren Progenitorzellen (181).
So ist dieser Transkriptionsfaktor beteiligt an der Entwicklung der erythroiden
Zelllinie und an der Entwicklung von Megakaryozyten, Mastzellen und
eosinophilen Granulozyten aus myeloiden Vorlduferzellen. Eine gezielte
Deletion einer palindromisch aufgebauten, doppelten Bindungsstelle mit einer
hohen Affinitdt zu dem Gata binding Protein 1 im Gatal-Promoter flhrt zu
einem spezifischen Verlust der eosinophilen Zelllinie in der Maus (182). Diese
Bindungsstelle flhrt vermutlich zu einer positiven Autoregulation, die durch die
Deletion entfallt (183). Auch der Einfluss von Faktoren, welche die Bildung von
eosinophilen Granulozyten stimulieren, haben in dieser Knockout-Maus keinen
Effekt. Die Mause sind uneingeschrankt lebens- und fortpflanzungsfahig.
Andere Zelllinien, die von Gatal abhangig sind, werden durch die genetische
Modifikation nicht betroffen. Die dazu gehdrenden erythroiden Zellen,

Megakaryozyten und Mastzellen entwickeln sich normal.

Um ein  Modell zu kreieren, an dem die Beteiligung der
eosinophilen Granulozyten bei der Entstehung von arteriosklerotischen Plagques
beziehungsweise bei der von Arteriosklerose bedingten arteriellen Thrombose,
studiert werden kann, wurde die AdbIGATAIl-Linie mit Mausen einer
ApoE-Linie verpaart. Bei ApoE-knockout-Mé&usen fehlt das normalerweise in
der Leber gebildete Apolipoprotein E, welches eine wichtige Rolle in der
Entfernung von Lipoproteinen aus dem Blut hat. Dadurch zeigen diese Tiere
alters- und geschlechtsunabhangig einen erh6hten Cholesterolspiegel. Besonders
Chylomikronen und VLDL kommen vergleichsweise gehduft vor (184). Bei
einer normalen Diét bilden sich ungefdhr in einem Alter von drei Monaten
Lé&sionen im proximalen Teil der Aorta. Die L&sionen werden mit zunehmendem
Alter groRer bis circa im Alter von acht Monaten arteriosklerotische Plaques zu
finden sind (185). Die Pathogenese der Arteriosklerose wurde verstarkt und
beschleunigt, indem die Versuchsgruppen, nach dem Absetzen von der Mutter
im  Alter von vier Wochen, mit einer cholesterolreichen  Diét

(Western Type Diet, ssniff Spezialdidten GmbH, Soest) gefuttert wurden.



Material und Methoden 32

Dadurch war es maglich, die Thrombose und die Arteriosklerose der Mause,
90 Tage nach Beginn der Didt zu untersuchen. Als Kontrollgruppe dienten
Geschwistertiere, bei denen das Gatal-Gen nicht ausgeschaltet war

Die Tiere sind phénotypisch unauffallig und fertil.

1.1.2.  P-Selektin-defiziente Maus (Selp™)

Die homozygote Mutation des Gens SelptmlHy” bewirkt einen Mangel des
Oberflachenproteins P-Selektin, welches auf Thrombozyten, Leukozyten und
Endothelzellen zu finden ist (186). Die P-Selektin-defizienten Méause wurden
durch eine Genmutation in embryonalen Stammzellen generiert und in Méusen
mit einem C57BL/6J und 129S2 Hintergrund tbertragen. Die Tiere sind fertil
und vital, allerdings zeigen die Leukozyten ein vermindertes Rollen am Endothel
und neutrophile Granulozyten zeigen eine verminderte Extravasation (187). Die
Anzahl der neutrophilen Granulozyten ist kompensatorisch um das Zwei- bis
Dreifache erhoht, wéhrend die Anzahl der Monozyten und Lymphozyten im
Vergleich zum Wildtyp nicht erhoht ist.

Die Linie eignet sich gut, um das Verhalten von Leukozyten bei der Bindung am
Endothel und anderen Immunzellen zu studieren. Die Tiere zeigen keine

weiteren phéanotypischen Auffélligkeiten und sind fertil.

1.1.3. C57BL/6J behandelt mit anti-Siglec-F-Antikorper

Siglec-F ist ein Rezeptor auf eosinophilen Granulozyten. Das Binden eines
Antikdrpers an diesem Rezeptor fuhrt zur Apoptose der Zellen (172). Bisherige
Untersuchungen zeigen, dass eine eventuelle negative Rickkopplung die
Eosinophilen hemmt (188). Mit diesem Modell soll untersucht werden, ob eine
Bindung an Siglec-F die potentielle Wirkung der eosinophilen Granulozyten in
der arteriellen  Thrombose beeinflusst. Der  Antikorper  (Purified
Rat anti-Mouse Siglec-F, BD Pharmingen™, Heidelberg) wurde den Méausen
20 min vor der Induktion der Thrombose Uber einen Schwanzvenenkatheter
verabreicht. Der Kontrollgruppe wurde die Isotypkontrolle Rat IgG ((Purified
Rat IgG, BD Pharmingen™, Heidelberg)) injiziert.

1.1.4. C57BL/6J
Als Kontrollgruppe zur Selp”-Gruppe und zur Versuchsgruppe, die mit anti-

Siglec-F-Antikdrper behandelt wurde, wurden Mause der
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C57BL/6J-Linie (The Jackson Laboratory, Bar Habor) verwendet. Mduse dieser
Inzuchtlinie sind die in der Grundlagenforschung meist verwendeten
Versuchstiere. Sie werden hauptsachlich in der Herstellung transgener Mé&use
verwendet, da der Hintergrund sehr gut geeignet ist, spontane oder induzierte
Genmutationen ~ maximal  zu  exprimieren.  Trotzdem  entwickeln
C57BL/6J-Mause selten Tumore, eignen sich aber ansonsten gut zur Zucht und
erreichen ein hohes Lebensalter.

1.1.5. Major Basic Protein-defiziente Maus (MBP")

Das Protein Major Basic Protein, welches von eosinophilen Granulozyten
ausgeschuttet wird, konnte durch seine zytotoxischen Effektormechanismen
dazu beitragen, dass eosinophile Granulozyten die arterielle Thrombose
verstarken (135). Mit Hilfe eines Vektors, der die Exons 2,3 und 4 des
mMBP-1 Gens ausschneidet und durch eine Neomycin resistente Kassette
ersetzt, kann die Expression des Genes verhindert werden Der Verlust von
MBP-1 hat keinen Einfluss auf die durch Allergene induzierte Rekrutierung der
Eosinophilen (189), daher kann davon ausgegangen werden, dass die

Rekrutierung normal verlauft.

Die Maéuse zeigen phénotypisch keine Auffalligkeiten und sind fertil. Als
Kontrollgruppe wurden Geschwistertiere verwendet, die keinen Knockout hatten
(MBPWIWY),

1.1.6. Eosinophil Peroxidase-defiziente Maus (EPX™)

Das EPX-Gen codiert ein Enzym aus der Gruppe der Peroxidasen, welches von
eosinophilen Granulozyten produziert wird und eine wichtige Rolle in der
Eliminierung von Gewebe-invasiven Parasiten spielt. Die Mé&use bilden
aufgrund einer gezielten Deletion des EPX-Lokus das Effektorprotein
Eosinophilen Peroxidase (EPX) nicht aus (190). Dies ermoglicht, dass die
Wirkung der toxischen Proteine aus den Granula der eosinophilen Granulozyten

in vivo in Abwesenheit von EPX untersucht werden kdnnen.

Die Mause zeigen im Phanotyp keine Auffélligkeiten und sind fertil. Als
Kontrollgruppe wurden Geschwistertiere verwendet, die keinen Knockout hatten
(EPXVWY),
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1.1.7. EoCre-Maus

Bei der EoCre-Maus ist am Start-Codon des EPX-Gens eine Cre Rekombinase
eingefugt. Durch dieses Knock-in entsteht eine Linie, in der die Rekombination
von gefloxten Reporterkassetten in Uber 95% der im peripheren Blut
vorkommenden eosinophilen  Granulozyten mediiert wird (191). Die
Cre-Expression ist spezifisch fur die Zelllinie der eosinophilen Granulozyten
und es wurde kein toxischer Einfluss der Cre Rekombinase festgestellt, obwohl
eine verminderte Anzahl von eosinophilen Granulozyten im peripheren Blut
festgestellt wurde. Andere Zellpopulation sind in normaler Anzahl vorhanden.
Bei homozygotem Knock-in der Cre Rekombinase in das Genom der Maus
kommt es zu einem kompletten Verlust von EPX, der bei heterozygotem Knock-
in nicht zu beobachten ist (191).

Bei Verpaarung mit einer Flox-Mauslinie konnen spezifische Knockouts in den

eosinophilen Granulozyten erzeugt werden.

Die Linie zeigt phénotypisch keine Besonderheiten und ist fertil.

1.1.8. EoCre x PC-G5-tdTflox

In Abhéangigkeit von der Cre Rekombinase wird bei dieser Maus-Linie ein
GCaMPGS5 Calcium Indikator exprimiert. Der Indikator ist eine Variante des
GCaMP3 Indikators, welcher aus einem grln fluoreszierenden Protein, aus
einem Kalzium bindenden Protein Calmodulin (CaM) und einem Peptid M13
besteht. Das Peptid M13 interagiert mit CaM. Der Indikator ist zusatzlich mit
einem rot fluoreszierenden Protein dtTomato als Negativkontrolle
gekennzeichnet, um die Cre exprimierenden Zellen sicher zu finden. Bei
steigendem Kalzium-Gehalt in der Zielzelle bindet Kalzium an CaM und so
entsteht, neben dem dauerhaften roten Signal, ebenfalls ein griines Signal.
Dadurch kénnen mit Hilfe dieser Linie Rickschlisse auf die Kalzium-Dynamik
im Zielgewebe gezogen werden (192-193). Durch die Verpaarung mit der
EoCre Maus ist es mdglich in vivo zu beobachten, wie sich speziell eosinophile
Granulozyten wahrend der arteriellen Thrombose verhalten Durch das Anzeigen
des Kalziums-Signals konnen Rickschliisse gezogen werden, ob die

Eosinophilen aktiviert werden.

Untersuchungen des Blutes mit dem Flow Cytometer zeigten, dass

ausschlieBlich eosinophile Granulozyten das Signal exprimieren. Die
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eosinophilen Granulozyten im Blut wurden dafir mit einem Antikorper
(Anti-Siglec-F-APC-Vio® 770, mouse, Miltenyi Biotech GmbH,
Bergisch Gladbach) ex vivo doppelt markiert.

Auch in dieser Linie waren im Phéanotyp und in der Fertilitit keine

Auffalligkeiten zu finden.

1.2. Das Cre-lox-System

Die Cre-lox-Rekombination ist eine bindungsspezifische
Rekombinase-Technologie, die es erlaubt, DNA-Modifizierung an bestimmten
Zelltypen vorzunehmen oder durch einen bestimmten Trigger auszultsen (194).
Das System setzt sich zusammen aus loxP-Elementen, der Cre Rekombinase und
der DNA-Zielsequenz. Die loxP-Elemente bestehen aus 34 Basenpaaren,
genauer aus einer Kernregion mit acht Basenpaaren, die von zwei umgekehrten
Sequenzwiederholungen umgeben wird. Das Cre-Enzym fuhrt eine
Rekombinasereaktion zwischen zwei loxP-Elementen durch. Dabei lagern sich
zwei Untereinheiten der Cre-Rekombinase um ein loxP-Element und schneiden
es in der Kernregion. AuBerdem werden die zu rekombinierenden
DNA-Abschnitte in eine rdumliche nahe Konstellation gebracht. Nun kann
entweder eine Deletion oder eine Insertion oder sogar Translokation stattfinden.
Welche Reaktion stattfindet, hdngt von der Orientierung der zwei loxP-Elemente
zueinander ab. Die loxP-Maus wird ber homologe Rekombination hergestellt.
Sie tragt loxP-Elemente in ihrem Genom, allerdings kommt die genetische
Mutation  phénotypisch erst zum Tragen, wenn die vollstandige
Funktionsfahigkeit des Gens, durch die von der Cre-Rekombinase vermittelte
Reaktion, ausgeschaltet wird. Dies wird erreicht, indem die loxP-Maus mit einer
Cre-Maus verpaart wird. Je nachdem, welcher Promotor fur die Steuerung der
Expression des Cre-Gens gewéhlt wird, wird die Cre-Rekombinase nur in
bestimmten Geweben oder Zellen oder nur nach medikamentoser Induktion
gebildet (195).

1.3. Tierhaltung
Die Zucht und Haltung der Versuchstiere erfolgte im Zentrum fir
Neuropathologie und Prionenforschung (ZNP). Eine maximale Anzahl von drei
Tieren wurde in Abhéngigkeit von KorpergroRRe, Geschlecht und Vertréglichkeit
in einem Ké&fig (THKB-M2V-M Polysulfonkéfig Typ M I, verlangert) gehalten.
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Die Ké&fige wurden an ein IVC-System (Individually Ventilated Cabinet)
angeschlossen. Die Tiere bekamen ad libitum ein Standardfutter fur Labornager
(Standardfuttermittel, sniff Spezialdidten GmbH, Soest). Ebenso hatten sie freien
Zugang zu Wasser, das in Trénkeflaschen angeboten wurde. Die 12 stiindige
Beleuchtung wurde automatisch durch einen Zeitschalter geregelt und somit ein
Tag-Nacht-Rhythmus vorgegeben. Die Raumtemperatur betrug konstant 21°C
und die Luftfeuchtigkeit 55% mit Schwankungen bis zu 5%.

1.4. Hygienemanagement
Die Tiere wurden unter Spezifisch Pathogenfreien-Bedingungen (SPF) gehalten.
Durch eine Personal-, Material-, Wasserstoffperoxidschleuse, einen
Durchreichautoklaven, sowie eine Uberdruckbeliiftung wurde eine geschlossene
Barriere zwischen reinem und unreinem Bereich geschaffen. Das Umsetzen
erfolgte einmal wdchentlich in Kafige, die zuvor mit 80°C warmem Wasser
gereinigt und im Autoklaven bei 121°C desinfiziert wurden. Nach
FELASA-Richtlinien (Federation of European Laboratory Animal Association)

wurde der Status der Tierhaltung mit Sentinel-Mausen Uberpruft.

2.  Tieroperation

2.1. Narkose
Um die Tiere in Narkose zu legen, wurde eine sogenannte
vollstdndige antagonisierbare Anésthesie (VAA) genutzt, die aus 90 pl Fentanyl
(Fentanyl HEXAL®, Hexal AG, Holzkirchen), 90 pl Midazolam
(Midazolam-hameln®, Hameln Phamaceuticals GmbH, Hameln) und
15 pl Medetomidin (Dorbene®, Pfizer GmbH, Berlin) bestand. Die Dosis, die
fur eine 20-25 g schwere Maus berechnet ist, wurde intraperitoneal injiziert.
Dies entspricht 0,05 mg Fentanyl und Medetomidin und 5mg Midazolam pro
Kilogramm Korpergewicht der Maus. Falls die Tiere schwerer als das genannte
Gewicht waren, wurde das Volumen der Narkose um das 1,5-fache erhéht. Zur
Uberprifung, ob das Toleranzstadium der Narkose erreicht war, wurde der
Zwischenzehenreflex Gberpriift. Sobald dieser ausgefallen war, wurde mit der
Operation begonnen. Um die Narkose zu erhalten wurde nach 35-40 min erneut,
die Haélfte der Dosis, intraperitoneal injiziert. Die VAA bewirkt eine
Allgemeinanasthesie, die definiert wird Uber Hypnose, Analgesie und

Relaxation.
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Fentanyl ist ein sehr potentes Betdubungsmittel, welches als Agonist reversibel
an den p-Opioidrezeptor bindet und so zentral zu einer Schmerzausschaltung
flhrt. Die Wirkung lasst sich mit Naloxon aufheben.

Der a2-Agonist Medetomidin aktiviert o-Adrenorezeptoren am Hirnstamm und
flhrt dadurch zu einer Sedation und Muskelrelaxation. Als Antagonist wird

Atipamezol verwendet.

Midazolam, aus der Gruppe der Benzodiazepine, bindet an GABAs-Rezeptoren
im limbischen System und bewirkt Muskelrelaxation und eine Sedation,
allerdings keine Schmerzausschaltung. Dem Effekt kann man mit Flumazenil

entgegenwirken.

2.2. Verabreichung der Antikorper

Um die Reagenzien vor der Operation verabreichen zu kénnen und falls nétig
wéhrend der Operation nachdosieren zu konnen, wurde der Maus ein
Schwanzvenenkatheter gelegt. Dieser wurde selbst hergestellt, indem zwei 30 G-
Kanile (BD Microlane™ 3, Becton Dickinson and Company Limited,
Drogheda, Louth, Irland) mit einem dunnen Schlauch (Fine Bore
Polyethylene Tubing, 0,28 mm ID 0,61 mm OD,
Smith Medical International Ltd., Hythe, UK) verbunden und mit
0,9%igen NaCl gespult werden.

Der Katheter wurde in das distale Drittel einer der lateral gelegenen
Schwanzvenen eingeflhrt. Durch ZurtickflieRen des Blutes in den Katheter und
uberprifen, ob sich die Flussigkeiten aus der Spritze leicht in die Vene
applizieren lieRen, wurde Uberpruft, ob der Katheter korrekt lag. Anschliel3end
wurde dieser mittels Gewebeklebstoff (Histoacryl®, BRAUN, Rubi, Spain)

fixiert und die bendtigten Reagenzien injiziert.

Um die Thrombozyten visualisieren zu kénnen, wurden 0,025 pg/g Korperwicht
fluoreszenzmarkierter ~ Antikorper  (DyLight 488 mouse  platelet labeling,
Emfret ANALYTICS, Eibelstadt) mit 0,1 ml 0,9%igen NaCl verdinnt und in die
Schwanzvene injiziert. Um eine Zell-zu-Zell-Interaktion beobachten zu kénnen,
wurden Plattchen einer Spendermaus isoliert und exvivo mit einem

fluoreszierenden Farbstoff markiert.
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2.3. Gewinnung und Isolation der Plattchen
Da die Markierung mit dem Antikdrper ungeeignet war, um einzelne Pl&ttchen
zu visualisieren, mussten Thrombozyten von einer Spendermaus gewonnen
werden, um  die Interaktionen  zwischen  Thrombozyten  und
eosinophilen Granulozyten beobachten zu koénnen. Das Spendertier wurde so
gewahlt, dass es aus der gleichen Linie wie das Empfangertier stammte, um
linienspezifische Unterschiede im Verhalten der Thrombozyten bei der
Entwicklung des Thrombus auszuschlieBen. Das Spendertier wurde, wie
beschrieben, in eine tiefe VAA-Narkose gelegt. Durch kardiale Blutentnahme

konnte ungefahr 1 ml Blut gewonnen werden. (siehe Abschnitt:1V.4.2)

Vor der Isolation der Plattchen aus dem Vollblut wurde ein Puffer hergestellt,
um den empfindlichen Thrombozyten ein physiologisches Medium
bereitzustellen. Damit wurde einer Aktivierung oder dem Zelltod vorgebeugt.
Tyrodes-Puffer wurde aus 9 ml steril filtriertem Tyrodes (10,15g NaHCOs
(VWR International, Darmstadt), 1,95 g KCI (VWR International, Darmstadt),
80 g NaCl (VWR International, Darmstadt) gelost in 1 L Aquadest.), 1ml
HEPES (HEPES®, Invitrogen, Darmstadt) 90 ml Nanopore-Wasser, 0,1 g
bovinem Serumalbumin (Albumin Fraktion V, fettsdurefrei, Carl Roth GmbH
und Co.KG, Karlsruhe) und 0,1 g D(+)-Glucose (Merck KGaA, Darmstadt)
hergestellt. 50 ml des Puffers wurden auf einen pH-Wert von 6,5 eingestellt, die

restlichen 50 ml auf eine pH-Wert von 7,4.

Das gewonnene Blut wurde zusammen mit 2 ml Tyrodes-Puffer in ein
5 ml Falcon (Falcon Round-Bottom Tube, Corning Incorporated Life Sciences,
NY, USA) gefillt und anschlielend fiir 20 min bei 70 x g und Raumtemperatur
ohne Bremse zentrifugiert (eppendorf centrifuge 5804, Eppendorf Vertrieb
Deutschland GmbH, Wesseling). Das plattchenreiche Plasma (PRP) wurde mit
einer Pipette von den restlichen zelluldren Bestandteilen, die sich am Boden als
Pellet gesammelt hatten, abgehoben und zusammen mit 2 ml Tyrodes (pH 6,5)
in ein Glasrohrchen gegeben. Durch Zugabe von 20 pl DCF, welches 1:10
verdiinnt war, wurden die Thrombozyten in einer Inkubationszeit von 2 min
grin fluoreszierend markiert. Im Falle der violetten Markierung werden
20 pl Farbstoff, 1:10 verdunnt, verwendet, welcher 5 min inkubierte. Der zweite
10-minltige Zentrifugationsschritt diente dazu, die Thrombozyten in einem

Zellpellet zu sammeln und wurde deswegen mit Bremse bei 400 xg
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durchgefuhrt. Das Zellpellet wurde in 250 pul Tyrodes (pH 6,5) und 250 pl
Tyrodes (pH 7,4) resuspendiert.  AnschlieBend wurde mit einem
Blutanalysegerdt (ABX Micros ES60 Hamatologie Analysegerét, Horiba ABX,
Montpellier, Frankreich) die Zellzahl bestimmt, um zu berechnen, mit welcher
Menge Tyrodes die Zellen verdinnt werden missen. Ziel war eine
Konzentration von 150 000 Thrombozyten/ul. Dem Empfangertier wurden
250 pl der Suspension per Schwanzveneninjektion verabreicht.

2.4. Farbstoffe
Um die Objekte von Interesse mit Mikroskopen sichtbar zu machen, wurden sie
mit Fluorochromen markiert. Fluorochrome teilen sich die charakteristische
Molekdlstruktur von koplanar liegenden, konjugierten Doppelbindungen in
Ringstruktur. AufRerdem sind sie in der Lage, Licht in einem so langwelligen
Spektralbereich zu absorbieren, dass die Emission fiir das menschliche Auge
sichtbar ist. Fluoreszenzfarbstoffe haben den grofRen Vorteil, dass sie schon in
sehr geringen Konzentrationen leuchten, sodass lebende Zellen dies tolerieren

und Vitalfarbungen mdoglich sind (196).

Der Farbstoff 2,7 Dichlorfluoreszin (DCF) wird den Zellen als Diacetat
angeboten, da es als Ester membranpermeabel ist und somit gut in die Zellen
diffundieren kann. In der Zelle wird es zuerst durch unspezifische Esterasen
deacetyliert und anschlieBend oxidiert. Nach diesen Modifikationen kann der
Farbstoff die Zellmembran nicht mehr passieren. Die durch die Oxidation
entstandene Doppelbindung ist eine Voraussetzung flr die Fluoreszenz (197).
Der Farbstoff kann mit einer Wellenlange von 500 nm angeregt werden,

woraufhin Licht mit einer Wellenl&nge von 500 nm emittiert.

Da in der EoCre X PC-G5-tdTflox-Maus die Interaktion der Thrombozyten mit
den Eosinophilen Granulozyten, die entweder rot im inaktivierten oder griin im
aktivierten Zustand leuchten, beobachtet werden sollte, wurde fur die Plattchen
ein  Farbstoff ausgewéhlt, der im violetten  Spektrum emittiert
(CellTrackerTM Violet BMQC Dye, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham
MA, USA). Auch dieser ist so konstruiert, dass er die Zellmembran passieren
kann. Die ubiquitdar vorkommende Glutathiontransferase katalysiert eine
Reaktion, in der eine Thiolgruppe des Glutathions auf die Bromid-Gruppe des

Farbstoffes Ubertragen wird. Das violett fluoreszierende, brommethylierte
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Derivat von Kumarin wird sehr gut in der Zelle zuriickgehalten und farbt das
Zytoplasma gleichmalig an. Bei starker Fluoreszenz hat der Farbstoff

gleichzeitig eine geringe Toxizitat (198).

Der fluoreszenzmarkierte Antikdrper (DyLight 488 mouse platelet labeling,
Emfret ANALYTICS, Eibelstadt) ist mit dem Fluorchrom AlexaFluor 488
markiert. Das Fluorochrom wird mit einer Wellenldnge von 488 nm angeregt
und emittiert in einer Wellenldnge von 525 nm. Der Antikdrper bindet an die
Glykoprotein ~ GPIb-Untereinheit des murinen  Thrombozyten-  und
Megakaryozyten-spezifischen GPIb-V-1X-Komplexes, wahrend
Von Willebrand-Faktor an GPIa bindet. Der Antikorper hat keinen Einfluss auf
die Dynamik der Thrombusbildung (199-200).

2.5. Induktion der Thrombose
Zur Herstellung eines arteriellen Thrombus wurde die Maus zuerst, wie
beschrieben, in Narkose gelegt und dann die linke Arteria carotis communis
freiprépariert. Die rechte Arterie wurde ebenfalls freiprapariert, wurde aber nicht
verletzt, da sie zur Kontrolle diente. Die Thrombusformation wurde mittels

FeCls induziert.

2.5.1.  Verletzung mit FeCls

Ins Detail gehend wurde die Methode wie folgt ausgefuhrt: Bei der Maus wurde
nach Desinfektion des Operationsfeldes paramedian im Halsbereich ein 1,5 cm
langer Hautschnitt durchgefuhrt. Im Anschluss wurden die A. carotis communis
dextra und sinistra freigelegt, indem die ventral liegenden Fettschichten und
Muskelfaszien entfernt und die Speicheldrisen nach lateral verlagert wurden. Im
Bereich kaudal der Bifurcatio carotidis wurde die A. carotis communis mit
einem schwarzen Plastikstick unterlegt, um ein deutliches Hervortreten der
Arterie aus dem Operationsfeld zu gewahrleisten. Zusétzlich konnte so die
FeCls-Losung kontrolliert an der Arterie appliziert und sichergestellt werden,
dass das umliegende Gewebe nicht verletzt wurde. Das Plastikstick flhrte
ebenfalls in den spéteren Immunofluoreszenz-Aufnahmen zu einer besseren

Kontrastierung.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des FeCls-Modells

Nach dem die Arteria carotis communis freiprapariert wurde, wurde sie mit
einem schwarzen Plastikstick unterlegt. Das mit FeCls getrankte Filterpapier
wurde seitlich an die Arterie gelegt, sodass sich der Thrombus von der Seite des
GefaRes zur kontralateralen Seite bildete. Die Dynamik der Ausbreitung des
Thrombus ist durch die gestrichelten Linien eingezeichnet.

Das FeClz wurde appliziert, indem ein 1x2 mm grof3es Stiick Filterpapier mit
2 pl einer 10%igen FeCls-LOosung getrdnkt wurde und anschlieBend auf das
Plastikstiick seitlich an die Arterie gelegt wurde. Diese wurde zuvor getrocknet,
damit die FeCls-Losung nicht verdinnt wurde. Nach einer Einwirkzeit von
3 min wurde das Filterpapier entfernt und der Bereich der Arterie mit PBS
(Dulbecco’s Phosphate buffered saline, Sigma-Aldrich® Steinheim) gespiilt.

Im Anschluss wurden die Vorgénge im Gefa3, wéhrend der Thrombusbildung
mit einem Intravitalmikroskop beobachtet und aufgenommen (Siehe Abschnitt
IV.3). Als Messgroflen wurden der Zeitpunkt herangezogen, an dem eine
vollstandige Okklusion des GefaRes erreicht wurde, und der Zeitpunkt an dem
der Thrombus rekanalisierte. Die aus diesen GrolRen errechnete Zeitspanne, in
der eine vollstdndige Okklusion des GefélRes besteht, wurde als GroRe

herangezogen, um die Stabilitat des Thrombus zu bestimmen.

3. Intravitalmikroskopie

Die Aufnahmen wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop BX51WI (Fa.
Olympus, Hamburg, Germany) aufgenommen. Durch Anfarbung der Blutzellen
mit Fluorochromen wurde mit der Methode der Intravialmikroskopie eine
in vivo-Beobachtung der Vorgange im Gefal3 moglich. Die Aufnahmen wurden
mit einer CCD Kamera (charged coupled deviced) (ORCA-ER, Hamatsu, Japan)
angefertigt.
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3.1. Prinzip der Epifluoreszensmikroskopie
Zur Darstellung der Fluorochrome wurde das Prinzip der Fluoreszenz genutzt.
Fluoreszenz entsteht bei Wechselwirkung von Materie und Licht. Bei dem
erstmals von G.G. Stokes untersuchtem Vorgang werden Elektronen durch
Lichtenergie, genauer durch Absorption von Photonen angeregt. Dadurch wird
das Elektronensystem auf einen hoheren Energiezustand gehoben. Die
Energiedifferenz zwischen erstem und zweitem Energiezustand entspricht genau
der Energie des Photons, das absorbiert wurde. Elektronensysteme haben
diskrete Energieniveaus. Der erste Energiezustand kann wieder erreicht werden,
indem Energie in Form von weniger energetischem, langwelligem Licht abgeben

wird. Dieses Licht fluoresziert und kann detektiert werden.

Das Anregungslicht liegt im hochenergetischen kurzwelligen Bereich und
stammt bei dem genutzten Intravitalmikroskop von einer Xenonlampe. Das von
ihr ausgestrahlte UV-Licht wird Uber einen Strahlungsteiler abgelenkt und durch
das Objektiv auf das Objekt geleitet. Die Emission gelangt wieder durch das
Objektiv zum Strahlungsteiler, der das langwelligere Licht passieren lasst.
Daraufhin wird es zu Interferenzfiltern geleitet, die die Unterscheidung
verschiedener Fluoreszenzen mdglich machen (196, 201).

4.  Probengewinnung

4.1. Entnahme der Thromben
Nach Abschluss der Intravitalaufnahmen wurde der Thrombus, der sich gebildet
hatte, zu weiteren Untersuchungen entnommen. Daflr wurde die
A. carotis communis oberhalb und unterhalb des Thrombus mit einen Faden
(7-0 Prolene,  monofil,  nicht  resorbierbar,  Ethicon,  Johnson and
Johnson Medical GmbH, Norderstedt) ligiert. So wurde verhindert, dass der
Thrombus weggesplilt wurde. Kaudal des ersten Fadens wurde ein zweites Mal
ligiert. Der Scherenschlag erfolgt zwischen den beiden Ligationen, um eine
massive Blutung nach Entnahme des Thrombus und der rechten

A. carotis communis zu verhindern.

4.2. Kardiale Blutgewinnung
Die kardiale Blutentnahme eignet sich, um eine moglichst grolle Menge Blut

von dem Versuchstier zu gewinnen. Dazu wurde die Haut Gber dem Brustkorb
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durch einen Schnitt in der Medianen eréffnet und vom Brustkorb prépariert.
Kaudal der zweiten Rippe auf der linken Seite wurde direkt seitlich vom
Sternum in einem 90° Winkel eingestochen. Die 1 ml-Spritze (BD Discardit™ I,
Becton Dickinson S.A., Fraga, Huesca, Spanien) wurde mit einer 26 G-Kanile
(BD Microlane™ 3, Becton Dickinson and Company Limited, Drogheda, Louth,
Irland) versehen und vor Entnahme mit Citrat beschichtet, um ein Koagulieren
des Blutes zu verhindern. Unter leichter Aspiration wurde die Kanule bis ins
Herz vorgeschoben. Nach Gewinnung von ungeféhr 1 ml Blut wurde das Tier

durch Genickbruch getotet.

4.3. Blutanalsye
Jeweils 100 pul des gewonnenen Blutes wurden dazu verwendet, um zu
uberprifen, ob die Knockouts in den Mausstdimmen Einfluss auf das Blutbild
haben. Dazu wurde ein Differentialblutbild mit einem Blutanalysegerat
(ABX Micros ES60 Hé&matologie Analysengerat, Horiba ABX, Montpellier,
Frankreich) angefertigt. Als flr die arterielle Thrombose relevante Parameter
wurden die Anzahl der Plattchen (PLT), die Gesamtzahl der Leukozyten (WBC),
die Fraktion der Granulozyten und die Anzahl der eosinophilen Granulozyten

bestimmt.

4.4. Plasmagewinnung
Aus dem restlichen Blut (circa 900 ul) wurde Plasma gewonnen. In einem ersten
Schritt wurde das Blut in einem 1,5 ml Eppendorf-Gefall (Eppendorf Tubes®,
Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH, Wesseling) fur 10 min bei 15°C bei
2000 RPM in einer Tischzentrifuge (Centrifuge 5424 R, Eppendorf Vertrieb
Deutschland GmbH, Wesseling) zentrifugiert. Der Uberstand wurde
anschlieBend abpipettiert und ein zweites Mal fr 5 min bei ansonsten gleichen
Einstellungen zentrifugiert. Wieder wurde der Uberstand abpipettiert und bis zur

weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

5. Histologie
Die nach der Operation gewonnenen Thromben wurden auf das Vorkommen
von eosinophilen Granulozyten untersucht. Der Fokus lag auf der Anzahl der
Zellen im Verhéltnis zur Flache des Thrombus. Zusétzlich wurde die
Lokalisation der eosinophilen Granulozyten angeschaut. Auflerdem wurden

humane, arterielle Thromben auf EETSs untersucht.



Material und Methoden 44

5.1. Anfertigung der histologischen Schnitte
Die gefrorenen Gewebe wurden zum Schneiden auf einen Stempel eines
Kryotoms (Cryostar NX70, Histo Service GmbH, Celle) gebracht und komplett
mit einem Einbettmedium (Tissue Tec®O-C-T™ Compound, Sakura Finetek
Germany GmbH, Staufen) bedeckt. Nachdem das Einbettmedium durch die
kalten Temperaturen den Aggregatszustand von fliissig zu fest gewechselt hatte,
wurde das Objekt in das Kryotom eingespannt. Bei einer Klingentemperatur
von -13°C und einer Objektspitzentemperatur von -25°C wurden 8 um dicke
Langsschnitte angefertigt und auf zuvor beschriftete, beschichtete Objekttrager
(Thermo Scientific, Superfrost® Plus, Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig)

gezogen.
5.2. Histologische Immunofluoreszenzfarbung der Gewebe

5.2.1. Murine Thromben
Die Farbungen wurden stets in einer lichtundurchldssigen Farbewanne
durchgefuhrt, deren Boden mit Wasser gefullt wurde, um ein Austrocknen der

Schnitte zu verhindern.

Die Gewebe wurden zuerst mit einem Fettstift (Dako Pen, Dako Deutschland
GmbH, Hamburg) umrandet, um den zu farbenden Bereich einzugrenzen.
AnschlieBend wurden die Schnitte mit 4%igen Formalin (Thermo Scientific,
Rockford, Illinois, USA) 3 min fixiert. Um das Formalin wieder zu entfernen,
wurden die Préparate mit PBS-Tween-Waschpuffer gewaschen. Der
Waschpuffer bestand aus 100 ml PBS-Puffer
(Dulbecco’s Phosphate buffered saline, Sigma-Aldrich®, Steinheim), das mit
900 ml mikrofiltriertem Wasser verdunnt wurde. Zu dieser Mischung wurde
1 ml Tween (Tween® 20, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
hinzugefugt. Alle Waschschritte wurden wie folgt durchgefiihrt: Die Préparate
wurden in Glaskivetten auf einen Linearschuttler (Heidolph Duomax 1030,
Heidolph Instruments, Schwabach) gesstellt. Dort wurden sie dreimal je funf
Minuten gewaschen, wobei nach Ablauf der Zeit jeweils den Puffer austauscht

wurde.
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Um unspezifische Bindungen zwischen Antikdrper und Oberflachenproteinen zu
minimieren, wurden die Prdparate mit einem 10%igen Serum (Goat) geblockt
und dieses 30 min einwirken gelassen bevor der erste Antikorper hinzufigt.

Zur Markierung der eosinophilen Granulozyten nutze man einen Antikorper,
gerichtet gegen das Oberflachenmolekul Siglec-F
(Purified Rat anti-Mouse Siglec-F, BD PharmingenTM, Heidelberg), und lie}
diesen Uber Nacht bei einer Temperatur von 4°C auf dem Préparat. Nach der
Inkubationszeit wurden die Antikorper, die nicht an das Antigen gebunden
hatten, durch einen dreimaligen Waschgang mit Waschpuffer entfernt.

Der zweite Antikorper (Goat-anti-mouse AlexaFluor®488, Invitrogen,
Thermo Fisher  Scientific, Rockford, Illinois) zur  Detektion des
Primarantikdrpers wurde ebenfalls mit Hilfe einer Pipette auf die Préparate
gegeben. Bevor nach 60 min Inkubation der letzte Waschschritt folgte, wurde
mit dem Farbstoff Hoechst (Hoechst®33342, Thermo Fisher Scientific,
Rockford, Illinois, USA) der Kern der Zellen in den Schnitten angeféarbt. Dazu
wurde der Farbstoff 1:1000 mit PBS verdunnt und fir 3 min auf die Praparate
gegeben.

Nach  dem letzten ~ Waschschritt ~ wurde  ein  Eindeckmedium
(Dako Fluorescent mounting medium, Dako North America Incorporation, CA,
USA) auf die fertig gefarbten Schnitte gegeben und diese mit einem Deckglas
(MEDITE GmbH, Burgdorf) bedeckt. Zur Trocknung und Aufbewahrung bis zur
Auswertung wurden die Objekte in einer Mappe in einen 4°C kalten

Kihlschrank gestelit.

5.2.2. Humane Thromben

Die humanen Thromben waren von Patienten mit akutem Myokardinfarkt, bei
denen im Rahmen der Herzkatheteruntersuchung ein Thrombus aus der
Koronararterie mittels Extraktionskatheter (ProntoTM Extraktionskatheter,
Vascular Solutions, Minneapolis, USA) entfernt wurde. Es liegt ein positives
Ethikvotum und eine vom Patienten unterzeichnete Einwilligungserklarung vor.
Die Thromben wurden vor Ort in Eppendorfgefalien (Eppendorf Tubes®, 5 ml) in
flissigem Stickstoff (-196°C) schockgefroren. Die Lagerung bis zur weiteren

Bearbeitung erfolgte bei -80°C
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Die Farbung verlief im Wesentlichen wie die Farbung der murinen Thromben.
Allerdings war der genutzte Primérantikbrper ein gegen humanes
Major Basic Protein gerichteter Antikorper aus der Maus. Aufgrund des Wirtes
des Priméarantikorpers wurde der Sekundarantikdper daher so gewahlt, dass er
gegen Maus gerichtet und mit Alex Fluor 594-Fluorchrom markiert war (Goat-
anti-mouse AlexaFluor®594, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Rockford,
Illinois). Die Inkubationszeiten und Waschschritte waren identisch mit den

Farbungen der murinen Thromben.

5.3. Auswertung
Die Thrombusschnitte wurden im Anschluss an das immunhistologische Féarben
unter dem Fluoreszenzmikroskop (Leica DMRB, Bensheim) durch eine
Digitalkamera (AxioCam, Zeiss, Gottingen) und einer entsprechenden Software
(AxioVision) fotografiert. Dazu wurden Aufnahmen in der 20 x VergroRerung

von zehn L&ngsschnitten je Thrombus angefertigt.

AnschlieBend wurden die Eosinophilen Granulozyten mit der Software ImageJ2
gezéhlt und die Thrombusflache ausgemessen (202). So wurde die Anzahl der
Eosinophilen pro mm? Thrombusfl4che als angegebene GréRe ermittelt.

6. In vitro-Versuche
6.1. Eosinophilen-Thrombozyten-Interaktion

6.1.1. Isolation humaner eosinophiler Granulozyten

Die  eosinophilen Granulozyten ~ wurden  mit  Hilfe eines  Kits
(Eosinophil Isolation Kit human, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach)
isoliert. Eine Mischung aus Antikorpern, gerichtet gegen Oberflachenproteine
von humanen, nicht-eosinophilen, hdmatopoetischen Zellen, sekundéar markiert
mit magnetischen Partikeln aus Eisendextran, fihrte zu einer negativen
Selektion von eosinophilen Granulozyten. Bei Durchlaufen einer S&ule, die sich
in einem magnetischen Feld befand, wurden die mit einem Antikorper
markierten Zellen zurtckgehalten, wahrend die unmarkierten eosinophilen
Granulozyten die S&ule passierten. Dieses Verfahren verspricht eine hohe
Reinheit (>98%) bei gleichzeitig hohem Erhalt der Vitalitét (203).
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Zur Gewinnung humaner, eosinophiler Granulozyten wurden 50 ml Blut von
einem gesunden Spender mit einem Katheter aus der Vena cephalica in ein
Zitrat-R6hrchen (S-Monovette® 10ml 9NC, SARSTEDT AG & CO, Niimbrecht)

entnommen.

Sofort wurden 40 ml Blut mit 40 ml Puffer verdinnt. Der Puffer wurde
hergestellt aus phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS,
Phosphate buffered saline, GIBCO® by life technologies,
Life Technologies Corporation, Grand Island, NY, USA), 0,5% bovines
Serumalbumin  (BSA, Albumnin Fraktion V, Roth®, ~ PAA  Laboratories,
Pasching, Osterreich) und 2 mM EDTA (EDTA, Sigma-Aldrich, Steinheim).

Je 20 ml der Verdinnung wurden direkt im Anschluss Gber 20 ml Ficoll-Paque
(Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg) geschichtet,
welches in 50 ml Réhrchen (Falcon Round-Bottom Tube, Corning Incorporated
Life Sciences, NY, USA) vorgelegt wurde. Dabei war darauf zu achten, dass
sich die Phasen nicht miteinander vermischten. Die Zellen durchliefen das
Ficoll-Paque, welches eine Dichte von 1.077 g/ml aufwies. Dabei bildeten sie
aufgrund ihrer eigenen Dichte einen Gradienten und wurden so voneinander
separiert. Dieser Vorgang wurde durch einen Zentrifugationsschritt, bei 600 x g
fir 30 min ohne Bremse, beschleunigt. Die Granulozytenfraktion hat, abgesehen
von den basophilen Granulozyten eine Dichte >1.08 g/ml und sammelte sich
zusammen mit den Erythrozyten am Boden des Rohrchens in einem Pellet. Die
Monozyten, Lymphozyten und Basophilen, die eine geringere Dichte als das
Ficoll-Paque haben, konnte man daher vorsichtig mit einer Pipette entfernen.
Um die Zellen, die eventuell noch an der Wand des Rohrchens adhérierten, zu

entfernen, wischte man dieses mit einem sterilen Gaze-Tuch aus.



Material und Methoden 48

1.04
1.05=n

Lymphocyte — 1.06 ] Monocyte
1070
Basophil  cop

— 1.08— 43
B — 2‘8‘ Neutrophil
Eosinophil @‘[_1'09 }
1.1075
111 r O Erythrocyte

1.12—

Density (g/ml)

Abbildung 6: Dichte der menschlichen Blutzellen und Aufreinigung mittels
Dichtegradienten

Das Medium Ficoll-Paque hat eine Dichte von 1.077 g/ml. Die Blutzellen
durchlaufen dieses Medium und aufgrund ihrer eigenen Dichte bildeten sie einen
Gradienten und wurden so voneinander separiert. Die Granulozytenfraktion hat,
abgesehen von den basophilen Granulozyten eine Dichte >1.08 g/ml und
sammelte sich zusammen mit den Erythrozyten am Boden des Rohrchens in
einem Pellet. Die Monozyten, Lymphozyten und Basophilen, die eine geringere
Dichte als das Ficoll-Paque blieben in der oberen Phase und konnten abpipettiert
werden.

Mit freundlicher Genehmigung von Springer Nature, Nature Protocols (204), Copyright © 2007

Das unbertihrte, rote Zellpellet wurde in Erythrozyten-Lyse-Puffer resuspendiert.
Dazu verdinnte man ein Konzentrat, das zuvor aus 0,1 M NaHCOsg,
1,5 M NH4Cl und 0,01 M EDTA gelost in 250 ml destilliertem H20, hergestellt
wurde, mit der zehnfachen Menge destilliertem Wasser (Aqua ad iniectabilia.
B.BRAUN AG, Melsungen). Durch den osmotischen Schock zerplatzten die
Erythrozyten. Nach 10 min Inkubation bei Raumtemperatur konnte, durch einen
Waschschritt in der Zentrifuge bei 300x g nach 8 min, ein erythrozytenfreies
Zellpellet gewonnen werden. Falls dies beim ersten Waschschritt nicht gelingen
konnte, wurde ein weiterer durchgefuhrt, ohne die Viabilitdt der Zellen zu

verringern (205).

Nach Resuspensierung in 40 ml Puffer folgte ein weiterer Waschschritt, 300 x g
far 5min, um die osmotische Wirkung des destillierten Wassers zu
neutralisieren und so eine Schadigung der Granulozyten zu verhindern. Um die
Menge der Zellen bestimmen zu kénnen, wurde das Zellpellet, was sich durch
die Zentrifugation gebildet hatte, in 1 ml Puffer gel6st und in ein 5 ml R6hrchen
(Falcon Round-Bottom Tube, Corning Incorporated Life Sciences, NY, USA)
uberfiihrt. Nach Determination der Zellzahl mit dem Blutanalysegerdt wurde

durch einen weiteren Waschschritt fir 10 min wieder ein Zellpellet gewonnen.
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Dieses loste man in 40 pl Puffer je 107 Zellen und fiigte noch 10 pl Biotin-
Antibody-Cocktail je 107 Zellen hinzu. Nach 10 min Inkubation im Kiihlschrank
bei 4°C gab man 30 pl Puffer und 20 pl Micro Beads je 107 Zellen hinzu und
lieR die Suspension fur weitere 15 min im Kuhlschrank ruhen. Anschlie3end
wurde diese mit 2 ml Puffer verdinnt und ein Zellpellet wurde in einem

zehnminitigen Waschritt gesammelt und in 500 pl Puffer je 108 Zellen gelost.

Daraufhin konnte mit der magnetischen Separation begonnen werden. Dazu
wurde eine mit magnetischen Kiigelchen befillte Sédule (LSColumn,
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach) in das magnetische Feld eines
Separators (MACS Separator, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach)
gebracht. Indem man die Saule mit 3 ml Puffer spilte, wurde sie fur die
Separation vorbereite. Bevor die Flussigkeit die Saule komplett durchlaufen
hatte und sie trocken lag, flgte man die Zellsuspension hinzu und fing den
Efflux in einem 5 ml Rohrchen auf. Um alle eosinophilen Granulozyten aus der

Sdule zu 16sen, wurde diese dreimal mit je 3 ml Puffer gewaschen.(205)
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Isolation der eosinophilen
Granulozyten im magnetischen Feld

a) Magnetische Markierung der neutrophilen Granulozyten vermittelt Gber einen
Antikorperkomplex, an dem magnetischen Partikel gebunden sind. Die
Antikorper binden an neutrophile Granulozyten. b) Beladen der magnetischen
Sdule mit den Proben und Elution der eosinophilen Granulozyten. Die
Neutrophilen, an die Antikorper gebunden sind, werden in der S&ule
zurlickgehalten.

Mit freundlicher Genehmigung von Springer Nature, Nature Protocols (204), Copyright © 2007
Ob die Aufreinigung der Blutzellen mittels Isolationskit das gewinschte
Ergebnis erbrachte, wurde mit dem CANTO Flow Cytometer Uberpruft. Es

wurde sich dabei zunutze gemacht, dass eosinophile Granulozyten im Gegensatz

zu neutrophilen Granulozyten Siglec-8 exprimieren (175). Die isolierten Zellen
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wurden mit einem FITC gelabelten Antikorper, (Anti-Siglec-8-FITC, human
(Clone: 7C9), Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach) der in einer 1:11
Verdiinnung bis zu 107 Zellen/100 pl Puffer vorlag, im Kiihlschrank bei einer
Temperatur von 4°C inkubiert. Nach 10 min wurde die Suspension mit 1-2 ml
PBS verdinnt und in der Zentrifuge bei 300 x g fir 10 min gewaschen. Der
Uberstand wurde vollstandig entfernt und das Zellpellet in einer fir das
Flow Cytometer passenden Menge an Puffer resuspendiert. Als Kontrolle wurde
eine ungefdrbte Probe und eine Farbung mit dem Isotypen des Antikorpers
(Mouse-1gG1, isotype control antibodies, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch

Gladbach) verwendet.

6.1.2. Isolation humaner Thrombozyten

Die Thrombozyten wurden aus dem Blut des gleichen Probanden isoliert, der
auch die eosinophilen Granulozyten gespendet hatte. Dadurch wurde
ausgeschlossen, dass ein Effekt aufgrund von immunologischen

Abwehrreaktionen erzeugt wurde.

Fur die Isolation wurde humanes Vollblut zu dem zuvor angemischten
Tyrodes-Puffer in einem Verhéltnis von 1:1 in ein 10ml Falcon (Falcon Round-
Bottom Tube, Corning Incorporated Life Sciences, NY, USA) gegeben. Um eine
Aktivierung der Plattchen zu verhindern, wurden 6ul Prostazyklin
(Prostacyclin 12 dot Na, Santa Cruz Biotechnoloy Inc., Heidelberg) in der
Konzentration 1 mg/ml hinzugefiigt (206).

Die Roéhrchen wurde auf 120 x g fur 20 min bei Raumtemperatur ohne Bremse
zentrifugiert. Anschlieend wurde das PRP abpipettiert und wieder mit dem

Tyrodes-Puffer in einem Verhéltnis 2:1 in einem 10ml Falcon vermischt.

Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt bei 400 x g fur 10 min bei
Raumtemperatur waren die Plattchen, dadurch, dass bei diesem Schritt eine
Bremse benutzt wurde, am Boden des Falcons gesammelt. Das
Thrombozyten-Pellet konnte nach AbgieBen des Uberstandes mit 250 pl
Tyrodes (pH 6,5) und 250 ul Tyrodes (pH 7,4) resuspendiert werden. Die
Zellzahl wurde mit dem Analysegerdt (ABX Micros ES60 Hamatologie
Analysengerdt, Horiba ABX, Montpellier, Frankreich) bestimmt und
anschlieBend wurde die Konzentration so verdunnt, dass eine Konzentration von
600 000 000 Pl&ttchen/ml vorlag.
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6.1.3.  Zellinkubation

Da es Dbereits Hinweise gibt, dass die zytotoxischen Proteine der
eosinophilen Granulozyten in der Lage sind, Thrombozyten zu aktivieren (170),
sollte nun untersucht werden, ob auch Plattchen Einfluss auf das Verhalten der
Eosinophilen haben. Eine Adhdsion der Eosinophilen an die Plattchen wird tber
das Oberflachenprotein P-Selektin vermittelt (207). Ob es aber auch zu einer
Aktivierung kommt und ob ein Anheften der Eosinophilen an die Pl&ttchen dafur
notwendig ist, ist bisher nicht beschrieben worden und sollte in verschiedenen

Ansatzen untersucht werden.

Um herauszufinden, ob Thrombozyten die eosinophilen Granulozyten aktivieren
kdnnen, wurden die Zellen nach der Isolation gemeinsam fir 30 min in einen
Inkubator (37°C) gebracht. Das Verhéltnis von Plattchen zu Eosinophilen betrug
1000:1 und die Konzentration von 600 000 000 Plattchen beziehungsweise
600 000 Eosinophilen pro ml entspricht ungefahr physiologischen Verhéltnissen
im Blut. Pro 600 000 Thrombozyten wurden 0,001 U bovines Thrombin
(Thrombin from bovine plasma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen)

zur Aktivierung verwendet.

Als Kontrollen wurden Eosinophile in Abwesenheit von Thrombozyten mit
Thrombin behandelt, um auszuschlieBen, dass Thrombin einen Effekt auf
Eosinophile hat. AuRerdem wurden als weitere Kontrolle die Granulozyten
einmal ausschlieBlich in PBS und ein anderes Mal mit nicht aktivierten
Thrombozyten inkubiert. Somit sollte kontrolliert werden, ob schon der
Isolationsprozess einen Effekt bei den Eosinophilen bewirkt, beziehungsweise

ob auch die ruhenden Pl&ttchen eine Aktivierung hervorrufen.

Ob die Eosinophilen nicht allein durch ausgeschuttete Produkte der
Thrombozyten angeregt werden konnen ist fraglich (35). Daher wurde die
Thrombozyten in  einem  weiteren  Ansatz  separiert von  den
eosinophilen Granulozyten mit Thrombin behandelt. Nach 30 min Inkubation
bei 37°C wurden die Zellen durch eine Zentrifugation als Pellet am Boden des
GefaBes  gesammelt.  Der  Uberstand mit den  ausgeschiitteten
Entziindungsmediatoren wurde abpipettiert und zu den Eosinophilen gegeben.
Dieser Ansatz inkubierte ebenfalls 30 min bei 37°C und sollte zeigen, ob
Mediatoren der Thrombozyten in der Lage sind, die eosinophilen Granulozyten

zu aktivieren, ohne dass ein direkter Kontakt zwischen den Zellen moglich ist.
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Um die Rolle des anti-Siglec-8-Antikorpers (human Siglec-8 Antibody,
R&D System, Bio-Techne GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt) genauer zu
verstehen wurde in einem Ansatz die Eosinophilen mit diesem vorinkubiert,

bevor die Plattchen mit Thrombin aktiviert wurden.

Ebenso wurde mit einem P-Selektin-Antikorper (human P-Selectin-Antibody,
R&D System, Bio-Techne GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt) und einem
CCL5-Antikorper (CCL5 (RANTES) Antibody, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham MA, USA) verfahren, da diese von Plattchen exprimierten Molekiile
ebenfalls in der Lage sein konnten die Eosinophilen zu aktivieren.

Kontrollansatze wurden mit dem jeweiligen Isotypen hergestellt.
6.2. Evaluierung mit ELISA

6.2.1. Prinzip des Enzyme-linked-Immunoabsorbent-Assay (ELISA)

Die Assays, die verwendet wurden, verwenden die Technik des quantitativen
Sandwich-Enzym-Immunoassay. Ein monoklonaler Antikorper, spezifisch flr
das Zielprotein, wird auf die polymere Matrix einer Mikrotiterplatte gebunden.
Auf diese pipettiert man die Proben, woraufhin die Zielproteine an die
immobilisierten Antikérper binden kénnen. Nachdem man durch Waschen alle
nicht gebundenen Substanzen entfernt hat, figt man einen zweiten Antikdrper
hinzu, der mit einem Enzym verknipft ist, welches ein farbloses Substrat
umsetzt, sodass eine Farbentwicklung stattfindet. Je mehr Antikorper-Antigen-
Antikdrper-Komplexe entstanden sind, umso starker wird die Farbung. Die
Reaktion wird nach einer bestimmten Zeit gestoppt und der Farbumsatz kann

photometrisch gemessen werden.

6.2.2. Human IL-5-Immuno-Assay

Interleukin 5 (IL-5) ist ein Glykoprotein, das hauptsdchlich von
CD4'TH2 Zellen, aber auch in einer geringeren Menge von aktivierten
Eosinophilen Granulozyten ausgeschiittet wird (208). Durch den Nachweis von
IL-5 kann man somit feststellen, ob die eosinophilen Granulozyten in den
Ansétzen mit den Thrombozyten aktiviert wurden. Fur die Detektion wurde ein
kommerzielles  ELISA-Kit genutzt (Human IL-5 Quantikine ELISA Kit,
R&D System, Bio-Techne GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt).
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6.2.2.1. Durchfihrung
Die bei 4°C gelagerten Reagenzien wurden vor der Durchfiihrung des Versuchs
auf Raumtemperatur gebracht. Zur Erstellung einer Standardreihe wurde der
Standard, der mitgeliefert wurde, mit 1 ml mikrofiltriertem Wasser verdinnt.
Dadurch erhielt man eine Stammldsung. Vor weiterer Verdlinnung wurde die
Stammldsung fur 15 min auf einem horizontalen Plattenschuttler (Heidolph
Duomax 1030, Heidolph Instruments, Schwabach) gestellt. Aus dem Standard
wurde eine Verdunnungsreihe hergestellt, an der man in Anschluss des ELISA
die Konzentration an IL-5 in den Proben bestimmen konnte. Die Herstellung der

Verdlnnungsreihe ist in Abbildung 8 dargestelit.

100;11

500p1 500}11 500;,[1 500”1 500;11 500!.11
2500 pg/ml 250 pg/ml 125 pg/ml 62,5 pg/ml 31,3 pg/ml 15,6 pg/ml 78 pg/ml 3,9 pg/ml

Abbildung 8: Herstellung der Standardreihe des IL-5-ELISAs

Zur Herstellung der Verdunnungsreihe wurde in das erste Eppendorf-Gefad
900 ul der mitgelieferten Verdinnungslésung vorgelegt und mit 100 pl der
Stammldsung vermischt. In sechs weiteren Eppendorf-Gefalen wurden je 500 pl
der mitgelieferten Verdinnungslosung vorgelegt. 500 pl der Verdinnung aus
dem ersten Eppendorf-Gefal wurden in das néchste Eppendorf-Gefal gegeben
und vermischt. So wurde fortgefahren, bis man beim siebten und letzten
Eppendorf-Gefall 1000 pl Flussigkeit erhielt. Die 250 pg/ml Verdinnung diente
als hochster Standard, wéhrend die entsprechende Menge Verdinnungs-L6sung
als Null-Standard diente (Opg /ml).

Nach Zugabe von 100 pl der mitgelieferten Assay-Verdinnung auf jedes Well
einer 96 Well-Platte, pipettierte man je 100 ul der zuvor hergestellten Proben,
der Kontrollen und der sieben Verdinnungen der Standardreihe in je ein Well.
Die Well-Platte wurde zur Inkubation, abgedeckt mit anhaftender Folie, fir zwei
Stunden auf einen horizontalen Plattenschittler (Heidolph Duomax 1030,

Heidolph Instruments, Schwabach) gestellt und geschiittelt.

AnschlieBend folgten vier Waschschritte mit je 400 ul des mitgelieferten
Wasch-Puffers, den man mit Hilfe einer Mehrkanalpipette in die Wells gab und

wieder abpipettierte. Nach dem letzten Waschschritt wurde die Well-Platte
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gegen ein sauberes Papier-Tuch gedriickt, wodurch ein vollstandiges Entfernen

der restlichen Flussigkeit gewéhrleistet wurde.

Vom monoklonalen, spezifisch gegen IL-5 gerichteten Sekundérantikorper
wurde je 200 pl zu jedem Well gegeben und weitere zwei Stunden auf dem
Schdttler inkubiert. Der SekundarantikOrper war mit einem Enzym konjugiert,
das in der Lage ist, das spater hinzugefugte Substrat umzusetzen. Damit nur in
den Wells ein Substratumsatz stattfindet, in denen der Sekundarantikérper an
IL-5 gebunden hatte, wurde durch weitere Waschschritte der ungebundene

Antikorper entfernt.

Die Substratlésung wurde kurz vor dem letzten Inkubationsschritt hergestellt,
um eine frihzeitige Reaktion der Substrate zu verhindern. Dazu mischte man
zwei mitgelieferte Reagenzien, die einmal Hydrogen-Peroxidase und einmal
Tetramethylbenzidine enthielten, zu gleichen Teilen. Je 200 pl der
Substratlésung pro Well wurden auf die Platte gegeben. Durch Aluminium-Folie

wurden die entstehenden Farbstoffe vor Licht geschditzt.

Nach 30 min wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 pl 2 N Sulfursdure, die
ebenfalls im Lieferumfang enthalten war, gestoppt. Innerhalb von 30 min wurde
die optische Dichte mit Hilfe eines Photometers bestimmt und mit der

entsprechenden Software ausgelesen.

6.2.3. Muriner APC-ELISA

Es gibt Studien, die die Schlussfolgerung zulassen, dass Major Basic Protein
verhindert, das wahrend der Thrombose APC entsteht. Um herauszufinden, ob
die APC-Konzentration in den MBP-knockout-M&usen hoher ist als in der
Kontrollgruppe, wurde das Plasma dieser Tiere mit einem kommerziellen
ELISA-Kit untersucht (ELISA Kit for Activated ProteinC (APC),
Cloud-Clone CORP., Katy, Texas, USA)

6.2.3.1. Durchfihrung
Der ACP-ELISA wurde &hnlich wie der IL-5-ELISA durchgefuhrt. Nachdem die
Proben und Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht worden waren, wurde der
im Lieferumfang enthaltene APC-Standard in 1ml
Standard-Verdinnungslésung  aufgeldést und  daraus  wurde  eine
Verdunnungsreihe erstellt.
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Abbildung 9: Herstellung der Standardreihe des APC-ELISAs

Zur Herstellung der Verdlinnungsreine wurde in sieben Eppendorf-Geféale
500 ul der mitgelieferten Verdinnungslosung vorgelegt. In das erste
Eppendorf-Gefall wurden 500 pl des Standards Gberfiihrt und vermischt. 500 pl
der Verdiinnung wurden in das nachste Gefal liberfuhrt. So wurde fortgefahren,
bis man beim siebten und letzten Eppendorf-Gefall 1000 ul Flussigkeit erhielt.
So erhielt man sieben  Verdinnungsstufen mit einer hochsten

APC-Konzentration von 5000 pg/ml und der niedrigsten Verdinnung von
78 pg/ml. AuRerdem diente die Verdiinnungslésung als 0-Standard.

500ul 500ul 500ul 500ul 500ul 500ul

NN NN

Nachdem man die Standards und die Proben auf die 96-Well-Platte, die mit
einem APC spezifischen Antikorper beschichtet war, aufgetragen hatte, wurden
die Proben fiir 60 min in einem 37°C warmen Inkubator gebracht. AnschlieRend
entfernte man die Flussigkeit aus den Wells und 100 pl Reagenz A, welches
spezifisch gegen APC gerichtete, mit Biotin konjugierte Antikorper enthielt,
wurde mit einer Mehrkanalpipette in jedes Well pipettiert. Nach einer weiteren
Stunde Inkubation bei 37°C folgte ein Waschschritt analog zu den
Waschschritten des IL5-ELISA. Die 100 pul Reagenz B, die man pro Well
hinzugab, enthielten Avidin-Meerettichperoxidase-Konjugate, die in der
20-mindtigen Inkubationszeit an das Biotin banden. Mit einem letzten
Waschschritt entfernte man alle nicht an APC gebundene Antikdrper und fugte
100 pl pro Well von einer Ldsung hinzu, die das Substrat enthielt, welches das
Enzym Meerettichperoxidase umsetzen konnte. Nach 3-5 min stoppte man die
Reaktion mit einer Stopp-L6sung und mall den Umsatz des Substrats

photometrisch.

7.  Entstehung von Eosinophil Extracellurlar Traps (EETS)
Nachdem schon bei neutrophilen Granulozyten die Bildung von sogenannten
»Extracellular Traps® beobachtet wurde, ist mittlerweile bekannt, dass auch

eosinophile Granulozyten ihre mitochondriale DNA zu netzartigen Strukturen
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aullerhalb der Zelle formen kodnnen, die zusétzlich zytotoxische Proteine wie
MBP und EPC enthalten (138).

Um die Zellen auf den Objekttrager zu ziehen, wurden 100 ul der Lésung, die
die eosinophilen Granulozyten enthielt, parallel zum kurzen Rand des
Objekttragers, in wenigen Millimeter Entfernung zu diesem, aufgetragen. Nun
wurde die Flussigkeit mit den Zellen mit einem zweiten Objekttrager

ausgestrichen.

Sofort im Anschluss wurden die Zellen mit -20°C kaltem Aceton fixiert, welches
man mit einer Einmalpipette auf die Objekttrager tropfte. Danach lie man die
Schnitte eine Stunde trocknen, um sie anschlieBend zu waschen. Der Waschritt
erfolgte mit 1:10 verdinntem PBS. Um die Adhasion der Zellen auf dem
Objekttréager nicht zu zerstren, wurden alle Waschschritte ohne Tween und
moglichst kurz, dreimal je eine Minute, durchgefuhrt.

Unspezifische Bindungsstellen wurden mit Goat-Serum fir 30 min geblockt,
bevor ein gegen MBP gerichteter Antikérper (Mouse Anti-Eosinophil Major
Protein Antibody, Clone BMK13, Chemikon®, Merck Chemicals GmbH,
Germany), 1:100 in PBS gel6st, aufgetragen wurde. Die Inkubation des
Primarantikorpers erfolgte tber Nacht im Kihlschrank bei 4°C. Ein weiterer
Antikorper, der sich gegen das spezifisch auf Plattchen vorkommende
Oberflachenmolekiil CD41  (Rabbit anti-CD41-Antibody, = Abcam PLC,
Cambridge, UK) richtet, wurde ebenfalls in einem Verhaltnis von 1:100

aufgetragen.

In einem zweiten Waschschritt wurde der nicht gebundene Antikdrper vom
Objekttrager entfernt. Der Sekundarantikorper, der an anti-MBP-Antikorper
band, war gegen Proteine der Maus gerichtet, da der MBP-Antikorper aus der
Maus stammte. Der Sekundarantikorper war mit einem
Alexa Fluor 488-Fluorochrom markiert. Der CD41-Antikdrper wurde mit einem
Alexa Fluor 594-Fluorochrom markiertem Sekunddarantikérper detektiert. Dreli
Minuten vor Ende der 60-min(tigen Inkubationszeit, wurde die Kernfarbung
HOECHST aufgetragen.

Nach dem letzten Waschschritt wurde ein Eindeckmedium und anschlieend ein
Deckglas aufgetragen und die Objekte zur Trocknung und Lagerung in einen
4°C kalten Kuhlschrank gelegt.
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Die ausgestrichenen Zellen wurden, im Anschluss an das immunhistologische
Farben, unter dem Fluoreszenzmikroskop (Leica DMRB, Bensheim) durch eine
Digitalkamera (AxioCam, Zeiss, Gottingen) und einer entsprechenden Software
(AxioVision) fotografiert. Dazu wurden Aufnahmen in der 20 x Vergréf3erung in

10 x 10 Positionen angefertigt

Anschlielend wurden die eosinophilen Granulozyten und die EETSs, die sich

gebildet hatten, mit der Software ImageJ2 gezahlt.

Um die Interaktionen zwischen Eosinophilen und Thrombozyten besser
darstellen zu konnen, wurden zusétzlich Aufnahmen mit einem
konfokalen Mikroskop gemacht (Laser Scanning Microscop, LSM 880, Zeiss,
Gottingen). Diese wurden mit einer Software angeschaut und ausgewertet

(ZEN Imaging Software, Zeiss, Gottingen).
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8.  Versuchsplanung und Durchfiihrung
8.1. In vivo-Versuche

8.1.1. FeCls-Verletzung nach 13 Wochen  Futterung  mit

Cholesterolfutter

Stamm Genotyp Alter Anzahl n
ApoE x AdbIGATA1  ko/ko x ko/ko 17 Wochen 18
ApoE x AdbIGATA1  ko/ko x wt/wt 17 Wochen 18

Tabelle 2:  ApoE x AdblIGATA1-Tiere ohne Apolipoprotein E, sowie mit
oder ohne eosinophile Granulozyten

8.1.2. FeCls-Verletzung

Stamm Genotyp Alter Anzahl n
Selp ko/ko 8-10 Wochen 7
C57BL/6J wit/wt 8-10 Wochen 7

Tabelle 3:  Mausgruppen mit oder ohne P-Selektin

Stamm Genotyp Alter Anzahl n
MBP ko/ko 8-10 Wochen 10
MBP wt/wt 8-10 Wochen 10

Tabelle 4:  MBP-Tiere mit oder ohne Major Basic Protein

Stamm Genotyp Alter Anzahl n

EPX ko/ko 8-10 Wochen 10

EPX wit/wt 8-10 Wochen 10
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Tabelle5:  EPX-Tiere mit oder ohne Eosinophil Peroxidase

8.1.3. FeCls-Verletzung und Behandlung mit anti-Siglec-F-Antikorper

Stamm Genotyp Alter Antikorper Anzahl n
C57BL/6J ko/ko 8-10 Wochen  anti-Siglec-F 7
C57BL/6J wt/wt 8-10 Wochen Rat IgG 7

Tabelle 6:  C57BL/6J-Tiere behandelt mit anti-Siglec-F-Antikorper oder
mit Rat 1gG-Antikdrper

8.1.4.  Anfarbung der eosinophilen Granulozyten im Thrombus

Stamm Genotyp Alter Anzahl n
Selp ko/ko 8-10 Wochen 4
C57BL/6J wt/wt 8-10 Wochen 4

Tabelle 7:  Mausgruppe mit oder ohne P-Selektin

Stamm Genotyp Alter Anzahl n
C57BL/6J wit/wt 8-10 Wochen 4
C57BL/6J wit/wt 8-10 Wochen 4

Tabelle 8:  C57BL/6J-Tiere behandelt mit anti-Siglec-F-Antikdrper oder
mit Rat 1gG-Antikorper

8.15. APC-ELISA

Stamm Genotyp Alter Anzahl n

MBP ko/ko 8-10 Wochen 8

MBP wit/wt 8-10 Wochen 8
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Tabelle 9:  MBP-Tiere mit oder ohne Major Basic Protein

8.2. In vitro-Versuche

8.2.1. Untersuchung auf IL-5-Konzentration mittels ELISA

Eosinophile Granulozyten Plattchen Anzahl n
inaktiv aktiviert mit Thrombin 8
inaktiv inaktiv 8

Tabelle 10:  Eosinophile Granulozyten inkubiert mit aktivierten oder mit
ruhenden Plattchen

Eosinophile Granulozyten Plattchen Anzahl n
inaktiv aktiviert mit Thrombin 8
inaktiv Thrombin 8

Tabelle 11:  Eosinophile Granulozyten inkubiert mit aktivierten Plattchen
oder mit Thrombin

Eosinophile Granulozyten Plattchen Anzahl n
inaktiv aktiviert mit Thrombin 8
inaktiv Uberstand aktiver Thrombozyten 8

Tabelle 12:  Eosinophile Granulozyten inkubiert mit aktivierten Plattchen
oder mit Uberstand aktivierter Plattchen

Eosinophile Granulozyten Plattchen Antikorper Anzahl n
inaktiv aktiviert anti-P-Selektin 7
inaktiv aktiviert Mouse 1gG1 7

Tabelle 13:  Eosinophile Granulozyten inkubiert mit aktivierten Plattchen
mit oder ohne P-Selektin-Antikdrper
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Eosinophile Granulozyten Plattchen Antikorper  Anzahln
inaktiv aktiviert anti-CCL5 3
inaktiv aktiviert Rabbit 19G 3

Tabelle 14:  Eosinophile Granulozyten inkubiert mit aktivierten Plattchen
mit oder ohne CCL5-Antikdrper

Eosinophile Granulozyten Plattchen Antikorper  Anzahln
inaktiv aktiviert anti-Siglec-F 7
inaktiv aktiviert Mouse 1gG1 7

Tabelle 15:  Eosinophile Granulozyten inkubiert mit aktivierten Plattchen
mit und ohne Siglec-F-Antikdrper

8.2.2. Untersuchung auf die Bildung der EETs

Eosinophile Granulozyten Plattchen Anzahl n
inaktiv aktiviert mit Thrombin 7
inaktiv inaktiv 7

Tabelle 16:  Eosinophile Granulozyten inkubiert mit aktivierten oder mit
ruhenden Plattchen

Eosinophile Granulozyten Plattchen Anzahl n
inaktiv aktiviert mit Thrombin 7
inaktiv Thrombin 7

Tabelle 17:  Eosinophile Granulozyten inkubiert mit aktivierten Plattchen
oder mit Thrombin
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Eosinophile Granulozyten Plattchen Anzahl n
inaktiv aktiviert mit Thrombin 9
inaktiv Uberstand aktiver Thrombozyten 9

Tabelle 18:  Eosinophile Granulozyten inkubiert mit aktivierten Plattchen
oder mit Uberstand aktivierter Plattchen

Eosinophile Granulozyten Plattchen Antikorper Anzahl n
inaktiv aktiviert anti-P-Selektin 7
inaktiv aktiviert Mouse 1gG1 7

Tabelle 19:  Eosinophile Granulozyten inkubiert mit aktivierten Plattchen
mit oder ohne P-Selektin-Antikoérper

Eosinophile Granulozyten Plattchen Antikorper  Anzahln
inaktiv aktiviert anti-CCL5 6
inaktiv aktiviert Rabbit 19G 6

Tabelle 20:  Eosinophile Granulozyten inkubiert mit aktivierten Plattchen
mit oder ohne CCL5-Antikdrper

Eosinophile Granulozyten Plattchen Antikérper  Anzahln
inaktiv aktiviert anti-Siglec-F 7
inaktiv aktiviert Mouse 1gG1 7

Tabelle 21:  Eosinophile Granulozyten inkubiert mit aktivierten Plattchen
mit oder ohne Siglec-F-Antikorper
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9.  Statistische Auswertung
Die Untersuchungen dieser Doktorarbeit wurden als Orientierungsstudien
konzipiert. Da der Einfluss von eosinophilen Granulozyten auf die
arterielle Thrombose in dieser Art bisher noch nicht beschrieben wurde, ging es
in der Arbeit darum, Hinweise auf wichtige Effekte zu finden, auch wenn in den
einzelnen Gruppen keine Signifikanz zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe
erreicht wurde. Auch aufgrund des Tierschutzes sind die GruppengréfRen mit
relativ geringen Tierzahlen geplant, um einen unndtigen Verbrauch von Méausen

ZuU vermeiden.

Die statistische Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte mit Hilfe des
Statistik-Programmes GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla,
CA, USA). Ebenso wurden die Graphen mit diesem Programm erstellt. In den
Graphen ist der Mittelwert mit der Standardabweichung abgebildet.

Es wurden immer die Ergebnisse einer Gruppe mit einer Kontrollgruppe
verglichen. In den invivo-Versuchen, in denen die Thrombusentwicklung
untersucht wurde, war die MessgroRe die Zeitspanne von Verschluss des
Gefalles durch den Thrombus bis zur Rekanalisation des Thrombus. Vor dem
eigentlichen Test auf Signifikanz wurden mit dem Shapiro-Wilk-Test die Daten
auf Normalverteilung Uberpruft. Waren Normalverteilung, eine gleichen
Anzahl n und eine gleiche Varianz in Versuchs- und Kontrollgruppe gegeben,
wurde der Students T-Test durchgefiihrt. Bei unterschiedlichen Anzahlen n und
ungleicher Varianz wurde der T-Test mit Welchs Korrektur durchgefuhrt. Wenn
keine Normalverteilung vorlag, wurde der Mann-Whitney-U-Rangsummentest
gemacht, unter der Voraussetzung, dass damit eine grofRere Teststarke als beim
T-Test erreicht wurde. Ein Ergebnis gilt als statistisch signifikant bei einem
p-Wert<0,05.

Wurden mehrere Gruppen gegen eine Kontrollgruppe verglichen, wurde nach
dem Ermitteln des p-Wertes das Signifikanzniveau nach  der
Bonferroni-Holm-Methode adjustiert. Bei dieser Methode werden die ermittelten
p-Werte ihrer GroRe nach aufsteigend sortiert. Fir jeden p-Wert wird ein eigenes
Signifikanzniveau errechnet, welches er nicht Uberschreiten darf. Sobald ein
p-Wert das errechnete Signifikanzniveau uberschreitet sind alle groReren,
ermittelten  p-Werte automatisch  statistisch  nicht  signifikant. Die



Material und Methoden 64

Signifikanzniveaus lassen sich wie folgt ermitteln: Der angenommene
alpha-Fehler von 0,05 wird durch die Anzahl (k) der durchgefuhrten Tests
geteilt.

k=1,2, ..., ]
a1=0,05/j
Allgemein gilt die Formel: ox=0,05/k-j+1

Zusétzlich wurde zu jedem Versuch die EffektgréfRe Cohen’s d berechnet. Das
Erreichen einer Signifikanz ist stark von der GroRe der Versuchsgruppe
abhéngig. Das heif3t, dass man durch Erhéhen der Anzahl n immer p<0,05 erhélt.
Die Effektgrofle sagt dagegen unabhéngig vom Stichprobenumfang aus, wie
stark der Effekt zwischen den Gruppen ist und man kann damit besonders in
Orientierungsstudien Aussagen treffen, ob eine biologische Relevanz besteht,
auch wenn aufgrund der kleinen GruppengréRRen noch keine Signifikanz erreicht
ist. Werte <0,3 werden als vernachl&ssigbar eingestuft, Werte >0,3>0,5 werden
als geringer Effekt gewertet. Als mittlere Effekte werden Werte von >0,5

angesehen und Werte >0,8 werden als starke Effekte angesehen (209).

Abgesehen vom p-Wert und Cohen’s d wurden auch noch die Varianzen und die
Relative Mittlere Differenz berechnet. Bei der Versuchsplanung legte man im
Vorfeld fest, wie grof3 die relative mittlere Differenz sein muss, dass von einem

Unterschied in den Gruppen ausgegangen werden kann.

Messgrolie Mindestabweichung
Zeit der GefaBokklusion 25%
Anzahl der Eosinophilen im Thrombus 50%
Hdéhe der IL-5-Konzentration 50%
Anteil der EETs an den Gesamtzellen 50%

Tabelle 22: Geforderte Mindestabweichung

Die Mindestabweichungen zwischen den Messwerten der Versuchsgruppen, die
die Effekte als relevant genug einstufen, um weitere Untersuchungen
durchzufihren.
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V. ERGEBNISSE

1. Eosinophile Granulozyten stabilisieren den Thrombus im FeCls-Modell

Um herauszufinden, ob eosinophile Granulozyten einen Einfluss auf die Thrombose
haben, wurden verschiedene Mauslinien operiert, bei denen Gene ausgeschaltet wurden,

die Einfluss auf die Funktion der Eosinophilen haben.

Da die Vermutung nachgewiesen werden sollte, dass Eosinophile einen verstarkenden
Einfluss auf die Entwicklung der Thrombose haben, wurde zuerst eine Mausgruppe
angeschaut, bei denen eosinophile Granulozyten nicht vorhanden sind (AdblIGATA1), die
zur Bildung arteriosklerotischer Plaques auf einen ApoE-Hintergrund geziichtet wurden
und dadurch, unter einer hochkalorischen und fettreichen Ernéhrung (90 Tage),

arteriosklerotische Plaques in den Arterien bildeten.

Das Fehlen der Eosinophilen in den ApoE”-AdblIGATA 1-Tieren fiihrt nach Applikation
von FeCls zu einer reduzierten Stabilitdt des Thrombus und somit zu einer kiirzeren
Okklusionszeit der A. carotis verglichen mit den Kontrolltieren. In diesen Gruppen
zeigte sich ein mittlerer Unterschied in der Okklusionszeit von 42% mit einem mittleren
Effekt Cohen’s d von 0,78. Dieser Effekt ist statistisch signifikant (p=0,027).

Dieser Versuch zeigte, dass die eosinophilen Granulozyten die Stabilitdt des Thrombus

unterstiitzen. In Abwesenheit der Eosinophilen 16st sich der Thrombus schneller auf.
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Abbildung 10: Okklusionszeit der ApoE” x AdbIGATAL1- -Gruppe
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Zeitspanne vom Verschluss des Gefél3es durch den Thrombus bis zu Rekanalisation des
Thrombus in Minuten bei ApoE” x AdbIGATA1”-Tieren (n=17) verglichen mit dem
Wildtyp (n=18).

Stamm ApoE™”" x AdbIGATAI
ko wt
(n=17) (n=17)
Mittelwert 3,2 min 5,5 min
(Standardabweichung) (1,7 min) (3,74 min)
P-Wert 0,027*
Effektgroie -0,78
Relative mittlere -42%
Abweichung
Statistischer Test Welchs T-Test

Tabelle 23:  Zusammenfassung der statistischen Grolien (Okklusionszeit der
ApoE" x AdbIGATA1-Gruppe)
1.1. Rekrutierung und Aktivierung der eosinophilen Granulozyten in der
arteriellen Thrombose
Um den Effekt der durch Eosinophile vermittelten, erhdhten Thrombusstabilitat zu
untersuchen, wurde geschaut, ob eosinophile Granulozyten zur Verletzung rekrutiert
werden und dort lokal im Thrombus wirken oder ob sie die Thrombusbildung tber

systemische Mediatoren beeinflussen. Mit Hilfe eines Intravitalmikroskops wurde die

Dynamik der Eosinophilenrekrutierung wéhrend der Thrombose beobachtet.

Abbildung 11: Rekrutierung der eosinophilen Granulozyten im Zeitverlauf

A: 10 min nach Verletzung, B: 20 min nach Verletzung, C: 30min nach Verletzung,
D: 40 min nach Verletzung. Die griine Flache ist der Thrombus, der durch die
DCF-markierten Plattchen gebildet wird und dessen Rand durch die weile Linie
eingezeichnet ist. Die eosinophilen Granulozyten sind rot. Man kann in dieser
Abbildung gut erkennen, dass der Thrombus sich aufbaut (B und C) und wieder abbaut
(D). Die Eosinophilen sind sowohl vor der Thrombusentstehung (A) als auch noch nach
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dessen Abbau (D) vorhanden. Die Aufnahmen wurden an einer EoCre X
PC-G5-tdTflox-Maus gemacht.

Wie man in Abbildung 11 erkennen kann, werden schon zu Beginn der Thrombose die
eosinophilen Granulozyten rekrutiert. Ihre Anzahl nimmt mit dem zeitlichen Verlauf
kontinuierlich zu. Die Eosinophilen kommen sowohl im Bereich des Thrombus vor, als

auch auRerhalb des Bereiches. Sie verbleiben auch nach der Lyse des Thrombus an der

Lasion.

Abbildung 12: Rekrutierung der eosinophilen Granulozyten 5 min nach
FeClI3-Verletzung

Die Pfeile markieren die Eosinophilen (rot) und die Nummerierung zeigt, welche Zelle
man in der Bildabfolge betrachtet. Daran erkennt man, dass sich einige Zellen stationér
an einem Ort aufhalten, wahrend andere Zellen auftauchen und weiterwandern. Die
griinen Zellen sind Thrombozyten (B, C, D). Man erkennt eine Kolokalisation zwischen
Plattchen und Zelle 1 sowie Zelle 2 (C, D). Die Aufnahmen wurden an einer EoCre x
PC-G5-tdTflox-Maus gemacht.

In der Bildabfolge der Abbildung 12 wird die Dynamik der Rekrutierung der
eosinophilen Granulozyten 5 min nach der FeClz-Verletzung dargestellt. Wie man
erkennt, tauchen die Eosinophilen sehr schnell nach Setzen des Reizes auf. Das heilit,
dass sie schon zu einem sehr frihen Zeitpunkt der Thrombose vorhanden sind. Einige
Eosinophile adhérieren fest am Endothel, wahrend andere Zellen auftauchen und
weiterwandern. Man erkennt zudem eine Kolokalisation zwischen Plattchen und
Eosinophilen, welche teilweise nur ein kurzer Kontakt ist, jedoch auch zu dauerhaften

Interaktionen fihren kann.

Zwar wurde deutlich, dass die Eosinophilen sehr schnell an der Lé&sion auftauchen,
allerdings konnte keine Aussage getroffen werden, ob sie dort auch aktiv wirken. Daher
wurde in dieser Arbeit in einem néchsten Schritt geschaut, ob eosinophile Granulozyten

in einer  aktivierten Form vorkommen. Hier wurde  wieder die
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EoCre x BPC-G5-tdTflox-Maus genutzt. Wie in Kapitel 1.1.8 beschrieben, exprimieren
die eosinophilen Granulozyten dieser Maus-Linie bei Aktivierung ein GFP-Signal,
welches mit einem Kalzium-Indikator gekoppelt ist. Die folgende Abbildung 13 zeigt
ein Kalziumsignal, das entsteht nachdem ein Thrombozyt mit einem eosinophilen
Granulozyten interagiert. Die Plattchen wurden zusétzlich ex vivo mit einem violetten
Farbstoff markiert und dem Versuchstier vor der Operation injiziert. In der Komposition
der drei Farbkanale sient man eine Kolokalisation der Signale und kann daher davon
ausgehen, dass ein Thrombozyt an einen eosinophilen Granulozyten, der dadurch
aktiviert wird, gebunden hat. Die Intensitat des Kalziumsignals im Zeitverlauf wurde
gemessen, was in Abbildung 14 dargestellt wird. Das Kaliumsignal wird mit
zunehmender Dauer starker. Aufgrund dieser Beobachtung ist davon auszugehen, dass
die Eosinophilen am Ort der Lé&sion aktiviert sind/werden und ihren Beitrag in der

Thrombusentstehung leisten.
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Abbildung 13: Aktivierung der eosinophilen Granulozyten invivo durch
einen Thrombozyten

In dieser Zeitreihe (1, 2, 3, 4) ist die Entstehung eines Kalziumsignals (griin), welches
nach der Adhasion eines Thrombozyten (grau) an einen eosinophilen Granulozyten
(rot), gezeigt. Die Kanéle werden einzeln dargestellt (A, B, C). Zusatzlich wird eine
Komposition der Kanéle gezeigt (D), sodass man erkennt, dass die Signale
kolokalisieren. Die Pfeile zeigen auf die Stelle, an der sich der eosinophile Granulozyt
befindet, sodass man in jedem Kanal nachvollziehen kann, ob ebenfalls das Signal des
Thrombozyten beziehungsweise das Kalziumsignal zu sehen ist. Ein eosinophiler
Granulozyt bindet an das Endothel der A. carotis (C.1). Anschlielend adhériert ein
Thrombozyt an dem Eosinophilen (B.2, D.2). Ein Kalziumsignal entsteht und wird mit
zunehmender  Dauer starker (A.2, A.3, A.4). Untersucht wurde eine
EoCre x PC-G5-tdTflox-Maus.
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Abbildung 14: Starke des Kalziumsignals im Zeitverlauf

Dargestellt ist die Intensitit eines Kalziumsignals, das von einem
eosinophilen Granulozyten exprimiert wird. Es entsteht, nachdem der Eosinophile am
Endothel adhériert. Dieser Zeitpunkt ist in der Abbildung durch den ersten Pfeil
gekennzeichnet ist. Deutlich starker wird das Kalziumsignal nachdem ein Thrombozyt
am Eosinophilen adhariert. Dieser Zeitpunkt ist ebenfalls durch einen Pfeil
gekennzeichnet. Die starken Ausschldage nach unten kommen durch die Pulsation des
Gefalles zustande, wodurch die Signale nicht immer im Fokus liegen. Die Kandale des
Kalziumsignals und des dtTomato-Signal, das als Negativkontrolle dient, wurden
normalisiert. Untersucht wurde eine EoCre x PC-G5-tdTflox-Maus.

Ein  wichtiges Oberflachenmolekul, das fir die Rekrutierung zahlreicher
Entzlindungszellen verantwortlich ist, ist P-Selektin, welches von Thrombozyten,
Endothelzellen und auch eosinophilen Granulozyten exprimiert wird. Der naturliche
Ligand PSGL-1 kommt auf neutrophilen und eosinophilen Granulozyten vor (186). Um
den Einfluss dieses Rezeptors auf die Thrombose zu verstehen, wurde eine

P-Selektin-defiziente Mausgruppe (Selp™) mit dem FeCls-Modell untersucht.
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Abbildung 15: Okklusionszeit der Selp-Gruppe

Die Zeitspanne vom Verschluss des GefaRes durch den Thrombus bis zu Rekanalisation
des Thrombus in Minuten bei Selp”-Tieren (n=7) verglichen mit dem Wildtyp (n=7).

Die Okklusionszeit ist im Mittel in der Versuchsgruppe 22% Kkleiner als in der
Kontrollgruppe bei einem mittleren Effekt Cohen’s d von 0,5. Aufgrund der ungleichen
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Standardabweichung wurde der T-Test mit Welchs Korrektur angewandt, der einen
p-Wert von 0,534 ergab, was nicht statistisch signifikant ist. Diese Orientierungsstudie
gibt Hinweise, dass ein Effekt vorliegen konnte, der durch einen gréReren
Stichprobenumfang belegt werden sollte.

Stamm Selp
ko wt
(n=7) (n=7)
Mittelwert 6,2 min 7,9 min
(Standardabweichung) (2 min)  (4,3min)
P-Wert 0,534
EffektgroRe -0,5
Relative mittlere -22%
Abweichung
Statistischer Test Welchs T-Test

Tabelle 24: Zusammenfassung der statistischen GroRen (Okklusionszeit der
Selp-Gruppe)

Die Thromben der Tiere wurden im Anschluss an die Operation entnommen und
histologisch untersucht. Je Gruppe konnten vier Thromben auf Eosinophile untersucht
werden, da einige Thromben vor Abschluss der in vivo-Experimente abgespult wurden

und daher nicht entnommen werden konnten.
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Abbildung 16: Histologische Untersuchung des Thrombus (Selp)

Durchschnittliche Anzahl der Eosinophilen/mm? Thrombusfliche der Selp”-Tiere (n=4)
verglichen mit dem Wildtyp (n=4).

Die mit einem Siglec-F-Antikorper detektierten eosinophilen Granulozyten wurden in
zehn histologischen Lé&ngsschnitten eines Thrombus gezahlt. Die Auswertung zeigte
deutlich, dass bei den Wildtyptieren eine sehr viel hohere Anzahl von Eosinophilen zu
finden ist. Der Mittelwert der Wildtypgruppe liegt bei 23 Zellen pro mm?, wahrend auf
dieser Flache bei den Knockout-Tieren nur 1,6 Zellen zu finden sind. Dadurch ist die

Anzahl der Eosinophilen pro mm? bei den Knockout-Tieren im Mittel 93,18% kleiner
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als in der Kontrollgruppe bei einem starken Effekt Cohen’sd von 1,9. Der Effekt ist
statistisch signifikant (p=0,033)

Stamm Selp
ko wt
(n=4)  (n=4)
Mittelwert 1,55* 23*
(Standardabweichung)  (1,2*)  (15,4%)
P-Wert 0,033*
EffektgroRe -1,9
Relative mittlere -93,18%
Abweichung
Statistischer Test Welchs T-Test
Tabelle 25: Zusammenfassung der statistischen GroRen (Thromben der Selp-

Gruppe)
Histologische Untersuchung der Thromben der Selp-Gruppe (*=Zellen/mm?2).

1.2. Bedeutung der eosinophilen, zytotoxischen Proteine in der arteriellen
Thrombose

Da die ersten Untersuchungen  Hinweise darauf gaben, dass die

eosinophilen Granulozyten in der Thrombose zu einer langeren Okklusionszeit fuhren

und an der Dynamik der Bildung eines Gerinnsels beteiligt sind, wurden weitere

in vivo-Versuche durchgefiihrt, um Art und Weise der Beeinflussung besser zu

verstehen.

Die Eosinophilen entfalten ihre Wirkung durch die Ausschittung ihrer zytotoxischen
Granula. Daher wurden zwei Mausmodelle untersucht, bei denen die Gene fir jeweils

ein zytotoxisches Protein ausgeschalten war.

Bei der Mauslinie, die das Protein Eosinophilen Peroxidase nicht ausbildete, war in den
in vivo-Versuchen die Okklusionszeit im 21,12% geringer als in der Vergleichsgruppe
bei einer vernachlassigbaren Effektgréfie Cohen’s d von 0,19. Es besteht kein statistisch
signifikanter Unterschied in den Verschlusszeiten. Auch wenn die GruppengroRe relativ
gering ist, zeigen die statistischen Werte zusammen, dass der Unterschied im Genotyp
zwischen diesen Mausgruppen in dem FeCls-Modell sich nicht bedeutend auf die

Okklusionszeit auswirkt.
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Abbildung 17: Okklusionzeit der EPX-Gruppe

Die Zeitspanne vom Verschluss des GeféaRes durch den Thrombus bis zu Rekanalisation
des Thrombus in Minuten bei EPX”"-Tieren (n=8) verglichen mit dem Wildtyp (n=10).

Stamm EPX
ko wt
(n=8) (n=10)
Mittelwert 3,3 min 4,2 min
(Standardabweichung) (2,8 min) (5,7 min)
P-Wert 0,673
Effektgroe -0,19
Relative mittlere -21,12%
Abweichung
Statistischer Test Welchs T-Test

Tabelle 26: Zusammenfassung der statistischen GroRen (Okklusionszeit der
EPX-Gruppe)

Im Gegensatz zu dem EPX-Modell zeigt sich in der Mauslinie, die kein MBP bildet,
dass diese eine im Mittel 84,3%ig geringere Okklusionszeit hat mit einer starken
Effektgrole Cohen’sd von 2,4. Daraus ergibt sich ein signifikanter Unterschied mit
einem p-Wert von p<0,001. Bei der Knockout-Maus der MBP-Linie wurde in drei
Fallen beobachtet, dass sich tiberhaupt kein okklusiver Thrombus bildete, sondern dass
sich das Gerinnsel schon lange vor Verschluss des Gefdlles aufloste. In der
Kontrollgruppe bildete sich bei jeder Maus ein gefaliverschlielender Thrombus, wobei

die kirzeste Verschlusszeit 2 min andauerte, was schon deutlich unter dem erreichten

Mittelwert von 5,5 min lag.
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Abbildung 18: Okklusionzeit der MBP-Gruppe

Die Zeit vom Verschluss des Gefales durch den Thrombus bis zu Rekanalisation des
Thrombus in Minuten bei MBP™-Tieren (n=7) verglichen mit dem Wildtyp (n=10)

Stamm MBP
ko wt
(n=7) (n=10)
Mittelwert 0,86 min 5,5 min
(Standardabweichung) (1 min) (2,3 min)
P-Wert p<0,001*
Effektgroe -2,4
Relative mittlere -84,3%
Abweichung
Statistischer Test Welchs T-Test

Tabelle 27:  Zusammenfassung der statistischen GroRen (Okklusionszeit der
MBP-Gruppe)

Die folgenden Abbildung 19 und Abbildung 20 veranschaulichen die in den obigen
Graphen gezeigten Ergebnisse. Sie zeigen die Dynamik der Thrombusentstehung im
Zeitverlauf. Hier dargestellt sind représentative Aufnahmen 10, 20, 30 und 40 min nach
FeCls Applikation. In Abbildung 19 ist das Beispiel einer Wildtyp-Maus dargestellt. Es
ist der typische Verlauf einer durch die FeCls-Verletzung ausgelosten Thrombose. Da
die Verletzung an der lateralen Seite gesetzt wurde, wachst der Thrombus von dort
ausgehend zu kontralateral gelegenen Seite (A, B). In den meisten Féllen verschliel3t er
die A. carotis bei Wildtyp-Méausen ungeféhr nach 20 min. Nun halt sich einige Minuten
ein Gleichgewichtszustand, in dem das GefaR durch den Thrombus verschlossen ist.
Danach beginnt sich der Thrombus wieder aufzuldsen (C). H&ufig bildet sich ein Kanal,
durch den das Blut wieder durch den Thrombus flielen kann. Je nach Stabilitat des

Thrombus 16st er sich unterschiedlich schnell wieder auf.
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Abbildung 19: Thrombus im Zeitverlauf bei einer Wildtyp-Maus

Dargestellt ist der Thrombus in der A. carotiscommunis zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach FeClz-Verletzung (A: 10min, B: 20 min, C: 30 min, D: 40 min). Die
durchgezogenen weillen Linien markieren die GefaBwand. Die gestrichelte weil3e Linie
verdeutlicht den Rand des Thrombus. Die roten Pfeile (C) zeigen einen Kanal, der sich
innerhalb des Thrombus gebildet hat

Bei der Knockout-Maus der MBP-Linie ist dieser Verlauf nicht zu beobachten. Wie
représentativ in Abbildung 20 gezeigt wird, baut sich der Thrombus sehr langsam auf,
sodass er nach 20 min noch nicht einmal 50% des Durchmessers des GeféRes erreicht
hat (B). Auch nach 30 min ist noch kein Verschluss zu sehen (C) und nach 40 min kann

man erkennen, dass das Gerinnsel bereits wieder kleiner wird (D).

Abbildung 20: Thrombus im Zeitverlauf bei einer MBP”--Maus

Dargestellt ist der Thrombus in der A. carotiscommunis zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach FeClsz-Verletzung (A: 10min, B: 20 min, C: 30 min, D: 40 min). Die
durchgezogenen weilien Linien markieren die GefaBwand. Die gestrichelte weil3e Linie
verdeutlicht den Rand des Thrombus.

Um herauszufinden, wie MBP diesen Effekt in vivo erzeugen kann, wurde den Tieren
im Anschluss an die Operation kardial Blut entnommen und die zellularen Bestandteile
abzentrifugiert, um Plasma fiir weitere Untersuchungen zu erhalten. Das Plasma wurde
mit einem ELISA auf die Konzentration von APC untersucht, da MBP durch die

Hemmung von Thrombomodulin die Entstehung von APC beeinflussen kann (147).
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Abbildung 21: APC-Konzentration nach FeCl3-Verletzung (MBP)

Untersucht wurde die APC-Konzentration im Plasma von MBP”-Tiere (n=7) und
Wildtyptieren (n=7) 45 min nach FeCls-Vereletzung

Stamm MBP
ko wt
(n=7) (n=7)
Mittelwert 766 pg/mi 1461 pg/ml
(Standardabweichung) (642 pg/ml) (1103 pg/ml)
P-Wert 0,157
EffektgroRe -0,76
Relative mittlere -48%
Abweichung
Statistischer Test Welchs T-Test

Tabelle 28: Zusammenfassung der statistischen GroRen (APC-ELISA)
APC-Konzentration im Plasma 45 min nach FeCls-Verletzung

Bei der gemessen APC-Konzentration im Plasma sieht man im Mittelwert eine
geringere Konzentration bei der MBP”-Maus im Vergleich zum Wildtyp-Stamm.
Dieser Unterschied betrdagt im Mittel 48% bei einem mittelstarken Effekt Cohen’s d von
0,76. Dieser Hinweis eines Einflusses von MBP auf die APC-Konzentration ist
statistisch nicht signifikant und sollte mit einem gré3eren Stichprobenumfang verifiziert

werden.

Die Untersuchungen des Einflusses der zytotoxischen Proteine MBP und EPX zeigen,
dass Eosinophile die Thrombusstabilitat Gber einen durch MBP vermittelten

Mechanismus verstarken.

1.3. Inhibition der eosinophilen Granulozyten vermittelt durch den Rezeptor
Siglec-F fuhrt zu Reduktion der Thrombusstabilitat
Es wurde schon in einigen Modellen gezeigt, dass eine Bindung eines Antikorpers an

das Oberflachenmolekul Siglec-F eine inhibierende Wirkung auf die Aktivitat der
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eosinophilen Granulozyten hat (210-212). Ob diese Hemmung der Eosinophilen auch
einen Einfluss auf die Entwicklung der Thrombose hat, wurde in einem Modell
untersucht, in dem C57BL/6J-Mdusen ein anti-Siglec-F-Antikorper vor der Operation
injiziert wurde. Der Kontrollgruppe wurde der Isotyp dieses Antikorpers verabreicht.

Die Mausgruppe, der der gegen Siglec-F gerichteten AntikOrper verabreicht wurde,
entwickelte keine stabilen Thromben. Schon nach einer durchschnittlichen Zeit von
1,9 min nach Verschluss des GefélRes, begann sich der Thrombus wieder zu
rekanalisieren. Bei der Kontrollgruppe, die wie die Versuchsgruppe aus sieben Tieren
bestand, lag die durchschnittliche Okklusionszeit bei 11,4 min. Damit liegt die
Okklusionszeit der Siglec-F-Gruppe im Mittel 83,3% unter der Okklusionszeit der
Kontrollgruppe mit einem starken Effekt Cohen’sd von 0,88. Dieser Effekt ist
statistisch signifikant (p=0,037).
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Abbildung 22: Okklusionzeit von Mausen behandelt mit Siglec-F
Die Zeitspanne vom Verschluss des Gefdlles durch den Thrombus bis zur
Rekanalisation des Thrombus bei Tieren, die mit einem Antikdrper, gerichtet gegen
Siglec-F, behandelt wurden (n=7) und Tieren, die mit der Isotypkontrolle des

Antikorpers behandelt wurden (n=7).

Stamm C57BL/6J
behandelt mit Siglec-F Rat 1gG
(n=7) (n=7)
Mittelwert 1,9 min 11,4 min

(Standardabweichung)  (1,5min) (15,3 min?
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P-Wert 0,037*
EffektgroiRe -0,88
Relative mittlere -83,8%
Abweichung
Test Mann-Whitney-U-Test

Tabelle 29: Zusammenfassung der statistischen GroRen (Okklusionszeit der
Siglec-F-Gruppe)
Méuse behandelt mit anti-Siglec-F-Antikdrper und Kontrollgruppe mit dem Isotypen
Rat 1gG behandelt.

Die nach der Operation entnommenen Thromben wurden histologisch auf das
Vorkommen von eosinophilen Granulozyten untersucht. Dafiir wurde die gezéhlte
Anzahl der Eosinophilen auf die Flache der ausgewerteten Thrombusschnitte berechnet,
sodass man die durchschnittliche Anzahl an Zellen pro 1 mm? Flache ermitteln konnte.
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Abbildung 23: Histologische Untersuchung des Thrombus (Siglec-F)

Die durchschnittliche Anzahl der Eosinophilen auf 1mm? Thrombusflache bei Tieren,
die mit einem Antikorper, gerichtet gegen Siglec-F, behandelt wurden (n=4) und Tieren,
die mit der Isotypkontrolle des Antikorpers behandelt wurden (n=4).

Stamm C57BL/6J
behandelt mit Siglec-F  Rat IgG
(n=4) (n=4)
Mittelwert 7,4 23

(Standardabweichung) (9,1 (28,8)
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P-Wert 0,367
EffektgroRe -0,7
Relative mittlere -68%
Abweichung
Test Welchs T-Test
Tabelle 30: Zusammenfassung der statistischen GroRen (Thromben der Siglec-F-

Gruppe)
Mausgruppe behandelt mit anti-Siglec-F Antikérper versus Mausgruppe behandelt mit
Rat 19G.

In dieser Gruppe ist die Anzahl der Eosinophilen im Thrombus bei den Mausen, die mit
einem anti-Siglec-F-Antikorper behandelt wurden, im Mittel 68% geringer als bei den
Mausen, die den Isotyp injiziert bekamen, bei einem mittelstarken Effekt Cohen’s d von
0,7. Dieser Effekt ist nicht statistisch signifikant (p=0,367). Zu beachten ist die sehr
hohe Standardabweichung, die besonders in der Kontrollgruppe durch eine einzelne
Maus verursacht wird, deren Anzahl an Eosinophilen stark von den anderen Werten
abweicht. Der Hinweis auf einen Effekt auf die Anzahl der Eosinophilen durch die

Antikorperbindung sollte durch einen groRReren Stichprobenumfang verifiziert werden.

Die Ergebnisse geben den Hinweis, dass die Bindung eines Antikorpers an Siglec-F den
verstarkenden Einfluss der Eosinophilen in der Thromboseentstehung hemmen, ohne die

Anzahl der Eosinophilen in Thrombus zu reduzieren.

1.4. Blutbilder der Mauslinien
Im Anschluss an die in vivo-Versuche, in denen die arterielle Thrombose untersucht
wurde, wurde den Mausen intrakardial Blut abgenommen und von diesem wurden
Blutbilder angefertigt. Diese wurden herangezogen, um zu Uberprifen, ob es
Unterschiede zwischen den Versuchs- und Kontrollgruppen in der Anzahl der Zellen
gab, die einen Einfluss auf die Thrombose haben koénnten. Untersucht wurde die
Fraktion der Leukozyten (WBC), die Fraktion der Granulozyten und die Thrombozyten.
Bei den Gruppen, die einen signifikanten Unterschied in der Okklusionszeit hatten und
eine Genmutation, die die Eosinophilen beeinflussen koénnte, wurde zusétzlich die
Anzahl der Eosinophilen eruiert. Besonders in der Gruppe, die mit Siglec-F behandelt
wurde, war die Anzahl der Eosinophilen von Interesse, da die Bindung an Siglec-F zur

Apoptose der eosinophilen Granulozyten fihrt (213).
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1.4.1.  Anzahl der Leukozyten im Blut der Mauslinien
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Abbildung 24: Anzahl der Leukozyten im Blut der unterschiedlichen
Mauslinien

Das Blut wurde im Anschluss an die Operation der Tiere intrakardial enthommen.
Untersucht wurden Apo” x AdbIGATA1"-Tiere (n=10) und
Apo” x AdbIGATAI"™™.Tiere  (n=10), Selp”-Tiere  (n=6) verglichen  mit
C57BL/6J-Tieren (n=4), MBP'-Tiere (n=7) verglichen mit MBP""".Tieren (n=7),
EPX'-Tiere (n=3) verglichen mit EPX"""-Tieren (n=3) und Tiere, behandelt mit einem
Siglec-F-Antikoérper (n=7), verglichen mit Tieren, behandelt mit der Isotypkontrolle
Rat IgG (n=6).

Bei der Messung der gesamten Fraktion der Leukozyten konnte in keiner der Gruppen
ein signifikanter Unterschied zwischen den Knockout-Tieren und der Kontrollgruppe
festgestellt werden. Am grofiten waren die Unterschiede in der Gruppe der
ApoE™ x AdbIGATA-Tiere und in der Gruppe, die mit anti-Siglec-F behandelt wurden
beziehungsweise mit der Isotypkontrolle. In diesen Gruppen hatte jeweils die
Kontrollgruppe  eine  hohere  Anzahl  an Leukozyten,  wobei  die
ApoE™ x AdbIGATA1-Kontrollgruppe im Mittel 31,77% mehr Leukozyten im
Vergleich zur Knockout-Gruppe hatte mit einem mittelstarken Effekt Cohen’s d von
0,63. Der Hinweis auf einen Einfluss des Knockouts der Eosinophilen auf die
Leukozytenanzahl ist nicht signifikant (p=0,186) und sollte durch einen groferen

Stichprobenumfang tberprift werden.

Bei der Siglec-F-Gruppe haben die Tiere, die mit einem Siglec-F-blockierenden
Antikorper behandelt wurden, im Mittel 21,31% weniger Leukozyten im Blut mit einem
schwachen Effekt Cohen’s d von 0,44. Dieser Unterschied ist nicht signifikant (p=0,26).

Die Anzahl der Leukozyten liegt bei den Selp”-Mé&usen (n=6) in einem &hnlichen
Bereich wie in der Gruppe der Wildtypen (relative mittlere Differenz=7,95%) bei einem
nicht signifikanten (p=0,643) schwachen Effekt Cohen’s d von 0,31.
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Ebenso liegt die Anzahl der Leukozyten bei der MBP”-Gruppe in einem &hnlichen
Bereich wie bei der Kontrollgruppe (relative mittlere Differenz=8,8%) bei einem nicht

signifikanten (p=0,75) vernachléassigbaren Effekt Cohen’s d von 0,17.

Die Leukozytenanzahl der EPX™-Tiere liegt im Mittel 39,49% unter der Anzahl der
Leukozyten in der Kontrollgruppe mit einem starken Effekt von Cohen’sd von 1.
Dieser deutliche Hinweis eines Einflusses des zytotoxischen Proteins EPX auf die
Anzahl der Leukozyten sollte mit einem grofReren Stichprobenumfang weiter untersucht

werden.

Stamm Apo’ x Selp MBP EPX Siglec-F
AdbIGATA1

Genotyp (n) ko wt ko wt | ko |wt | ko wt ko | wt
100 ((20) | ®) (@ | | [® | B | |(6)

Mittelwert 2,6 3,9 47 144 |31 |38 |23 |38 |31 |42

SD 1,8 2,2 1,2 09 |04 |20 (04 |203 |15 |25
p-Wert 0,19 0,64 0,75 0,29 0,26
Effektgroiie -0,63 0,31 -0,17 -1 -0,44
Relative -31,77% 7,95% -8,80% -39,49% -21,31%
mittlere
Abweichung
Statistischer Welchs Welchs Welchs Welchs Welchs
Test T-Test T-Test T-Test T-Test T-Test

Tabelle 31: Zusammenfassung der statistischen Grof3en (Anzahl der Leukozyten
im Blut (K/ul))

1.4.2.  Thrombozyten

Da die Thrombozyten essentiell in der Entstehung von arteriellen Thrombose sind, war
es hier besonders wichtig, signifikante Unterschiede zwischen den Mauslinien
auszuschliefen, um nicht irrtimlich den entsprechenden Knockouts einen falschen

Effekt zuzusprechen.
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Abbildung 25: Thrombozyten im Blut der unterschiedlichen Mauslinien
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Das Blut wurde im Anschluss an die Operation der Tiere intrakardial enthommen.
Untersucht wurden Apo” x AdbIGATA 17 -Tiere (n=10) und
Apo” x AdbIGATA1""™.Tiere  (n=10), Selp”-Tiere (n=6) verglichen  mit
C57BL/6J-Tieren (n=4), MBP”-Tiere (n=7) verglichen mit MBP""".Tieren (n=7),
EPX”-Tiere (n=3) verglichen mit EPX"""*-Tieren (n=3) und Tiere, behandelt mit einem
Siglec-F-Antikorper (n=7), verglichen mit Tieren, behandelt mit der Isotypkontrolle
Rat 19gG (n=6).

Allerdings konnte auch bei der Anzahl der Thrombozyten zwischen keiner der Gruppen

ein signifikanter Unterschied detektiert werden.

Die Apo” x AdbIGATA1-Tiere haben in der Knockout-Gruppe im Mittel 27,76%
weniger Thrombozyten als die Vergleichsgruppe mit einem schwachen Effekt
Cohen’s d von 0,47. Dieser Effekt ist nicht statistisch signifikant (p=0,338). Die Anzahl
der Thrombozyten der EPX”-Tiere liegt im Mittel in einem &hnlichen Bereich wie die
Thrombozytenanzahl der Kontrollgruppe (relative mittlere Differenz=23,65%). Dieser
nicht signifikante Unterschied (p=0,475) hat einen mittelstarken Effekt Cohen’s d von
0,64. Die starke Standardabweichung in der Knockout-Gruppe wird von einer Maus
verursacht, bei der nur 91 K/l gemessen wurde. Bei der Selp-Linie und der MBP-Linie
wurde nur ein sehr geringer Unterschied im Mittelwert der Versuchs- und
Kontrollgruppen festgestellt. Die Selp”-Tiere haben im Mittel 7,62% weniger
Thrombozyten als die Kontrollgruppe mit einem schwachen Effekt Cohen’s d von 0,33.
Dieser Effekt ist statistisch nicht signifikant (p=0,624).

Vernachléssigbar ist der Effekt Cohen’sd von 0,04 in der MBP-Gruppe, in der die
Thrombozytenanzahl der Knockout-Tiere in einem ahnlichen Bereich wie in der
Kontrollgruppe liegt (relative mittlere Differenz=1,65). Dieser Unterschied ist statistisch
nicht signifikant (p=0,95).

Stamm Apo” x Selp MBP EPX Siglec-F
AdbIGATA
1

Genotyp (n) ko wt ko wt ko wt ko wt ko wt
(10) |20 () (& | () () [ | B | () |(6)

Mittelwert 437 | 342 62 68 39 38 42 55 40 50

SD 242 | 154 8 1 1 5 5 6 6 0
13 19 16 17 28 9,8 19 72
9 3 1 7 9 3
p-Wert 0,338 0,624 0,950 0,475 0,294

EffektgroRe 0,47 -0,33 0,04 -0,64 -0,67
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Relative 27,65% -7,62% 1,56% -23,62% -18,80%
mittlere
Abweichun
g
Statistische Welchs Welchs Welchs Welchs Welchs
r Test T-Test T-Test T-Test T-Test T-Test

Tabelle 32: Zusammenfassung der statistischen GréRen (Anzahl der
Thrombozyten im Blut (K/pl))

1.4.3. Granulozyten

Die Fraktion der Granulozyten besteht aus neutrophilen, eosinophilen und
basophilen Granulozyten. Die Neutrophilen stellen den groten Anteil der Granulozyten
und aufgedeckte Unterschiede sind wahrscheinlich auf Verschiebungen in der Anzahl
der Neutrophilen zurick zu fuhren. Die Ergebnisse spiegeln die Ergebnisse, der

Leukozyten-Auswertung wider, da Granulozyten 50% der Leukozyten ausmachen.
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Abbildung 26: Anzahl der Granulozyten im Blut der unterschiedlichen
Mauslinien
Das Blut wurde im Anschluss an die Operation der Tiere intrakardial enthommen.
Untersucht wurden Apo” x AdbIGATA 17 -Tiere (n=10) und

Apo” x AdbIGATA1""-Tiere  (n=10), Selp”-Tiere (n=6) verglichen  mit
C57BL/6J-Tieren (n=4), MBP’-Tiere (n=7) verglichen mit MBP"""-Tieren (n=7),
EPX™-Tiere (n=3) verglichen mit EPX"""-Tieren (n=3) und Tiere, behandelt mit einem
Siglec-F-Antikdrper (n=7), verglichen mit Tieren, behandelt mit der Isotypkontrolle
Rat 1gG (n=6).

Interessant ist, dass in der Apo” x AdbIGATA1-Gruppe die Anzahl der Granulozyten in
der Knockout-Gruppe im Mittel 55,45% geringer ist als in der Kontrollgruppe mit
einem starken Effekt Cohen’s d von 1,25. Dieser Effekt ist ein signifikanter Unterschied
(p=0,015).

Auch in der Siglec-F-Gruppe haben die Tiere, die mit dem Siglec-F blockierenden

Antikorper behandelt wurden, weniger Granulozyten im Blut als die Kontrollgruppe
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(relative mittlere Differenz=73,66%) mit einem starken Effekt Cohen’s d von 1,28.
Diese EffektgréRe deutet klar darauf hin, dass ein Einfluss des Antikdrpers auf die
Anzahl der Granulozyten besteht und der nicht signifikante Unterschied (p=0,09) sollte
durch einen grofReren Stichprobenumfang weiter untersucht werden. Die Anzahl der
Granulozyten der Selp”-Tiere ist dagegen im Mittel 92,16% hoher als in der
Kontrollgruppe mit einem starken Effekt Cohen’sd von 1,16. Dies ist ebenfalls ein
deutlicher Hinweis, dass ein Einfluss auf die Anzahl der Granulozyten vorliegt und auch
hier sollte der nicht signifikante Unterschied (p=0,087) durch eine gréRere Stichprobe
verifiziert werden. Die MBP- und die EPX-Gruppe zeigen einen geringeren Unterschied
zwischen den Mittelwerten. Bei Knockout- und Kontrollgruppen liegen die
Granulozytenanzahlen in einem &hnlichen Bereich (relative mittlere Differenz (MBP)=
25,14%, relative mittlere Differenz (EPX)=25%). Die mittelstarken Effekte Cohen’sd
von 0,5 (MBP) und 0,6 (EPX) sind statistisch nicht signifikant (p=0,4 (MBP) und

p=0,48 (EPX)).

Stamm Apo’ x Selp MBP EPX Siglec-F
AdbIGATA
1
Genotyp ko wt ko wt ko wt ko |wt ko wt
(10) |10 |6 | & | | |G |G | (M) |®)
) )
Mittelwert 065 |145 |0,8 0,4 0,7 0,9 0, 0, 0,5 2,0
SD 0,37 |08 |2 3 1 5 3 4 4 5
0,3 0,2 0,3 0,5 0, 0, 0,4 1,6
5 7 6 1 2 3 8
p-Wert 0,015* 0,087 0,406 0,482 0,092
EffektgroR -1,25 1,26 -0,5 0,6 -1,28
e
Relative -55,45% 92,16% -25,14% 25,00% 73,66%
mittlere
Abweichun
g
Statistische Welchs Welchs Welchs Welchs Welchs
r Test T-Test T-Test T-Test T-Test T-Test
Tabelle 23:  Zusammenfassung der statistischen GréRen  (Anzahl der

Granulozyten im Blut (K/ul))

1.4.4.
Bei den Linien, bei denen ein Effekt in der Okklusionszeit festgestellt wurde, wurde

Eosinophile Granulozyten

zusétzlich noch die Anzahl der eosinophilen Granulozyten untersucht.
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Abbildung 27: Eosinophile  Granulozyten im Blutbild ausgewahlter
Mauslinien

Das Blut wurde im Anschluss an die Operation der Tiere intrakardial enthommen.
Untersucht wurden Apo” x AdbIGATA1"-Tiere (n=10) und
Apo” x AdbIGATA1""™-Tiere  (n=10), MBP”-Tiere (n=5) verglichen  mit
MBP""W.Tieren (n=7) und Tiere, behandelt mit einem Siglec-F-Antikérper (n=7),
verglichen mit Tieren, behandelt mit der Isotypkontrolle Rat 1gG (n=6).

Bei der Apo” x AdbIGATAIl-Linie wurde so zusatzlich kontrolliert, ob die
Knockout-Maus, wie vorausgesetzt, keine eosinophilen Granulozyten hatte. Wie
erwartet, hatte die Knockout-Maus im Mittel 83,93% weniger eosinophile Granulozyten
im Blut als die Kontrollgruppe mit einem starken Effekt Cohen’sd von 1,27. Dieser

Effekt ist signifikant (p=0,001).

Im Gegensatz dazu zeigten die MBP-Méause sowohl in Knockout- als auch in
Kontrollgruppe eine dhnliche Anzahl an Eosinophilen (relative mittlere

Differenz=26,64%) mit einem vernachlassigbaren Effekt Cohen’s d von 0,27.

Die Auswertung der Anzahl der Eosinophilen im Blut zeigte keine Verringerung der
Anzahl der Zellen bei den Mausen, die mit dem Anti-Siglec-F-Antikorper behandelt
wurden. Im Mittel hatten diese Tiere sogar 59,59% mehr eosinophile Granulozyten im
Blut als die sechs Tiere der Kontrollgruppe. Der schwache Effekt Cohen’s d von 0,34 ist
nicht statistisch signifikant (p=0,6). Zu beachten ist, dass es in der Versuchsgruppe
einen Ausreiller gab, der die dreifache Anzahl an Eosinophilen hatte als die tbrigen

Tiere dieser Gruppe.

Stamm Apo’- x MBP Siglec-F
AdbIGATA1
Genotyp ko wt ko wt ko wt
(10) (10 | B) [ (M) [ () [ (6)
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Mittelwert 0,01 0,06 | 0,07 |0,05 0,1 0,06
SD 0,009 |0,04 |0,07 |0,03 |0,13 |0,04
p-Wert 0,001* 0,929 0,552
Effektgrolie -1,73 0,27 0,34
Relative -83,93% 28,64% 59,52%
mittlere
Abweichung
Statistischer Welchs Welchs Welchs
Test T-Test T-Test T-Test

Tabelle 33:

Zusammenfassung der statistischen GrofRen (Anzahl eosinophiler

Granulozyten im Blut (K/ul))

Die Untersuchungen der Anzahl der Blutzellen zeigt, dass es in der wichtigen Fraktion
der Thrombozyten und der eosinophilen Granulozyten keine Unterschiede zwischen
Versuchs- und Kontrollgruppe gibt. Daher kann davon ausgegangen werden, dass
Unterschiede in der Okklusionszeit durch mechanistische Effekte der Eosinophilen
zustande kommen. Die Unterschiede in der Anzahl der Granulozyten in der Apo” x
AdbIGATAI1-Gruppe konnte auf die chronische Entziindung, die durch die

Arteriosklerose entsteht, zurtick zu fuihren sein.

2. Aktivierte Thrombozyten aktivieren eosinophile Granulozyten in vitro

2.1. Thrombozyten bewirken eine IL-5-Sekretion bei eosinophilen
Granulozyten

Es kommen verschiedene Mdglichkeiten in Betracht, welche Faktoren die

eosinophilen Granulozyten im Verlauf einer Thrombose aktivieren kdnnten. In dieser

Arbeit wurde die Interaktion zwischen Eosinophilen und Thrombozyten analysiert, da in

den Intravital-Aufnahmen beobachten konnte, dass die Zellen miteinander Kontakt

aufnehmen, woraufhin ein Kalzium-Signal entsteht (siehe Abbildung 14). Um n&here

mechanistische Erkenntnisse zu erlangen, wurden in vitro-Versuche durchgefiihrt, mit

denen die Auswirkung von Thrombozyten auf die Eosinophilen untersucht wurde.

Quantifiziert wurde die Aktivierung der Eosinophilen Gber einen IL-5-ELISA.

Um zu Kldren, ob die Vermutung stimmte, dass Thrombozyten die Eosinophilen
aktivieren konnen, wurden die jeweils aus Humanblut isolierten Zellen miteinander
inkubiert. In einem Ansatz wurden Thrombozyten mit Thrombin aktiviert. In der
nicht aktiviert.

Kontrollgruppe wurden die Thrombozyten Die eosinophilen

Granulozyten, die mit aktivierten Thrombozyten koinkubiert wurden, entwickelten eine
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IL-5-Konzentration, die im Mittel 74,4% groer war als die IL-5-Konzentration der
eosinophilen Granulozyten, die mit ruhenden Thrombozyten inkubiert wurden. Der
Effekt Cohen’s d von 1,1 ist stark. Dieser Effekt ist mit p=0,022 statistisch signifikant.
Da dies der groBRte p-Wert in der multiplen Testreihe war und dieser nach der
Bonferroni-Holm-Korrektur <0,05 sein muss, um eine statistische Signifikanz zu

erreichen, erfllt der ermittelte Wert diese VVoraussetzungen.

Die in vivo-Experimente zeigen, dass Thrombozyten direkt mit den Eosinophilen
wéhrend der Thrombusbildung interagieren. Ob bei diesem Kontakt auch die
beobachtete Aktivierung bewirkt wird oder 16sliche Mediatoren der Plattchen eine Rolle
spielen, ist unklar. Daher wurde in einem weiteren Experiment untersucht, welchen
Effekt die direkte Interaktion eosinophiler Granulozyten mit aktivierten Thrombozyten
hat, verglichen mit der Auswirkung des Uberstandes aktivierter Thrombozyten, der

sezernierte, l6sliche Mediatoren enthielt.
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Abbildung 28: IL-5-Konzentration nach Interaktion zwischen Eosinophilen

und Thrombozyten

Die Thrombozyten wurden mit Thrombin stimuliert. Die eosinophilen Granulozyten
inkubierten einmal direkt mit den aktivierten Thrombozyten (n=8), einmal direkt mit
ruhenden Thrombozyten (n=8) und mit dem Uberstand aktivierter Thrombozyten (n=6).
Als Negativkontrolle inkubierten die Eosinophilen ebenfalls nur mit Thrombin (n=7).

Eosinophile Granulozyten inkubiert mit

ruhenden Uberstand Thrombin
Thrombozyten aktivierter
(n=8) Thrombozyten (n=7)

(n=6)
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Mittelwert 57 pg/ml 18,5 pg/mi 2 pg/ml
(Standardabweichung) (39 pg/ml) (17,2 pg/ml) (22 pg/ml)
p-Wert 0,022* <0,001* <0,001*
Effektgroflle 1,1 2,6 3,0
Relative mittlere 74,4% 435% 4700%
Abweichung
Statistischer Test Students Welchs T-Test ~ Welchs T-Test
T-Test

Tabelle 34:  Zusammenfassung der statistischen GroRen (IL-5-ELISA)
Verschiedene Ansétze verglichen mit der Kontrollgruppe der aktivierten Thrombozyten
(n=8, Mittelwert 99 pg/ml). Das Signifikanzniveau wurde nach Bonferroni-Holm
angepasst.

Die Ergebnisse dieses Versuches zeigen, dass die direkte Interaktion mit aktivierten
Plattchen zu einer signifikant hoheren IL-5-Konzentration fiihrt. Die IL-5-Konzentration
ist in der Gruppe mit direkter Interaktion im Mittel 435% signifikant (p<0,001) groRer

als in der Gruppe mit indirekter Interaktion mit einem starken Effekt Cohen’s d von 2,6.

Zwar gibt es bisher in der Literatur keine Hinweise, dass der Plattchenstimulator
Thrombin Eosinophile aktiviert, allerdings ist das Gegenteil auch noch nicht sicher
belegt (166). Daher wurde in dieser Arbeit untersucht, wie sich Eosinophile verhalten,
wenn sie mit Thrombin stimuliert werden im Vergleich mit einer Stimulation durch

aktivierte Thrombozyten.

Dieser Versuch zeigte deutlich, dass die mit Thrombin stimulierten Eosinophilen
deutlich weniger IL-5 (relative mittlere Differenz=4700%) sezernieren als Eosinophile,
die durch aktivierte Thrombozyten stimuliert werden. Dieser sehr starke Effekt
Cohen’s d von 3 ist statistisch signifikant (p<0,001).

2.2. Thrombozyten regen bei eosinophilen Granulozyten die Bildung von
Eosinophil Extracellular Traps an

Man weill mittlerweile, dass eosinophile, &hnlich wie neutrophile Granulozyten, in der
Lage sind ihre nukledre DNA in netzartigen Strukturen extrazellular gegen Pathogene
einzusetzen. Da die EETs die Effektorproteine MBP und ECP enthalten, ist es
interessant, ob diese Strukturen auch in Thromben zu finden sind (138). Wie in dieser
Arbeit gezeigt, (siehe Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden..2.)
beeinflusst zumindest MBP die Thrombosebildung invivo. Daher wurden humane
eosinophile Granulozyten, die in unterschiedlichen Ansdtzen mit Thrombozyten

stimuliert wurden, anschliefend mit einem Antikorper, der gegen MBP gerichtet war,
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markiert und die Zellkerne wurden mit HOECHST gefarbt. Die Ansétze, in denen die
Interaktion untersucht wurde, waren die gleichen, die schon mit dem IL-5-ELISA
untersucht wurden (siehe Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.).
Zusétzlich wurden humane Thromben auf das Vorkommen von EETs analysiert.

Abbildung 29: Eosinophile Granulozyten mit EETs

A: isolierte, humane eosinophile Granulozyten nach Interaktion mit stimulierten
Thrombozyten, B: Eosinophiler Granulozyt im humanen Thrombus (Griin: MBP, WeiR:
Nukleus). Zur besseren Darstellung wurden die Kandle aufgetrennt, sodass man die
Anfarbung von MBP und Zellkern einzeln betrachten kann (A.2, A.2, B.1, B.2). In A.3
und B.3 wurden die Kandle kombiniert. Die Pfeile markieren die MBP-Granula, die sich
in den EETSs befinden.

In Abbildung 29 ist erkennbar, dass die eosinophilen Granulozyten nach Interaktion mit
stimulierten Thrombozyten den Zellkern als EETs in die Umgebung aussenden. Diese
Reaktion konnte in vitro ausgeldst werden (A), aber auch in humanen Thromben waren
diese Strukturen zu finden (B). Das Major Basic Protein ist dabei der extrazelluldren

DNA angelagert.

Nach der Interaktion von eosinophilen Granulozyten mit aktivierten Plattchen, ruhenden
Plattchen, Uberstand aktivierter Plattchen und Thrombin wurde die Bildung von EETs

quantifiziert.
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Abbildung 30: EET-Bildung nach Interaktion zwischen Eosinophilen und

Thrombozyten

Die Thrombozyten wurden mit Thrombin stimuliert. Die eosinophilen Granulozyten
inkubierten einmal direkt mit den aktivierten Thrombozyten (n=9), einmal direkt mit
ruhenden Thrombozyten (n=7) und mit dem Uberstand aktivierter Thrombozyten (n=6).
Als Negativkontrolle inkubierten die Eosinophilen ebenfalls nur mit Thrombin (n=9).

In diesem Experiment bestatigte sich, was sich in der Messung der I1L-5-Konzentration
gezeigt hatte: Thrombozyten haben einen Einfluss auf die Aktivitat der Eosinophilen.
Auch hier wurden die verschiedenen Ansatze gegen die Gruppe der mit aktivierten

Thrombozyten koinkubierten, eosinophilen Granulozyten verglichen.

Eosinophile Granulozyten inkubiert mit

ruhenden Uberstand Thrombin
Thrombozyten aktivierter (n=9)
(n=7) Thrombozyten
(n=6)
Mittelwert 20,1% 15,7% 13,7%
(Standardabweichung) (14,6%) (9,8%) (10,5%)
P-Wert 0,029* 0,004* 0,001*
Effektgrolie 1,3 1,76 1,88
Relative mittlere 92% 146% 180%
Abweichung
Statistischer Test Welchs T-Test Welchs T-Test Welchs T-Test

Tabelle 35:  Zusammenfassung der statistischen GroRen (EET-Bildung)
Verschiedene Ansatze verglichen mit der Kontrollgruppe der aktivierten Thrombozyten
(n=9, Mittelwert 38,5%). Das Signifikanzniveau wurde nach Bonferroni-Holm
angepasst.

Die Gruppe der ruhenden Thrombozyten bildeten im Mittel 92% weniger EETs als die
Gruppe mit den aktivierten Thrombozyten mit einem starken Effekt Cohen’s d von 1,3.

Dieser Effekt ist statistisch signifikant (p=0,029).
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Wieder wurde untersucht, ob Mediatoren im Uberstand von aktivierten Thrombozyten
die Eosinophilen beeinflussen und zu einer EET-Bildung fuhren. Aber wie auch schon
bei der Messung der IL-5-Konzentration beobachtet, beeinflusst der Uberstand die
Aktivitat in Form von der EET-Bildung sehr viel weniger als die direkte Interaktion
zwischen Eosinophilen und Thrombozyten. Bei der Gruppe der indirekten Interaktion

entstanden im Mittel 146% weniger EETs mit einem starken Effekt Cohen’s d von 1,76.

Der Effekt von Thrombin auf die EET-Entstehung wurde ebenfalls untersucht. Auch
hier konnte, im Vergleich zur Stimulation mit aktiven Plattchen, eine sehr viel geringere
Menge an EETs detektiert werden. Die mit Thrombin behandelte Gruppe hat im Mittel
180% weniger EETs mit einem starken Effekt Cohen’sd von 1,88. Damit zeigt der

p-Wert von 0,001 einen signifikanten Unterschied.

Von Interesse war auch, ob die Interaktion zwischen Thrombozyten und Eosinophilen
mikroskopisch zu sehen sind. Daher wurden die isolierten Zellen auf Objekttréager

ausgestrichen und angeféarbt.

In der folgenden Abbildung 31, die mit einem konfokalen Mikroskop aufgenommen
wurde, kann man eine Interaktion zwischen Thrombozyten, den EETs und
Major Basic Protein erkennen. Die zu sehende Kolokalisation zwischen MBP und
Thrombozyten, kénnte ein Hinweis darauf sein, dass MBP die Plattchen aktiviert.

Ebenfalls konnten die EETs eine aktivierende Wirkung haben, da die Plattchen zu

diesen ebenfalls Kontakt aufnehmen.

Abbildung 31: Interaktion zwischen humanen Thrombozyten, EETs und
MBP
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Die Thrombozyten (Rot) zum Teil in die EETs (weil3) eingebunden. Einzelne Teile der
EETs nehmen durch seilartige Strukturen Verbindungen zu den Plattchen auf (rote
Pfeile). AuRerdem kann man eine Kolokalisation zwischen dem Major Basic Protein
(gran) und den Thrombozyten erkennen (weil3e Pfeile). Dabei scheint es egal zu sein, ob
die Plattchen Kontakt zu den DNA-Strukturen der Eosinophilen (1) haben oder nicht

).
2.3. Wirkung inhibierender Faktoren auf die
Eosinophilen-Thrombozyten-Interaktion

2.3.1.  Wirkung der Antikorper auf die IL-Sekretion

Da sowohl die EET-Bildung als auch die IL-5-Konzentration nach direktem Kontakt der
Eosinophilen mit aktivierten Plattchen signifikant groRer war, als in den anderen
untersuchten Ansétzen, stellte sich die Frage, ob diese Aktivierung mit Faktoren, die

sich inhibierend auf die Interaktion auswirken, beeinflussbar ist.

Ausgewahlt wurde ein Antikorper, der sich gegen das Oberflachenmolekul P-Selektin
richtet. P-Selektin vermittelt die Interaktion zwischen Leukozyten und Thrombozyten
durch PSGL-1 (214). Da in den vorrausgehenden Versuchen gezeigt werden konnte,
dass ein direkter Kontakt zwischen Eosinophilen und Pl&ttchen zu einem signifikanten
Anstieg der IL-5-Konzentration und der EET-Bildung fuhrt ( siehe 1V.8.2.1 und
IV.8.2.2), war es von Interesse, ob eine Inhibition der Interaktion, vermittelt durch

P-Selektin, auch einen Einfluss auf die Aktivitat der Eosinophilen hat.

CCLS5 ist ein Zytokin mit chemotaktischer Wirkung auf eosinophile Granulozyten. Es
wird in den a-Granula der Plattchen gespeichert und bei Stimulation ausgeschiittet (96).
Ob eine Aktivierung der Eosinophilen auch tber diesen Mechanismus gehemmt werden

kann, wurde ebenfalls getestet.

Zusétzlich wurde auch noch Gberprift, ob in vitro der inhibierende Effekt der Bindung
eines Antikorpers gegen Siglec-F, der in vivo beobachtet wurde, bestatigt werden kann.
Da es keinen signifikanten Unterschied der Anzahl der Eosinophilen, sowohl im Blut als
auch im Thrombus bei den Tieren, die mit Siglec-F behandelt wurden, im Vergleich zur
Kontrollgruppe gab, liegt die Vermutung nahe, dass der Effekt nicht durch Depletion
erzeugt wird, sondern dass ein anderer, hemmender Mechanismus verantwortlich ist.
Auf humanen Eosinophilen kommt Siglec-F nicht vor, dafir aber der homologe

Rezeptor Sigelc-8.



Ergebnisse 93

Neben der Messung der IL-5-Sekretion mittels ELISA wurde auch wieder untersucht,

wie die EET-Entstehung sich unter dem Einfluss von blockierenden Antikorpern

verhalt.
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Abbildung 32: IL-5-Sekretion nach Inhibition mit Antikdrpern

A: Inhibition mit anti-Siclec-8-Antikdrper (n=7) und anti-P-Selektin-Antikorper (n=7)
versus Isotyp-Kontrolle (n=7). B: Anti-CCL5-Antikorper (n=3) versus Isotyp-Kontrolle
(n=3). Die Thrombozyten wurden in jedem Ansatz mit Thrombin stimuliert und mit
eosinophilen Granulozyten inkubiert. Die Antikdrper wurden jeweils 10 min vor
Stimulation zu den Ansatzen hinzugefugt.

Die P-Selektin-Gruppe erreichte im Mittel eine IL-5-Konzentration, die in einem
ahnlichen Bereich der IL-5-Konzentration der Kontrollgruppe liegt (relative mittlere
Differenz=18,3%) mit einem vernachlassigbaren Effekt Cohen’sd von 0,11. Dieser
Effekt ist nicht statistisch signifikant (p=0,836).

Die Gruppe, die mit einem Antikorper gegen Siglec-8 behandelt wurde, hatte im Mittel
55,95% weniger IL-5-Sekretion als die Kontrollgruppe mit einem schwachen Effekt
Cohen’s d von 0,35. Auch dieser Effekt ist nicht statistisch signifikant (p=0,348).

Die IL-Konzentrationen der Gruppen, die mit einem anti-CCL5-Antikorper und der
Isotypkontrolle behandelt wurden, waren in einem dhnlichen Bereich (relative mittlere
Differenz=73,6%) mit einem schwachen Effekt Cohen’sd von 0,32. Es liegt kein
signifikanter Unterschied vor (p=0,9).

Eosinophile Granulozyten inkubiert mit
aktivierten Thrombozyten und inhibiert mit
P-Selectin-AK Siglec-8-AK CCL5-AK
(n=7) (n=7) (n=3)
Mittelwert 40pg/ul 53pg/ul 24, 7pg/ul
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(Standardabweichung) (60p/ul) (52,53pg/l) 42,8pg/ul
P-Wert 0,836 0,348 0,892
Effektgroflle 0,11 0,36 0,32
Relative mittlere 18,3% 55,95% 73,6%
Abweichung
Statistischer Test Welchs Welchs Welchs
T-Test T-Test T-Test

Tabelle 36: Zusammenfassung der statistischen GroRen (IL-5-ELISA)
Verschiedene Inhibitoren verglichen mit Kontrollgruppen (n=7 (3), Mittelwert
32,2pg/ul (14,2pg/ul)). Das Signifikanzniveau wurde in der P-Selektin- und der
Siglec-8-Gruppe nach Bonferroni-Holm angepasst.

2.3.2.  Wirkung der Antikorper auf die EET-Bildung

Die Auswirkung der Antikdrper wurde auch in Hinsicht auf die EET-Bildung
untersucht. Der Versuchsaufbau war identisch dem Versuchsaufbau, der fiir die

IL-5-Sekretion konzipiert worden war.
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Abbildung 33: EET-Bildung nach Inhibition mit Antikérpern

A: Inhibition mit anti-Siclec-8-Antikorper (n=5) und anti-P-Selektin-Antikorper (n=7)
versus Isotyp-Kontrolle (n=7). B: Anti-CCL5-Antikdrper (n=5) versus Isotyp-Kontrolle
(n=6). Die Thrombozyten wurden in jedem Ansatz mit Thrombin stimuliert und mit
eosinophilen Granulozyten inkubiert. Die Antikérper wurden jeweils 10 min vor
Stimulation zu den Ansétzen zugefugt.

Im Gegensatz zu der IL-5-Sekretion wurden signifikante Unterschiede bei den Gruppen,
die mit anti-P-Selektin beziehungsweise mit Siglec-8-Antikérpern behandelt wurden, zu
Vergleichsgruppe festgestellt. Der Unterschied der EET-Bildung im Mittel von 58,9%
der P-Selektin-Gruppe im Vergleich zu Kontrollgruppe mit einem starken Effekt

Cohen’s d von 1,68 ist statistisch signifikant (p=0,013).
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Auch die EET-Bildung in der Gruppe, die mit einem Siglec-8 blockierende Antikorper
behandelt wurden, ist deutlich geringer als in der Kontrollgruppe (relative mittlere
Differenz=53,7%). Der starke Effekt Cohen’sd von 1,41 ist statistisch signifikant
(p=0,25).

Die EET-Bildung der Gruppe, die mit einem anti-CCL5-Antikérper behandelt wurde,
lag im Mittel 52,5% unter der EET-Bildung der Kontrollgruppe mit einem starken
Effekt Cohen’s d von 0,97. Allerdings konnte zwischen diesen beiden Gruppen kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden (p=0,127). Trotzdem sollte der deutliche
Hinweis auf einen Einfluss, der durch die grofRe EffektgroRe gegeben wird, weiter

untersucht werden, indem der Stichprobenumfang erhoht wird.

Eosinophile Granulozyten inkubiert mit
aktivierten Thrombozyten und inhibiert mit
P-Selectin-AK Siglec-8-AK CCL5-AK

(n=7) (n=5) (n=6)

Mittelwert 14,3% 18% 14%
(Standardabweichung) (6,9%) (7,4%) (12,4)

P-Wert 0,013* 0,025* 0,125

EffektgroRe -1,68 -1,41 -0,97
Relative mittlere -58,9% -53,7% -52,5%

Abweichung

Statistischer Test Welchs T-Test Welchs T-Test Welchs
T-Test

Tabelle 37  Zusammenfassung der statistischen GréRen der (EET-Bildung)
Verschiedene Inhibitoren verglichen mit Kontrollgruppen inhibiert mit den Isotypen der
Antikorper (n=7 (6), Mittelwert 34,9% (29,4%)). Das Signifikanzniveau wurde in der P-
Selektin- und der Siglec-8-Gruppe nach Bonferroni-Holm angepasst.



Diskussion 96

V1. DISKUSSION

1. Diskussion der Methoden

Zur Untersuchung der arteriellen Thrombose wurde die Maus als Versuchstier
ausgewahlt. Die geringe KorpergroRe der Maus lasst die Haltung einer grof3en
Anzahl auf einer vergleichsweise geringen Flache zu und bietet die Moglichkeit,
durch gezielte Gestaltung des Kafigs, die Schmerzen, Leiden und Schéden der
Tiere zu minimieren (215). Desweitern kann durch den schnellen
Reproduktionszyklus von durchschnittlich 20-21 Tagen und die hohe Anzahl an
Nachkommen schnellstmdglich der geeignete Stichprobenumfang erreicht
werden. Der breite Einsatz von Mdusen als Versuchstiere hat bereits zu Folge,
dass viele genetisch verdnderte Knockout-Stdimme kommerziell zur Verfligung
stehen. Auch Antikdrper, die in der Forschung vielfach Einsatz finden, sind in
grolRer Anzahl kommerziell zu erwerben. Auflerdem wurde die genetische
Vielfalt und dadurch die phdanotypische Variabilitdt durch Erzeugen wvon
Inzuchtlinien derart minimiert, dass sehr kleine Versuchsgruppen ausreichen, um
eine statistische Aussage treffen zu kénnen. Das murine Immunsystem ist sehr
gut erforscht und daher war die Maus flr diese Doktorarbeit, in der Zellen des
angeborenen  Immunsystems untersucht wurden, geeignet. Fir die
Grundlagenforschung ist die Maus sehr nitzlich und hat schon zu grof3en
Fortschritten in der Medizin beigetragen. Trotzdem muss berlicksichtigt werden,
dass das Ziel, die ermittelten Ergebnisse auf den menschlichen Organismus zu
ubertragen, nicht automatisch gegeben ist (216).

Zur  Untersuchung der  Thrombose ohne den  Einfluss  der
eosinophilen Granulozyten wurden AdblIGATA1-Méuse, die keine eosinophilen
Granulozyten besitzen, mit einer ApoE-Linie verpaart. Der Knockout des
Apolipoproteines E hat zwar keinen direkten Einfluss auf die arterielle
Thrombose, allerdings konnte die dadurch induzierte Arteriosklerose indirekte
Effekte auf die Thromboseentstehung haben. Da die arterielle Thrombose im
akuten Versuch mit der AdbIGATA1-Maus schon untersucht wurde, war das
Ziel ein chronisches Modell zu entwickeln, welches die pathologischen
Prozesse, die zur Entwicklung einer arteriellen Thrombose durch Plaqueruptur

auf den Boden einer Arteriosklerose beitragen, besser simuliert (50).
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Im Gegensatz zu den ApoE x AdbIGATAI1-Tieren wurde bei allen anderen
Linien Kkein chronischer Versuch, im Sinne einer Plaque-Entwicklung,
durchgefiihrt, sondern die arterielle Thrombose wurde bei gesunden Tieren akut
induziert. Im Gegensatz zu den AdblIGATAI-Tieren lagen bei den anderen
Linien noch keine Daten zu den Einflissen des jeweiligen Knockouts auf die
arterielle Thrombose vor. Daher wurde aus Griinden des Tierschutzes kein

chronisches Modell verwendet (215).

Es gibt zahlreiche Methoden eine arterielle Thrombose in der
Arteria carotis communis von Versuchsméusen zu induzieren. Eine mogliche
Klinische Relevanz kann nur vermutet werden, wenn das Versuchsmodell
pathologische Zustdande mdglichst gut imitiert. Arterielle Thrombosen beim
Menschen entstehen in der Regel durch arteriosklerotische Plaques, die
rupturieren und so, durch die Verletzung des Endothels, ein prokoagulatorisches
Milieu schafft. Es hat sich gezeigt, dass sich bei ApoE-knockout-Méausen
Plaques hauptsédchlich distal der Bifurkation in die der A. carotis externa und
interna bilden (217). Die Plaqueruptur zu simulieren ist moglich, allerdings nur
auf einem ApoE-Hintergrund, wobei ein cholesterolreiches Futter zur
Plaquebildung verabreicht werden muss. Es gibt bisher zwei beschriebene
Methoden. Bei einer Methode, wird die Ruptur der Plaques durch Ultraschall
induziert. Allerdings entstehen auf diese Weise keine okklusiven Thromben.
Eine weitere Art, die Plaquesruptur zu simulieren besteht darin, diese mit einem
Draht der in die A. carotis communis eingefiihrt wird auszulésen. Dadurch
kdnnen allerdings leicht artifizielle Verletzungen des Endothels herbeigefiihrt
werden. Beide Methoden sind schwer zu reproduzieren und haben eine geringe
Vergleichbarkeit (218).

Bei der Verletzung mit FeClsz entsteht ein, verglichen mit der Ligatur oder
Drahtdenudation, gréRerer Endothelschaden, der zu einer schnelleren Bildung
und zu einem gréReren Thrombus fuhrt. Kurz et al haben als erstes im Modell an
der Ratte gezeigt, dass eine direkte Applikation einer FeCls-Lésung auf die
Tunica adventitia zu einer schnellen Bildung eines pléttchenreichen Thrombus
fuhrt (219). Bei dieser Methode wird durch transmurale Zellnekrose und
Zerstorung des Endothels eine vollstdandige Okklusion des Gefélies erreicht
(220). Durch das FeCls werden in der sogenannten Fenton-Reaktion reaktive

Sauerstoffspezies generiert, die Gber Kettenreaktionen zu einer Peroxidation der
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Membranlipide fuhren, was in der Ruptur der Endothelzellen endet (221). Die
Thromben, die bei dieser Methode entstehen, sind okklusiv und &hneln in ihrem
Aufbau humanen Thromben (222-223)

Neben den in vivo-Versuchen, wurde mit in vitro-Modellen die Interaktion von
eosinophilen Granulozyten und Thrombozyten untersucht. Dazu wurden humane
Zellen verwendet. Auf der einen Seite werden so im Sinne der 3 R die Anzahl
der Versuchstiere reduziert und zusatzlich Daten (ber Mechanismen in
menschlichen Zellen gewonnen. Aus diesen Vergleichen lassen sich Hinweise
gewinnen, ob aus den Ergebnissen der Tierversuche auch Rickschlusse auf den

Menschen gezogen werden kdnnen.
2.  Diskussion der Ergebnisse

2.1. Einfluss der eosinophilen Granulozyten in der arteriellen
Thrombose

Nach Induktion der arteriellen Thrombose durch FeCls in Ae. carotides der
ApoE” x AdbIGATA1-Mauslinie, die keine Eosinophilen besitzen, zeigte sich
eine deutlich verkurzte Verschlusszeit der Carotiden durch den Thrombus im
Vergleich zu der Kontrollgruppe. Daher kann davon ausgegangen werden, dass
eosinophile Granulozyten die Entstehung einer Thrombose verstarken und zu
einer hoheren Stabilitadt des Gerinnsels fiihren. Es wurde kirzlich gezeigt, dass
reine AdbIGATA1-knockout-Tiere im Vergleich zu Kontrollgruppe ebenfalls
verkirzte Okklusionszeiten haben, wenn sie mit dem FeClz-Modell untersucht
wurden (50). In diesen Untersuchungen fiel der Unterschied in den
Okklusionszeiten noch erheblich starker aus als in der in dieser Arbeit
untersuchten Gruppe. Fulr diese Beobachtung konnte es verschiedene Griinde

geben.

Eine Erklarung konnte sein, dass die AdbIGATAI1-Tiere von Tieren mit einem
Balb/C-Hintergrund abstammen, wéhrend die  ApoE-Tiere auf
C57BL/6J-Hintergrund gezlichtet wurden. Durch die Verpaarung erhéhte sich in
der Versuchsgruppe die genetische Variabilitat und somit auch die Heterogenitét
der Gruppe. Es wurde schon festgestellt, dass die beiden Wildtyp-Linien im

Asthmamodell auf gleiche Stimuli unterschiedliche Reaktionen zeigen
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hinsichtlich der Anzahl der rekrutierten Eosinophilen und der Sekretion

relevanter Chemokine (224).

Desweitern entwickelten die Tiere in den hier durchgefiihrten, chronischen
Versuchen arteriosklerotische Plaques und nicht verdffentliche Daten unserer
Arbeitsgruppe zeigen, dass die Kontrollgruppe signifikant mehr Plaques bildete.
Zwar konnte keine Korrelation zwischen PlaquegroBe und Verschlusszeit
festgestellt werden, trotzdem kann nicht ausgeschlossen werden, dass durch die
chronische Entzindung und die verédnderte Dynamik des Blutstromes die

Thrombose beeinflusst wird.

Interessanterweise haben die Tiere der Kontrollgruppe auch signifikant hdhere
Anzahlen an Granulozyten im Blut. Die Produktion der Granulozyten wird
kontrolliert von Granulozyten-Kolonie stimulierendem Faktor (G-CSF), welcher
wiederum von Endothelzellen, die durch die Arteriosklerose beeinflusst werden,
exprimiert wird (225-226). Die Rolle des Chemokins CCL5 in der
Arteriosklerose besteht darin, dass es Monozyten zum entziindeten Endothel
rekrutiert (227). Abgesehen davon kodnnte es auch eosinophile Granulozyten
anlocken, da es eine stark chemotaktische Wirkung auf diese hat (228). Aus den
Ergebnissen lasst sich schlielRen, dass eosinophile Granulozyten die Entstehung
der Arteriosklerose verstarken, ebenso wie die Inflammation. Ob die
eosinophilen Granulozyten auf diese Prozesse einen direkten Effekt austiben,
oder ob sie als sekundare Folgen von anderen Mechanismen auftreten, sollte in

weiteren Untersuchungen geklart werden.

Zusammengefasst kann davon ausgegangen werden, dass die Eosinophilen in
der arteriellen Thrombose einen wichtigen Einfluss haben, da sie sowohl im
Vorfeld der Plaqueruptur pathologische Prozesse verstarken, aber auch wahrend
der akuten Entwicklung eines Gerinnsels eine entscheidende Rolle spielen, was
sowohl in den hier gezeigten Versuchen als auch in den Akutversuchen im
AdblGATA1-Modell deutlich wird (50).

2.2. Rekrutierung der eosinophilen Granulozyten in der arteriellen
Thrombose
Die Frage sollte geklart werden, ob Eosinophile lokal an der Lasion vorhanden

sein missen, um einen Einfluss auf die Thrombusentstehung zu haben, oder ob
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es einen generalisierten, systemischen Mechanismus gibt, der Uber

ausgeschttete Mediatoren die Thrombose verstarkt.

Es gibt unterschiedliche Mdoglichkeiten, wie die Eosinophilen zur Lasion
rekrutiert werden kénnten. Aufgrund der Moglichkeit, dass die Eosinophilen an
Oberflachenmolekille des Endothels binden, ist die Rolle des
Oberflachenmolekiils P-Selektin in der Rekrutierung von besonderem Interesse
(186, 229).

Die Untersuchung der Thromben der Selp”-Maus zeigte auch, dass zum
Zeitpunkt der Thrombusentnahme kaum noch eosinophile Granulozyten
vorhanden sind. Trotzdem gibt es keinen signifikanten Unterschied in der
Okklusionszeit der Mauslinie verglichen mit der Kontrollgruppe. Zu beachten
ist, dass die Knockout-Maus mehr  Granulozyten, insbesondere
neutrophile Granulozyten im Blut hat, was vermutlich auf eine verzogerte
Entfernung der Zellen aus dem Kreislauf zuriick zu fihren ist (230). Da auch
Neutrophile eine wichtige Rolle in der Thromboseentstehung einnehmen, besteht
die Maglichkeit, dass die erhohte Anzahl den Effekt, der durch die Abwesenheit
von P-Selektin versursacht wird, Uberdeckt (231). Durch die histologischen
Untersuchungen des Thrombus, der 45 min nach Verletzung des Endothels
entnommen wurde, wurde festgestellt, dass P-Selektin zumindest die Adhésion
der Eosinophilen zu einem spaten Zeitpunkt der Thrombose vermittelt und dass
dieser Mechanismus keinen wichtigen Effekt auf die Okklusionszeit und somit
die Stabilitat des Thrombus hat.

Bevor von einem generalisierten Effekt der Eosinophilen ausgegangen werden
kann, missten noch weitere Studien erfolgen, die untersuchen, ob nicht andere
Oberflachenmolekiile eine Rekrutierung vermitteln, die nicht von Dauer ist.
Interessant waren hier in vivo-Beobachtungen der Dynamik der Eosinophilen in
Abwesenheit von P-Selektin, um zu sehen, ob Eosinophile zu einem friihen

Zeitpunkt der Thrombose adhérieren und wieder verschwinden.

2.3. Aktivierung der eosinophilen Granulozyten wahrend der
arteriellen Thrombose

Die invivo-Untersuchungen der EoCre x PC-G5-tdTflox-Maus zeigten, dass

Eosinophile schon ganz zu Beginn der Thrombose erscheinen und sich in deren

Verlauf akkumulieren. Ein Zusammenhang zwischen dem Ausmald der
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Thrombose und der Anzahl der Eosinophilen wurde in dieser Arbeit nicht
untersucht. Es ware aber eine Mdglichkeit, um weiter einzugrenzen, ob die
Eosinophilen lokal oder generalisiert wirken. Eine Korrelation zwischen
Eosinophilenanzahl und ThrombusgroRe wirde gegen eine generalisierte
Wirkung sprechen. Besonders da in den in dieser Arbeit angefertigten
Aufnahmen beobachtet werden konnte, dass eosinophilen Granulozyten am Ort
der Lasion Interaktionen mit Thrombozyten zeigen. Zusétzlich exprimierten sie
vor Ort ein grun fluoreszierendes Kalzium-Signal, was auf eine Aktivierung der

Zellen schlieRen lasst.

Diese vorher beschriebenen Beobachtungen lieen die Vermutung zu, dass
Thrombozyten als Aktivatoren der Eosinophilen in der Thrombose auftreten
konnten. Zumindest ist bekannt, dass Zytokine von Thrombozyten
chemotaktisch auf Eosinophile wirken (35, 96). Die hier gezeigten Ergebnisse
demonstrieren, dass Plattchen, die mit Thrombin stimuliert werden, in der Lage
sind, bei den Eosinophilen eine IL-5-Sekretion zu bewirken und zu einer

Bildung von EETSs zu flhren.

Diese Vorgange konnen als Aktivierung der Eosinophilen interpretiert werden.
Allerdings scheint es dafiir notig zu sein, dass Eosinophile und Plattchen eine
direkte Interaktion aufbauen kénnen. So hat der Ansatz, indem die Eosinophilen
nur mit dem Uberstand aktivierter Plattchen inkubierten, in beiden gemessenen
Parametern ein deutlich geringerer Effekt auf die Aktivierung der Eosinophilen

als bei einer direkten Interaktion der beiden Zelltypen.

Auch wenn die Plattchen inaktiv waren und mit den Eosinophilen interagierten,
zeigte sich eine hohere Bildung an EETs und IL-5 als bei indirekter
Kommunikation, wenn auch nicht signifikant. Erklaren kénnte man diesen
Effekt mit der hohen Empfindlichkeit der Thrombozyten. Es besteht die Gefahr,
dass die Plattchen bei der Isolation voraktiviert wurden. Die kritischen Punkte
bei diesem Prozess liegen in der Blutabnahme, in der Zentrifugation und in der
Temperatur (232-234). Da es unwahrscheinlich ist, dass bei der Isolation
vollkommen ruhende Plattchen gewonnen werden, besteht die Moglichkeit, dass
die beobachtete Reaktion der Eosinophilen auf eine Interaktion mit
voraktivierten Thrombozyten zurlickzufiihren ist. Besonders, wenn die
Uberlegung mit einbezogen wird, dass durch diese Voraktivierung der Plattchen,

einige wenige Eosinophile stimuliert werden, die dann wiederum mehr
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Thrombozyten aktivieren (141). Auf diese Weise konnte ein Teufelskreis

entstehen.

Es gibt Studien, die zeigen, dass Mediatoren von Plattchen chemotaktisch auf
Eosinophile wirken, aber auch, dass sie eine aktivierende Funktion haben (235-
236). Besonders RANTES/CCLS5 scheint in dieser Hinsicht eine Doppelrolle
einzunehmen (228, 237). Allerdings sprechen die hier gezeigten Versuche, in
denen CCL5 mit einem Antikorper inhibiert wurde, gegen eine Aktivierung in
dem hier genutzten Versuchsaufbau. Es muss berlicksichtigt werden, dass in
friheren Studien die Eosinophilen direkt mit rekombinantem CCL5 behandelt
wurden und dass andere Parameter als Anzeichen einer Aktivierung
herangezogen wurden. Gemessen wurden der Ausstol von radikalen
Sauerstoffspezies und der Anstieg von Ca?*, sowie der ECP-Anstieg. Diese
Studien zeigen zwar eine Aktivierung der Eosinophilen durch CCL5 im Kontext
asthmatischer Erkrankungen, allerdings nur eine sehr schwache im Vergleich zu

dem stérksten, bekannten Aktivator C5a.

Desweitern hat sich eine gegenseitige Antagonisierung zwischen RANTES und
anderen Chemokinen gezeigt. Da in dieser Arbeit CCL5 nicht isoliert verwendet
wurde, bietet diese Beobachtung eine Erklarung, weshalb CCL5 keinen Effekt
zu haben scheint (237).

Die Inhibition der P-Selektin-vermittelten Bindung von Eosinophilen und
Thrombozyten fiihrt hingegen zu einer verminderten Bildung von EETSs, wenn
auch in der IL-5-Ausschittung kein signifikanter Unterschied zu Kontrollgruppe
festgestellt werden konnte. Das von Plattchen und Endothelzellen exprimierte
Oberflachenmolekiil vermittelt die Bindung von Leukozyten an diese Zellen
Uber den Liganden PSGL-1 (116, 238). Eine Aktivierung der Eosinophilen durch
P-Selektin ist bisher nicht beschrieben, allerdings wird R1-Integrin auf
Eosinophilen durch P-Selektin stimuliert und flihrt zu einer erhdhten Adhéasion
an V-CAM (239).

Die Mechanismen der Aktivierung und der Reaktionen auf unterschiedliche
Stimuli der eosinophilen Granulozyten sind komplex. Die Zellen sind in der
Lage, auf verschiedene Reize unterschiedlich zu reagieren, und somit gezielt auf
Pathogene und pathologische Prozesse zu reagieren. So gibt es etwa
verschiedene Arten der Sekretion (134). IL-5 bewirkt die Proliferation und



Diskussion 103

Differenzierung der Eosinophilen und nimmt eine einzigartige Stellung in der
Regulation der eosinophilen Granulozyten ein. Dieses Zytokin kann zum
Beispiel autokrin zu Verstarkung der Wirkung der Eosinophilen in einer
Entzindung beitragen (240-241). Der Mechanismus, welcher der IL-5-Sekretion
zugrunde liegt, bleibt bisher weitgehend ungeklért (242). Die Hemmung der
EET-Bildung durch die Inhibition von P-Selektin, im Gegensatz zur
IL-5-Sekretion, spricht fur unterschiedliche Mechanismen in der Aktivierung.

Den Effekt von P-Selektin, der invitro zu sehen aber invivo in der
Okklusionszeit nicht nachzuvollziehen ist, spricht daftir, dass P-Selektin nicht
der einzige Faktor ist, welcher einen Einfluss auf die Rekrutierung und
Aktivierung der Eosinophilen hat. Eventuell wird die Auswirkung des Fehlens

von P-Selektin in vivo von anderen Mechanismen kompensiert.

Eine wichtige Rolle in der Aktivierung eosinophiler Granulozyten konnte das
verletzte Endothel spielen. Die Adhésion der Eosinophilen an das Endothel wird
uber die Rezeptoren ICAM und VCAM-1 vermittelt. Es wurde schon gezeigt,
dass ICAM in vitro zu Ausschuttung der zytotoxischen Granula EPC und EDNT
fuhrt, welche wiederum die vermehrte Expression von ICAM undVCAM-1
bewirken. Daraus folgend kommt es zu einer vermehrten Rekrutierung und

Aktivierung von Eosinophilen aber auch von anderen Leukozyten (243).

Aullerdem schitten Eosinophile, als Reaktion auf die Aktivierung des
Protease-activated Receptors 2 (PAR2), welche durch Serinproteasen vermittelt
wird, Entziindungsmediatoren aus. Im Gegensatz zu PAR1, PAR3 und PAR4,
die durch Thrombin stimuliert werden, wird PAR2 durch Trypsin aktiviert (244).
Das erklart auf der einen Seite, warum Thrombin in meinen in vitro-Versuchen
keine Wirkung auf die Eosinophilen hat, bringt auf der anderen Seite aber andere
Gerinnungsfaktoren ins Spiel, die eine &hnliche Struktur wie Trypsin haben und
somit wéhrend der Thrombose einen aktivierenden Einfluss auf die Eosinophilen
haben kdnnten. Es ist beispielsweise schon bekannt, dass Faktor Xa PAR2
aktivieren kann (168, 245).

Die Inhibition der Eosinophilen mit dem anti-Siglec-8-Antikdrper bewirkt eine
signifikant verminderte EET-Bildung nach Stimulation der Zellen durch
aktivierte Thrombozyten invitro. Bei der IL-5-Sekretion wiederum gibt es

keinen Unterschied zur Kontrollgruppe. Es ist bekannt, dass die Bindung eines
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Antikdrpers an Siglec-8 zu einer Apoptose flhrt, die von Caspasen abhéngig ist,
solange die Eosinophilen nicht mit IL-5 vorbehandelt sind (237). In dem Fall,
dass IL-5 vorhanden ist, fihrt die Bindung von Siglec-8 zu einer Apoptose, die
unabhéngig von Caspasen ist. Sie ist gekennzeichnet durch mitochondriale
Zerstorung und der Bildung von ROS (179). Der letztgenannte Mechanismus der
Apoptose kann auch durch IL-33 oder durch ein erhohtes Vorkommen von ROS
induziert werden. Bei der IL-5 assoziierten Apoptose wird, neben einer eher
nekrotischen als apoptotischen Morphologie, auch die Ausschittung von ECP
diskutiert. Allerdings sind Meinungen hierzu in der Literatur kontrovers (180,
246).

In den in vivo-Versuchen hatten die Tiere, die mit Siglec-F behandelt wurden,
eine geringere Okklusionszeit. Trotzdem waren keine signifikanten Unterschiede
in der Anzahl der Eosinophilen sowohl im Thrombus als auch im Blutbild zu
verzeichnen. Somit ist davon auszugehen, dass die Behandlung mit Siglec-F
nicht zu einer Depletion der Zellen fiihrt. Auch die kurze Zeit zwischen Injektion
des Antikorpers und Induktion der Thrombose spricht gegen einen Effekt, der
durch die Depletion der Eosinophilen entsteht. In dem in vivo-Modell ist es sehr
wahrscheinlich, dass die Eosinophilen mit IL-5 in Kontakt kommen, da sie bei
Kontakt mit aktivierten Plattchen selbst IL-5 exprimieren, wie die
in vitro-Versuche zeigen. Auch die ROS, die in der Fenton-Reaktion produziert
werden, lassen es wahrscheinlicher erscheinen, dass in diesem Modell, durch
den Siglec-F-Antikorper nicht die Caspase-abhéngige Apoptose ausgeldst wird,
sondern die ROS-assoziierte Apoptose.

Ein moglicher Mechanismus, wie der Siglec-8-Antikorper die Thrombose
hemmen konnte, wére die Ausschuttung von ECP, von dem schon gezeigt
wurde, dass es die Plattchenaggregation inhibiert (247). Allerdings muss hier
beachtet werden, dass die in vivo-Experimente an Mé&usen durchgefihrt wurden,
die kein ECP bilden, sondern eine Vielzahl an anderer Ribonukleasen die
sogenannten MEARS haben (140). Ob mEARS ebenfalls einen hemmenden
Effekt auf die Plattchenaggregation haben ist bisher nicht untersucht.

Es kann nicht festgelegt werden, welche Art von Apoptose die isolierten
humanen eosinophilen Granulozyten, die mit Siglec-8 behandelt wurden
durchlaufen. Die einzige IL-5-Quelle in diesen Versuchen sind die Eosinophilen
selbst, die nach Aktivierung dieses Zytokin ausschitten. Die IL-5-Sekretion
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andert sich in vitro durch die Zugabe von Siglec-8 nicht signifikant, allerdings
wird eine Tendenz erkennbar, dass durch die Inhibition mit Siglec-8 weniger
IL-5 ausgeschiittet wird. Die starke EffektgroRe von 3,6 deutet darauf hin, dass
ein Einfluss von Siglec-8 besteht und dass durch eine gréRere Anzahl an

Probanden ein signifikanter Unterschied erreicht werden konnte.

Die verhinderte Generierung von EETSs, vermittelt durch Siglec-8- als auch
durch P-Selektin blockierende Antikorper, ist insofern interessant, da EETs im
Rahmen dieser Arbeit in humanen Thromben detektiert wurden. Ahnliche
Strukturen der Neutrophilen haben einen prothrombotischen Effekt und so ware
es sinnvoll zu untersuchen, ob diese Beobachtung auch bei den EETs gemacht
werden kann (114). Die Tatsache, dass EETs das prothrombotisch wirkende
MBP enthalten, erhéht die Wahrscheinlichkeit, dass die Bildung dieser
Strukturen, die Thrombose verstarkt. In diesem Falle konnte eine Hemmung der
EET-Bildung durch Siglec-8, auch eine Erklérung fur die Inhibierung der

Thrombose in den hier durchgeftihrten in vivo-Studien sein.

2.4. Einfluss eosinophiler, zytotoxischer Proteine auf die arterielle
Thrombose

Um die Interaktionen zwischen eosinophilen Granulozyten und Thrombozyten

besser zu verstehen, wurden mit einem konfokalen Mikroskop hochaufldsende

Aufnahmen der isolierten und aktivierten Zellen gemacht.

Diese Bilder zeigen, dass die Thrombozyten an den eosinophilen Granulozyten
anhaften. Desweitern konnte hier auch gezeigt werden, dass die gebildeten EETs
Kontakt zu den Thrombozyten aufnehmen. Aulerdem gibt es eine
Kolokalisation von MBP und den Thrombozyten, was darauf schlieBen lasst,

dass MBP mit den Thrombozyten interagiert.

Diese Beobachtungen und der Grund, dass es bereits Studien gibt, welche MBP
und EPX mit Aktivierung von Plattchen assoziieren, gaben Anlass die Rolle der
zytotoxischen Proteine in vivo zu untersuchen (135, 141). Neben MBP ist noch
das Protein ECP in den EETs zu finden. Allerdings exprimieren
murine Eosinophile kein ECP, weshalb der Fokus dieser Arbeit auf dem Protein
MBP lag.
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Die Ergebnisse zeigten einen sehr deutlichen Unterschied zwischen
Versuchs- und Kontrollgruppe mit einem starken Effekt. Die Tiere, die kein
MBP ausbildeten, entwickelten keinen stabilen Thrombus. In den meisten Féllen
wurde der Thrombus abgespilt, bevor sich das Geféal? komplett verschloss. Zweli
Mechanismen, wie MBP die Thrombose so stark beeinflussen kann, sind in der

Literatur bereits zu finden.

MBP ist invitro in der Lage, an das von Endothelzellen exprimierte Molekl
Thrombomodulin zu binden und dieses zu hemmen. Durch die Aktivierung von
Thrombomodulin  wird im Normalfall APC gebildet, welches eine
antikoagulatorische, eine fibrinolytische und antiinflammatorische Wirkung hat
(248). Folglich misste, wenn MBP nicht vorhanden ist, mehr APC gebildet
werden, was die geringere Thromboseneigung der Knockout-Maus erkléren
wirde. Die Messung der APC-Level im Plasma der Versuchsgruppen, zeigte
aber ein anderes Bild. Wider Erwarten hatte die Gruppe, die MBP bildeten,
etwas hohere APC-Level, wenn auch nicht signifikant. In diesem Fall muss
beachtet werden, dass das Blut, aus dem das Plasma gewonnen wurde, 45 min
nach Induktion der Thrombose entnommen wurde. Dies ist in dem FeCls-Modell
ein sehr spater Zeitpunkt, an dem sich der Thrombus in fast allen Féallen wieder
aufgeldst hatte. Da APC eine kurze Halbwertszeit hat und durch mindestens drei
Inhibitoren im Plasma reguliert wird, PAI-3, ai-Antitrypsin und o2-
Makroglobulin, ist es durchaus mdoglich, dass zu diesem Zeitpunkt die
APC-Spiegel bereits gesunken waren (249-250). Interessant waren
Untersuchungen des Plasmas, das zu einem friheren Zeitpunkt, beispielsweise
20 min nach Induktion der Thrombose, abgenommen wird. Dies ist der
Zeitpunkt, an dem es in der Regel zu einer Umkehr von Thrombusaufbau zu
Thrombuslyse kommt. Die APC-Level missten zu diesem Zeitpunkt sehr hoch

sein.

Ein anderer Mechanismus, Uber den MBP wirken konnte, waére eine direkte
Aktivierung der Plattchen. in vitro konnte bereits gezeigt werden, dass Plattchen,
die mit MBP stimuliert werden, Serotonin, o-Granula und lysosomale
Komponenten sezernieren (141). In den konfokalen Aufnahmen der isolierten,
humanen Thrombozyten und Eosinophilen Granulozyten kann man eine
Kolokalisation von Pl&ttchen und MBP erkennen. Dabei kann das MBP sowohl

frei vorkommen, als auch in die EETs eingebunden sein. Fraglich ist, ob MBP
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selbst die Thrombozyten stimulieren kann, oder ob es dafir in seiner
prozessierten Form MBP-1 vorkommen muss. Zwar haben Rohrbach et al. die
Wirkung von MBP beschrieben, allerdings haben sie dieses aus
humanen Eosinophilen von Patienten mit Hypereosinophilie isoliert. Daher ist es
durchaus mdglich, dass dieses MBP bereits modifiziert vorlag. Neuere Studien
gehen davon aus, dass hauptsachlich MBP-1 und die Isoform MBP-2 eine
zytotoxische Wirkung haben (135). Invitro konnte gezeigt werden, dass
isoliertes MBP mit Lipiddoppelschichten interagiert und diese zerstort. Darlber
konnte der zytotoxische Effekt und die Freisetzung der Granula aus den
Plattchen erklart werden (251).

Ein zusétzlicher, die Thrombose verstarkender Effekt von MBP kdnnte die
Wirkung als allosterischer Antagonist vom muskarinen Rezeptor Typ 2 sein.
Dieser wird hauptséchlich von glatten Muskelzellen des Herzens exprimiert und
wirkt negativ dromotrop, chronotrop und inotrop (252). Die Hemmung dieses
Rezeptors konnte durch die gesteigerte Aktion des Herzens zu Bluthochdruck

fihren und die arterielle Thrombose als Folge einer Plaqueruptur begunstigen.

Auch bei dem Protein EPX wurde bereits gezeigt, dass es Thrombozyten in vitro
aktivieren kann, weshalb es in dieser Arbeit als zweiter moglicher
prothrombotischer Effektor der Eosinophilen untersucht wurde (141). In dem
untersuchten Modell wurde kein signifikanter Unterschied zwischen der
EPX”-Maus und der Kontrollgruppe festgestellt. Im Gegenteil wurde sogar nur
ein sehr kleiner Effekt von -0,19 festgestellt, was darauf schlieen lasst, dass
auch bei groeren Versuchsgruppen kein signifikanter Unterschied festgestellt

werden kann.

Hier stellt sich die Frage, ob EPX invivo keinen Effekt hat oder ob er von
anderen Effekten Uberlagert wird. Zum Beispiel kénnte die Wirkung von MBP
den Einfluss von EPX verdecken, da MBP einen sehr starken Effekt hat.

Was zusatzlich die Wirkung von EPX beeinflussen kdnnte, ist die Wahl der
Methode, in der die Verletzung mit FeCls gesetzt wurde. Dies fuhrt zu der
sogenannten Fenton-Reaktion in der ROS gebildet werden. Die ROS fiihren in
einer Kettenreaktion zur Zerstérung der Zellmembranen (253). EPX wirkt auf
ahnliche Weise: Es ist in der Lage ROS zu bilden, welche wiederum die

Expression von Tissue Factor auf Endothelzellen induzieren und so zur
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Thrombose beitragen kénnen (135, 149). Dieser Mechanismus wird mit der
Induktion der Thrombose durch FeCls vorweggenommen. Eventuell wird in
diesem Akutversuch dadurch eine so starke Kettenreaktion generiert, dass die
Endothelverletzung, die zusétzlich durch das EPX verursacht wird, nicht stark

ins Gewicht fallt.

Trotzdem ist nicht auszuschlieBen, dass EPX in chronischen Krankheiten wie
Arteriosklerose oder Hypereosinophilie malgelblich dazu beitrdgt, ein
prothrombotisches Milieu aufzubauen. Interessant ware, ob in anderen
Thrombosemodellen, die ohne Fenton-Reaktion arbeiten, ein Effekt zu sehen ist.
Moglich  ware eine Induktion Uber Ligatur der Arterie, uber eine
Endothelverletzung mittels Drahtdenudation oder {ber Simulation einer
Plaqueruptur. Das Problem in diesen Modellen besteht darin, dass oftmals keine
okklusiven Thromben entstehen, was es erschwert eine Vergleichbarkeit zu
erlangen (221). Besonders in chronischen Modellen kénnte die Rolle von EPX
eine grolere Bedeutung einnehmen. Ein mdglicher Ansatz waére hier, die
EPX”"-Maus mit einer ApoE-Linie zu verpaaren, um die Rolle in der
Arteriosklerose zu beobachten. Auerdem konnten die Mduse mit dem Zytokin
IL-5 behandelt werden, um eine Hypereosinophilie zu simulieren (241).

3. Ausblick

In dieser Arbeit konnten eindeutige Hinweise gewonnen werden, dass
eosinophile Granulozyten in der arteriellen Thrombose im Mausmodell eine
bedeutende Funktion einnehmen. Besonders die Hinweise, dass sie diese uber
einen MBP-vermittelten Mechanismus propagieren, macht sie zu einem
interessanten Ansatzpunkt fir potentielle zukiinftige Therapien. Ebenso konnte
in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Eosinophilen invitro durch
Thrombozyten aktiviert werden und dass sich diese Aktivierung durch
Hemmung der direkten Interaktion unterbinden lasst. Weitere Untersuchungen
sind nétig, um herauszufinden, wie Eosinophile rekrutiert und aktiviert werden.
Zusétzlich ist ein tieferes Verstdndnis tber welche Mechanismen sie die
Thrombusentwicklung verstarken noétig, um mdgliche Therapien gezielt

entwickeln zu kdnnen.

Besonders eine Inhibition der Eosinophilen tber Bindung von Siglec-8 konnte
eine Moglichkeit sein, Einfluss auf die Aktivitat der Eosinophilen zu nehmen,
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ohne eine zusétzliche direkte Wirkung auf andere Entziindungszellen
hervorzurufen. Die Auswirkung dieses Mechanismus ist jedoch noch

unzureichend erforscht.

Auch die Anzeichen, dass die eosinophilen Granulozyten einen verstarkenden
Einfluss auf die Plaquebildung und die Entziindung in der Arteriosklerose haben,
macht sie zusatzlich zu einem therapeutischen Ziel. Falls sich die Ergebnisse
durch weitere Untersuchungen verifizieren lassen, kdnnte mit einem Eingriff in
die Mechanismen, die durch die Eosinophilen ausgeldst werden, der arteriellen
Thrombose schon im Vorfeld vorgebeugt, aber auch der Verlauf einer akuten

arteriellen Thrombose abgeschwaécht werden.
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VIlI. ZUSAMMENFASSUNG

Interaktion von eosinophilen Granulozyten und Thrombozyten in

arterieller Thrombose

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von eosinophilen Granulozyten auf die
arterielle  Thrombose im Mausmodell und die zu Grunde liegenden
Mechanismen untersucht. Daflir wurden verschiedene Mauslinien untersucht, bei
denen durch Ausschalten von Genen oder durch die Behandlung mit Antikorper
Einfluss auf die Zelllinie der Eosinophilen genommen wurde. Die Entwicklung
des Thrombus, ebenso wie die Dynamik der Rekrutierung und Aktivierung der
Eosinophilen, wurde mit einem Intravitalmikroskop beobachtet. Zusatzlich
wurde in vitro erforscht, welche Wirkung die Interaktion zwischen humanen
eosinophilen Granulozyten und Thrombozyten auf die Aktivitat der
Eosinophilen hat, um zu determinieren, ob diese Beziehung einen Einfluss auf
die arterielle Thrombose hat.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eosinophile Granulozyten die
arterielle Thrombose verstarken, indem sie Effektorproteine sezernieren, von
denen das zytotoxische Major Basic Protein die Thrombose stark beeinflusst.
In vitro-Untersuchungen zeigen, dass Eosinophile durch aktive Thrombozyten
aktiviert werden und DNA-Strukturen, die sogenannten EETSs, formieren, wenn
die Zellen die Mdglichkeit haben, eine direkte Interaktion einzugehen. Die EETs
wiederum enthalten das Effektorprotein MBP und sind in humanen Thromben
zu finden. Desweitern konnte ein hemmender Effekt, ausgeldst durch einen
spezifisch an Siglec-F bindenden Antikorper, invivo nachgewiesen werden.
Diese Beobachtungen konnten in vitro mit humanen Zellen bestétigt werden, da
Antikorper, die spezifisch an das menschliche Homolog Siglec-8 binden oder
das Adhasionsmolekil P-Selektin  blockieren, zu einer verminderten
EET-Bildung fihren.

Die gewonnenen Erkenntnisse zeigen, dass Eosinophile eine bisher unterschatze
Rolle in der arteriellen Thrombose spielen. Thrombozyten aktivieren
Eosinophile, die wiederum die Thrombose mit Hilfe von MBP verstarken. Die
zu Grunde liegenden Mechanismen und insbesondere Siglec-8, als potentieller,
neuer therapeutischer Ansatz, sollten in weiteren Studien néher untersucht

werden.
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VIIl. SUMMARY

Interaction of eosinophilic granulocytes and thrombocytes in arterial

thrombosis

This study investigates the impact of eosinophilic granulocytes in a mouse
model of arterial thrombosis and its underlying mechanisms. Several mouse
lines were studied, which had either knockouts or treatments which affected the
eosinophil cell lineage. The thrombus development as well as recruitment and
activation of eosinophils in thrombosis were studied by in vivo-imaging.
Furthermore, invitro experiments were performed to determine the effect of

platelets on the activation status of eosinophils.

The results show that eosinophilic granulocytes promote arterial thrombosis in a
MBP-dependent manner. MBPs are eosinophil cytotoxic effector proteins, which
in this study led to effective thrombus growth and stability. Additional in vitro
experiments showed that platelets can activate eosinophils. However, direct
interaction was necessary for activation of eosinophil granulocytes, which then
formed extracellular DNA-structures, called EETs. EETs contain MBP and are
also found in human arterial thrombi. Specific antibody binding to eosinophil
receptor molecule Siglec-F reduced thrombus stability due to an inhibitory - but
not depleting - mechanism. These findings were confirmed by in vitro
experiments which showed less EET development after antibody binding to
Siglec-8, the human homologous of Siglec-F, or antibody mediated blocking of
platelets” surface molecule p-selectin, which mediates adhesion between

platelets and eosinophils.

The results of this study demonstrate that eosinophils play a previously
unappreciated role in arterial thrombosis. Platelets activate eosinophils which in
turn promote thrombus development in a MBP-dependent manner. The study
suggests that siglec-8 on eosinophils may be a potential therapeutic target for the

treatment of arterial thrombosis.
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