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1 Einleitung

Kardiovaskuldre Erkrankungen, d.h. Erkrankungen des Herzkreislaufsystems, gehoren welt-
weit zu den Haupttodesursachen. Laut der Weltgesundheitsorganisation WHO starben im Jahr
2016 17,9 Millionen Menschen an den Folgen kardiovaskuldrer Erkrankungen. Dies entsprach
einem Anteil von etwa 31% aller Todesursachen weltweit. 85% dieser 17,9 Millionen verstar-
ben dabei an den Folgen eines Myokardinfarkts oder Schlaganfalls (Apoplex) !. Kardiovasku-
lare Erkrankungen sind ein globales Phdnomen und assoziiert mit einer Reihe von Risikofakto-
ren, die auch mit dem Lebensstil zusammenhédngen und somit zum Teil vermeidbar sind. Die
kardiovaskuldren Hauptrisikofaktoren umfassen: Nikotinabusus, arterielle Hypertonie, Diabe-

tes mellitus, Hypercholesterinimie, familiire Disposition und das héhere Lebensalter 2.

Die genannten Zahlen machen sowohl die hohe Relevanz der Pravention, als auch die beson-
dere Rolle der Therapie kardiovaskuldrer Erkrankungen deutlich. Daher ist es bedeutsam, die
pathophysiologischen Mechanismen des akuten Myokardinfarkts und des ischdmischen Apop-
lex auch auf zelluldrer Ebene noch besser zu verstehen, da sie zu den beiden wichtigsten Mani-

festationen der kardiovaskuldren Erkrankungen zéhlen.

Neben der antithrombozytdren Therapie, die im heutigen klinischen Alltag zur Behandlung und
Priavention kardiovaskuldrer Erkrankungen eine zentrale Rolle spielt, konnten dabei in Zukunft
noch spezifischere pharmakologische Therapien wichtig werden. Eine gro3e Gefahr ndmlich
stellt bei den gingigen medikamentdsen Therapien die erhohte Inzidenz von Blutungskompli-
kationen, insbesondere bei ldngerer Dauer einer dualen antithrombozytiren Therapie, dar °.
Eine solche spezifischere Therapie konnte dabei Zellen der Immunabwehr zum Ziel haben. Es
konnte ndmlich gezeigt werden, dass diese an der Pathophysiologie der arteriellen Thrombose
beteiligt sein kdnnen, was unter dem Terminus Immunothrombose zusammengefasst wird *. So
konnen z.B. neutrophile Granulozyten gerinnungsfordernde neutrophil extracellular traps
(NETs) bilden, die die Stabilitit der Thromben positiv beeinflussen und deren spezifische Hem-

mung mdglicherweise zum Ziel neuer Therapiemdglichkeiten werden kdnnte °.

In diesem Zusammenhang wurden in folgender Arbeit humane Thromben von Patienten mit
akutem Myokardinfarkt und akutem ischdmischem Apoplex mit histologischen Methoden un-
tersucht und — auch hinsichtlich ihrer Atiologie- verglichen. Ein wesentliches Ziel war dabei,
die Rolle der beteiligten Zellen der Immunothrombose néher zu beleuchten und ihren Einfluss

auf verschiedene klinische Parameter zu iiberpriifen.
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1.1 Das Herz-Kreislauf-System

Das Herz, die arteriellen und vendsen Blutgefal3e, bilden ein in sich geschlossenes Bluttrans-
portsystem, das Herzkreislaufsystem. Daneben existiert ein Lymphgefasystem, welches der
Drainage von Fliissigkeit aus dem Gewebe dient und dem vendsen System angeschlossen ist.
Hauptfunktion des Herzkreislaufsystems ist es, fiir eine ausreichende Perfusion lebenswichtiger

Organe wie etwa dem zentralen Nervensystem zu sorgen .

Definitionsgemal3 werden Gefdle Arterien genannt, wenn sie Blut vom Herzen weg transpor-
tieren. Man unterscheidet dabei den Lungen- und Korperkreislauf. Morphologisch verzweigen
sich Arterien dabei fortlaufend, wiahrend ihr Durchmesser kontinuierlich abnimmt. So gelangt
das Blut iiber immer kleiner werdende Arterien in die Arteriolen und schlieBlich in das Kapil-
larnetz, in welchem der Stoff- und Gasaustausch zwischen Blut und Gewebe geschieht ’. In den
als Venolen bezeichneten GefaBabschnitten sammelt sich das Blut und wird anschlieend in
die sich vergroBernden Venen iiberfiihrt, bis das Blut {iber die Vena cava superior (obere Hohl-
vene) schlieBlich den rechten Vorhof und damit wieder das Herz erreicht. Das sogenannte Pfort-
adersystem bildet eine Ausnahme von diesem Bauprinzip. In diesem wird das Blut aus dem
Kapillarsystem nicht direkt zurtick zum Herzen, sondern erst in ein zweites, nachgeschaltetes

Kapillargebiet geleitet °.

Das Blutstromgebiet zwischen dem linken Ventrikel und rechtem Vorhof wird dabei als Kor-
perkreislauf, das Gebiet der Lungenstrombahn als Lungenkreislauf bezeichnet. Das Herz ge-
wihrleistet durch seine Pumpfunktion die fortlaufende Zirkulation des Blutes im

GefiBsystem °.
Das GeféBsystem kann man funktionell wiederum in drei Teile aufteilen 3°:

Erstens, ein arterielles Hochdruck- und Widerstandsystem, welches das vom Herzen ausgewor-
fene Blut auf die Organe verteilt und durch Kontraktion oder Entspannung den peripheren Ge-

faBwiderstand und damit die Organdurchblutung reguliert.

Zweitens, ein kapilldres Austauschsystem, in welchem der Gas- und Néhrstoffaustausch zwi-

schen Blut und Gewebe stattfindet.

Drittens, das venose Niederdrucksystem, welches den Blutriickfluss zum Herzen regelt und eine

Reservoir-Funktion hat.
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1.2 Arterien
1.2.1 Aufbau und Funktion

Der Wandaufbau der Arterien folgt einem dreischichtigen Prinzip, welches sich bis auf verein-
zelte Ausnahmen bei den meisten Blutgefid3en finden ldsst. Diese Schichten umfassen von in-
travasal nach extravasal die Intima (Endothel und subendotheliale Schicht), Media und die

bindegewebige Adventitia.

Je nach vorherrschendem Baumaterial in der Media werden Arterien vom muskuldren und elas-
tischen Typ unterschieden. Zu letzterem gehoren die herznahen Arterien, z.B. die Aorta und
der Truncus pulmonalis mitsamt ihren groBBen Abgéngen, welche wesentlich durch ihre Wind-
kesselfunktion zu einer kontinuierlichen Blutstromung fiihren. Die daran anschlieBenden Seg-

mente gehdren zu den Arterien vom muskuliren Typ 7.

Intima

Endothel

Membrana Membrana
elastica externa elastica interna

Abbildung 1: Wandschichten der Arterien des muskuliren Typs (mit freundlicher Genehmigung von 7)

Allgemein sind Arterien von intravasal nach extravasal wie folgt aufgebaut:

Innen liegt die Intima mit dem Endothel und einer subendothelialen Schicht, welche iiberwie-
gend Extrazelluldrmatrix und physiologischer Weise wenig Zellen enthilt. Es folgt die Memb-
rana elastica interna, ein Flechtwerk aus elastischen Fasern, welches von Offnungen durchsetzt
ist und somit die Diffusion von Stoffen durch die GefaBwand ermdoglicht. Die Funktionen des
Endothels sind vielfdltig und unterscheiden sich je nach Gefdabschnitt. Zu den wichtigsten

physiologischen Funktionen ziihlen 71012
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Erstens, die Funktion der Diffusionsbarriere, d.h. Verhinderung des passiven Durchtritts von

Makromolekiilen des Plasmas in die subendotheliale Schicht durch Verschlusskontakte.

Zweitens, Regulation der Leukozytenadhdsion an das Endothel und Emigration dieser Zellen

durch Oberflichenexpression von Adhisionsmolekiilen und Selektinen.

Drittens, Regulation der Blutgerinnung (d.h. sowohl Forderung als auch Hemmung) durch Sek-
retion und Oberflachenexpression verschiedener Proteine, Gerinnungsfaktoren und Prostaglan-
dinen. Beispiele dafiir sind die Expression von Prostacyclin, das die Thrombozytenaggregation
hemmt und die des von-Willebrand-Faktors (vVWF), welcher die Thrombozytenaggregation for-
dert.

Viertens, Regulation der Gefdlweite, u.a. durch Sezernierung von gefiaerweiterndem (vasodi-
latativem) Stickstoffmonoxid (NO) und gefdBverengenden (vasokonstriktorischen) Stoffen wie

dem Peptid Endothelin.
Fiinftens, Synthese von Bestandteilen der Extrazellularmatrix.

Die breiteste Schicht der Arterienwand, die Media, besteht aus glatten Muskelzellen und Ext-
razelluldrmatrix. Bei Arterien vom muskuldren Typ besteht die Media hauptséchlich aus zirku-
lar oder in Spiralen angeordneten Muskelzellen, welche funktionell durch gap junctions mitei-
nander gekoppelt sind. Die Media der Arterien vom elastischen Typ dagegen besteht aus kon-
zentrisch angeordneten elastischen Lamellen und jeweils dazwischen gelagerten Schichten glat-

ter Muskelzellen. Die Membrana elastica externa liegt als lamellire Schicht der Media auf’.

Die Adventitia als letzte Wandschicht besteht vorwiegend aus Bindegewebe, welches Fib-
roblasten und verschiedene Fasern enthilt, und verankert das Gefdl in der Umgebung. Aul3er-
dem verlaufen hier die Lymph-, Nerven und Blutgefia3e der Gefalle (vasa vasorum), die an der
Grenze zwischen der Media und der Adventitia ein Geflecht aus Arteriolen, Kapillaren und

Venolen bilden 7.

1.2.2 Uberblick iiber die arteriellen Gefifkrankheiten

Arterielle GefdaBBkrankheiten haben eine grofle epidemiologische Relevanz. So gehdren der
Myokardinfarkt als eine Manifestationsform der koronaren Herzerkrankung (s. Kapitel 1.4) und
der ischdamische Apoplex (s. Kapitel 1.5), der u.a. durch arteriosklerotische Verdanderungen der
hirnversorgenden Gefille entstehen kann, in den westlichen Industrieldndern zu den hiufigsten

Todesursachen im Erwachsenenalter 3.
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Pathogenetisch lassen sich die die arteriellen GefédBkrankheiten in die Entititen degenerative,

entzindliche und funktionelle Gefakrankheiten differenzieren:

Den degenerativen Gefallerkrankungen, der haufigsten Form, liegt meist eine Arteriosklerose
zugrunde. Arteriosklerose bezeichnet dabei einen Sammelbegriff fiir degenerative Verdnderun-
gen der arteriellen GefiBBwand. Die wichtigste Form dabei ist die Atherosklerose, welche
-ausgehend von der Intima- die grofBeren Arterien betrifft und sich beispielsweise in Form der
koronaren Herzerkrankung (KHK) oder einer peripheren arteriellen Verschlusskrankheit
(pAVK) manifestiert. Eine zweite Form der Arteriosklerose, die Monckeberg- Mediasklerose,
die mit Lipideinlagerungen und nachfolgender Kalzifizierung der Media einhergeht, kann als

eigenstindiges Krankheitsbild, aber auch parallel zur Atherosklerose bestehen 2.

Zu den entziindlich bedingten GefaBBerkrankungen, die durch immunologische Prozesse ausge-
16st werden, gehoren z.B. die Vaskulitiden. Als funktionelle Gefd8krankheiten bezeichnet man

Stérungen der GefiBregulation, wobei das GefiB selbst primir nicht geschidigt ist °.

1.2.3 Risikofaktoren der Atherosklerose

Als Ursachen der Atherosklerose listet die WHO verschiedene Risikofaktoren auf. Aufgrund
der Tatsache, dass die Atherosklerose eine multifaktorielle Erkrankung darstellt, unterscheidet

man dabei Hauptrisikofaktoren und weitere Risikofaktoren ':

Arterielle Hypertonie, Hypercholesterindmie, Nikotinabusus und Diabetes mellitus bilden die
Gruppe der Hauptrisikofaktoren. Alter und Geschlecht als nicht beeinflussbare Risikofaktoren
zdhlen ebenfalls zu dieser Gruppe. Weitere Risikofaktoren umfassen Adipositas, Lipidstoff-
wechselstorungen, Hyperurikdmie, korperliche Inaktivitdt, Hyperfibrinogendmie, Hyperho-
mocysteinimie, genetische Faktoren, etc '°. Die Beteiligung der Hauptrisikofaktoren an der

Atherosklerose wird im Folgenden noch etwas néher erlautert.

Die arterielle Hypertonie wird in verschiedene Schweregrade eingeteilt, eine Hypertonie
Grad 1 ist meist definiert ab Blutdruckwerten > 140/90 mmHg 2. Amerikanische Fachgesell-
schaften haben die Bluthochdruck-Definition 2017 jedoch iiberarbeitet und definieren eine ma-
nifeste arterielle Hypertonie bereits ab systolischen Werten von 130-139 mmHg oder diastoli-
schen Werten ab 80-89 mmHg!'®. Hypertonie fiihrt zur Dysfunktion des Endothels und fordert

so atherosklerotische Lisionen '°.
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Hypercholesterinimie ist ein wesentlicher Risikofaktor der Atherosklerose 7. Cholesterin wird
im Blut mittels des Lipoproteins LDL transportiert. Diese Partikel enthalten neben hohen Kon-
zentrationen an Cholesterinestern auch Triglyceride und werden von einer hydrophilen Hiille
umgeben, welche Phospholipide, freies Cholesterin und Apolipoprotein B-100 enthalten °.
LDL- Partikel kdnnen in der Intima akkumulieren durch die Apolipoprotein B-100- vermittelte
Bindung an Proteoglykane der Extrazelluldrmatrix der Intima. Dies stellt einen wichtigen initi-
alen Schritt bei der Entstehung der Atherosklerose dar '8, Als protektiver Faktor dagegen wird
eine hohe Konzentration des Lipoproteins HDL im Blut angesehen. HDL-Cholesterin korreliert
dabei im Blut invers mit dem Risiko kardiovaskulirer Ereignisse '°. So zeigte eine Metaanan-
lyse mehrerer prospektiver Studien 2009 die Bedeutsamkeit der HDL-Messung im Blut von
Patienten beziiglich der Risikoeinschiitzung fiir eine koronare Herzerkrankung 2°. HDL erfiillt
zwei wichtige Funktionen: Erstens werden iiberschiissige extrahepatische Cholesterinester
durch das Lipoprotein HDL mithilfe seiner wichtigsten Komponenten, den Apolipoproteinen
ApoA-1und ApoE, an verschiedene Zielzellen wie z.B. Hepatozyten der Leber mittels Scavan-
ger-Rezeptoren abgegeben 2. Zweitens ist das HDL an der Modulation von inflammatorischen

Prozessen beteiligt 22.

Inhalativer Zigarettenrauch und besonders das darin enthaltene Nikotin stellt einen weiteren
Hauptrisikofaktor dar. Nikotin initiiert vielfdltige Atherosklerose-fordernde Mechanismen: So
fiihrt es zur Freisetzung von Katecholaminen, was einerseits zur Erhhung von Herzfrequenz
und Blutdruck fiihrt. Andererseits bedingt es die Aggregation von Thrombozyten, welche ih-
rerseits die Plaquebildung (s. Kapitel 1.2.4) beschleunigen, sowie iiber die Freisetzung von
Wachstumsfaktoren wie platelet- derived growth factor (PDGF) die Proliferation von glatten
Muskelzellen in den GefidBen fordern 2. Dariiber hinaus fiihrt Nikotin zur Beschleunigung der

Plaquebildung durch Neovaskularisation .

Bereits in epidemiologischen klinischen Studien wie der Framingham Studie wurde Diabetes
mellitus als wichtiger Risikofaktor fiir kardiovaskuldre Erkrankungen identifiziert °. Weitere
Studien stellten eine positive Korrelation zwischen dem Blutzuckerlangzeitwert HbAlc und
kardiovaskuldren Ereignissen wie dem Myokardinfarkt fest, sowohl bei Diabetes mellitus Typ
I, als auch Typ II 2®?7. Chronische Hyperglykimie fiihrt dabei zur nichtenzymatischen Glykie-
rung von Proteinen zu sogenannten advanced glycation end-products (AGEs) 28. Das Endothel
der GefaBwand exprimiert Rezeptoren fiir AGEs (RAGEs). An diese binden AGEs, was wie-
derum zu inflammatorischen Prozessen im vaskuldren System fiihren und damit zur Genese der
Atherosklerose beitragen kann 2°. AGEs konnen daneben auch an AGE- Rezeptoren von Mak-

rophagen binden und so die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) induzieren.
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Diese kdnnen wiederum den Transkriptionsfaktor NFkB aktivieren, infolgedessen es zu einer
proinflammatorischen =~ Genexpression fir Molekiile (wie zB. VCAM-1 und
MCP-1) kommt, welche die Adhdsion von Monozyten an Endothelzellen
ermdglichen 2. Daneben fiihrt Hyperglykimie iiber den second messenger DAG zu einer
Stimulation der Proteinkinase C (PKC) mit multiplen Folgen **: so wird beispielsweise die en-
dotheliale NO-Synthase gehemmt und das Peptidhormon Endothelin-1 verstérkt gebildet, was
insgesamt vasokonstriktiv wirkt. Dariiber hinaus wird die Endothelpermeabilitit erhoht durch
die Produktion vom Wachstumsfaktor VEGF in glatten Muskelzellen **. Des Weiteren induziert
Hyperglykdmie {iber den PKC-Signalweg oxidativen Stress und fiihrt zur Hochregulation von
Cyclooxygenase 2 (COX-2), einer erhdhten Produktion des vasokonstriktorischen Thrombox-

ans und zu einer verminderten Verfiigbarkeit des vasodilatativen NO 3,

Der physiologische Alterungsprozess ist ein weiterer Risikofaktor fiir die Entwicklung der
Atherosklerose. Mehrere klinische Studien konnten zeigen, dass die Endothel-abhéngige Va-
sodilatation sukzessive mit dem Alter abnimmt *°. Dieses Phiinomen tritt bei Minnern friiher
auf als bei Frauen 3. Dariiber hinaus steigt mit dem Alter die Privalenz von arterieller Kalzifi-
kation und erhoht so das kardiovaskulire Risiko 7. Vaskulire Kalzifikation fiihrt zu einer ver-
minderten Elastizitit und erhohten Steifigkeit der Gefilwand, was hdmodynamische
Parameter des kardiovaskuldren Systems beeintrachtigt. Das daraus resultierende Auftreten von
arterieller Hypertonie, kardialer Hypertrophie, ischdmischer Herzerkrankung oder pAVK stei-
gert die Mortalitit der iiber 60-jihrigen Patienten signifikant 3%,
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1.2.4 Pathogenese der Atherosklerose

1977 postulierten Ross et al. die ,,response- to- injury*- Hypothese *°. Dabei nahmen sie an,
dass Atherosklerose eine Folge von arterieller Endotheldysfunktion und -ldsionen sei, ein
Mechanismus, den Rudolf Virchow bereits 1856 beschrieben hatte “°. Diese Hypothese gilt als
Ausgangspunkt zur Erklérung der Pathogenese der Atherosklerose, die man heutzutage als eine
inflammatorische Erkrankung auf Grundlage verschiedener Risikofaktoren ansieht #!. Sie ldsst

sich mechanistisch in verschiedene Phasen einteilen (siche auch Abb. 2).

Endothelial cell
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P o e ou®

Fibroblast Adventitia

Thrombus
formation

apllipe =
C Wiy,
Apoptotic
O bodies. %
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Abbildung 2: Entstehung und Ruptur einer atherosklerotischen Plaque (mit freundlicher Genehmigung von 4?)
(a) Die normale GefdBwand besteht aus drei Schichten: der Intima mit dem Endothel, der Media mit glatten
Muskelzellen (SMCs) und der Adventitia, die aus Bindegewebe und Zellen wie Fibroblasten oder Mastzellen
enthdlt. Physiologischer Weise fungiert das Endothel als Barriere zwischen Extravasal- und Intravasalraum.
Kommt es durch verschiedene Ausléser zur Endotheldysfunktion (b), wird die Endothelpermeabilitdt erhoht.
Adhisionsmolekiile fithren dariiber hinaus zum Andocken von Monozyten und T-Zellen an das Endothel und
zur Einwanderung von Lipiden. Eingewanderte Monozyten in der Intima, die zu Makrophagen differenzieren,
werden im Verlauf zu Schaumzellen (foam cells), die die oxidierten LDL-Partikel aufnehmen. Verschiedene
Mechanismen fiihren zur Proliferation und Einwanderung von SMCs aus der Media in die Intima (c). Schaum-
zellen gehen durch Apoptose zugrunde. Im Verlauf bildet sich eine vulnerable lipidreiche Plaque (d), die an der
sogenannten fibrosen Kappe rupturieren kann und iiber Freisetzung von thrombogenem Material zur Bildung

eines Thrombus im Gefal} fithrt.
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In der initialen Phase fithren schiddigende Faktoren (s. Kapitel 1.2.3) zu einer Endotheldysfunk-
tion. Diese bedingt eine erhdhte Endothelpermeabilitit und eine verdnderte Genexpression, bei-
spielsweise der NO-Synthase. Stickstoffmonoxid erfiillt physiologischer Weise eine vasodila-
tatorische Funktion und wirkt damit atheroprotektiv **. Durch die erhohte Endotheldurchlissig-
keit gelangen LDL-Partikel aus dem Blut in die Intima. Hier kommt es zu Oxidationsprozessen
und Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). Dies fiihrt schlielich zur Ablagerung von mi-
nimal oxidiertem LDL (Mo-LDL) in der Intima **.

In der inflammatorischen Phase wird durch proinflammatorische Stimuli das Endothel
aktiviert **. Mo-LDL inhibieren die endotheliale NO-Synthese, gleichzeitig wird die endothe-
liale Expression von Zelladhédsionsmolekiilen (wie z.B. VCAM-1 oder P-Selektin), chemotak-
tischen Proteinen wie MCP-1 und Wachstumsfaktoren gesteigert **. Monozyten und T-Zellen
docken iiber ihre Adhdsionsmolekiile am Endothel an. Eine sehr wichtige Rolle scheint dabei
der CCR-2- Rezeptor der Monozyten zu spielen *°. Monozyten konnen das Endothel passieren
und differenzieren in der Intima durch verschiedene Stimuli zu Makrophagen. MCP-1 spielt
dabei wiederum eine entscheidende Rolle, tragen nicht nur die Makrophagen, sondern auch
Endothelzellen und glatte Muskelzellen zu dessen Uberexpression bei **. Durch AGEs, die z.B.

beim Diabetes mellitus entstehen (s. Kapitel 1.2.3), wird die Inflammation weiter verstirkt 4.

In der nichsten Phase entstehen durch ROS und andere Enzyme hoch oxidierte LDL*, welche
aggregieren und durch sogenannte Scavenger -Rezeptoren auf Makrophagen (u.a. SR-A, CD36)
erkannt werden. Die Expression dieser Rezeptoren wird dabei von Zytokinen wie TNF-a und
Interferon-y vermittelt “*’. Allerdings zeigte sich in Studien, dass die Deletion von SR-A und
CD36 zwar zur Reduktion von atherosklerotischen Lasionen fiihrt, die Bildung von Schaum-
zellen aber nicht unterbindet, weshalb weitere Mechanismen bei der Schaumzellbildung eine
Rolle zu spielen scheinen *®. Durch verschiedene Mechanismen entstehen somit Schaumzellen,
d.h. Makrophagen, die hohe Anteile an Cholesterinester enthalten. Gehen diese Schaumzellen
durch Apoptose oder Nekrose zugrunde, fiihrt dies zur Freisetzung von extrazelluldren Lipiden
und Debris in der Intima *. Letztlich entstehen ,,fatty streak*- Lisionen, die auch makrosko-

pisch sichtbar sind und vorwiegend aus T-Zellen und Schaumzellen bestehen .

Durch verschiedene Risikofaktoren, beispielsweise erhdhte Konzentrationen an Homocystein
und Angiotensin II, werden unter anderem glatte Muskelzellen (smooth muscle cells) zur
Proliferation und Migration in die Intima stimuliert °>*!. Dieser Effekt wird ebenfalls durch die
Interaktion zwischen T-Zellen und Makrophagen durch nachfolgende Zytokinsynthese gefor-

dert **. Durch die Sezernierung extrazellulirer Matrix bilden die glatten Muskelzellen in der
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Intima eine fibrose Plaque #°. Ostrogene scheinen in dieser Phase iiber Steroidrezeptoren einen
giinstigen Effekt auf den Lipoproteinspiegel auszuiiben und zudem zur Bildung von vasodila-
tatorischen Prostazyklinen und NO in den Endothelzellen zu fiihren, was insgesamt atheropro-
tektiv wirkt >2. So und durch weitere pleiotrope Effekte des Ostrogens erklirt man sich unter
anderem, dass Frauen im Schnitt 10 bis 15 Jahre spéter als Mannern kardiovaskulédre Erkran-
kungen entwickeln, sich aber das Risiko der Atherosklerose nach der Menopause vermutlich

stark erhoht 334,

In der letzten Phase bildet sich schlieBlich eine komplexe Lésion. Dabei entstehen durch Mat-
rixdegeneration vulnerable Plaques mit einer schmalen fibrésen Kappe. Die Degeneration wird
einerseits vermittelt durch verschiedene Enzyme wie Kollagenasen, andererseits aber auch
durch Inhibition der Matrixsekretion **. So produzieren beispielsweise Makrophagen in den
Plaques Matrix-Metalloproteinasen, zu denen auch die Kollagenasen gehoren. Dariiber hinaus
fiihrt die Interaktion zwischen T-Lymphozyten und Makrophagen zu einer weiteren Produktion
von Kollagenasen durch die so stimulierten Makrophagen *°. Zusitzlich sekretieren aktivierte
Tul-Zellen das Zytokin Interferon- vy, das die Produktion von neuem interstitiellen Kollagen
durch glatte Muskelzellen hemmt und so die fibrose Plaquekappe destabilisiert *°. Im Verlauf
kommt es zur Verkalkung der Lasion in der Intima und Media und zur Bildung einer instabilen
Plaque mit nekrotischem, atheromatdsem Kern, der substanzielle Mengen an Lipiden und glatte
Muskelzellen enthélt. Innerhalb dieser Plaque kommt es zusétzlich zu Neovaskularisationen,
die wahrscheinlich durch Zytokine ausgeldst werden *°7. An sogenannten Schulterregionen,
die iiberwiegend von proinflammatorisch wirksamen T-Zellen und Mastzellen infiltriert sind,
kann es zur Ruptur dieser Plaque kommen. Dadurch gelangt thrombogenes Material an die En-
dotheloberfldche. Dies kann nachfolgend zur Bildung eines Gerinnsels bis hin zum vollstdndi-

gen Verschluss des GefiBes fiihren *° (s. Kapitel 1.3.4).

Neben diesen allgemeinen Mechanismen gibt es weitere auf zelluldrer Ebene, die zur Athero-

sklerose beitragen konnen. Von diesen werden nachfolgend nur die wichtigsten skizziert.

Verschiedene Studien konnten zeigen, dass neutrophile Granulozyten ebenfalls eine Rolle in
der Genese der Atherosklerose spielen ***. Hyperlipidimie fiihrt zu einer Erhhung von im
Blut zirkulierenden Neutrophilen, die dabei z.B. CCL5- Rezeptoren nutzen, um in atherosklero-
tische Plaques zu gelangen %°. Oxidierte LDL scheinen zur Transmigration von Neutrophilen
zu fiihren, die darauthin ROS und verschiedene Peptide freisetzen, was wiederum zur Monozy-
tenrekrutierung liber die Hochregulierung von Adhésionsmolekiilen auf den Endothelzellen

fiihrt *°. Apoptotische Neutrophile erhalten dariiber hinaus die Monozytenrekrutierung iiber
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verschiedene Signale aufrecht ¢!, Weiterhin konnen Neutrophile iiber die Inaktivierung des
TFPI und die Bildung von neutrophil extracellular traps (NETs) die Progression der Athero-
sklerose und das Thrombuswachstum verstirken %, NETs (s. Kapitel 1.6.2.2) kénnen Signal-
wege der Makrophagen aktivieren, die ihrerseits proinflammatorische Zytokine freisetzen, die
die Atherosklerose fordern. Dariiber hinaus konnen NETs indirekt Tul7-Zellen stimulieren,

welche die Rekrutierung von Immunzellen in atherosklerotischen Plaques verstirken .

Thrombozyten haben ebenfalls eine wichtige Funktion in der Pathogenese der Atherosklerose.
Thrombozyten binden bereits vor Entwicklung manifester atherosklerotischer Lésionen an das
Endothel. Uber diese Interaktion findet eine inflammatorische Genexpression mit nachfolgen-

der Leukozyteneinwanderung in die atherosklerotische Plaque statt ®°.

Integrin a3 vermittelte Thrombozytenadhision an Endothelzellen fiihrt zur Exprimierung von
P-Selektin auf den Thrombozyten, was u.a. die Freisetzung von Interleukin 1B (IL-1pB)
induziert . IL-1B wiederum fordert in den Endothelzellen die Aktivierung des Transkriptions-
faktors NFkB ¢7. Dies hat wiederum die Expression verschiedener inflammatorischer Gene wie
ICAM-1 oder MCP-1 zur Folge und wirkt chemotaktisch auf Monozyten und Neutrophile %7
An der Gefialwand anheftende und aktivierte Thrombozyten interagieren dariiber hinaus z.B.
iiber das Adhédsionsmolekiil P-Selektin mit PSGL-1 (P-Selektin Glykoprotein Ligand- 1) der
Monozyten. So kdnnen sie die Sekretion von Chemokinen, Zytokinen und prokoagulatorischem
tissue factor (TF) aus den Monozyten initiieren. Weiterhin fiihrt diese Interaktion zu einer
Hochregulierung und Aktivierung von Adhésionsmolekiilen und Proteasen und zu einer Induk-
tion der Differenzierung zu Makrophagen . Dadurch fordert das Zusammenspiel zwischen
Thrombozyten und Monozyten ein Milieu an der GefaBwand, welches die Plaqueformation un-
terstiitzt. Makrophagen produzieren in fortgeschrittenen Lasionen wiederum inflammatorische

Mediatoren wie Proteasen, die typischerweise mit instabilen Plaques assoziiert sind ¢

Neuere Forschungsergebnisse geben Hinweise darauf, dass auch die eosinophilen Granulozyten
an der Pathogenese der Atherosklerose z.B. {iber die Freisetzung von Wachstumsfaktoren be-
teiligt sind ®°. Die Anzahl an eosinophilen Granulozyten korreliert positiv mit dem Verkal-
kungsgrad in den Koronararterien °. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass das eosinophile
kationische Protein (ECP) als sensitiver Marker fiir Eosinophilenaktivierung ein Biomarker fiir
die Atherosklerose in den Koronararterien ist. ECP ist assoziiert mit der Plaquegrof3e, aber nicht

mit der Plaqueinstabilitit !,
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1.3 Hamostase und arterielle Thrombose
1.3.1 Definition

Als Hiamostase bezeichnet man den physiologischen Prozess der durch eine Verletzung der
GefaBBwand hervorgerufenen Blutstillung, wihrenddessen der normale Blutfluss im sonstigen

GefiBsystem aufrechterhalten bleibt 72

. Der komplexe Ablauf der Himostase erfordert dabei
ein Zusammenspiel zwischen der GefaBwand, den Thrombozyten und dem plasmatischen Ge-

rinnungssystem.

Mechanistisch einteilen ldsst sich die Blutstillung in die primére und sekunddre Hamostase.
Erstere umfasst dabei Vasokonstriktion und die Bildung eines Thrombozytenthrombus, letztere

die Blutgerinnung durch Aktivierung der plasmatischen Gerinnungskaskade °.

1.3.2 Primire Hamostase

Thrombozyten sind kernlose und etwa 1-4pm im Léngsdurchmesser grofe Zellen, die durch
Abschniirung des Zytoplasmas von Megakaryozyten des Knochenmarks gebildet werden. Der
gesunde Erwachsene besitzt ca. 150-400 x 10° Thrombozyten pro Liter Blut. Ca. 5-11 Tage
betrdgt die Verweildauer der Thrombozyten im Blut, bis sie in der Leber, Lunge oder Milz
abgebaut werden. Die Thrombozyten enthalten Granula und Lysosomen. Man unterscheidet
elektronendichte Granula (enthalten u.a. Anionen und Kationen) und a-Granula (enthalten Plas-
maproteine und Plittchen-spezifische Proteine) ®. Bei der Thrombozytenaggregation und Blut-
gerinnung spielen sie eine zentrale Rolle. Eine wesentliche Funktion der Thrombozyten ist die
Aufrechterhaltung der GefaBintegritét, wobei sie aber auch eine wichtige Rolle bei Immunre-
aktionen und inflammatorischen Prozessen spielen, z.B. durch die Freisetzung bestimmter Zy-

tokine, welche die Interaktion mit Leukozyten vermitteln 7>7* (s. Kapitel 1.2.4).

Im gesunden Blutgefdl und bei normalem Blutfluss kommt es dabei normalerweise weder zur
Adhision von Thrombozyten an das Endothel, noch zur Aggregation. Das Endothel wirkt dabei

thromboprotektiv, hauptsichlich durch NO, Prostazyklin und das Glykoprotein CD39 7>77

Kommt es zur Gefdfverletzung, werden vasokonstriktive Substanzen wie Thromboxan A2, Se-
rotonin oder Katecholamine durch das verletzte Gefal3 freigesetzt. Gleichzeitig fiihrt die vasku-
lare Verletzung zur Freilegung von subendothelialen Matrixproteinen wie Kollagen, sowie zur
Freisetzung von des Proteins von-Willebrand-Faktor (vVWF) aus den Weibel-Palade-Korper-

chen der Endothelzellen 878,
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Dadurch kommt es zur Thrombozytenadhision an die GefiBwand und nachfolgend zur Akti-
vierung. Dies wird hauptsédchlich iiber zwei Wege initiiert: einerseits liber die Interaktion von
Glykoprotein GPIb-V-IX der Thrombozyten mit dem vWF und GPVI mit freiliegendem Kol-
lagen. Andererseits tliber tissue factor (TF), der iiber die Gerinnungskaskade (s. Kapitel 1.3.3)
zur Bildung von Thrombin fiihrt. Thrombin wiederum spaltet den Thrombozytenrezeptor PAR
1 und 4 auf den Thrombozyten, was zu deren Aktivierung u.a. durch die Freisetzung von ADP
fiihrt. Dieser Aktivierungsweg ist unabhingig von Kollagen 7>”°. Daneben existieren weitere
Rezeptoren auf den Thrombozyten, die bei der Aktivierung eine wichtige Rolle spielen, wie
z.B. Integrin-02P1 mit seinem Liganden Kollagen, oder P2Y: und P2Y 2, deren Agonist ADP
ist %81 Die aktivierten Thrombozyten verformen sich und bilden stachelartige Fortsitze, soge-
nannte Pseudopodien, aus. Unter ADP- Einwirkung kommt es zur reversiblen Aggregation, die
durch Thrombin, Thromboxan A, Serotonin, Adrenalin und dem aus den Leukozyten stam-
menden Pléttchen-aktivierenden Faktor (PAF) verstiarkt wird. ADP und seine Agonisten verur-
sachen eine Konformationsianderung von Rezeptoren wie GPIIb/I1la, an welche Fibrinogen bin-

det und so die Thrombozyten untereinander verkniipft 42,

Letztlich kommt es zur GPVI-vermittelten Freisetzung von Inhaltsstoffen aus den Granula, die
die Thrombozyten selbst aktivieren (ADP, parakrine Aktivierung von Thrombozyten) und die
plasmatische Gerinnung, z.B. durch die Kalzium- abhidngige Zelloberflachenexprimierung von
Phospholipiden wie Phosphatidylserin, fordern 34, SchlieBlich aggregieren die Thrombozyten
v.a. unter dem Einfluss von Thrombospondin-1, welches aus den a-Granula freigesetzt wird,

irreversibel und bilden einen weiBen Thrombus, der den Defekt provisorisch verschlieBt .
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1.3.3 Sekundire Hamostase

Als sekundidre Hamostase bezeichnet man die Blutgerinnung im engeren Sinne. Dabei werden
proteolytische, in der Leber gebildete Blutgerinnungsfaktoren, die im Plasma in inaktiver Form
vorliegen, kaskadenartig aktiviert und miinden in der Bildung des Endprodukts Fibrin ®

Die primire und sekundire Himostase verlaufen simultan und beeinflussen sich gegenseitig >
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Abbildung 3: Grundlegende Prinzipien der Himostase (mit freundlicher Genechmigung von #)

Die Blutgerinnung (Hédmostase) ist vereinfacht ein Zusammenspiel zwischen Thrombozyten und dem plasmati-
schen Gerinnungssystem. Man unterscheidet mechanistisch die primire und sekunddre Hamostase, die jedoch
parallel ablaufen und sich gegenseitig beeinflussen. Durch einen GefaBBdefekt kommt es zur Adhésion von
Thrombozyten an normalerweise durch das Endothel verdeckte subendotheliale Matrixproteine und infolgedes-
sen zu deren Aktivierung und letztendlich zur Aggregation. Die Thrombozyten bilden einen weilen Thrombus,
der den Defekt provisorisch verschlieit. Gleichzeitig wird das plasmatische Gerinnungssystem iiber den sub-
endothelialen tissue factor aktiviert. Die Gerinnungskaskade miindet schlielich in der Bildung von Fibrin, das

den Defektverschluss stabilisiert.

Die beteiligten Gerinnungsfaktoren werden in der Nomenklatur mit rémischen Ziffern bezeich-
net, aktivierte Faktoren mit einem abgesetzten ,,a* gekennzeichnet. Schematisch vereinfachend
lassen sich beim Gerinnungssystem der intrinsische und extrinsische Weg unterscheiden, die in
vivo jedoch Querverbindungen aufweisen und sich so gegenseitig aktivieren konnen. Das Ge-
rinnungssystem ist ein sehr komplexes System und wird im Folgenden nur in seinen wichtigsten

Grundziigen skizziert.
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Schematisch vereinfacht ldsst sich das plasmatische Gerinnungssystem in einen extrinsischen und in einen intrin-

sischen Weg aufteilen, die in vivo jedoch eng verkniipft sind. Kommt es zur GefaBiverletzung, fiihrt der sub-

endotheliale tissue factor (TF) zu einer Aktivierung des extrinsischen Systems mit dem Faktor VII. Negativ ge-

ladene Oberflichen wie Kollagen aktivieren hingegen den Faktor XII. Durch kaskadenartige proteolytische Ak-

tivierung der im Blut vorhandenen Gerinnungsfaktoren wird Thrombin aktiviert, das eine Vielzahl von Funktio-

nen ausiibt. Fibrin stellt dabei das Endprodukt der sekunddren Hamostase dar, welches zur Bildung eines stabilen

Gerinnsels beitrégt.

Kommt es zur Endothelldsion, bildet das nun zugéngliche von glatten Muskelzellen und Fib-

roblasten exprimierte subendotheliale Membranprotein TF einen Komplex mit Phospholipiden.

Dieser wird auch Gewebsthromboplastin genannt. Dieser Komplex bindet wiederum den Ge-

rinnungsfaktor VII. Der so gebildete Gewebsthromboplastin/VII, — Komplex aktiviert zusam-

men mit Ca’*-Ionen die Faktoren X und IX 372, Dieser Weg wird als extrinsischer Gerinnungs-

weg bezeichnet.
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Das intrinsische System wird aktiviert, indem Faktor XII mit negativ geladenen Oberflachen
(z.B. Kollagen) interagiert. An der Aktivierung sind dariiber hinaus hochmolekulares Kinino-
gen und einige weitere proteolytische Enzyme beteiligt, wie z.B. Thrombin. Dies setzt eine
kaskadenartige Aktivierung der Faktoren XI und IX in Gang, an dessen Ende ebenfalls die
proteolytische Aktivierung von Faktor X steht .

Aktivierter Faktor X, Faktor V, Ca*-lonen und Phospholipide bilden den
Prothrombinaktivator-Komplex, der aus Prothrombin (Faktor II) das enzymatisch aktive

Thrombin abspaltet 7

. Letzteres libt mehrere Funktionen aus: Einerseits wandelt es Fibrinogen
zu Fibrinmonomeren um, die danach polymerisieren. Andererseits aktiviert Thrombin das Ge-
rinnungssystem in einer positiven Riickkopplungsschleife selbst (Aktivierung von Faktor V,
VIII, XI). Zusitzlich aktiviert Thrombin ebenfalls die Thrombozyten durch Spaltung des auf

den Thrombozyten vorhandenen Protease-aktivierten Rezeptor (PAR) ¥7.

Daneben gibt es weitere Faktoren, die die Blutgerinnung beeinflussen kdnnen. So wurde in
Mausmodellen der Einfluss der Oxidoreduktase Proteindisulfid-Isomerase (PDI) untersucht %,
Obwohl die genauen molekularen Mechanismen noch nicht ganz geklért sind, konnte gezeigt
werden, dass die Sekretion von PDI aus aktivierten Thrombozyten, Endothelzellen oder ge-
schiddigten Gefdlizellen im Bereich einer GefaBBschiddigung zur Aktivierung einer verschliissel-
ten Form des TF fiihren kann. Diese Form wird z.B. von Monozyten exprimiert und kann so

zur Generierung von Fibrin beitragen 8.

In intakten, gesunden Gefdfen ist die Gerinnungskaskade inaktiv. Zusétzlich existieren ver-
schiedene antikoagulatorische Mechanismen. Eine entscheidende Rolle spielt dabei das Vita-
min-K- abhéngige Proenzym Protein-C. Voraussetzung fiir dessen Aktivierung ist seine Bin-
dung an das endothelialen transmembrandse Protein Thrombomodulin und den Endothelzell-
Protein-C-Rezeptor (EPCR), sowie an die Serinprotease Thrombin (Faktor I1.). Aktiviertes Pro-
tein-C (APC) kann so die Faktoren V, und VIII, hemmen °'. Besonders wichtig ist ebenfalls die
Serinprotease Antithrombin III. Diese schrankt die Wirkung der Faktoren Il,, IXa, Xa, XIa, X1l,
ein, womit es die Bildung von Thrombin hemmt. Diesen Effekt macht man sich beispielsweise
bei der pharmakologischen Antikoagulation zunutze durch die Gabe von Heparin, welches ei-
nen Komplex mit Antithrombin III bildet und dessen Wirkung um ein Vielfaches verstirkt *2.
Dartiber hinaus gibt es den TFPI (tissue factor pathway inhibitor), der direkt an den TF-Faktor-
VIla- Komplex bindet und ihn inhibiert *>. Weitere Hemmfaktoren der Gerinnung sind a.-
Makroglobulin (hemmt u.a. Faktor Il.), ai- Antitrypsin (u.a. Hemmung von Faktor II,) und der
C1-Inaktivator, der den Faktor XI,, Faktor XII, hemmt 8.
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Um das Gerinnsel, das am Ende der sekunddren Hdmostase entsteht, wieder aufzulosen, muss
die Fibrinolyse aktiviert werden. Dafiir verantwortlich ist das Plasmaglobulin Plasminogen,
welches zu Plasmin aktiviert wird durch verschiedene Aktivatoren aus dem Gewebe, Blut und
Urin (Urokinase) und von korperfremden Mikroorganismen wie Streptokokken (Strepto-
kinase). Plasmin besitzt eine grofle Affinitdt zu Fibrin und spaltet es letztlich zu 16slichen Po-

lypeptiden auf 72,

1.3.4 Arterielle Thrombose

Der akute peripher-arterielle GefaBverschluss ldsst sich einteilen in die arterielle Embolie (70-

80%) und die arterielle Thrombose (20-30%) °.

Erstere umfasst die Ablosung eines Thrombus z.B. aus dem Herzen, sowie die Ablésung von
Thromben oder atheromatdsen Plaques aus arteriellen Aneurysmen. Eine seltene Ursache ist
die paradoxe Embolie, d.h. der Verschluss eines arteriellen Gefdfles durch einen vendsen
Thrombus, der durch ein offenes foramen ovale des Herzens vom venosen ins arterielle System

gelangt >4,

Zu ca. 90% entsteht die arterielle Thrombose dabei auf Grundlage von schweren arteriosklero-
tischen Wandverdnderungen und entziindlichen GefaBBkrankheiten. Seltene Ursachen dieser
Manifestationsform der Thrombose sind etwa thrombophile Blutgerinnungsstorungen wie z.B.

das Antiphospholipidsyndrom °.

Arterielle Thrombose und Atherosklerose wurden friiher traditionell fiir verschiedene Entititen
mit unterschiedlichen Pathomechanismen gehalten *°, da die Thrombose in erster Linie durch
Thrombozyten und Fibrin vermittelt wird . Die Atherosklerose ist jedoch eine chronisch-
inflammatorische Erkrankung und wird durch das Zusammenwirken von Leukozyten, En-

dothelzellen, glatten Muskelzellen und Zellen der adaptiven Immunabwehr gefordert 6.

Es zeigte sich jedoch, dass die zelluldren und biochemischen Mechanismen der Thrombose
ebenfalls relevant fiir die Pathogenese der Atherosklerose sind *7. Dies ist erkennbar z.B. an der
Rolle der Thrombozyten. Uber eine Vielzahl von inflammatorischen Prozessen konnen Throm-
bozyten dazu beitragen, die atherosklerotische Lasionen zu initiieren und die Atherothrombose
zu beschleunigen ¢ (s. auch Kapitel 1.2.4). So spielen sie unter anderem eine Rolle bei der
Genese der Endotheldysfunktion, aber auch bei der Plaqueruptur, z.B. iiber die Modulation der

Angioneogenese, die einen entscheidenden Faktor fiir die Plaquestabilitit bildet *%.
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Thin-cap fibroatheroma Ruptured plaque Healed plaque

Abbildung 5: Plaqueruptur und Thrombose (mit freundlicher Genehmigung von *°)

Die Schulterregion einer atherosklerotischen Lésion besteht aus einer diinnen fibrosen Kappe (linkes Bild). Diese
kann rupturieren, wodurch thrombogenes Material mit dem Blut in Kontakt kommt. So kommt es zu einer Ent-
stehung eines gefalBverschlieBenden Thrombus (mittleres Bild). Diese Stenose des Geféalies kann vollstindig oder

unvollstindig sein und unter Umbauprozessen ausheilen (rechtes Bild).

Die Ruptur der Plaque ist der hdufigste Grund fiir die arterielle Thrombose. Dadurch gelangt
thrombogenes Material, wie Kollagen oder Tissue factor (TF) in Kontakt mit dem Blut. Dies
fiihrt zur Aktivierung der Blutgerinnung und zur Stenosierung des Gefdfles durch die Bildung
eines Thrombus. Thrombusmaterial kann sich dabei auch ablosen und in weiter entfernte Ge-

faBabschnitte embolisieren *°.

1.4 Koronare Herzerkrankung
1.4.1 Definition

Die koronare Herzerkrankung (KHK) ist definiert als die Manifestation der Atherosklerose in
den herzversorgenden Koronargefalen. Kommt es in der Folge zu einer Verengung des Koro-
nargefdfles, so wird dies als Koronarstenose bezeichnet. Ist diese Koronarstenose flusslimitie-
rend, kommt es zur Koronarinsuffizienz, d.h. im Herzmuskel zu einem Missverhéltnis zwi-

schen Sauerstoffangebot und -bedarf 2.

Die Koronarinsuffizienz ruft eine Myokardischédmie, also eine Minderversorgung des Herzmus-
kels mit sauerstoffreichem Blut, hervor °. Man unterscheidet die asymptomatische und die
symptomatische KHK, zu der u.a. die stabile Angina pectoris und das akute Koronarsyndrom
gehoren. Das akute Koronarsyndrom wiederum unterteilt man in die instabile Angina pectoris,

den akuten Myokardinfarkt und den plétzlichen Herztod *°.
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1.4.2 Atiologie und Pathogenese

Die Koronarinsuffizienz stellt das pathophysiologische Korrelat der KHK dar °.

Die Abnahme der arteriellen Perfusion infolge einer Atherosklerose der Herzkranzgefif3e ist
dabei die Hauptursache der KHK. Daneben existieren weitere Ursachen der Koronarinsuffizi-
enz wie Embolien, Koronarspasmen, autoimmune und infektiose Entziindungen, Medikamente,

etc 2.

Die Stenosierung des Herzkranzgefdfles durch die Ruptur einer instabilen Plaque fiihrt hdufig
zur Infarzierung im Stromgebiet des betroffenen Geféalles. Die Wertigkeit der Koronarstenose
ist dabei abhdngig von Faktoren wie Querschnittsverminderung des Gefaes, Lange der Ste-

nose, Lokalisation, Anordnung der Plaques und Thrombenbildung °.

Die Risikofaktoren fiir die KHK entsprechen weitestgehend denen der Atherosklerose in ande-
ren GefiBabschnitten 2 (s. Kapitel 1.2.3). Neben Hypercholesterinimie, Rauchen, arteriellem
Hypertonus, Diabetes mellitus, Alter und Geschlecht, gehoren auch genetische Pradisposition,
Adipositas, korperliche Inaktivitit, psychosoziale Faktoren, obstruktive Schlafapnoe und Lip-

oprotein(a)-Erhdhung zu den Risikofaktoren %1%,

1.4.3 Akuter Myokardinfarkt
1.4.3.1 Definition

Als Myokardinfarkt bezeichnet man eine ischdmische Myokardnekrose infolge einer hochgra-
digen Stenose einer Koronararterie 2. Pathophysiologisch stellt die KHK mit Rupturierung einer
vulnerablen Plaque und folgender Thrombosierung des betroffenen Herzkranzgefdfles die
Hauptursache des akuten Myokardinfarkts dar °’. In Abwesenheit einer KHK spielen Koro-

narspasmen, Embolien oder Dissektionen étiologisch eine wichtige Rolle '°'.
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1.4.3.2 Klinisches Erscheinungsbild und Diagnostik

Die klinische Symptomatik beim Myokardinfarkt kann sehr vielfiltig sein. Zu den klassischen

Infarktsymptomen gehoren:

Intensive, anhaltende Angina pectoris, d.h. ein vorwiegend retrosternaler Schmerz, der z.B. in
die linke Schulterregion ausstrahlen kann. Dariiber hinaus konnen die Patienten Herzrhythmus-
storungen, z.B. ventrikuldre Tachykardien, Kammerflimmern oder (hohergradige) AV-Blo-
ckierungen entwickeln. Zudem kann es zu Blutdruckabfall, Luftnot, Schwéchegefiihl, Angst

und vegetativen Begleitsymptomen wie Schwitzen, Ubelkeit, Erbrechen, etc. kommen °.

Etwa 20- 40% der Myokardinfarkte gehen jedoch ohne Schmerzen einher 2. Diese sogenann-
ten ,,stummen Infarkte* konnen z.B. bei Patienten mit Diabetes mellitus infolge autonomer di-
abetischer Neuropathie auftreten %, 40% aller Myokardinfarktpatienten geben anamnestisch
in der Vorgeschichte sogar gar keine Angina pectoris an, d.h. der Infarkt stellt die Erstmanifes-

tation der KHK dar 2.

Im Labor kénnen ab ca. zwei Stunden nach Infarktbeginn bedingt durch die Myokardischdamie
die herzmuskelspezifischen Enzyme Troponin I und Troponin T nachgewiesen werden *'%,
Hochsensitives Troponin (hsTn) ist dabei der entscheidende Biomarker zum Nachweis eines
Myokardinfarkts . Der negative pridiktive Wert des hsTn betriigt bei Aufnahme >95%, durch
eine wiederholte Bestimmung nach 3 Stunden zur Detektion eines Myokardinfarkts ndhert sich
dessen Sensitivitdt der 100%-Marke. Als weitere Biomarker im Blut finden im Verlaufu.a. eine
erhohte Creatin-Kinase (CK) bzw. eine Erhohung des herzmuskelspezifischen Isoenzyms CK-

MB, die jedoch eine geringere Sensitivitit und Spezifitit aufweisen als das Troponin %,

Zusitzlich spielt neben der klinischen Symptomatik und der serologischen Diagnostik das
Elektrokardiogramm (EKG) eine entscheidende Rolle. Nach den initialen EKG-Verdnderungen
unterscheidet man beim Myokardinfarkt den NSTEMI (= Nicht-ST-Hebungsmyokardinfarkt)
und STEMI (ST-Hebungsmyokardinfarkt). Wegweisend ist bei entsprechender Symptomatik
ebenfalls ein neu aufgetretener Linksschenkelblock im EKG, der dann wie ein STEMI behan-

delt wird.

Ergidnzend kann als bildgebendes Verfahren die Echokardiografie zur morphologischen und
funktionellen Diagnostik, d.h. z.B. zur Beurteilung der Herzklappen und der Ventrikelwandbe-

wegung, herangezogen werden 2.



1 Einleitung 26

1.4.3.3 Therapie

Ziel der Therapie des Myokardinfarkts ist die Reperfusion, d.h. die Wiederherstellung des Blut-
flusses, des betroffenen Gefdlles. Dazu gehort ebenfalls die praventive Langzeittherapie zur
Vorbeugung eines Reinfarktes 2. Im Folgenden werden die mechanische Rekanalisations-

therapie und Grundziige der medikamentdsen Therapie im Uberblick dargestellt.

Die perkutane Koronarintervention (PCI) bezeichnet die mechanische Rekanalisation eines ste-
nosierten Herzkranzgeféf3es mittels eines Linksherzkatheters iiber einen peripheren arteriellen
Zugang >'%7_Ist im Falle eines NSTEMI die PCI indiziert, sollte diese innerhalb von 24 Stunden
durchgefiihrt werden, da gezeigt werden konnte, dass ein Eingriff danach mit einer hoheren
Hospitalisierungsrate der Patienten assoziiert ist. Bei einem STEMI, bei dem meist das kom-
plette Koronargefdll verschlossen ist, empfehlen europdische Richtlinien die unmittelbare
PCI 1%, Mehrere Studien konnten zeigen, dass durch die sofortige Reperfusion der Koronarar-
terie die GroBe des Infarkts und die Mortalitdt signifikant verringert werden konnte im Gegen-
satz zu Patienten, die erst verspitet therapiert wurden '%°. Eine wichtige Rolle spielt dabei die
door-to-baloon-time, d.h. die Zeit zwischen erstem medizinischem Kontakt des Patienten bis
zur priméren PCI. Diese sollte im Idealfall 90 Minuten oder weniger betragen, da diese Zeit mit
einer verbesserten Morbiditéit und Mortalitit korreliert !-!1!. Bei der PCI wird meist das Gefif
mit einem Ballon aufgedehnt und anschlieend daran im betroffenen Gefdabschnitt ein drug-
eluting stent (DES) platziert, um das Gefdl langfristig offen zu halten und eine Restenose zu
verhindern. Wurden frither noch unbeschichtete bare-metal stents (BMS) eingesetzt, empfiehlt
die European Society of Cardiology seit 2014 den Einsatz von DES ', DES sind mit prolife-
rationshemmenden Substanzen beschichtete Stents °. Durch diese Entwicklung konnte das Auf-
treten von akuten Stentthrombosen deutlich verringert werden. Nichtsdestotrotz kann es zu sel-
tenen, aber lebensgefdhrlichen Komplikationen wie der spaten Stentthrombose (> 30 Tage nach
Stentimplantation) kommen. Diese Gefahr ist bei BMS vergleichbar hoch wie bei DES der neu-
eren Generation ''°, Begleitend zur PCI kann ebenfalls eine Aspiration des Thrombusmaterials,
die Thrombektomie, durchgefiihrt werden. Jedoch konnte erst kiirzlich gezeigt werden, dass
dieser routineméfige Einsatz bei Patienten mit STEMI weder die Rate an Mortalitit, Reinfark-
ten, kardiogenem Schock, noch Herzinsuffizienz verringert. Er ist im Gegenteil mit einer er-

hohten Schlaganfallgefahr innerhalb der ersten 30 Tage assoziiert ',

Die medikamentdse Behandlung setzt bereits initial in der Préahospitalphase durch den Notarzt

ein. Sie umfasst neben der Analgesie (Schmerzlinderung und Senkung des Sauerstoffbedarfs
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im Herzen), Nitratgabe (Nachlastsenkung und Vasodilatation) und ggf. Sauerstoffgabe die an-
tikoagulatorische bzw. antithrombozytire Therapie. In der Hospitalphase kommt zusétzlich die
fibrinolytische Therapie, sowie die Therapie von Komplikationen und weiteren Begleiterkran-

kungen hinzu %°.

Eine wichtige Rolle spielt die Antikoagulation, um das Risiko einer weiteren Thrombusentste-
hung zu limitieren °. Das Polysaccharid Heparin spielt dabei eine zentrale Rolle. Die Interaktion
von Heparin mit dem Proteaseinhibitor Antithrombin, welche u.a. zur Hemmung von Thrombin
und Faktor X, fiihrt, macht man sich therapeutisch zur Antikoagulation zunutze °>. Zum Einsatz
kommen unfraktioniertes Heparin (UFH), niedermolekulare Heparine (NMH) und das Heparin-
Analogon Fondaparinux, die sich in ihrer chemischen Struktur und (Neben-) Wirkungen unter-
scheiden. So hemmen beispielsweise NMH und Fondaparinux Faktor X, selektiver als UFH 5.
Thrombin hemmen sie im Gegensatz dazu weniger bzw. gar nicht, wodurch sie klinisch besser
steuerbar sind und das Blutungsrisiko minimieren °*!!>. Studien konnten zeigen, dass der Ein-
satz von NMH verglichen mit UFH mit einer Reduktion der Mortalitit und Blutungsraten as-

soziiert ist bei Patienten mit STEMI, bei denen eine PCI durchgefiihrt wurde ''°.

Gibt es keine Kontraindikationen und keine Moglichkeit einer primiren PCI, empfehlen die
Leitlinien in der Préhospitalphase so schnell wie moglich eine Fibrinolysetherapie innerhalb
eines bestimmten Zeitfensters ', Der Einsatz von Fibrinolytika im Rahmen einer lingeren
Transportdauer vor einer PCI verschlechtert das klinische Outcome der Patienten mit Myokar-
dinfarkt nicht ''7. Dies gilt jedoch nur fiir Patienten mit STEMI, da Studien zeigen konnten,
dass bei der Fibrinolyse von Patienten mit NSTEMI die Risiken die Vorteile iiberwiegen '*’.
Zum Einsatz kommen Fibrinolytika. Dies sind Plasminogenaktivatoren wie Streptokinase, wo-
bei dessen neuere Abkommlinge eine hohere Fibrinaffinitdt aufweisen und es so durch hohe

lokale Effektivitit am Thrombus zu weniger systemischen Effekten kommt '3,

Daneben spielt die duale antithrombozytire Therapie initial und in der Sekundérprophylaxe
eine entscheidende Rolle. Sie umfasst die kombinierte Gabe von Acetylsalicylsdure (ASS) und
— je nach Indikation- einem P2Y 12- Inhibitor (Ticagrelor, Prasugrel, Clopidogrel) 2. ASS ist ein
irreversibler Cyclooxygenase-Hemmer. Dadurch kommt es zur Hemmung der thrombozytéren
Thromboxan Az — Synthese. Zusammen mit den ADP-Rezeptorantagonisten wird so Throm-

bozytenaggregation gehemmt 5

. Durch die duale antithrombozytire Therapie ldsst sich inner-
halb des ersten Jahres die Mortalitit nach Infarkt um etwa 15% senken und das Reinfarktrisiko

um ca. 30% 2.
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1.5 Ischidmischer Apoplex
1.5.1 Allgemeine Definition des Apoplex

Als Apoplex bezeichnet man eine akute Durchblutungsstorung gehirnversorgender Gefale, in-
folgedessen die betroffenen Nervenzellen durch Sauerstoff- und Nihrstoffmangel absterben ''°.

Man unterscheidet dabei den hamorrhagischen und den ischdmischen Apoplex.

Hauptursache des hdmorrhagischen Apoplex ist eine hypertensive Gefdllerkrankung, die zu
Aneurysmenbildung in kleineren Gefden im Gehirn und schlieBlich zur Rupturierung dieser

fiihrt 129,

Etwa 80% der Schlaganfille sind dagegen ischiimisch bedingt '2°. Der himorrhagische Apoplex
ist insbesondere initial im Vergleich zum ischdmischen Apoplex mit einem schlechteren klini-
schen Outcome der Patienten und mit einer hoheren Mortalitét assoziiert, wobei sich diese im

Verlauf nach etwa drei Monaten nach dem Apoplex angleicht 2!,

1.5.2 Atiologie und Pathogenese

Da fiir diese Studie nur der ischdmische Apoplex untersucht wurde und zwar Thrombusmate-
rial, welches sich der Kategorie TOAST 1, 2, und 5 zuordnen lief3 (s. Kapitel 3.1.3), einge-
schlossen wurde, wird hier nur auf die Atiologie und Pathogenese dieser drei Subgruppen ein-

gegangen.

Der ischdmische Schlaganfall ldsst sich &tiologisch anhand der TOAST-Klassifikation ver-
schiedenen Subgruppen zuordnen. Man unterscheidet dabei dtiologisch folgende Gruppen:
Makroangiopathie (TOAST 1), Kardioembolie (TOAST 2), Mikroangiopathie (TOAST 3), an-
dere Atiologie (TOAST 4, umfasst z.B. Vaskulitis oder Dissektion), unklare Atiologie (TOAST
5). Die Einteilung anhand der TOAST- Klassifikation erfolgt dabei anhand der wahrschein-
lichsten pathophysiologischen Ursache, basierend auf dem klinischen Erscheinungsbild und ap-
parativen Untersuchungsergebnissen wie z.B. der Computertomographie, Echokardiographie,

extrakraniellen Duplexsonographie oder Serologie '?.

Zu den wichtigsten Risikofaktoren des Apoplex gehoren: Arterielle Hypertonie, Rauchen, Adi-
positas, Diabetes mellitus, Stress, Alkohol, Dyslipiddmie. Verschiedene Studien konnten zei-
gen, dass die arterielle Hypertonie dabei der wichtigste Risikofaktor fiir alle Subtypen des

Apoplex ist 123124,
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Ursache der des makroangiopathisch bedingten Apoplex (TOAST 1) ist die atherosklerotische
Lasion eines Gefdlles mit anschlieBender Ruptur der Plaqueoberfldche, lokaler Thrombusbil-
dung und mdglicher konsekutiver peripherer Embolie, was die Ursache fiir ca. 10-15% der is-

chamischen Apoplexe ist 12126,

Etwa 20-30% der ischdmischen Apoplexe sind kardioembolischen Ursprungs (TOAST 2), wel-
che iiberproportional zu neurologischen Beeintrachtigungen fiihren, da sie meist grofere intra-

kranielle Arterien verschlieBen 27128

. Hauptursache ist dabei die Herzrhythmusstérung Vor-
hofflimmern. Die Mechanismen, welche dabei zur Thrombusentstehung fithren, sind komplex.
Es konnte aber gezeigt werden, dass alle Kriterien der ,,Virchow- Trias* zur Entstehung eines
Thrombus bei Vorhofflimmern erfiillt werden. So kommt es erstens durch abnormen Blutfluss
zur Stase insbesondere im linken Vorhof, zweitens zu strukturellen Verdnderungen in der Ge-
faBwand und schlieBlich auch zur Verdnderung der Blutzusammensetzung durch Aktivierung
von Thrombozyten, der Gerinnungskaskade und inflammatorischen Signalen '%°. Andere
Griinde fiir die Kardioembolie umfassen den akuten Myokardinfarkt, Thromben aus den Ventri-

keln, kardiale Tumore oder Herzklappenerkrankungen 2%,

In 20-40 % der Fille lésst sich der ischdmische Apoplex nach den klinischen Routineuntersu-
chungen keiner Atiologie zuordnen und wird als kryptogen (TOAST 5) bezeichnet '*°. Neben
den bereits oben genannten Ursachen spielen bei kryptogenen Schlaganfillen paroxysmales
Vorhofflimmern, dilatative Kardiomyopathie und auch ein offenes foramen ovale eine Rolle,
wodurch es zu paradoxen Embolien vendser Thromben aus dem rechten Herzen ins linke und

damit in das arterielle GefédBsystem kommen kann '*!,

1.5.3 Klinisches Erscheinungsbild und Diagnostik

Allgemein bestimmt die Lokalisation des GefaBverschlusses die Symptomatik beim Apoplex.
Leitsymptome des Apoplex sind motorische und sensible Halbseitensymptome, Sprachstorun-
gen und Gesichtsfeldausfille. Es kann begleitend dazu zu vegetativen Symptomen, Atem-,

Kreislauf- und Bewusstseinsstorungen kommen.

Fiir die Diagnose eines Schlaganfalls spielen die Anamnese, klinische Untersuchung und appa-
rative Diagnostik eine entscheidende Rolle. Neben Erfassung von Vitalparametern und Aus-
schluss einer kardialen Ursache ist dabei die bildgebende Differenzierung zwischen himorrha-
gischem und ischdmischen Apoplex essenziell, die moglichst zeit- und informationseffektiv

ablaufen sollte 2.
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Bei der Diagnostik des Apoplex spielt die kraniale Computertomografie (cCT) eine entschei-
dende Rolle. Die entscheidende Bedeutung der nativen cCT liegt im Ausschluss bzw. der De-
tektion intrakranieller Blutungen und Infarktfriihzeichen. Somit ermdglicht sie die Indikations-
stellung zur intravendsen Thrombolyse '*2. Die typischen Infarktfriihzeichen des ischimischen
Apoplex zeigen sich wenige Stunden nach Symptombeginn. Sie umfassen unter anderem: Hy-
podensitdt im Parenchym, verstrichene Sulci, verminderte Abgrenzbarkeit der Basalganglien
und des kortikalen Bandes und das hyperdense Mediazeichen '**!3*. Die CT-Angiografie (CT-
A), mit deren Hilfe Gefdlle dargestellt werden konnen, dient dem Nachweis eines Gefdllver-
schlusses und damit der Indikation fiir eine Thrombektomie 3. Weitere Diagnostik bietet die
CT-Perfusion (CT-P), d.h. eine funktionelle Diagnostik, welche mithilfe von Kontrastmittel
Dichtedanderungen im Hirngewebe in zeitlicher und ortlicher Auflosung detektiert. Sie dient
dem Nachweis der sogenannten Penumbra, also der Infarktrandzone mit grenzwertig versorg-

tem Hirngewebe, das durch eine Lysetherapie noch gerettet werden kann 3¢,

Die Magnetresonanztomografie (MRT) bietet bei der akuten zerebralen Ischdmie eine umfas-
sende Information iiber den Gewebezustand und die GefdBsituation. Zwar kann die MRT mit
vergleichbarer Sensitivitdt intrakranielle Blutungen nachweisen, im klinischen Alltag ist die
cCT jedoch dazu meist ausreichend und hat Vorteile wie die Schnelligkeit der Bildgebung, die
nahezu ubiquitéire Verfiigbarkeit in der Notfalldiagnostik, und der besseren Uberwachung in-
stabiler Patienten. Dariiber hinaus gibt es Kontraindikationen fiir die Durchfiihrung einer MRT
aufgrund ferromagnetischer Wechselwirkungen, beispielsweise bei Patienten mit manchen

Herzschrittmachertypen oder Defibrillatoren '37.

Andere diagnostische Maflnahmen umfassen bildgebende Diagnostik der extra- und intrakrani-
ellen Gefdfle mittels Duplex-Sonografie oder der transkraniellen Farbduplexsonografie. Dane-
ben konnen ergdnzend auch bestimmte Biomarker im Blut in der Diagnostik des akuten Apop-

lex eine Rolle spielen, wie kiirzlich gezeigt wurde %139

1.5.4 Therapie

Zur Revaskularisierungstherapie des ischdmischen Apoplex gehoren die Lysetherapie und die
mechanische Thrombektomie. Die intravenose Lysetherapie mit dem rekombinantem Plasmi-
nogenaktivator rtPA wurde 1995 im Zuge der Ergebnisse der NINDS- und der ECASS- Studien
im klinischen Alltag implementiert und gilt als erste kausale Therapie des ischdmischen Apop-

lex. In diesen Studien zeigte sich, dass der Einsatz von rtPA bei ausgewdhlten Patienten mit
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akutem Apoplex zu einem verbesserten klinischen Outcome, allerdings ebenfalls zu einem sig-
nifikanten Anstieg von intrazerebralen Himorrhagien fiihrte 1“%'*!, Die endovaskulére Therapie
des ischdmischen Apoplex begann mit der lokalen Applikation fibrinolytischer Substanzen an
bzw. in den Thrombus '*?. Diese Therapieform erzielte einen deutlichen Anstieg Rekanalisati-
onsraten 43, Parallel dazu entwickelte sich die mechanische Thrombektomie. Mehrere Studien
zeigten beim Vergleich dieser Therapieform mit der vorherigen Standardtherapie der alleinigen
i.v.- Lyse eine signifikante Uberlegenheit '**. Diese Ergebnisse fiihrten zur Aufnahme der me-

chanischen Thrombektomie in europiische und amerikanische Leitlinien 4146,

Laut der aktuellen Leitlinie der deutschen Gesellschaft der Neurologie zur medikamentdsen
Thrombolyse- und mechanischen Rekanalisationstherapie wird folgendes Vorgehen empfoh-

len:

Die intravendse Behandlung mit dem rekombinantem Plasminogenaktivator rt-PA sollte inner-
halb eines 4,5-Stunden-Fensters ohne obere Altersgrenze erfolgen. Bei selektierten Patienten
kann sie auch zwischen 4,5 und 6 Stunden nach Beginn der Symptome als individueller Heil-
versuch zur Anwendung kommen, wobei weitere Bildgebungen herangezogen werden sollten.
Dabei ist der Vorteil der rt-PA-Therapie zeitabhingig und sollte so frith wie moglich begonnen
werden. Es gilt Kontraindikationen und mogliche Komplikationen wie ein gesteigertes Blu-

tungsrisiko zu beachten '4°.

Bei Patienten mit klinisch relevantem neurologischem Defizit und grof8em arteriellen Gefal3-
verschluss im vorderen Kreislauf ist die mechanische Thrombektomie bis zu 6 Stunden (Zeit-
punkt der Leistenpunktion) nach Symptombeginn empfohlen. Bei fehlenden Kontraindikatio-
nen sollen die Patienten im 4,5-Stunden-Zeitfenster zusétzlich systemisch mit rtPA behandelt

werden 49,

Die frithe Rekanalisation bei ischdmischem Schlaganfall korreliert dabei mit dem funktionellen
Outcome der Patienten und der Mortalitit. Studien konnten zeigen, dass die Rekanalisationsrate
bei alleiniger intravendser Therapie mit rt-PA lediglich weniger als 50% betrégt, bei kombi-
nierter intravends-arterielle Therapie schon etwa 2/3 und die mechanische Thrombektomie Re-
kanalisationsraten von iiber 80% erreicht 47, Kiirzlich konnte in einer Metaanalyse gezeigt wer-
den, dass die kombinierte Therapie von Thrombektomie innerhalb von sechs bis acht Stunden
zusétzlich nach der intravendsen rt-PA- Gabe hinsichtlich funktionellem Outcome zu den bes-
ten Therapieoptionen im Stromgebiet der Arteria carotis interna gehort 18, Riickfiihrbare Stents
(Stent-Retriever) zeigen dabei im Vergleich zu anderen Systemen Rekanalisationsraten bis zu

>90% 2.
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1.6 Immunothrombose
1.6.1 Allgemeine Prinzipien

Unter bestimmten Bedingungen kann die Thrombose physiologisch eine wichtige Rolle in der
Immunabwehr einnehmen. Dieser Mechanismus wird unter dem Terminus /mmunothrombose
zusammengefasst. Einen wesentlichen Anteil haben daran Immunzellen wie neutrophile Gra-
nulozyten, Monozyten und bestimmte Thrombose- spezifische Molekiile wie z.B. Mikroparti-
kel. Kommt es zur Dysregulation, konnen Immunzellen aktiv an der Entstehung der vendsen,

aber auch der arteriellen Thrombose partizipieren * (s. auch Abb.6).
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Abbildung 6: Grundlegende Mechanismen der Immunothrombose (mit freundlicher Genehmigung von #)

Durch unterschiedliche Mechanismen kénnen Zellen des angeborenen Immunsystems zur Thrombose innerhalb
der Gefil3e beitragen. Die beiden wichtigsten Zellenarten in diesem Zusammenhang sind die Monozyten und
die neutrophilen Granulozyten. U.a. durch Interaktion mit Thrombozyten sind Monozyten dabei in der Lage,
den extrinsischen Gerinnungsweg zu aktivieren. Neutrophile Granulozyten kdnnen iiber die Bildung von extra-
zelluldren neutrophil extracellular traps (NETs), die auf verschiedene Arten gerinnungsférdernd wirken, eben-

falls zur Bildung von intravaskuldren Thromben beitragen.

In der arteriellen Thrombose kommt es zur Rekrutierung von Leukozyten durch aktivierte
Thrombozyten, die verschiedene Rezeptoren wie P-Selektin exprimieren und unterschiedliche
Chemokine freisetzen ">1%15% Die Interaktion von CD154 von aktivierten Thrombozyten mit
CDA40 des Endothels fiihrt dariiber hinaus zu Hochregulation von Adhisionsmolekiilen wie
VCAM-1 und ICAM-1 und Freisetzung von Chemokinen wie CCL2, was zur weiteren Leuko-

zytenrekrutierung fiihrt 14,
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Uber P-Selektin, das von Endothelzellen und aktivierten Thrombozyten exprimiert wird, wer-
den Monozyten und neutrophile Granulozyten rekrutiert '*°, die auf verschiedene Weise zur

Thrombusentstehung beitragen konnen (s. Kapitel 1.6.2).

1.6.2 Rolle der Monozyten und neutrophilen Granulozyten
1.6.2.1 Monozyten

Monozyten sind zirkulierende Leukozyten im Blut, die eine entscheidende Rolle in der Immun-
abwehr spielen. Sie machen etwa 2-10% der Blutleukozyten aus und wandern nach etwa 2-3
Tagen in das umliegende Gewebe ein. Dort differenzieren sie sich zu Makrophagen und z.T. zu
antigenprisentierenden dendritischen Zellen ®. Interessanterweise stammen jedoch nicht alle
Makrophagen von den Monozyten des Blutes ab, wie man lange Zeit annahm. Erst kiirzlich
konnte gezeigt werden, dass die Urspriinge der Gewebsmakrophagen im Dottersack, einem
embryonalen Gewebe, liegen, von dem aus Vorlduferzellen die verschiedenen Gewebe besie-
deln und sich dort vermehren. Erst bei groBerem Bedarf, bei Entziindungen oder Verlust, schei-

nen Monozyten aus dem Blut fiir den Nachschub an Gewebsmakrophagen zu sorgen °!:132,

Nach aktuellem Forschungsstand gibt es mindestens drei groBe Fraktionen der Monozyten '3
Diese konnen unterteilt werden nach der Expression von CD14, der zum Lipopolysaccharid-
Rezeptor gehort und dem Fc-Rezeptor CD16. Die grofite Gruppe der Monozyten (bis zu 85%)
ist die klassische CD14™"/ CD16™ - Gruppe, d.h. sie exprimieren kein CD16. Dafiir exprimieren
sie aber CCR2, ein Rezeptor fiir MCP-1, womit die Adhésion an Endothelzellen vermittelt wird.
Klassische Monozyten konnen zu inflammatorischen TNF-a produzierenden Makrophagen dif-
ferenzieren 3133134 Monozyten, die CD16 exprimieren, lassen sich in die intermediire
CD14™/CD16"- Gruppe und die nicht-klassische CD14*/CD16""- Gruppe unterteilen '*°. Diese
beiden Subgruppen exprimieren u.a. einen hoheren Anteil des Fraktalkin- Rezeptors CX3CRI1.
Nicht-klassische Monozyten iiben dabei eine patrouillierende Funktion im Gefdllsystem aus
und koénnen Zelldebris beseitigen. Intermedidren Monozyten wird dagegen keine patroullie-
rende, sondern eine proinflammatorische Funktion zugeschrieben !, AuBerdem konnte gezeigt
werden, dass insbesondere intermedidre Monozyten im akuten Myokardinfarkt mit Throm-
bozyten Aggregate bilden und diese moglicherweise eine wichtige Rolle in der Pathophysiolo-

gie des akuten Myokardinfarkts spielen '%’.
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Monozyten konnen auf verschiedene Arten an der Immunothrombose beteiligt sein. Beispiels-
weise konnen sie iiber verschiedene Rezeptoren (CD14 und TLRs) sogenannte pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs) wie mikrobielle Lipopolysaccharide (LPS) erkennen.
Dies fiihrt u.a. zur vermehrten Gentranskription von tissue factor !'*®. Damage-associated
molecular patterns (DAMPs), die von geschéddigten Zellen exprimiert oder freigesetzt werden,
konnen ebenfalls zu einer Exprimierung von aktiviertem TF auf den Monozyten fiihren '*°.
PAMPs und DAMPs fiihren somit iiber die Monozyten letztlich zur Aktivierung des extrinsi-

schen Gerinnungswegs, wie Abbildung 6 zeigt.

Aktivierte Monozyten konnen dariiber hinaus Vesikel aus Membranfragmenten bilden, soge-
nannte Mikropartikel, welche tissue factor exprimieren und so ebenfalls zur Aktivierung des

extrinsischen Gerinnungswegs beitragen 1.

1.6.2.2 Neutrophile Granulozyten und neutrophil extracellular traps (NETs)

Die polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten spielen eine wesentliche Rolle in der
akuten Inflammation und angeborenen unspezifischen Immunabwehr. Sie machen ca. 50-70%
der zirkulierenden Leukozyten aus. Sie enthalten verschiedene Granula mit proinflammatori-
schen Proteinen und antimikrobiellen Abwehrstoffen. Typischerweise sind sie die erste Zell-
gruppe, die bei akuten Entziindungen rekrutiert werden und infolgedessen deren Anzahl im Blut
rasch zunimmt %!, Neutrophile Granulozyten sind iiber intra- und extrazellulire Mechanismen
in der Lage, Krankheitserreger zu eliminieren. Einerseits konnen sie Mikroorganismen pha-
gozytieren und mittels reaktiven Sauerstoffspezies und antibakteriellen Proteinen wie Kathep-
sinen, Defensinen, Laktoferrin oder Lysozym abtoten 2. Andererseits kdnnen neutrophile Gra-
nulozyten antibakterielle Proteine auch nach extrazelluldr freigeben. Ein besonderer Mechanis-
mus ist die Fahigkeit von aktivierten neutrophilen Granulozyten neutrophil extracellular traps
(NETs) zu bilden, deren Charakteristika und antimikrobielle Funktion von Brinkmann et. al wie
folgt beschrieben wurden: NETs sind Matrizen aus extrazellulirer DNA, Histonen und Gra-
nula-Proteinen, die Gram-positive und Gram-negative Bakterien binden und degradieren kon-
nen. Durch ihre Form sind NETs in der Lage, Bakterien einzufangen und so ihre systemische
Ausbreitung zu unterbinden '%°. Aktiviert zur NET-Bildung werden neutrophile Granulozyten
iiber direkte Stimulation durch Mikroorganismen oder indirekt iiber LPS, die an Toll-like-Re-
zeptoren (TLR4) von Thrombozyten binden, welche wiederum Neutrophile zur NET-Bildung,

z.B. im Rahmen von Erkrankungen wie der Sepsis anregen kénnen 63164165,
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Allgemein befindet sich der GroBteil der DNA der Neutrophilen als inaktives Heterochromatin
im Zellkern, wobei die DNA um Histone gewickelt ist und so Nukleosomen formt. Die Bildung
von NETs hingt vom Enzym Peptidyl-Arginin-Deiminase Typ 4 (PAD4) ab, welches die Um-
wandlung von Histon H3-Arginin zu Citrullin (citH3) katalysiert, was die Histon-DNA-Bin-
dung schwiicht und letztlich die Nukleosomen aufwickelt '%®. CitH3 ist dadurch ein spezifischer
Marker fiir NETs, der z.B. bei Patienten mit ischdmischen Schlaganfall im Plasma erhdht nach-
weisbar ist '¢7. Parallel dazu beginnen die Zellkernmembran und Granula der Neutrophilen zu
zerfallen, wodurch Proteine wie die Myeloperoxidase in Kontakt mit Chromatin des Zellkerns
kommen. Myeloperoxidase ist dabei ein Hauptausldser fiir die Bildung von NETs zusétzlich zu
PAD4 °. Eine zentrale Rolle in der NET-Regulation spielt intrazellulires Calcium als second
messenger fiir die Aktivierung der Neutrophilen. PAD4 selbst wird durch Calcium aktiviert ',
Neutrophile Elastase ist ebenfalls wichtig fiir die NET-Bildung, da es zur Spaltung der Histone
wihrend der NET-Bildung beitriigt 10316,

Eine Besonderheit der NETs besteht darin, dass sie dariiber hinaus aktiv an der Thromboseent-
stehung beteiligt sein konnen, sowohl in der vendsen, als auch in der arteriellen

Thrombose ®*!7° (s. auch Abb. 6).

So konnen NETs erstens den Faktor XII direkt und damit den intrinsischen Gerinnungsweg
aktivieren. Zweitens binden sie VWF und aktivieren so Thrombozyten. Drittens kénnen die
Histone H3 und H4 ebenfalls Thrombozyten aktivieren. Dariiber hinaus inaktivieren NETs den
TFPI iiber Granulaenzyme wie Neutrophile Elastase (NE) oder Myeloperoxidase (MPO) und
konnen schlieBlich auch tissue factor binden, wodurch sie Einfluss auf den extrinsischen Ge-
rinnungsweg haben *!”!, Neutrophile Elastase kann dariiber hinaus natiirliche Antikoagulan-
zien wie Thrombomodulin spalten und so inaktivieren, was einen weiteren Mechanismus der

NETs zur Thrombusentstehung erkliren kénnte 172,

NETs spielen beispielsweise beim STEMI eine zentrale Rolle. Bei diesen Patienten kommt es
im Bereich des GefdBBverschlusses zu einer Aktivierung von neutrophilen Granulozyten mit an-
schlieBender signifikant erhohten NET-Bildung. NETs wiederum korrelieren positiv mit der

Infarktgrofe 73

Neueste Forschungsergebnisse zeigen dariiber hinaus, dass NETs auch durch die Interaktion
mit Thrombozyten freigesetzt werden, nicht nur im Rahmen von Erkrankungen wie der

Sepsis !"#175. Auch eine Aktivierung von Thrombozyten durch klassische Agonisten wie
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Thrombin, ADP oder Kollagen kann zur NET-Bildung fiihren. Dies zeigt eine Verbindung zwi-
schen der Immunothrombose und der klassischen primiren Hidmostase und damit die Rolle der

NETs als Mediatoren von nicht-infektidsen Erkrankungen wie der Thrombose auf 7.

1.7 Eosinophile Granulozyten und Lymphozyten in der arteriellen Thrombose
1.7.1 Eosinophile Granulozyten

Eosinophile Granulozyten sind multifunktionelle Leukozyten, die beispielsweise bei parasita-
ren Infektionen und allergischen Erkrankungen eine wichtige Rolle spielen 8. Durch verschie-
dene Stimuli aktiviert, werden aus ihren Granula zytotoxische Proteine wie MBP (major basic
protein), ECP (eosinophiles kationisches Protein), eosinophile Peroxidase und eine Vielzahl
von Zytokinen und Chemokinen freigesetzt. Uber MBP werden Mastzellen aktiviert 7. Au-
Berdem interagieren eosinophile Granulozyten mit den anderen Leukozyten, z.B. mit T-Zellen
u.a. iiber MHC-II- Rezeptoren und co-stimulatorische Molekiile, tiber Interleukine (IL-4, IL-
13) mit Makrophagen und iiber MPB mit neutrophilen Granulozyten. Sie modulieren so die

Funktion anderer Leukozyten !7’.

Verschiedene Studien geben Hinweise darauf, dass eosinophile Granulozyten dariiber hinaus
in der arteriellen Thrombose eine Rolle spielen, wobei die zugrundeliegenden Mechanismen
noch nicht vollstindig aufgeklart sind. Patienten mit idiopathischem hypereosinophilen Syn-
drom etwa haben ein erhdhtes Risiko fiir thromboembolische Ereignisse, wofiir Proteine der
eosinophilen Granula verantwortlich gemacht werden '®, MBP zB. kann das
antikoagulatorische endotheliale Thrombomodulin hemmen '7°. Eosinophile Granulozyten, die
ebenfalls DNA/Histon-Gemische nach extrazelluldr aussto3en konnen, dienen dariiber hinaus
als grof3er Pool fiir intravaskulédren tissue factor (TF), was fiir eine Rolle in der Thrombogenese
spricht %, Dariiber hinaus spielen dass Eosinophile eine wichtige Rolle in der Stentthrombose
beim Myokardinfarkt, was einen Hinweis darauf gibt, dass sie via Eosinophilen-assoziiertem

tissue factor prothrombotisch wirken konnten '8!,
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1.7.2  B-und T- Lymphozyten

Bei den Lymphozyten, die etwa 20-50% der Blutleukozyten ausmachen, unterscheidet man die
beiden Hauptgruppen B- und T-Lymphozyten, wobei die T-Zellen etwa 70-80% der Lympho-
zyten ausmachen. Die Hauptfunktion der Lymphozyten besteht in der spezifischen Immunant-
wort. Durch bestimmte Antigene stimuliert, differenzieren B-Lymphozyten zu Plasmazellen
und bilden spezifische humorale Antikorper gegen diese Antigene. T-Lymphozyten dagegen
bewirken eine spezifische zelluldre Immunreaktion. Man unterteilt sie weiter in CD4- und CD8-

positive T-Zellen, je nachdem, welches von beiden Molekiilen exprimiert wird ®.

Lymphozyten spielen eine wichtige Rolle in der Atherosklerose und tragen so indirekt zur

Thrombogenese bei, wobei hierbei viele Mechanismen noch unklar sind.

Die Subgruppen der T-Zellen konnen dabei entweder eine proatherogene, oder eine atheropro-
tektive Rolle spielen. CD4-positive T-Zellen z.B. konnen die Atherosklerose beschleunigen. So
etwa die Tul- Zellen, eine Subgruppe der CD4-positiven Zellen, die Interferon-y produzieren

und zahlreich in atherosklerotischen Lisionen vorkommen %2,

Bei den B-Zellen unterscheidet man die beiden Hauptgruppen B1- und B2-Zellen, deren Rolle
in der Atherosklerose nach wie vor diskutiert wird. Insgesamt gehen Studien von atheroprotek-
tiven, als auch proatherogenen Funktionen der B-Zellen je nach Subgruppe aus. B1- Zellen
scheinen dabei liber die Bildung von IgM-Antikdrpern atheroprotektiv zu wirken, wohingegen
die B2-Gruppe atherosklerotische Lésionen eher fordert '#*. Beim Menschen konnte gezeigt
werden, dass bestimmte Subgruppen der B-Zellen, die CD19+/CD40+ exprimieren, mit einem
verringerten Schlaganfallrisiko, CD19+/CD86+ exprimierende B-Zellen jedoch mit einem er-

hohten Schlaganfallrisiko assoziiert sind '8¢,
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1.8 Fragestellung

Das Ziel dieser explorativen Arbeit war es, durch den Vergleich von humanen Thromben von
Patienten mit akutem Myokardinfarkt und ischdmischem Apoplex folgende Fragen zu beant-

worten:

Erstens, gibt es Gemeinsamkeiten bzw. Unterschiede im morphologischen Autbau der Throm-
ben, insbesondere hinsichtlich ihrer Atiologie? Wie ist die Verteilung von den Hauptakteuren
der primdren und sekundidren Hadmostase, d.h. Thrombozyten und Fibrin, innerhalb der ver-

schiedenen Thromben?

Zweitens, welchen Einfluss haben bestimmte Zellen der Immunothrombose auf die Zusammen-
setzung der arteriellen Thromben? Diesbeziiglich sollte die Frage beantwortet werden, ob es
Unterschiede gibt hinsichtlich der Monozyten und neutrophilen Granulozyten. In diesem Zu-
sammenhang wurden auch die von den neutrophilen Granulozyten gebildeten NETSs untersucht.
Weiterhin sollte auch die Frage nach der Beteiligung bzw. den Unterschieden weiterer Zellen
wie der eosinophilen Granulozyten und der Lymphozyten in den Myokardinfarkt- und Apop-

lexthromben beantwortet werden.

Drittens, hat die Zusammensetzung des Thrombus, vor allem in Bezug auf die Immunothrom-
bose, Einfluss auf klinische Parameter? Ergeben sich aus den Ergebnissen Hinweise, die viel-

leicht zu neuen Therapieansitzen der arteriellen Thrombose beitragen konnen?
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2 Material

2.1 Chemikalien und Losungen

e Aceton 2,51 (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

e Albumin Fraktion V 200g (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

e Anilinblau 500ml (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, Pennsylvania, USA)

e Biebrich -Scharlachrot- Losung 1% 500ml (ScyTek Laboratories, Logan, Utah, USA)

e Dako REAL™ Detection System, Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse (Dako, Hamburg,
Deutschland)

e Donkey serum (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland)

e Ethanol 2,51 (Merck, Darmstadt, Deutschland)

e Einbettmedium Tissue-Tek® O.C.T. Compound 125ml (Sysmex, Horgen, Schweiz)

e FEindeckmedium Dako Fluorescence mounting medium 15ml (Dako, Hamburg,
Deutschland)

e FEindeckmedium Eukitt quick-hardening medium (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland)

e Eisenhdmalaunlosung 500ml (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, Pennsylvania,
USA)

e FEosin-G-Losung 0,5% 500ml (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

e Formaldehydlosung 4% 1000ml (Microcos, Garching, Deutschland)

e Formaldehyd- Losung 16% 10ml (ThermoFisher Scientific, Rockford, USA)

e Goat serum (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland)

e Hoechst 33342 10mg/ml (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland)

e Isopropanol 2,51 (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

e Lithiumcarbonat 99,99% (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

e Mayers- Hamatoxylin 500ml (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, Pennsylvania,
USA)

e Natronlauge 2mol/l 1000ml (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

e Natriumcitratdihydrat (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

e Paraplast Plus ® Tissue embedding medium 1000g (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland)

e PBS pH 7,4 (10x) 500ml (ThermoFisher Scientific, Rockford, USA)
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e Pikrinsdure Orange G 500ml (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, Pennsylvania,
USA)

e Phosphowolframsiure 1% 500ml (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, Pennsylva-
nia, USA)

e Ponceau-Fuchsin 500ml (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, Pennsylvania, USA)

e Salzsdure 2mol/l 1000ml (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

e Saponin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

e Trishydroxymethylaminomethan- Puffer pH 7,6 (Dako, Hamburg, Deutschland)

e Tween 20® (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

o Wasserstoffperoxid-Losung 30% (Sigma-Aldrich, Tautkirchen, Deutschland)

o Weigerts Eisenhdmatoxylin Losung A 500ml (Electron Microscopy Sciences, Hatfield,
Pennsylvania, USA)

o  Weigerts Eisenhdmatoxylin Losung B 500ml (Electron Microscopy Sciences, Hatfield,
Pennsylvania, USA)

e Xylol 2,51 (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

e Zitronensduremonohydrat (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

2.2 (Verbrauchs-) Materialien

e Bechergliaser 100ml, 2000ml (Duran, Wertheim/Main, Deutschland)

e Deckgliser Menzel 24x50mm (Thermo Scientific, Braunschweig, Deutschland)
¢ FEinbettkassetten (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

e Entsorgungsbeutel 200x300mm (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

e Eppendorfgefile 0,5ml, 1,5ml, 2ml, Sml (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
e Falcon 15ml (Corning, Corning, New York, USA)

e Firbekammer (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

e Firbekdsten nach Hellendahl 76x26 mm (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

e Firbekdsten nach Schiefferdecker 89x 71x 46 mm (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
e Fasstrichter (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

e Fliachendesinfektionsmittel Bacillol AF 1000ml (Bode, Hamburg, Deutschland)
e Héndedesinfektionsmittel Sterilium 500ml (Bode, Hamburg, Deutschland)

e Handschuhe Vasco (Braun, Melsungen, Deutschland)

e Holzmundspatel (Medi-Inn, Hirten, Deutschland)
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e Immersionsdl Imersol 518F 20ml (Zeiss, Jena, Deutschland)

e Klarglasflaschen 1000ml (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

o Kryotomklingen S35 (Feather, Osaka, Japan)

e Liquid Blocker Super PAP Pen (Science Services, Miinchen, Deutschland)

e Mikrotomklingen S35 (Feather, Osaka, Japan)

e Objekttragerboxen (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

e Objekttragermappen (Heathrow Scientific, Vernon Hills, Illinois, USA)

e Objektiv- Reinigungspapier (Tiffen, Haupppauge, New York, USA)

e Objekttrager Superfrost Plus Menzel 25x75x1,0mm (Menzel, Braunschweig, Deutsch-
land)

e Objekttriagerhalter 75x25x1mm (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

e Paraffinentferner (Medite, Burgdorf, Deutschland)

e Parafilm laboratory film ,,M* (Bemis, Neenah, Wisconsin, USA)

e Pinsel (Faber-Castell, Stein, Deutschland)

e Pinzette 8mm (FST, Heidelberg, Deutschland)

e Pipetten 2,5ul, 10ul, 20ul, 100ul, 1000ul (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

e Pipettenspitzen 0,1-10ul, 0,5-20ul, 2-200ul, 50- 1250ul (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland)

e Pipettenspitzen ep T.I.P.S 0,5- 20ul (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

e Prizisionswischtiicher 11x 21cm (Kimberly-Clark, Koblenz/Rheinhafen, Deutschland)

e Spatel Macro Green 310mm (VWR, Darmstadt, Deutschland)

e Stripetten Sml, 10ml, 25ml, 50ml (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

e Transferpipetten 3,5ml (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland)

e Wigepapier 10x13cm (neoLab, Heidelberg, Deutschland)

o  Weithalsgewindeflaschen 200ml, 500ml (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

e  Wischtiicher Wypall X80 (Kimberly-Clark, Koblenz/Rheinhafen, Deutschland)

2.3  Gerite

e Abzug 2-453-DAHD (Kéttermann, Uetze/Hénigsen, Deutschland)
e Dampfkochtopf Silit (WMF, Geislingen/Steige, Deutschland)

e QGefrierschrank -20°C (Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA)
e QGefrierschrank -80°C (Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA)
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24

Gewebeeinbettautomat Citadel 1000 (Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA)
Inkubator BD (Binder, Tuttlingen, Deutschland)

Kochplatte Severin 1091 (Severin, Sundern, Deutschland)

Konfokalmikroskop Leica TCS SP5 (Leica, Wetzlar, Deutschland)

Kryotom CryoStar NX70 (Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA)

Kiihlplatte COP30 (Medite, Burgdorf, Deutschland)

Kiihlschrank 4°C (Liebherr, Biberach an der Rif3, Deutschland)

Lichtmikroskop Leica DM LB (Leica, Wetzlar, Deutschland)

Magnetrithrer RCT basic (IKA, Staufen, Deutschland)

Mikroskop Leica DM6 B (Leica, Wetzlar, Deutschland)

Mikroskop Zeiss Axio Imager M2 (Zeiss, Jena, Deutschland)
Paraffinausgie3konsole Tissue-Tek Tec 5 (Sakura, Alphen aan den Rijn, Niederlande)
PC HP Workstation Z820 (HP, Palo Alto, Kalifornien, USA)

pH-Meter inLab ph 7110 (Xylem Analytics, Weilheim, Deutschland)
Pippetierhelfer accu-jet pro (Brand, Wertheim, Deutschland)

Plattformschiittler Duomax 1030 (Heidolph, Schwabach, Deutschland)
Prazisionswaage EW 3000 2M (Kern, Balingen, Deutschland)
Rotationsmikrotom Microm HM 340E (ThermoFisher Scientific, Rockford, USA)
Slide Scanner NanoZoomer 2.0 HT C9600 (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan)
Vortex-Gerit Vortex Genie 2 (Scientific Industries, Bohemia, New York, USA)
Wasserbad 1052 (GFL, Burgwedel, Deutschland)

Zentrifuge 5180R (Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge 5424 (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Software

AxioVision Version SE64 4.9 (Zeiss, Jena, Deutschland)

CampThrombus Version 1.0 (Lichao Wang, Helmholtz Zentrum Miinchen, Deutsch-
land)

Graphpad Prism 5 (GraphPad Software Inc., La Jolla, Kalifornien, USA)

Leica Application Suite X (Leica, Wetzlar, Deutschland)

NDP.view2 (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan)
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2.5 Antikorper

Methode Primér- Hersteller Verdiinnung  Isotyp-

kontrolle

antikorper

T-Lympho- | CD3 Kryo/Paraffin | Mouse MRQ-37 Sigma-Aldrich | 1:500
zyten
Monozyten | CD14 Kryo Mouse MSE2 BD Pharmin- | 1:50 Mouse
gen 1gG2a,k
CD14 Paraffin Goat AHP1059 Bio-Rad 1:50 Goat IgG
CD16 Kryo/Paraffin | Rabbit ab94773 Abcam 1:50 Rabbit IgG
B-Lympho- | CD20 Kryo/Paraffin | Mouse L26 Dako (M0755) | 1:500
zyten
Throm- CD41 Kryo Mouse M148 Abcam 1:100 Mouse IgG1
bozyten (ab11024)
CD41 Paraffin Rabbit orb167512 Biozol 1:100 Rabbit IgG
Leukozyten | CDA45 Kryo/Paraffin | Mouse HI30 BioLegend 1:100 Mouse IgG
Fibrino- Fibrinogen Kryo/Paraffin | Rabbit A0080 Dako 1:200 Rabbit IgG
gen/Fibrin
Neutro- NE Kryo/ Paraffin | Rabbit ab68672 Abcam 1:150 Rabbit IgG
phile Gra-
nulozyten

Tabelle 1: Liste verwendeter humaner Priméarantikdrper und Isotypkontrollen

Methode Hersteller

Sekundérantikorper

CD14 Kryo Donkey anti-mouse alexa fluor ThermoFisher
488

Paraffin Donkey anti -goat alexa fluor 488 | ThermoFisher
CD16 Kryo/Paraffin Donkey anti-rabbit alexa fluor 594 | ThermoFisher
CD41 Kryo Goat anti-mouse alexa fluor 488 ThermoFisher

Paraftin Goat anti-rabbit alexa fluor 594 ThermoFisher
CD45 Kryo/Paraffin Goat anti-mouse Cy3 LifeTechnologies
Fibrinogen/Fibrin Kryo Goat anti- rabbit alexa fluor 594 ThermoFisher

Paraffin Donkey anti-rabbit alexa fluor 594 | ThermoFisher
NE Kryo/Paraffin Goat anti-rabbit alexa 594 ThermoFisher

Tabelle 2: Liste verwendeter Sekundérantikorper
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3 Methoden

3.1 Rekrutierung der Patienten und Gewinnung der Thromben

3.1.1 Einverstdndniserklarung und Ethikvotum

Die Studie stellte eine Kollaboration mit der Neurologie/Neuroradiologie des Klinikums rechts
der Isar und Medizinischen Klinik I der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen dar. Einge-
schlossen wurden in diese Studie nur Patienten, die eine schriftliche Einverstdndniserklarung
zur Verwendung des thrombotischen Materials und der klinischen Daten abgaben. Fiir diese
Studie lag ein positives lokales Ethikvotum vor (Ethikkommission der Medizinischen Fakultét
der Technischen Universitit Miinchen, Klinikum rechts der Isar Projektnummer 5518/12, Deut-
sches Herzzentrum Projektnummer 4007/11a und Ethikkommission der Ludwig-Maximilans-

Universitidt Miinchen Projektnummer 18-343).

3.1.2 Patienten mit akutem Myokardinfarkt

Die Kohorte der Patienten mit Myokardinfarkt bestand aus 120 Patienten. Eingeschlossen in
diese Studie wurden Patienten, bei denen das thrombotische Material aus der betroffenen Ko-
ronararterie mittels Absaugkatheter zur histologischen Analyse entfernt werden konnte. Aus-
geschlossen wurden davon 25 Patienten mit nicht vergleichbaren Atiologien (Stentthrombosen,
vendsem Bypass, perioperativer Embolisation), 19 mit letztlich unvollstdndiger Farbung oder
unvollstindigem Material, sowie 4 mit falscher Zuordnung. Die eingeschlossenen 72 Patienten
teilten sich aufin: 45 Patienten mit STEMI, 23 Patienten mit NSTEMI, 3 Patienten mit stabiler
Angina pectoris und ein Patient mit kardiogenem Schock, bei dem keine Information iiber

STEMI oder NSTEMI vorlag.

Bei Aufnahme berichteten die eingeschlossenen Patienten zumeist von typischen klinischen
Symptomen, die einen Hinweis auf das Vorliegen einer myokardialen Ischdmie gaben (s. Ka-
pitel 1.4.3.2). Zudem zeigten sich laborchemisch erhdhte myokardiale Marker und/oder Isché-
mie- typische EKG-Verinderungen. Aufgrund dessen wurde die Indikation zur Herzkatheter-
untersuchung gestellt, in der eine Revaskularisierung des Zielgefdfles mittels Thrombusaspira-
tion durch einen speziellen Katheter (Pronto™, Extraktionskatheter, Vascular Solutions, Min-

neapolis, USA), gefolgt von einer perkutanen Koronarintervention inklusive Stentimplantation



3 Methoden 45

durchgefiihrt wurde. Direkt im Anschluss an die Intervention wurden die Blutgerinnsel kryo-

konserviert, d.h. in fliissigem Stickstoff bei -196°C schockgefroren.

3.1.3 Patienten mit akutem ischdmischem Apoplex

Als zweite Patientengruppe fiir diese Arbeit wurden Material von 137 Patienten mit ischdmi-
schem Apoplex gesammelt. Von diesen wurden insgesamt 71 Patienten mit ischidmischem
Apoplex des sogenannten vorderen Stromgebiets eingeschlossen. Zur Subgruppenanalyse des
Ursprungs dieser Apoplexthromben wurde die TOAST- Klassifikation verwendet (s. 1.5.1).
Eingeschlossen wurden dadurch Apoplexpatienten, deren Thromben sich der Kategorie

TOAST 1 (n=15), TOAST 2 (n= 35) oder TOAST 5 (n=21) zuordnen lieen.

Ausgeschlossen wurden dagegen Patienten mit Infarkten im sogenannten Basilarisstromgebiet,
Thromben aus der TOAST-Gruppe 3 und 4 oder solche, deren thrombotisches Material unge-
niigend bzw. qualitativ schlecht war und bei denen keine Einverstandniserkldrung zur Stu-

dienteilnahme vorlag.

Unter Beriicksichtigung individueller klinischer Umstéinde und nach Indikationsstellung zur
mechanischen Rekanalisation, wurden diese Patienten in einem Zeitfenster von bis zu maximal
6 Stunden nach Symptombeginn nach Standardprotokoll der Neuroradiologie des Klinikums
rechts der Isar therapiert. Dies erfolgte in Allgemeinanésthesie mittels eines distalen Zu-
gangskatheters ohne proximale Ballonokklusion. Abhingig von der individuellen Situation
wurde einer der folgenden Stent-Retriever verwendet: Solitaire 4-20, Solitaire 6-30 (ev3 En-
dovascular Inc., Plymouth, MN, USA), Trevo, Trevo pro 4 (Concentric Medical Inc., Mountain
View, CA, USA) oder Penumbra Pulse (Penumbra Inc.,Alameda, CA, USA).

Das durch dieses Verfahren geborgene Thrombusmaterial wurde unmittelbar nach der Inter-
vention in 4%igem Formalin fixiert. Bei 44 dieser Patienten wurde vor Intervention eine intra-

vendse Lysetherapie mittels rtPA durchgefiihrt.

3.1.4 Erhebung klinisch-interventioneller Parameter der Apoplexpatienten

Zusétzlich wurden bei den Apoplexpatienten Parameter beziiglich der Intervention und des kli-

nischen Outcome erhoben, die mit den Ergebnissen der Farbungen korreliert wurden.
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Als Interventionsparameter (in Minuten) dienten die Zeit von Symptombeginn bis zum Start
der Angiografie (= Zeit bis zur Behandlung). Dann die Zeit zwischen der ersten Angiografie
nach der Aortenbogensondierung und der abschlieBenden Angiografie nach der mechanischen
Rekanalisation (= Rekanalisationszeit), sowie die Zeit zwischen Symptombeginn und dem
Ende der Rekanalisation (= Gesamtzeit). Dariiber hinaus wurde die Anzahl der ndtigen Reka-

nalisationsmandver bestimmt.

Als klinische Scores wurden die National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS) vor der
neuroradiologischen Intervention (= NIHSS pre) bzw. am Tag der Entlassung (= NIHSS post)
verwendet. Die NIHSS bildet ein Scoresystem von 0 (= kein Defizit) bis 42 (= maximales De-
fizit) Punkten zur Beurteilung eines akuten Schlaganfalls im Rahmen einer neurologischen Be-
funderhebung, wobei ein hoherer Punktewert fiir einen ausgedehnteren Schlaganfall spricht. In
die NIHSS flieBen neurologische Affektionen z.B. der Vigilanz, Sprache, (Okulo-)Motorik und
der Sensibilitdt Patienten mit ein, fiir welche abhdngig vom Schweregrad unterschiedliche
Punktzahlen vergeben werden. Die NIHSS dient hauptsichlich der Ausgangs- und Verlaufsbe-

urteilung eines akuten Apoplex und ist von erfahrenen Arzten in kurzer Zeit durchfiihrbar '*°.

Um den klinischen Langzeitstatus der Patienten, d.h. das klinische Outcome, zu beurteilen,
wurde die modifizierte Rankin- Skala 90 Tage nach Entlassung (= mRS 90d) erhoben. Die mRS
ist eine standardisierte Mal3zahl, die den Grad der Beeintridchtigung des Alltags der Patienten
nach einem Apoplex beschreibt. Sie wird unterteilt in sieben MaB3zahlen (0 bis 6) und reicht
von der Abwesenheit von Symptomen (mRS= 0) bis hin zum Tod infolge des Apoplex (mRS=
6), wie Tabelle 3 zeigt.
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Mal3zahl Ausmal der Beeintrachtigung nach einem Schlaganfall
0 Keine Symptome
1 Keine relevante Beeintrichtigung

Alltagsaktivitédten ausfiihrbar

2 Leichte Beeintrichtigung
Einschrankungen im Alltag, Versorgung ohne Hilfe moglich

3 Mittelschwere Beeintrichtigung
hilfsbediirftig im Alltag, ohne Hilfe gehfdhig

4 Hohergradige Beeintrichtigung

hilfsbediirftig bei Korperpflege, nicht ohne Hilfe gehfahig
5 Schwere Behinderung

Patient benétigt stindige pflegerische Hilfe, Bettlagrigkeit, Inkontinenz
6 Tod

Tabelle 3: Modifizierte Rankin-Skala (nach %)

3.1.5 Ubersicht- Einschluss der Myokardinfarkt- und Apoplexpatienten

Eingeschlossen wurden wie oben beschrieben insgesamt 72 Patienten mit akutem Myokardin-
farkt und 71 mit ischimischem Apoplex. Die Apoplexgruppe wiederum wurde nach Atiologie

in die TOAST 1- (n=15), TOAST 2- (n=35) und TOAST 3- (n=21) Gruppe unterteilt.

TOAST 1

(n 15)

Apoplex TOAST 2

Patlenten =7t (n=35)
(n — Myokardlnfarkt TOASTS

(n 72)

(n 21)

Abbildung 7: Ubersicht iiber die eingeschlossenen Patienten der Apoplex- und Myokardinfarktgruppe
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3.2 Aufarbeitung der Apoplexthromben fiir die Histologie

Die entnommenen Thromben der Patienten mit Apoplex wurden direkt in eine verdiinnte und
phosphatgepufferte 4%ige Formaldehydlosung gegeben und fixiert. Nach spétestens 48 Stun-
den wurden diese Thromben in 70%iges Ethanol {iberfiihrt. In einem vollautomatischen Gewe-
beeinbettautomaten wurden die fixierten Thromben nach folgendem Protokoll in einer auf- und

absteigenden Alkoholreihe entwéssert:

Ethanol 70% (60min), Ethanol 70% (60min), Ethanol 96% (60min), Ethanol 96% (60min),
Ethanol 96% (60min), Ethanol 100% (60min), Ethanol 100% (60min), Ethanol 100% (60min),
Xylol (90min), Xylol (90min), Paraplast (90min), Paraplast (90min).

AnschlieBend wurden die Thromben mithilfe einer AusgieBstation waagrecht fiir Langsschnitte
in Paraffin eingebettet. Abgekiihlt wurde das Paraffin auf einer Kélteplatte, woraufhin das Pra-

parat aus der AusgieBwanne entfernt werden konnte.

Fiir die Anfertigung von Sum dicken Schnitten aus den Paraffinblocken wurde ein Rotations-
mikrotom verwendet. Je nach GroBle des Thrombus wurden mindestens 2 serielle Schnitte an-
gefertigt, mit einem Pinsel und einer Pinzette angehoben und in ein 42°C warmes Wasserbad
tiberfiihrt, um faltenfreie Schnitte zu erhalten. Nachfolgend wurden die Schnitte auf beschich-
tete Objekttrager aufgebracht und liber Nacht in einen Trockenschrank bei 37°C gelagert, um
einerseits die Haftung auf den Objekttragern zu verbessern, andererseits aber auch keine Anti-

gene durch eine zu hohe Temperatur zu denaturieren.

3.3 Aufarbeitung der Myokardinfarktthromben fiir die Histologie

Die mithilfe eines Absaugkatheters gewonnenen Thromben der Patienten mit akutem Myokar-
dinfarkt wurden in kleine Eppendorf-Behélter liberfiihrt und anschlieend in fliissigem Stick-
stoff kryokonserviert. Im Anschluss daran wurden die Proben bei -80°C gelagert.
Zur Anfertigung der Spm dicken Schnitte wurde ein Kryotom verwendet. Die eingefrorenen
Thromben wurden mit Hilfe von Einbettmedium (Tissue-Tek) bei -25°C auf vorgekiihlte Stem-
pel fixiert. Jeweils zwei serielle Schnitte des Thrombus wurden auf einen beschichteten Objekt-
trager aufgebracht und anschlieBend in einem Gefrierschrank bei -20°C in Objekttragerboxen

zur Aufbewahrung gelagert.
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3.4 Histologische Farbungen mit Fiarbelosungen
3.4.1 Héamatoxylin-Eosin Farbung

Um Leukozyten, Erythrozyten und Fibrin/Thrombozyten-Areale differenzieren zu konnen
wurde die Hdmatoxylin-Eosin-Farbung nach dem Farbeprotokoll der Firma Merck durchge-
fiihrt '8, Zellkerne stellen sich in der HE-Firbung dunkelblau, Erythrozyten rot und Fib-
rin/Thrombozyten-Areale rosa dar. Die Paraffinschnitte der Apoplexthromben wurden in typi-
scher Weise zunidchst in 100% Xylol und dann in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffi-

niert und rehydratisiert.

Anschlieend wurden die Schnitte 3 Minuten in Mayers Himalaun- Losung geféarbt und we-
nige Sekunden in 0,1%iger HCI-Losung gespiilt. Danach folgte die Differenzierung in flie-
endem Leitungswasser fiir 5 Minuten und im nichsten Schritt die Farbung in 0,5%iger Eo-
sin-G-Losung fiir 3 Minuten. Die Schnitte wurden danach fiir 30 Sekunden in Leitungswasser
gesplilt. Zum Schluss wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und

mit Eukitt mounting medium mit Deckglédschen versehen.

Die Kryoschnitte der Myokardinfarktthromben wurden fiir die Himatoxylin-Eosin-Farbung zu-
néchst in 100%igen Aceton fiir 15min bei -20°C fixiert. AnschlieBend wurden sie luftgetrock-
net, fiinf Minuten in eine Hidmalaun-Losung eingetaucht und danach kurz in Aqua dest. und
fiinf Minuten in Leitungswasser gespiilt. Zur Anfarbung des Zytoplasmas folgte dann die drei-
miniitige Farbung in 0,5%iger Eosin-Losung und das abermalige Spiilen in Leitungswasser.
Zuletzt wurden die Schnitte in eine aufsteigende Alkoholreihe gegeben, in Xylol getaucht und

zum Schluss mit Deckgldschen versehen.

3.4.2 Carstairs- Farbung

Um Fibrin, Thrombozyten und Erythrozyten gemeinsam darzustellen, ihre Verteilung innerhalb
des Thrombus zu visualisieren und so die Heterogenitit der einzelnen Thromben abbilden zu
konnen, wurde die Carstairs- Farbung verwendet. Die benétigten Féarbelosungen wurden von
der Firma Electron Microscopy Sciences (EMS, Hatfield, Pennsylvania, USA) bezogen und das
Protokoll modifiziert '*’. Die Paraffinschnitte wurden vor den Firbeschritten 15min bei 55°C

im Brutschrank gelagert.

Fibrin stellt sich in der Carstairs-Farbung orange bis rétlich dar, Thrombozyten blau bis grau,

Erythrozyten rot, Kollagen hellblau und Muskulatur rot.
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Folgendes Protokoll wurde verwendet:

Zunichst wurden die Paraffinschnitte in folgender Reihenfolge entparaffiniert und rehydrati-
siert: 2x5min Xylol, 2x3min Ethanol 100%, 1x3min Ethanol 95%, 1x3min Ethanol 80%,

I1x3min Ethanol 70%, 3x Wechsel in Leitungswasser bei Raumtemperatur.

Danach folgte das Beizen in Eisenhdmalaunldsung fiir fiinf Minuten, gefolgt von drei Wechseln
in Leitungswasser bei Raumtemperatur. Als ndchstes wurden die Schnitte mit Mayers-Hédma-
toxylin fiir flinf Minuten gefarbt und dann 10min unter lauwarmem Leitungswasser gewaschen.
Anschlieend folgte die Farbung mit Pikrinsédure Orange G- Losung flir 45min, kurzes Spiilen
in Aqua dest. und die Farbung mit Ponceau-Fuchsin fiir drei Minuten. Danach wurden die
Schnitte abermals in Aqua dest. gespiilt (drei Wechsel) und schlielich in 1%iger Phosphowolf-
ramsdure differenziert fiir 7min. Der letzte Farbeschritt wurde mit Anilinblau durchgefiihrt fiir

30min, gefolgt von einem weiteren Spiilen in Aqua dest. mit drei Wechseln.

SchlieBlich wurden die Schnitte in aufsteigender Alkoholreihe entwissert nach folgendem
Schema: 3x Wechsel in Leitungswasser, 15 dips in Ethanol 70%, 15 dips in Ethanol 80%, 15
dips in Ethanol 95%, 15 dips in Ethanol 100%, 15 dips in Xylol I, 3 dips in Xylol II.

Danach wurden die Schnitte mit Eukitt eingedeckt und unter dem Abzug getrocknet.

Um die Carstairs-Féarbung in den kryokonservierten Myokardthromben anzuwenden, wurden
dieselben Farbelosungen wie bei den Paraffinschnitten verwendet. Zu Beginn wurden die
Schnitte bei Raumtemperatur 40min mit 4%igen PFA fixiert und anschlieBend kurz in PBS
gewaschen. Das Protokoll folgt dem der Féarbung fiir Paraffinschnitten, wurde jedoch an einigen
Stellen modifiziert. So wurde die Fiarbedauer von Mayer’s Hamatoxylin auf 7min verldngert,
ebenso die Farbedauer von Pikrinsdure Orange G auf 1h, Ponceau-Fuchsin auf S5min und Ani-
linblau auf 45min. Die Schritte der Dehydrierung wurden verkiirzt, um eine schnelle Entfér-

bung des Gewebes zu vermeiden.

3.4.3 Luna- Farbung

Um eosinophile Granulozyten zu farben, wurde die Luna-Féarbung angewandt. Diese stellen
sich in der Farbung rot dar, ebenso wie Erythrozyten. Zellkerne werden blau angefarbt, wiahrend

der Hintergrund vorwiegend hellblau bis weif3 erscheint.

Vor der Firbung wurden die Paraffinschnitte in typischer Weise entparaffiniert und rehydriert

(siehe Kapitel 3.4.1).
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Die Féarbung selbst wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Zuerst wurden die Schnitte mit 1%iger wiéssriger Himatoxylin-Biebrich Losung flinf Minuten
gefdrbt. AnschlieBend wurden sie in 1%iger HCI-Losung, die in 70%igen Ethanol verdiinnt
wurde differenziert (acht langsame dips). Dann wurden sie fiinf Minuten in Leitungswasser
gewaschen. Es folgte die Farbung mit 0,5%iger Lithiumcarbonat- Losung (5 langsame dips)

und das abermalige Waschen in laufendem Leitungswasser fiir zwei Minuten.

Die Paraffinschnitte wurden dann in aufsteigender Ethanolreihe, beginnend mit Ethanol 95%,
iiber Ethanol 100% bis Xylol 100% dehydriert (je zwei Wechsel, je zwei Minuten) und darauf-

hin eingedeckt mit Eukitt- Eindeckmedium.

Analog zur Farbung von eosinophilen Granulozyten in Paraffinschnitten wurde die Luna-Far-

bung in den kryokonservierten Schnitten durchgefiihrt.

3.5 Immunhistochemische Farbungen

3.5.1 Allgemeines Prinzip der Immunmarkierung

Allgemein beruht das Prinzip der Immunhistochemie oder Immunmarkierung auf der Bindung
von AntikOrpern an Antigene. Man unterscheidet die direkte Immunmarkierung von der indi-

rekten (s. Abb. 8).

Erstere ist eine Ein-Schritt-Methode, bei welcher der gegen das Antigen gerichtete Antikorper
mit einem Marker gekoppelt ist, der im Licht- oder Elektronenmikroskop sichtbar ist oder iiber
eine entsprechende Farbreaktion sichtbar gemacht wird. Die indirekte Immunmarkierung dage-
gen ist meist eine Zwei-Schritt-Methode, bei der nicht der Primérantikdrper, sondern ein Se-
kundédrantikorper, der gegen den Primérantikorper gerichtet ist, mit einem Marker (bspw. einem
Fluorochrom) gekoppelt ist. In einem anderen Tier wird dieser gegen das IgG des Tieres her-
gestellt, welches den Primérantikorper produziert hat, und bindet an die Fc-Region des Pri-
marantikorpers, was den Vorteil der Signalverstiarkung hat, da mehrere Sekundérantikdrper an

den Primérantikorper binden kénnen 88,
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direkte indirekte
Immunmarkierung Immunmarkierung
oll® Marker

Antikorper
@ / ¢
) — Primar-
markierter antikérper
) Sekundar-
Antigen antikorper
Antigen

Abbildung 8: Direkte und indirekte Immunmarkierung (mit freundlicher Genehmigung von !%%)

Die Tierart, aus welcher der Primérantikdrper stammt, sollte dabei nicht identisch sein mit der
Tierart des zu markierenden Gewebes. Um eine optimale Bindung des Sekundirantikdrpers an

den Primérantikorper zu erreichen, muss auf folgendes geachtet werden:

Der Sekundérantikdrper muss gegen die Spezies gerichtet sein, in welcher der Priméarantikorper
produziert wurde. Des Weiteren muss der Sekunddrantikorper bei einem polyklonalen Pri-
mirantikdrper (Hauptbestandteil IgG) anti-IgG sein. Bei einem monoklonalen Primérantikor-
per einer IgG- Unterklasse wiederum kann der Sekundérantikdrper gegen diese Unterklasse
gerichtet oder anti-IgG (Fap) sein. Bei einem monoklonalen Primérantikorper der IgM- Klasse

die Verwendung der Sekundirantikorper anti-IgM oder anti-IgG (Fab) moglich '8,

3.5.2 Protokoll der Immunfluoreszenzfarbungen

Sdmtliche Immunfluoreszenzfarbungen wurden nach folgendem Standardversuchsprotokoll

durchgefiihrt und modifiziert '*°.

Die Paraffinschnitte wurden in typischer Weise entparaffiniert und rehydriert und fiir kurze Zeit
in PBS 1:10 belassen. Da durch die Fixierung der Gewebe durch Paraffin und Formalin (FFPE)
Proteine quervernetzt und zugehorige Epitope von entsprechenden Antikorpern nicht mehr er-
kannt werden konnen '°°, wurden die Schnitte zur Antigendemaskierung anschlieBend 7min in
einem auf pH 6 eingestellten Citronensduremonohydratpuffer (2,1 g/l) in hitzestabilen Plas-

tikkiivetten gekocht. Zur Abkiihlung wurden sie fiir Smin in PBS 1:10 gebracht.
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Zum Auftauen wurden die bei -20°C gelagerten Kryoschnitte zundchst fiir 15min bei Raum-
temperatur in einer lichtundurchldssigen Farbekammer gelagert. Um ein Austrocknen der
Schnitte zu verhindern, wurde die Farbekammer mit Wasser befiillt. Wie auch bei der
Féarbung der Paraffinschnitte wurden alle Farbeschritte in der Farbekammer durchgefiihrt. Die
Priparate auf dem Objekttriger wurden mit einem Fettstift umfahren zur Schaffung eines hyd-
rophoben Mediums um das Gewebe, um die aufgetragenen Losungen darauf zu halten. An-
schlieBend wurde auf jeden Schnitt 100ul Formaldehydlosung 4% pipettiert und somit das Ge-
webe 10min fixiert. Nachfolgend wurden die Schnitte fiir 3x5min in PBS + Tween 0,1% gewa-

schen.
Das weitere Farbeprocedere der Paraffin- und Kryoschnitte wurde wie folgt durchgefiihrt:

Nach dem Waschen mit PBS, wurde die Waschldsung vorsichtig abgeklopft und die Schnitte
wiederum mit einem Fettstift umrundet. Es wurde darauf geachtet, die Zeit zwischen jedem

Farbeschritt so kurz wie mdglich zu halten, um ein Austrocknen der Priparate zu verhindern.

Zur Blockierung unspezifischer Bindungen wurde je Schnitt 100ul Blockldsung pipettiert (3%
BSA, 10% Esel- oder Ziegenserum, 0,5% Saponin). Saponin wurde verwendet, um die Zellen

zu permeabilisieren. Die Blocklosung wurde fiir eine Stunde auf den Schnitten belassen.

Nachfolgend wurde die Blocklosung abgeklopft und der Primérantikorper in der jeweiligen
Verdiinnung (mit der Blocklosung) auf das Praparat (100pl/ Schnitt) pipettiert (siche Antikor-
pertabelle, Kapitel 2.5). Als Isotypkontrolle diente ein identischer Antikorper gleicher IgG-
Klasse, welcher gegen ein nicht relevantes Antigen gerichtet war. Ebenfalls wurde parallel an
einem weiteren Schnitt eine Kontrolle durchgefiihrt, wozu nur die Verdiinnungslésung ohne
entsprechenden Primérantikorper verwendet wurde (im Folgenden Negativkontrolle genannt).
Dies diente dem Ausschluss moglicher unspezifischer Bindungen. Die Inkubationszeit betrug

wiederum eine Stunde.

Danach wurden die Schnitte in Glaskiivetten in PBS+ Tween 0,1% fiir 3x5min gewaschen.
Tween ist ein Detergens, welches dazu eingesetzt wurde, ungebundene Antikorper vom Prépa-

rat zu waschen, um nachfolgend eine spezifische Antikdrperbindung zu ermdglichen ',

AnschlieBend wurde der entsprechende Sekundérantikrper (siehe Antikorpertabelle, Kapitel
2.5) in einer Verdiinnung 1:200 zusammen mit Hoechst 1:1000, das der Darstellung von Zell-
kernen auf die Schnitte mit dem Primérantikorper dient, dem Isotypantikorper und dem der

Negativkontrolle ohne Primdrantikorper pipettiert und jeweils eine Stunde inkubiert. Hoechst
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ist ein DNA- Fluoreszenzfarbstoff, der mit einem Emissionsmaximum von 461nm eine blaue

Fluoreszenz aufweist '°!.

Nach erneutem Waschen mit PBS + Tween 0,1% wurden 2 Tropfen Eindeckmedium auf die
Objekttrager mit den gefarbten Schnitten und ein Deckglas aufgebracht. Dabei wurde darauf
geachtet, dass sich das Medium gleichmiBig iiber dem Objekttrager verteilte und keine Luft-

blasen uber dem Gewebe verblieben.

Die Schnitte wurden dann in eine Objekttrigermappe gelegt und iiber Nacht im Kiihlschrank
bei 4°C belassen und am Folgetag abfotografiert.

3.5.3 Labeled (Strept-)Avidin-Biotin-Methode fiir die CD3 und CD20- Féarbung

Die labeled (Strept-)Avidin-Biotin-Methode, kurz LSAB-Methode, ist eine immunhistochemi-
sche Methode, die auf der indirekten Immunmarkierung basiert und sich die hohe Affinitét von

Streptavidin bzw. Avidin zum wasserlslichen Vitamin Biotin zunutze macht %2,

Avidin ist ein aus Hiihnereiweill gewonnenes tetrameres Glykoprotein, das vier Biotin-Mole-
kiile binden kann. Streptavidin wiederum ist ein Homolog des Avidins, genauer ein von dem
Bakterium Streptomyces avidinii produziertes Protein, das kein Glykoprotein ist und somit we-

niger unspezifische Bindungen als Avidin eingeht 3815,

000
0]
[

Antigen

O
e :
’ é )\ Primérantikorper

o Substrat/Chromogen

o Farbumschlag

Abbildung 9: Prinzip der LSAB-Methode (modifiziert nach '%°)
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Allgemein l4uft die LSAB- Methode (s. Abb. 9) nach folgendem Prinzip ab % :

Zunichst bindet ein primarer Antikdrper an das gewlinschte Antigen. Ein sekundérer biotiny-

lierter Briickenantikorper bindet an den Primérantikorper.

Enzymmarkiertes (Strept-)Avidin bindet an das Biotin des Briickenantikorpers. Es entsteht ein
Streptavidin- Enzymkonjugat. Danach folgt die Visualisierung durch Zugabe eines Chromo-
gens/ Substrats. Das Enzym (z.B. Peroxidase) wandelt das farblose Chromogen in einen Farb-

komplex um. Zuletzt wird mit Himalaun gegengefarbt, um Zellkerne identifizieren zu konnen.

Ein fiir die Peroxidase verwendbares Chromogen ist beispielsweise das 3,3- Diaminobenzidin-
tetrahydrochlorid (DAB). Peroxidase wird Wasserstoffperoxid als Substrat angeboten. Die frei-

werdenden Protonen oxidieren das zuvor farblose Chromogen zu einem braunen Farbkomplex.

Um T- und B- Lymphozyten darzustellen, wurde die CD3 -bzw. CD20 -Féarbung nach der oben
beschriebenen LSAB-Methode durchgefiihrt. CD3 ist ein spezifischer Oberflichenmarker der
T-Lymphozyten, CD20 der B-Lymphozyten °. Als Positivkontrolle wurden Schnitte von huma-

ner Milz bzw. Tonsille verwendet.

Fiir die Farbung von T-/B-Lymphozyten wurde ein auf der LSAB-Methode beruhendes Kit
(Dako Real Detection System, Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse, Dako, Hamburg, Deutsch-
land) verwendet, welches in einem Drei-Schritt-Verfahren eingesetzt wurde. Zunachst wurde
das Gewebe mit einem optimal verdiinnten primdren Maus- oder Kaninchenantikérper, danach
mit biotinylierten sekundiren Antikérpern und zuletzt mit Streptavidin- Peroxidase (HRP) in-
kubiert. Die Reaktion wurde mit dem DAB+- Chromogen sichtbar gemacht, was -wie oben

beschrieben- zu einem braunen Endprodukt fiihrte.

Folgendes Standardprotokoll '**> wurde angewandt und modifiziert (bei den Kryoschnitten ent-

fiel Schritt 1-3, sie wurden zuvor aufgetaut und in 4%igem Formalin fixiert):

Die Paraffinschnitte wurden bei 56°C iiber Nacht im Brutschrank gelagert. Wie folgt wurden
die Schnitte entparaffiniert und rehydratisiert: 2x10min Xylol, 2x5min Isopropanol 100%, Smin
Ethanol 96%, S5min Ethanol 70%, kurz Aqua dest. Anschliefend wurden die Schnitte im Citrat-
puffer (21 Aqua dest. + 2,1g Citronensduremonohydrat; mit NaOH auf pH 6 eingestellt) sieben
Minuten gekocht.

Kryoschnitte wurden zunéchst aufgetaut, in 4%igen Formalin fixiert und dann kurz in PBS 1:10

gewaschen.
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Die folgenden Protokollschritte waren fiir die Paraffin- und Kryoschnitte identisch:

Fiir 3x 2-3min wurden die Schnitte mit Tris-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurde die endo-
gene Peroxidase mit H2O2 3% (1,5ml H202 30% in 50ml Aqua dest.) blockiert. Es folgte ein
weiterer Waschschritt 3x 2-3min mit Tris-Puffer. Die Schnitte wurden dann mit dem 1:500
verdiinnten Primérantikérper (CD3 oder CD20) fiir eine Stunde inkubiert und wieder mit Tris-
Puffer gewaschen. Danach wurden 2-3 Tropfen des sekundéren biotinylierten Antikdrper pro
Objekttrager fiir 25min zugegeben und wiederum 3x 2-3min mit Tris-Puffer gewaschen. Da-
nach wurde Streptavidin-Peroxidase fiir 25min zugegeben, gefolgt von einem weiteren Wa-
schen mit Tris-Puffer. AnschlieBend wurde das DAB-Chromogen mit HRP-Substratpuffer fiir
3min auf die Schnitte pipettiert und die Farbentwicklung unter dem Mikroskop betrachtet. Es
folgte ein letzter Waschschritt mit Tris-Puffer und die Gegenfarbung mit Himalaun fiir 20 Se-
kunden. Danach wurden die Schnitte mit Leitungswasser klargespiilt, in Aqua dest. gegeben

und zuletzt in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert.

3.6 Lichtmikroskopie

3.6.1 Autbau des Lichtmikroskops

Die wichtigsten Komponenten des einfachen

Durchlichtmikroskops:

A= Okular
B= Objektiv
C= Objekttriager

D= Kondensor
E= Objekttisch
F= Beleuchtungsspiegel

Abbildung 10: Aufbau des Durchlichtmikroskops (mit freundlicher Genehmigung von '**)
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Der grundsitzliche Aufbau (s. Abb. 10) des Durchlichtmikroskops folgt folgendem Prinzip '8%:

Von einer Lichtquelle, die unten am Stativ befestigt ist, gelangt das Licht mittels Kollektorlin-
sen zu optional eingesetzten Filtern und wird am Beleuchtungsspiegel (F) vertikal umgelenkt.
Anschliefend gelangt das Licht durch eine Leuchtfeldblende, die den Préparatbereich, der
durchleuchtet wird, bestimmt. Als nidchste Komponente folgt der Kondensor (D), der meist die
Aperturblende beherbergt, liber die der auflésungsbegrenzende Beleuchtungswinkel eingestellt
wird. Es folgt der Objekttisch (E), der in x-, y- und z- Richtung verstellbar ist, mit dem Objekt-
trager (C). Danach kommen die im Objektivrevolver eingeschraubten Objektive (B) und
schlieBlich der Beobachtungstubus mit den darin befindlichen Okularen (A). Verfiigt der Be-
obachtungstubus iiber einen Dokumentationsausgang, kann hier {iber einen geeigneten Kamer-

aadapter eine Kamera verbunden sein.

3.6.2 Verwendete Mikroskope und Kameras

Fiir die lichtmikroskopischen Aufnahmen dieser Arbeit wurden das Zeiss AxioVision Imager
2 -Mikroskop mit einer AxioCam ICc 5 Kamera (Zeiss, Jena, Deutschland) und das Leica
DM6B- Mikroskop mit einer Leica DMC4500- Kamera (Leica, Wetzlar, Deutschland) verwen-
det. Lichtmikroskopische Aufnahmen wurden von der HE-, Carstairs-, Luna-, CD3- und CD20
Firbung angefertigt. Hierbei wurden sowohl Ubersichtsaufnahmen der gesamten Thrombusfli-
che (5fache VergroBerung), als auch Detailaufnahmen in 40facher und 63facher Vergroflerung

angefertigt.

3.7 Digitaler Praparatscanner

Um die Priparate einheitlich bei moglichst hoher Detailgenauigkeit abzufotografieren, wurden
diese in 40facher VergroBerung aufgenommen. Die sogenannte Mosaikfunktion der Mikro-
skope, bei der Einzelbilder in n-facher Vergroflerung aufgenommen und wie bei einem Mosaik
digital zusammengesetzt werden, ist fiir Priparate einer bestimmten Grofe impraktikabel. Statt-
dessen wurde der digitale Priaparatscanner NanoZoomer 2.0 HT von Hamamatsu verwendet.
Dieser bedient sich statt der herkémmlichen Mosaikfunktion einer Hochgeschwindigkeits-TDI
(time delayed integration) , bei gleichzeitig hoher Sensitivitit 1°°. Vereinfacht ausgedriickt wird

das Priparat dabei Reihe fiir Reihe abgescannt und anschlieBend digital zusammengesetzt (s.
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Abb. 11). Diese Technik ist schneller, fiihrt zu homogeneren Ubergiingen, d.h. keinen Uberlap-
pungen im Bild, und lduft vollautomatisch. Mit dem digitalen Pridparatscanner wurden die
Schnitte der HE-, Carstairs-, Luna-, CD3- und CD20- Farbung aufgenommen und anschlieend

mit der Hamamatsu NDP.view?2 — Software bearbeitet.

| Traditional CCD tiling |

Image

Relatively slow scan and
2D composition of tiles

Image N
composition |

Fast scanning and
The image is scanned line by line. 1D composition

Abbildung 11: Prinzip des TDI line scanning (mit freundlicher Genehmigung von %)

3.8 Immunfluoreszenzmikroskopie

3.8.1 Prinzip der Immunfluoreszenzmikroskopie

Das Prinzip der Immunfluoreszenzmikroskopie beruht darauf, dass sich bestimmte Molekiile
(Fluorochrome) mithilfe von Bestrahlung mit Licht einer bestimmten Wellenlénge anregen las-
sen. Sie emittieren und infolgedessen selbst Licht. Das vom Molekiil ausgesendete Licht hat
dabei eine groflere Wellenldnge als das bestrahlende Licht. Die bei der Fluoreszenz auftretende
Wellenldngenverdnderung wurde nach dem Entdecker Sir George Stoke benannt

(Stokes* Shift) 1%,

Die Elektronen der Fluorochrome werden bei Anregung durch Licht einer geeigneten Wellen-
lange von ihrem Grundzustand in einen angeregten Zustand gehoben, in welchem sie durch
Vibration einen Teil der notwendigen Energie flir die Anregung verlieren. Durch Riickkehr in
ihren Grundzustand emittieren sie die dabei freiwerdende Energie in Form von ldnger welligem

Licht. Dieser Prozess dauert etwa 100ns, dabei ist die Farbe der Emission verglichen mit dem
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notwendigen Anregungsspektrum immer zu langeren Wellenldngen hin verschoben (Stokes’
Shift) '*8. Die Fluorochrome bei der indirekten Immunmarkierung sind an die Sekundirantikor-
per gekoppelt, die gegen die Primdrantikdrper gerichtet sind, welche wiederum an das ge-

wiinschte Antigen binden (s. Kapitel 3.5.1).

Um das Prinzip der Immunfluoreszenzmikroskopie nochmals vereinfacht auszudriicken: Das
mit dem Fluorochrom geféarbte Préparat wird mit Licht geeigneter Wellenldnge und Intensitét
beschienen und das darauthin entstehende Fluoreszenzlicht wird, getrennt vom Anregungslicht,

dargestellt 38,

3.8.2 Autbau und Strahlengang

Als Anregungslichtquelle dient ein Auflichtilluminator, meist eine Hochdruckmetalldampf-
lampe (Quecksilber, Xenon), die fiir eine ausreichende Lichtintensitét in den notwendigen An-
regungswellenldngenbereichen sorgt (s.Abb.12). Gebiindelt wird das Anregungslicht von Kol-
limatorlinsen und anschlieBend auf den Anregungsfilter gelenkt, wodurch das Licht in seinem

Spektrum einengt wird.

Leuchtfeld-
Emissions- blende

filter

/\ Apertur- Brenner
Dichroitischer Anregungsfilter [ blende
Teilerspiggel Emission ‘ Anregung

Praparat mit Fluorochromen

Abbildung 12: Darstellung des Fluoreszenzauflich-Strahlengangs (mit freundlicher Genehmigung von '8%)

Dadurch fallt nur ein bestimmter Teil des Lichts auf den fiir diese Wellenldngen undurchléssi-
gen dichroitischen Teilerspiegel. Durch seine 45°-Anordnung wird nun das ankommende Licht
vollstdndig zum Objektiv hin reflektiert und auf das Préparat fokussiert. Infolgedessen ange-
regt, emittieren die Fluorochrome im Préiparat Licht. Dieses wird wiederum vom Objektiv auf-
gefangen und trifft auf den Teilerspiegel. Fiir das ldnger wellige Fluoreszenzlicht ist dieser nun

durchléssig und lasst es passieren, wodurch es zum Emissionsfilter gelangt, welcher das Licht
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noch weiter einengen kann, um die Spezifitit des Lichtsignals zu erhdhen 3. Auf die Wahl
geeigneter Anregungs- und Emissionsfilter, sowie Fluorochrome muss bei der Fluoreszenzmik-
roskopie dabei streng geachtet werden. Die Immunfluoreszenzmikroskopie wurde fiir die

CD14/16-, NE-, CD41-, CD45- sowie fiir die Fibrin-/Fibrinogen- Féarbung verwendet.

3.9 Konfokale Mikroskopie

Ein Nachteil der Fluoreszenzmikroskopie besteht darin, dass die Fluoreszenz nicht nur in der
Fokusebene eines Mikroskops, sondern auch in Bereichen unter- und oberhalb dieser Ebene
angeregt wird. Dieser Effekt korreliert mit der Schnittdicke des Priparates. Es resultieren Bild-
tiberlagerungen, welche die Bildqualitit in Form von verminderter Auflosung und fehlenden
Kontrast einschrénken. Jenes Phidnomen lieB3 sich, bis zur Einfiihrung der Konfokalmikrosko-

pie, nur mit sehr diinnen Priparatschnitten vermeiden'®®.

Objektiv

Lochblende

Lichtquelle % A TfF-s-s T

Dichroitischer

Teilerspiegel Praparat

A
' A
=—|=—Lochblende

U Sensor

Abbildung 13: Darstellung eines konfokalen Strahlengangs (mit freundlicher Genehmigung von '%%)

Storende Hintergrundinformation lésst sich durch die Verwendung von Konfokalmikroskopen
deutlich reduzieren. Die Bilder haben dadurch eine wesentlich erhdhte optische Auflosung und
einen verstirkten Bildkontrast. Dies wird erreicht durch die Verwendung zweier Lochblenden
(s. Abb. 13). Die erste befindet sich in der Feldblendenebene des Mikroskops, die auf die Fo-
kusebene des Objektivs abgestimmt ist, wodurch nur diese Ebene scharf abgebildet wird. Eine
zweite Lochblende liegt, direkt vor dem Detektor, in einer weiteren konjugierten Ebene. So
werden Signale, die auflerhalb der Fokusebene liegen, ausgeblendet und gelangen nicht zum

Detektor. Insgesamt werden auf diese Art Informationen von Bereichen auBlerhalb des Fokus



3 Methoden 61

zweifach ausgeblendet, indem mit der ersten Lochblende die Intensitit des anregenden Lichts
abgeschwicht wird, sobald es nicht mehr in der Fokusebene liegt und mit der zweiten Loch-
blende Fluoreszenzsignale aus diesen Auflenbereichen so abgeschwicht werden, dass sie nicht

mehr zum Detektor gelangen kénnen 88

Konfokalmikroskopische Aufnahmen wurden von den NETs angefertigt.

3.10 Auswertung und Statistik

Zur Auswertung der HE-Bilder wurde die gesamte Thrombusflidche mithilfe der CampThrom-
bus-Software ausgewertet. Diese Software arbeitet farbkodiert und berechnet jeweils die
Summe der Pixel einer ausgewéhlten Farbe anteilig an der Gesamtpixelzahl des Thrombus. So
konnen relative Anteile ausgewidhlter Thrombusbestandteile bestimmt werden. In der HE-Far-
bung wurden so Leukozyten, Erythrozyten, Fibrin/Thrombozyten-Areale und Artefaktareale
differenziert. Die HE-Féarbung der kryokonservierten Myokardthromben wurde jedoch nicht
ausgewertet, da sich- vermutlich bedingt durch die Konservierungmethode- die Fraktionen Fib-
rin/Thrombozyten-Areale von den Erythrozyten nicht klar abgrenzen lieBen und so eine suffi-

ziente Analyse nicht moglich machten.

Die Carstairs- Farbung diente einer rein qualitativen Aussage iiber den heterogenen Aufbau der

Thromben, insbesondere einer Darstellung der Verteilung von Fibrin und Thrombozyten.

Die Auswertung der Luna-, CD3- und CD20 Féarbung wurde standardisiert mithilfe der
NDP.view2- Software durchgefiihrt:

Bei den Myokardthromben, deren Fliche aufgrund der Gewinnung mittels Aspiration wesent-
lich kleiner war als die der Schlaganfallthromben, wurde dabei die gesamte Flache des Throm-
bus in mm? bestimmt. AnschlieBend wurden die mit der jeweiligen Firbung spezifisch sichtbar
gemachten Zellen ausgezihlt und die Anzahl der positiven Zellen anschlieBend auf 1 mm?
extrapoliert. Die Flache des Schlaganfallthrombus wurde hingegen vor der Auszéhlung in
Quadrate mit der Fliche von je 1 mm? unterteilt, deren Anzahl abhingig von der FlichengroBe
war. Nur gefarbte Zellen mit eindeutigem Zellkern innerhalb dieser Quadrate, auch die die auf
den Linien lagen, wurden ausgezahlt. AnschlieBend wurde wieder aus der Summe der Quad-
ratflichen und der Anzahl der positiven Zellen die Zellzahl pro 1 mm? berechnet. Insgesamt

wurde stets darauf geachtet, nur Schnitte aus der Mitte der Thromben zu verwenden. So stand
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einerseits die groftmogliche Fliache zur Auszidhlung zur Verfiigung, andererseits wurde verhin-
dert, dass nur Randbereiche der Thromben auszidhlt wurden. Dies hitte durch Akkumulation

von Zellen in diesen Bereichen zu falsch hohen Ergebnissen fiihren konnen.

Alle Immunfluoreszenzfarbungen wurden mit dem Zeiss AxioVision Imager2 -Mikroskop auf-
genommen. Zur Auswertung wurden Mosaikaufnahmen in 40facher Vergroferung angefertigt,

Detailaufnahmen in 63facher VergroBerung mit Immersionsol.

Bei der CD41- und Fibrin-/Fibrinogenfarbung wurde immer die gesamte Thrombusfldache aus-
gewertet. Hierbei wurde genau auf einen standardisierten Ablauf geachtet. Alle Thromben einer
Féarbung wurden jeweils mit der gleichen Belichtungszeit aufgenommen. Fotos der Thromben,
die dadurch tiberbelichtet waren oder eine extreme Autofluoreszenz aufwiesen und so eine

falsch hohe Fluoreszenzintensitdt aufwiesen, wurden ausgeschlossen.

Mithilfe der AxioVision SE 64 Vers. 4.9- Software von Zeiss wurde die Fluoreszenzintensitét
der Farbung berechnet. Dafiir wurde ein geeignetes Fenster erstellt, das einen bestimmten Grau-
wertbereich in der Schwarz-Weil3- Darstellung dieses Kanals als fluoreszenzpositiv wertete.

Fiir jeden Thrombus wurde genau das gleiche Fluoreszenzintensititsfenster angewandt.

Positive Bereiche konnten mithilfe der Software so in um? umgerechnet werden. Dieser posi-
tive Fluoreszenzbereich wurde anschlielend anteilig an der Gesamtfldche berechnet. Dadurch

ergab sich ein relativer Anteil der gefarbten Antigenfldache an der Gesamtfldche des Thrombus.

Auch die CD14/16- , CD45- und NE- Auswertung wurde einheitlich mit der AxioVision SE 64
Vers.4.9- Software durchgefiihrt.

Bei den Myokardthromben wurden die Fotos der Thromben in 40facher Vergrof3erung aufge-
nommen und die Fliche anschlieBend standardisiert in vier Quadrate jeweils gleicher Grof3e
(Flache 176x131um) unterteilt. Um die Objektivitit der Auswertung zu gewihrleisten, wurden
der Kanal des gefarbten Antigens (CD14, CD16, CD45 oder NE) vor der Auswertung ausge-
schaltet und zunéchst nur alle kernhaltigen Zellen innerhalb der Quadrate ausgezéhlt. Hierbei
wurde darauf geachtet, nur Zellen zu zéhlen, die in einer Ebene lagen und ausschlieBlich solche
auszuwdhlen, bei denen man eindeutig den Zellkern von den anderen Zellen abgrenzen konnte.
Zellen auf den Seiten der Quadrate wurden miteingeschlossen. AnschlieBend wurde der Kanal,

in dem das gewiinschte Antigen dargestellt wurde, hinzugeschaltet, um die positiv gefarbten
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Zellen zu zdhlen. Nur wenn diese auch kernhaltig waren, wurden sie mitgezihlt. Nach Ende
der Zéhlung wurde der Mittelwert der positiven Zellen der vier Quadrate berechnet und auf
1 mm? extrapoliert. Zusétzlich wurde bei der NE-Farbung auch der relative Anteil der Antigen-

positiven NETs an den kernhaltigen, NE- positiven Zellen berechnet.

Bei den Schlaganfallthromben wurde, da sie in der Schnittflachengrofe sehr variierten, anhand
der kleinsten vorhandenen Thrombusfliche ein Quadrat der Fliche A= 0,15485375 mm? defi-
niert, das als Standardquadrat fiir alle weiteren Fldchenberechnungen diente (s. Abb. 14). Je
nach Flache des jeweiligen Thrombus wurde dieses Quadrat n-mal verteilt, hdchstens jedoch
(nicht tiberlappend) zehn Mal. Die Auswahl, d.h. wo diese Quadrate platziert wurden, erfolgte
wiederum unter vorheriger Ausschaltung des Kanals des gefarbten Antigens, um reprasentative
Stichproben zu erhalten und nicht nur solche Flichen auszuwihlen, auf denen die geférbten
Zellen moglicherweise kumulierten. Die Quadrate wurden gleichmiBig auf der Flache verteilt,
je nach Morphologie des Thrombus, aber immer so, dass sie die Thrombusflache vollstindig
bedeckten. Zellen, die sich auf den Linien dieser Quadrate befanden, wurden wie bei den My-
okardinfarktthromben per definitionem stets mitgezéhlt. Wie bei den anderen Fluoreszenzfir-
bungen von Zellen auch, wurden zunéchst wieder nur alle kernhaltigen Zellen (blau, im DAPI-
Kanal) ausgezdhlt und in einem zweiten Schritt der entsprechende Kanal des gefiarbten Anti-
gens hinzugeschaltet. Als positiv wurden Zellen gezéhlt, die ein eindeutiges Signal aufwiesen

und immer auch kernhaltig waren.

Abbildung 14: Auswertung der Schlaganfallthromben
Die Fliche eines Quadrats betrigt A= 0,15485375 mm?2.
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Bei der NE-Fiarbung kam nach den ersten beiden Auswerteschritten noch die Auszéhlung der
NETs hinzu. Hierbei wurden zu Beginn der Arbeit drei Kriterien definiert, die eine Zellstruktur

alle erfiillen musste, um als NET gezéhlt zu werden (s. Abb. 15):

Erstens (1) musste die kernhaltige Zelle eine filamentire extrazelluldire DNA-Struktur aufwei-
sen. Diese DNA- Struktur musste zweitens (2) aus einer NE-positiven Zelle stammen und drit-

tens (3) von neutrophiler Elastase (hier rot) begleitet sein.

Abbildung 15: Kriterien fiir neutrophil extracellular traps (NETs)
Konfokalmikroskopische Darstellung eines NET (MaBstabsbalken: 50um), NE in rot, DNA in blau

Am Schluss dieser Auswertung wurden aus der Summe der Quadratfldchen und der Zellzahlen
(kernhaltige Zellen, NE-positive Zellen und NETs) absolute Werte (kernhaltige Zellen/mm?,
Neutrophile Granulozyten/mm?, NETs/mm?) und relative Anteile berechnet, d.h. neutrophile

Granulozyten pro kernhaltige Zellen und NETs pro neutrophile Granulozyten.

Die statistische Auswertung aller Daten erfolgte mit der Graphpad Prism 5 -Software. Zum Test
auf Normalverteilung wurde die Datenverteilung zunéchst graphisch dargestellt und optisch
iberpriift, ob sie der klassischen Gauf3’schen Normalverteilungskurve folgt. AnschlieBend
wurde zur Uberpriifung der Normalverteilung noch der D’Agostino- Pearson- Normalvertei-
lungstest angewandt. Je nach Verteilung wurden anschlieBend parametrische oder nichtpara-
metrische Tests durchgefiihrt. Es wurde im Vorfeld darauf geachtet, moglichst immer Gruppen
dhnlich groBer n-Zahlen zu vergleichen. Zum Vergleich zweier normalverteilter Gruppen diente
der nicht-gepaarte t-Test, waren beide oder eine der beiden Gruppen nicht-normalverteilt,

wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Beim Vergleich von mehr als 2 Gruppen wurde
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der nichtparametrische Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni post- hoc Korrektur verwendet. Als
statistisch signifikant wurden Ergebnisse gewertet, bei denen p<0,05 war. Graphisch wurden
die Daten mittels Box-Plots dargestellt. Bei Korrelationen von parametrischen Daten wurde der
Pearson-Korrelationskoeffizienten, bei nicht-parametrischen Daten der Spearman-Korrelati-

onskoeffizient angewandt.

Zum Vergleich der Haufigkeiten der Basischarakteristika wurde der der exakte Fisher-Test ver-

wendet.

4 Ergebnisse
4.1 Vergleich der Thrombusmorphologie mit der HE- und Carstairs-Farbung

Zur Darstellung der Thrombusmorphologie wurden die Myokardinfarkt- und Apoplexthromben
mit der Himatoxylin-Eosin- (siche Abb.16) und der Carstairs-Methode (Abb. 19) geférbt.

In der HE- Farbung lieen sich in den in Paraffin eingebetteten Schnitten Leukozyten, Fibrin-
/Thrombozytenareale und Erythrozyten differenzieren. Zellkerne, also saure DNA-haltige

Strukturen, kommen in dieser Farbung blau, basische Proteine dagegen rétlich zur Darstellung.

In den kryokonservierten Schnitten der Myokardinfarktthromben war eine exakte Differenzie-
rung dieser Thrombusbestandteile womdglich aufgrund der histologischen Konservierungs-

technik sowohl in der HE-, als auch in der Carstairs-Farbung nicht moglich.
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HE Myokardinfarkt Apoplex

Abbildung 16: HE-Féarbung

MafBstab = 250pm (A) bzw. 50pm (B)

In der HE-Férbung zeigen sich morphologisch deutliche Unterschiede zwischen den Myokardinfarkt- und
Apoplexthromben. Innerhalb der Apoplexthromben lassen sich Leukozyten (blau), Fibrin-/Thrombozyten
Areale (rosa) und Erythrozytenareale (rot) voneinander abgrenzen, wohingegen diese exakte Differenzierung
in den kryokonservierten Schnitten der Myokardinfartthromben nicht méglich ist.

Apoplex: Anteil an Throm mtflache in %

= [ eukozyten
= Fibrin/Thrombozyten
= Erythrozyten

5%_!

Abbildung 17: Verteilung der Thrombusbestandteile in der HE-Féarbung
Prozentualer Anteil der Leukozyten, Fibrin/Thrombozyten-Flache und Erythrozyten an der Thrombusgesamt-
flache. Die Grafik zeigt die mediane Verteilung dieser Bestandteile innerhalb aller Apoplexthromben (n=71).
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Abbildung 18: HE-Farbung- Vergleich der Thrombusbestandteile in den TOAST-Gruppen
Vergleich des Leukozyten-(A) und Fibrin-/Thrombozyten- (B) und Erythrozytenanteils (C) zwischen den
TOAST-Gruppen in der HE-Féarbung.

Gesamt betrachtet ergab sich in der HE-Farbung der Apoplexthromben ein jeweils medianer
Anteil von 5% Leukozyten, 58% Fibrin-/Thrombozyten-Fliche und 37% Erythrozyten an der
Gesamtflidche (s. Abb. 17). Beim statistischen Vergleich der einzelnen TOAST-Gruppen zeigte
sich ein signifikanter Unterschied des Leukozyten- und Erythrozytenanteils jeweils zwischen
der TOAST 1- und TOAST 2- Gruppe (s. Abb. 18). In der TOAST 1- Gruppe war dabei der
Leukozytenanteil signifikant niedriger (p= 0,0466) und der Erythrozytenanteil (p=0,0380) sig-
nifikant hoher als in der TOAST 2- Gruppe. Der Fibrin-/Thrombozytenanteil in der TOAST 2-
Gruppe war ebenfalls hoher als in der TOAST 1-Gruppe, allerdings nicht statistisch signifikant
(p=0,0720).
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Der Nachweis von Leukozyten war in der HE-Féarbung sowohl im Myokardinfarkt als auch im
Apoplex sicher moglich. Erythrozyten waren im Apoplex teilweise in ihrer urspriinglichen
Morphologie als ovale Zellen erkennbar. Gemeinsame Fibrin-/Thrombozytenareale
waren von diesen klar als rosafarbene flichige Anteile zu unterscheiden. In den kryokonser-
vierten Myokardinfarktschnitten waren die Erythrozyten ebenfalls teilweise differenzierbar.
Thrombozyten- und Fibrinanteile konnten jedoch nicht sicher abgegrenzt werden. Erkennbar
waren aufgelockerte rotlich-filamentére Strukturen, deren &tiologisch-pathologische Zuord-
nung nicht moglich war und als solche bei den in Paraffin eingebetteten Schnitten auch nicht
auftraten. Diese konnten bei der Prozessierung der Myokardinfarktthromben durch die Kél-
teeinwirkung bei der Konservierung in fliissigem Stickstoff gegebenenfalls als Artefakt der

Methodik zustande gekommen sein.

Um Fibrinanteile und Thrombozyten voneinander zu unterscheiden, wurde die Farbemethode
nach Carstairs verwendet. Die Verwendung dieser Farbung diente dem Zweck, eine qualitative
Aussage liber die Verteilung vor allem der Hauptbestandteile Fibrin (rétlich-orange) und
Thrombozyten (blau) getrennt voneinander zu treffen. Ahnlich wie bei der HE-Firbung war
eine genaue Zuordnung ebenfalls nur in den Paraffin-eingebetteten Apoplexthromben moglich,
weshalb hier auch nur die Farbung eines Apoplexthrombus zur Darstellung kommt (s. Abb. 19).

Charakteristisch ist eine inselartige Verteilung der in blau gefarbten Thrombozytenareale.
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Carstairs Apoplex

Abbildung 19: Carstairs-Farbung (Apoplex)
MafBstabsbalken 1000pum (A) bzw. 50um (B). Darstellung von Fibrin (r6tlich/orange), Thrombozyten (blau)
und Erythrozyten (rot).

4.2 Vergleich der Myokardinfarkt- und Apoplexthromben

4.2.1 Hoherer Anteil an Thrombozyten und Fibrin im Apoplex

Sowohl Thrombozyten, als auch Fibrin/Fibrinogen spielen bei der arteriellen Thrombose eine
Schliisselrolle. Deshalb wurde zundchst zur quantitativen Darstellung des Thrombozytenanteils
in den Myokardinfarkt- und Apoplexthromben CD41 als Marker fiir Thrombozyten per Im-
munfluoreszenzfarbung dargestellt (s. Abb. 20).
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Myokardinfarkt Apoplex

A
B

D41 +HOEGHST: CD% % HOECHST
C

Isotypkontrolle Isotypkontrolle
D

Negativkontrolle Negativkontrolle

Abbildung 20: CD41-Firbung '%

CD41 in griin, Zellkerne in blau, MaBstabsbalken: 500um (A) bzw. 50um (B-D).
Immunbhistologische Darstellung der Thrombozytenverteilung innerhalb des Myokardinfarkt-
und Schlaganfallthrombus. Ubersichtsaufnahmen (A), Detailaufnahmen (B), Isotypkontrollen
(C) und Negativkontrollen (D).

Hier zeigte sich ein signifikant hoherer Anteil an Thrombozyten in den Apoplexthromben, ver-

glichen mit den Myokardinfarktthromben (p<0,0001), wie Abbildung 21 zeigt.
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Abbildung 21: CD41- Vergleich zwischen Myokardinfarkt und Apoplex und innerhalb der TOAST-Gruppen'®®

Vergleich zwischen Myokardinfarkt und Apoplex (A) und innerhalb der TOAST- Gruppen (B)

Signifikant hoher war dabei ebenfalls jeweils der Anteil an CD41-positiver Flache innerhalb

der einzelnen TOAST-Gruppen im Vergleich zum Myokardinfarkt. Zwischen den Subgruppen

hingegen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (s. Tabelle 4).

CD41+ MI Apoplex TOAST 1 TOAST 2 TOAST 5
(n=29) (n=33) (n=8) (n=16) (n=9)
p p p p P
MI <0.0001 0,0141 0,0008 0,0054
TOAST 1 0,0141 0,9761 0,9626
TOAST 2 0,0008 0,9761 0,8028
TOAST 5 0,0054 0,9626 0,8028

Tabelle 4: Vergleich der CD41-positiven Flachen von Myokardinfarkt, aller Apoplexthromben und der einzel-
nen TOAST-Gruppen 1%
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Zur Darstellung des Fibrin-/Fibrinogenanteils der Thromben wurde das entsprechende Antigen

innerhalb der Myokardinfarkt- und Apoplexthromben immunhistologisch angefarbt (s. Abb.

22).

Myokardinfarkt

Isotypkontrolle

Negativkontrolle

Abbildung 22: Fibrin/Fibrinogen-Firbung !

Fibrin/Fibrinogen in rot, Zellkerne in blau, MaBstabsbalken: 500um (A) bzw. 50um (B-D).
Immunbhistologische Darstellung der Fibrin-/Fibrinogenverteilung innerhalb des Myokardinfarkt-
und Schlaganfallthrombus. Ubersichtsaufnahmen (A), Detailaufnahmen (B), Isotypkontrollen (C)

und Negativkontrollen (D).

Apoplex

Isotypkontrolle

Negativkontrolle
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Ahnlich wie beim Thrombozytenanteil war auch der Anteil der Fibrin-/Fibrinogen- positiven

Flache am Gesamtthrombus bei den Apoplexpatienten signifikant hoher (p<0,0001), wie Ab-

bildung 23 zeigt.
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Abbildung 23: Fibrin/Fibrinogen- Vergleich zwischen Myokardinfarkt und Apoplex und innerhalb der
TOAST-Gruppen %
Vergleich zwischen Myokardinfarkt und Apoplex (A) und innerhalb der TOAST-Gruppen (B).

Der statistische Vergleich der TOAST-Gruppen im Vergleich zum Myokardinfarkt zeigte eben-

falls signifikant hohere Anteile an Fibrin/Fibrinogen. Innerhalb der TOAST-Gruppen lieen

sich keine signifikanten Unterschiede feststellen (s. Tabelle 5).

Fbg+ MI Apoplex TOAST 1 TOAST 2 TOAST 5
(n=33) (n=36) (n=8) (n=18) (n=10)
p P p P P
MI <0,0001 0,0002 0,0003 0,0011
TOAST 1 0,0002 0,3383 0,2370
TOAST 2 0,0003 0,3383 0,6888
TOAST 5 0,0011 0,2370 0,6888

Tabelle S: Vergleich der Fibrinogen-positiven Flachen von Myokardinfarkt, aller Apoplexthromben und der

einzelnen TOAST-Gruppen

196
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4.2.2 Gleiche Anzahl an kernhaltigen Zellen und neutrophilen Granulozyten im Myokardin-
farkt und Apoplex

Zur Darstellung der neutrophilen Granulozyten, der wichtigsten Zellfraktion der Immunothrom-
bose, wurde die neutrophile Elastase (NE) als spezifisches Antigen der Neutrophilen angeférbt
(s. Abb. 24).

Myokardinfarkt Apoplex
A
B
Isotypkontrolle Isotypkontrolle
C
Negativkontrolle Negativkontrolle

Abbildung 24: Neutrophile Elastase-Fiarbung '%

NE in rot, Zellkerne in blau, MaBstabsbalken: 50um. Immunhistologische Darstellung der
neutrophilen Granulozyten (siehe Pfeile) innerhalb des Myokardinfarkt- und Apoplexthrombus.
NE-Firbung (A), Isotypkontrollen (B), Negativkontrollen (C).

Zunéchst wurde untersucht, ob sich Unterschiede in den kernhaltigen Zellen (n/mm?) zwischen
den Myokardinfarkt- und Apoplexthromben ergeben. Hierbei ergab sich jedoch kein signifi-
kanter Unterschied (p=0,1326), wie Abbildung 25 zeigt. Gleiches galt fiir die Anzahl an neutro-
philen Granulozyten, also NE-positiven Zellen (p= 0,5596). Es zeigten sich jeweils auch keine
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Unterschiede innerhalb der TOAST-Gruppen bzw. im Vergleich der einzelnen Subgruppen des

Apoplex mit den Myokardinfarktthromben (s. Tabelle 6).
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Abbildung 25: Vergleich der Anzahl der kernhaltigen Zellen und Neutrophilen zwischen Myokardinfarkt und

Apoplex 196

Vergleich der Absolutzahl der kernhaltigen Zellen (A) und neutrophilen Granulozyten (B), sowie der kernhal-
tigen Zellen innerhalb der TOAST-Gruppen (C) und der neutrophilen Granulozyten innerhalb der TOAST-

Gruppen (D)
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A
kernhaltige MI Apoplex TOAST 1 TOAST 2 TOAST 5
Zellen (n=72) (n=71) (n=15) (n=35) (n=21)
n/mm?*

p p p p P
MI 0,1326 0,7659 0,1163 0,1354
TOAST 1 0,7659 0,1844 0,1022
TOAST 2 0,1163 0,1844 0,6264
TOAST 5 0,1354 0,1022
B
Neutrophile MI Apoplex TOAST 1 TOAST 2 TOAST 5
n/mm? (n=72) (n=71) (n=15) (n=35) (n=21)

P P p P P
MI 0,5596 0,5858 0,4836 0,4214
TOAST 1 0,5858 0,2387 0,1599
TOAST 2 0,4836 0,2387 0,7883
TOAST 5 0,4214 0,1599

Tabelle 6: Vergleich der Zahl der kernhaltigen Zellen und Neutrophilenanzahl zwischen Myokardinfarkt und

Apoplex 1%

Vergleich der Absolutzahl der kernhaltigen Zellen (A) und der Neutrophilen Granulozyten (B) der Myokar-
dinfarkt- und Apoplexthromben und der einzelnen TOAST-Gruppen.

Die Zahl der kernhaltigen Zellen entsprachen dabei weitesgehend den Leukozytenzahlen, so-
wohl im Myokardinfarkt, als auch im Apoplex. Hierzu wurde in einer Stichprobe der Leukozy-
tenmarker CD45 verwendet und der Anteil der CD45-positiven Zellen an den mit Hoechst ge-
farbten kernhaltigen Zellen jeweils fiir die Myokardinfarkt- (n=3), als auch die Apoplexthrom-
ben (n=3) in mehreren Schnitten derselben Thromben berechnet. Die CD45-positiven Zellen-

waren dabei zwischen beiden Gruppen nicht signifikant unterschiedlich (s. Abb. 26 und 27).
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Myokardinfarkt
A
B
C
Negativkontrolle

Apoplex

Isotypkontrolle ~ —— Isotypkontrolle ~ ——

Negativkontrolle

Abbildung 26: CD45-Firbung 1%

CD45 in rot, Zellkerne in blau, MaBstabsbalken: 50um. Immunhistologische
Darstellung der Leukozyten (siche Pfeile) innerhalb des Myokardinfarkt- und
Apoplexthrombus. NE-Farbung (A), Isotypkontrollen (B), Negativkontrollen
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Abbildung 27: Vergleich der CD45-positiven Leukozyten pro kernhaltige Zellen zwischen Myokardinfarkt

und Apoplex

196
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4.2.3 Nachweis von NETs im Myokardinfarkt und Apoplex

Wie in Kapitel 1.6.2.2 beschrieben, kdnnen neutrophile Granulozyten neutrophil extracellular
traps (NETs) bilden und so zur Genese der arteriellen Thrombose beitragen. Zunichst wurde
untersucht, ob sich NETs in den Myokardinfarkt- und Apoplexthromben der Patienten finden
lassen. Dabei wurden die in Kapitel 3.10 beschriebenen NET-Kriterien angewandt. NETs konn-

ten sowohl im Myokardinfarkt, als auch im Apoplex nachgewiesen werden (s. Abb. 28).

Myokardinfarkt Apoplex

Abbildung 28: Darstellung von NETs %
NE in rot, DNA in blau, Mafistabsbalken: 50pum. Immunhistologische Darstellung der NETs (siche Pfeile)
innerhalb des Myokardinfarkt- und Apoplexthrombus.

Dabei wurden in etwa jedem fiinften (ca. 21%) ausgewerteten Myokardinfarktthrombus NETs

detektiert (s. Abb. 29).
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Abbildung 29: Vergleich der Hiufigkeit der NETs zwischen Myokardinfarkt und Apoplex 196

Beim Vergleich dieser Myokardinfarktthromben mit NET-Nachweis mit den Apoplexthromben
ergab sich hinsichtlich der absoluten NET-Anzahl kein signifikanter Unterschied (p= 0,7503).
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Auch der Anteil an NET-bildenden Neutrophilen war zwischen Myokardinfarkt- und Apop-
lexthromben nicht signifikant unterschiedlich (p= 0,9394), wie Abbildung 30 zeigt. Absolut
und relativ zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen der TOAST 1 -und TOAST 2 -
Gruppe (s. Abb. 30 und Tabelle 7). Absolut war die Anzahl an NETs der TOAST 2- Gruppe
(p= 0,0476) hoher, was sich auch relativ bestitigte: NET-bildende Neutrophile traten signifi-
kant hdufiger in der TOAST 2-Gruppe auf (p= 0,0184). Dariiber hinaus war die Anzahl an NETs
in der TOAST 1- Gruppe signifikant niedriger als in der TOAST 5- Gruppe (p= 0,0485).
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Abbildung 30: Vergleich der NETs absolut und relativ zwischen Myokardinfarkt und Apoplex 1%
Vergleich der NETs absolut zwischen Myokardinfarkt und Apoplex (A), innerhalb der TOAST-Gruppen (B)
und relativ zwischen den Myokardinfarkt und Apoplex (C), sowie innerhalb der TOAST-Gruppen (D).
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A
NETs MI Apoplex TOAST 1 TOAST 2 TOAST 5
n/mm?> (n=15) (n=T71) (n=15) (n=35) (n=21)
p p P p P
MI 0,7503 0,1455 0,9831 0,8724
TOAST 1 0,1455 0,0476 0,0485
TOAST 2 0,9831 0,0476 0,7151
TOAST 5 0,8724 0,0485 0,7151
B
NETSs/NE+ MI Apoplex TOAST 1 TOAST 2 TOAST 5
(%) (n=15) (n=71) (n=15) (n=35) (n=21)
P P P P P
MI 0.9394 0,2808 0,6114 0,7727
TOAST 1 0,2808 0,0184 0,1006
TOAST 2 0,6114 0,0184 0,6534
TOAST 5 0,7727 0,1006 0,6534

Tabelle 7: Vergleich der NETs absolut und relativ '%
Vergleich der Absolutzahlen der NETs (A) und Vergleich der NET-bildenden Neutrophilen (B) von Myokar-
dinfarkt-, aller Apoplexthromben und der einzelnen TOAST-Gruppen.

4.2.4 Hohere Anzahl an intermedidren/ nicht-klassischen Monozyten im Apoplex

Als weitere wichtige Zellgruppe der Immunothrombose wurden die Monozyten untersucht (s.
Abb. 31). Wie in Kapitel 1.6.2.1 beschrieben, lédsst sich diese Zellgruppe anhand ihrer expri-
mierenden Antigene in klassische Monozyten (CD147/16°) und intermediére bzw. nicht-klassi-
sche Monozyten (CD14"7/16" bzw. CD147/16™") unterteilen. In der Inmunhistologie ldsst sich
bei Anfiarbung von CD14 und CD16 lediglich die Unterteilung in die Gruppen klassische und
intermediire/ nicht-klassische Monozyten vornehmen, da visuell CD147/16" von CD14%/16"*-

exprimierenden Monozyten nicht zu unterscheiden sind.

Zunichst wurde Uberpriift, ob sich die Monozyten, d.h. CD14-exprimierende Zellen, im Myo-
kardinfarkt und Apoplex unterscheiden. Dazu wurde eine zufdllige Stichprobe mit etwa glei-
cher Zahl aus der Myokardinfarkt- und Apoplexgruppe gezogen und explorativ auf statistische
Unterschiede untersucht (s. Abb. 32 und Tabelle 8). Es zeigten sich eine signifikant hohere
CD14- positive Zellzahl im Apoplex (p = 0,0052) und keine signifikanten Unterschiede inner-
halb der TOAST-Gruppen.
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Myokardinfarkt Apoplex

A
B
C
D

Isotypkontrolle Isotypkontrolle
E

Negativkontrolle Negativkontrolle

Abbildung 31: CD14/16-Firbung '

CD14" in griin, CD16" in rot, Zellkerne in blau, MaBstabsbalken: 50um. Immunhistologische
Darstellung der Monozyten (sieche Pfeile) innerhalb des Myokardinfarkt- und
Schlaganfallthrombus. CD14*-exprimierende Monozyten (A), CD16" -exprimierende Zellen
(B), CD14%/16"-exprimierende Monozyten (C), Isotypkontrollen (D), Negativkontrollen (E).
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Abbildung 32: CD14- Vergleich der Absolutzahlen der Monozyten zwischen Myokardinfarkt und Apoplex und

innerhalb der TOAST Gruppen '%
Vergleich zwischen Myokardinfarkt und Apoplex (A) und innerhalb der TOAST-Gruppen (B).

CD14 MI Apoplex TOAST 1 TOAST 2 TOAST 5
n/mm? (n=47) (n=50) (n=14) (n=26) (n=10)

p p p p p
MI 0,0052 0,0120 0,0365 0,0633
TOAST 1 0,0120 0,1233 0,5848
TOAST 2 0,0365 0,1233 0,4539
TOAST 5 0,0633 0,5848 0,4539

Tabelle 8: Vergleich der Anzahl der CD14-positiven Zellen zwischen Myokardinfarkt und Apoplex 1%
Vergleich der Anzahl an CD14-positiven Zellen zwischen Myokardinfarkt und Apoplex und innerhalb der
TOAST-Gruppen.

Aufgrund der gezeigten Unterschiede wurde in einer nichsten Stichprobe untersucht, ob sich

Unterschiede in den Subpopulationen der Monozyten, d.h. CD14716" bzw. CDI14'16"

exprimierenden Monozyten zeigten (s. Abb. 33 und Tabelle 9).

In der untersuchten Stichprobe machte der Anteil der CD14716™ -Monozyten an allen Monozy-

ten (d.h. CD14" exprimierenden Zellen) im Myokardinfarkt einen signifikant hoheren Anteil

aus als im Apoplex (p= 0,0003), umgekehrt war somit der Anteil an intermedidren/nicht-klas-

sischen Monozyten im Apoplex signifikant hoher (p= 0,0003).
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Der mediane Anteil an klassischen CD14716™ -exprimierenden Zellen in der untersuchten Stich-
probe im Myokardinfarkt lag dabei bei 95,4%, im Apoplex bei 84,3%. Der mediane Anteil an
nicht-klassischen bzw. intermedidren Monozyten betrug umgekehrt 4,6% im Myokardinfarkt

und 15,7% im Apoplex.

Absolut zeigte sich eine signifikant hdhere Anzahl an CD14716" exprimierenden Monozyten

im Apoplex (p<0,0001).
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Abbildung 33: Vergleich der Subpopulationen der Monozyten zwischen Myokardinfarkt und Apoplex
Vergleich der klassischen (A) und der nicht-klassischen/intermedidren Monozyten (B) zwischen Myokardin-
farkt und Apoplex. Anteil der klassischen (C) bzw. nicht-klassischen/intermedidren (D) Monozyten an allen
CD14+-exprimierenden Monozyten
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A
CD14+16- MI Apoplex TOAST 1 TOAST 2 TOAST 5
n/mm? (n=18) (n=16) (n=5) (n=10) (n=1)
p p P P
MI 0,3605 0,3515 0,5490
TOAST 1 0,3515 0,3710
TOAST 2 0,5490 0,3710
TOAST 5
B
CD14+16+ MI Apoplex TOAST 1 TOAST 2 TOAST 5
n/mm? (n=18) (n=16) (n=5) (n=10) (n=1)
p p P P
MI <0,0001 0,0041 0,0005
TOAST 1 0,0041 0,3710
TOAST 2 0,0005 0,3710
TOAST 5

Tabelle 9: Vergleich der Anzahl der Subpopulationen der Monozyten zwischen Myokardinfarkt und Apoplex
Vergleich der Anzahl an CD14+16- (A) bzw. CD14+16+ (B) exprimierenden Monozyten zwischen Myokardin-

farkt und Apoplex und innerhalb der TOAST-Gruppen.

Beim Vergleich der Anzahl von klassischen bzw. nicht-klassischen/intermedidren Monozyten

(s. Tabelle 9) zeigte sich eine signifikant hohere Anzahl an CD14716" exprimierenden Monozy-

ten in der TOAST 1- und TOAST 2-Gruppe verglichen mit dem Myokardinfarkt. Bei den klas-

sischen Monozyten zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.
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4.2.5 Hohere Anzahl an eosinophilen Granulozyten im Apoplex

Ebenfalls untersucht wurden die eosinophilen Granulozyten, welche mithilfe der Luna-Farbung

detektiert werden konnten (s. Abb. 34).
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Abbildung 34: Luna-Firbung '%

MafBstabsbalken: 50um. Darstellung der eosinophilen Granulozyten (in rot, siche
Pfeile).

Die statistische Vergleich der eosinophilen Granulozyten pro mm? Flache zeigte signifikant
héhere Anzahlen im Apoplex (p<0,0001), der TOAST 2- Gruppe (p<0,0001) und der TOAST
5- Gruppe (p= 0,0164) im Vergleich zum Myokardinfarkt (s. Abb. 35 und Tabelle 10).
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Abbildung 35: Vergleich der Absolutzahlen der eosinophilen Granulozyten zwischen Myokardinfarkt und
Apoplex, sowie innerhalb der TOAST- Gruppen !%°
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Eosinophile MI Apoplex TOAST 1 TOAST 2 TOAST 5
n/mm?> (n=65) (n=33) (n=9) (n=14) (n=10)

p p Y Y p
MI <0,0001 0,1065 <0,0001 0,0185
TOAST 1 0,1065 0,1093 0,6607
TOAST 2 <0,0001 0,1093 0,1083
TOAST 5 0,0185 0,6607 0,1083

Tabelle 10: Vergleich Absolutzahlen der eosinophilen Granulozyten von Myokardinfarkt und Apoplex und
innerhalb der TOAST-Gruppen '*¢

4.2.6 Hohere Anzahl an T- und B-Lymphozyten im Apoplex

Als letzte Zellgruppe wurden die T- und B-Lymphozyten untersucht. Hierbei wurde CD3 als
Marker fiir die T-Zellen und CD20 fiir die B-Zellen angefarbt (s. Abb. 36).
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Abbildung 36: CD3- und CD20-Firbung '°®
MaBstabsbalken: 50um. Darstellung der CD3-positiven T-Lymphozyten (A) bzw. CD20-positi-
ven B-Lymphozyten (B) im Myokardinfarkt und Apoplex (in braun, s.Pfeile).

In den zufilligen Stichproben der CD3- und CD20-Férbung zeigten sich sowohl bei den T-
Lymphozyten, als auch den B-Lymphozyten jeweils eine signifikant hdhere Anzahl an Lym-
phozyten in der Apoplexgruppe verglichen mit der Myokardinfarktgruppe (CD3: p<0,0001,
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CD20: p<0,0001), wie Abbildung 37 zeigt. Dies galt ebenfalls fiir die einzelnen TOAST-Grup-
pen. Innerhalb der TOAST-Gruppen gab es keine signifikanten Unterschiede (s. Tabelle 11).

A B
p < 0,0001 p < 0,0001
4001 ' i 250- ! '
200+ S
—~ 3007 T
£
E % 150
£ 2004 E
& S 1004
a a
© 100 —_ a -
| 50-
0 T T 0 T T
D N
N A0 N A
¢ & & &
& \ W AN
@ \¢‘+ é &
O'Q Q'Q
W )
C D
p =0,6038
T 1 p =0,2775
p=09397 p-=0,5554 r )
r " , p=08599 p=0,1327
. r L 1
400 55
—~ 3004 200
£ E
£ E 150
£ 200 £ _l_
< +
8 § 10 o) SRR
© 1004 | o e
50- B .
—
0 T T T 0 T T T
N N N
(\,ﬂb\ ’/\‘S\ ,/,@\ \S\,,q 29 IS
W & ,O\S‘ o o &
vf’« &" g Rl G O

Abbildung 37: Vergleich der Absolutzahlen der T-/B-Lymphozyten zwischen Myokardinfarkt und Apoplex'%
Vergleich der Absolutzahlen der CD3- (A) und CD20-Zellen (B) zwischen Myokardinfarkt und Apoplex und
innerhalb der TOAST-Gruppen (C,D).
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A
CD3+ MI Apoplex TOAST 1 TOAST 2 TOAST 5
n/mm? (n=12) (n=37) (n=9) (n=18) (n=10)
p p p p p
MI <0,0001 0,0003 <0,0001 0,0002
TOAST 1 0,0003 0,9397 0,6038
TOAST 2 <0,0001 0,9397 0,5554
TOAST 5 0,0002 0,6038 0,5554
B
CD20+ MI Apoplex TOAST 1 TOAST 2 TOAST 5
n/mm?> (n=12) (n=37) (n=9) (n=18) (n=10)
p p p p p
MI 0,0001 0,0062 0,0021 0,0004
TOAST 1 0,0062 0,8599 0,2775
TOAST 2 0,0021 0,8599 0,1327
TOAST 5 0,0004 0,2775 0,1327

Tabelle 11: Vergleich der Absolutzahlen der T-/B-Lymphozyten zwischen Myokardinfarkt und Apoplex'%°
Vergleich Absolutzahlen der T-Lymphozyten (A) und B-Lymphozyten (B) von Myokardinfarkt und Apoplex

und innerhalb der TOAST-Gruppen.
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4.3 Korrelation der Farbungen untereinander und mit klinischen Parametern

4.3.1

Wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben, wurden verschiedene klinisch- interventionelle Parameter der

Vergleich klinischer Parameter der Apoplexpatienten

Apoplexpatienten erhoben und anschliefend untereinander korreliert (s. Tabelle 12).

Apoplex Zeit bis Rekana- | Gesamt- | Rekana- | NIHSS NIHSS mRS 90
Behand- | lisations- zeit lisations- | pre post Tage
lung zeit (min) manover
(min) (min) (RM) (n)
Zeit bis r 0,7997 0,2453 0,3458 0,4874
Behand- p <0,0001 0,0589 0,0120 0,0157
lung(min) | 61 60 52 24
Rekanali- | r 0,4782 0,8517 0,05521 0,3476 0,3548
sations- p <0,0001 | <0,0001 0,6547 0,0061 0,0753
zeit (min) | 63 70 68 61 26
Gesamt- r 0,7997 0,4782 0,2637 0,5571 0,6133
zeit (min) | p | <0,0001 | <0,0001 0,0400 | <0,0001 0,0011
n 61 63 61 54 25
RM (n) r 0,8517 0,4362 0,2207
p <0,0001 0,0004 0,2786
n 70 61 26
NIHSS r 0,2453 0,05521 0,2637 0,5316 0,4073
pre p 0,0589 0,6547 0,0400 <0.0001 0,0389
n 60 68 61 61 26
NIHSS r 0,3458 0,3476 0,5571 0,4362 0,5316 0,7990
post p 0,0120 0,0061 <0,0001 0,0004 <0,0001 <0,0001
n 52 61 54 61 61 22
mRS 90 r 0,4874 0,3548 0,6133 0,2207 0,4073 0,7990
Tage p 0,0157 0,0753 0,0011 0,2786 0,0389 <0,0001
n 24 26 25 26 26 22
Tabelle 12: Vergleich klinischer Parameter der Apoplexpatienten'*®

Es zeigte sich, dass eine ldngere Zeit bis zur Behandlung positiv mit der NIHSS post
(r=0,3458, p=0,0120), sowie mit der mRS 90d (r= 0,4874, p=0,0157) korrelierte. Eine ldngere
Zeit bis zur Behandlung korrelierte also mit einem schlechteren klinischen Outcome. Gleiches
zeigte sich fiir die Korrelation zwischen Rekanalisationszeit und der NIHSS post, die ebenfalls
positiv miteinander korrelierten (r=0,3476, p=0,0061). Bei der Korrelation der Gesamtzeit mit
der NIHSS post (r= 0,5571, p<0,0001) und der mRS 90d (r= 0,6133, p= 0,0011) zeigten sich
hoch signifikante positive Korrelationen. Je mehr Rekanalisationsmandver durchgefiihrt wur-
den, desto ldnger war in der Folge die Rekanalisationszeit (r= 0,8517, p<0,0001) und desto
hoher war wiederum die NIHSS post (r= 0,4362, p= 0,0004).
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Die NIHSS pre korrelierte ebenfalls positiv mit der NIHSS post (= 0,5316, p<0,0001), sowie
mit der mRS 90d (r= 0,4073, p= 0,0389) und der Gesamtzeit (r= 0,2637, p= 0,0400).

Je hoher die NIHSS post war, desto hoher auch die Maflzahl der mRS 90d (r= 0,7990,
p<0,0001). Das bedeutete: eine erhohte NIHSS post war mit einem verschlechterten neurologi-

schen Patientenstatus nach 90 Tagen assoziiert.

Insgesamt profitierten die Patienten mit akutem ischdmischen Apoplex also- wie erwartet -von
einer sehr zeitnahen Vorstellung in der Klinik, unmittelbar nach Symptombeginn. Dartiiber hin-
aus profitierten sie in der Folge von einer ziigigen Behandlung im Krankenhaus einschlie8lich
Bildgebung und Rekanalisation mit moglichst wenig Mandvern. Dies ist vergleichbar mit den
Daten beziiglich einer schnellen Rekanalisation bei Patienten mit STEMI, bei denen leitlinien-
gerecht eine Versorgung innerhalb kurzer Zeit nach Aufnahme in der Klinik angestrebt wird (s.

Kapitel 1.4.3.3).

4.3.2 Positive Korrelation zwischen den kernhaltigen Zellen, NETs und dem Fibrin-/Throm-
bozytenanteil und deren Einfluss auf klinische Parameter im Apoplex

Die Ergebnisse der HE-Farbung der Apoplexpatienten wurden mit denen der anderen Férbun-

gen, sowie mit den oben beschriebenen klinischen Parametern verglichen (s. Tabelle 13).

Um zu verifizieren, dass die Zahl der kernhaltigen Zellen (n/mm?) der Fluoreszenzfarbungen
und der relative Anteil an Leukozyten der HE-Féarbung gleichgerichtete Ergebnisse liefern,
wurden beide miteinander korreliert (r= 0,3893, p= 0,0008). Aullerdem wurden sie mit dem

Anteil an Fibrin-/Thrombozytenfldche und der Erythrozytenfldche der HE-Féarbung korreliert.

Je hoher die Leukozytenzahl, desto hoher der Anteil an Fibrin/Thrombozyten (1= 0,2643,
p=0,0259) und desto geringer der Anteil an Erythrozyten pro Flache (r=-0,3641, p= 0,0018).
Diese Ergebnisse bestétigten sich bei der Korrelation des Leukozytenanteils in der HE-Far-

bung mit ebendiesen (s. Tabelle 13 und Abb. 38).

Je hoher der Leukozytenanteil war, desto geringer die Anzahl der CD3-positiven Zellen
(r=-0,3606, p= 0,0284). Beim Erythrozytenanteil zeigte sich hingegen eine positive Korrela-
tion mit der Anzahl der CD3-positiven Zellen (r= 0,3557, p= 0,0307). Dartiber hinaus zeigte
sich eine positive Korrelation zwischen der Anzahl an eosinophilen Granulozyten und dem
Fibrin-/Thrombozytenanteil (r= 0,3867, p= 0,0262) bzw. eine negative Korrelation zum

Erythrozytenanteil (r= -0,3870, p= 0,0261)
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Apoplex Leukozyten Fibrin/Throm- Erythrozyten (%)
(%) bozyten (%)
kernhaltige Zellen r 0,3893 0,2643 -0,3641
(n/mm?) p 0,0008 0,0259 0,0018
n 71 71 71
Leukozyten r 0,3273 -0,5062
(%) p 0,0053 <0,0001
n 71 71
Fibrin/Thrombo- r 0,3273 -0,9641
zyten (%) p 0,0053 <0,0001
n 71 71
Erythrozyten r -0,5062 -0,9641
(%) p <0,0001 <0,0001
n 71 71
CD41+ r 0,3395 0,2858 -0,3231
(%) p 0,0533 0,1068 0,0667
n 33 33 33
Fbg r 0,1917 -0,1050 0,06791
(%) p 0,2626 0,5421 0,6939
n 36 36 36
Neutrophile r 0,3866 0,1826 -0,2831
(n/mm?) p 0,0009 0,1275 0,0167
n 71 71 71
NETs r 0,4363 0,2694 -0,3344
(n/mm?) p 0,0001 0,0231 0,0044
n 71 71 71
CD14+ r 0,01561 0,06478 -0,03126
(n/mm?) p 0,9143 0,6549 0,8294
n 50 50 50
Eosinophile r 0,2480 0,3867 -0,3870
(n/mm?) p 0,1641 0,0262 0,0261
n 33 33 33
CD3+ r -0,3606 -0,3238 0,3557
(n/mm?) p 0,0284 0,0505 0,0307
n 37 37 37
CD20+ r -0,2062 -0,2269 0,2424
(n/mm?) p 0,2208 0,1768 0,1484
n 37 37 37
Zeit bis Behand- r 0,09862 0,1297 -0,1033
lung (min) p 0,4457 0,3149 0,4244
n 62 62 62
Rekanalisationszeit r 0,2635 0,09647 -0,1483
(min) p 0,0275 0,4269 0,2206
n 70 70 70
Gesamtzeit r 0,1382 0,1543 -0,1478
(min) p 0,2801 0,2271 0,2476
n 63 63 63
Rekanalisations- r 0,2888 0,1310 -0,1804
manover (n) p 0,0146 0,2763 0,1323
n 71 71 71
NIHSS pre r 0,09884 -0,05183 0,02306
p 0,4191 0,6723 0,8508
n 69 69 69
NIHSS post r 0,2645 0,2379 -0,2856
p 0,0394 0,0649 0,0257
n 61 61 61
mRS 90 Tage r 0,02353 0,06600 0,01662
p 0,9092 0,7487 0,9358
n 26 26 26

Tabelle 13: Korrelation der Ergebnisse der HE-Farbung der Apoplexpatienten mit verschie-

denen Immunfluoureszenzfarbungen, sowie Korrelation mit klinischen Parametern

196

91



4 Ergebnisse 92

A _ r=0,2643, p = 0,0259 B r=-0,3641, p = 0,0018
=
E’ 1004 80+ a
g s o ® o £ o &, ®
2 & o 2 o = 60 o o
£ oo [ c?[, 8 .& op © 2
2 604 © QE) 8 o N N 2 oo ° e o
£ o o c [l
; 0,0 Oo %o s g 40 Q0 2 éguo o
£ 404 o 80 o © o 5 o @00 og o, o
£ o & ° T 20 @ oo L
8 201 9 £ oo D o
i < 5
£ o T T . 0 T & y
< 0 1000 2000 3000 0 1000 2000 3000
kernhaltige Zellen (n/mm?) kernhaltige Zellen (n/fmm?)
C _ r=0,3273, p = 0,0053 D [ =-0,5062, p < 0,001
®
< 1004
g 0 =
) 804 o o D ‘u‘_c:_
a 8 0
E ol %8 s ° 5
E o e
= % 5 a £
B 0] oo g° B
3 0O, 00 w
£ % =
8 204° z
i <
g o : T . ) )
< 0 10 20 30 40 40
Anteil Leukozyten (%) Anteil Leukozyten (%)
— r=-0,9641, p < 0.0001
9 - p=0,0262, r = 0,3867
< 1001 S
2 = 100,
bl g -
2 ¥ 80 o
E -] o0 o
] [ 5 9 Ot
E 9  e0{oc g o &2
B it ]
'E = & 00
3 B 40qco o
= 3
5 £ ° °
o H 204
T o *
E T T T 1 =
< 0 20 40 60 80 £ 0 T T )
< 0 200 400 600
Anteil Erythrozyten (%)
Eosinophile (nfmn?)

Abbildung 38: Korrelation der Ergebnisse der HE-Farbungen (Apoplex) untereinander und mit weiteren Far-
bungen

Korrelation der Zahl der kernhaltigen Zellen mit dem Fibrin-/Thrombozytenanteil (A), mit dem Anteil an Eryth-
rozyten (B) Korrelation des Leukozytenanteils mit dem Fibrin-/Thrombozytenanteil (C), bzw. mit dem Eryth-
rozytenanteil (D) Korrelation des Fibrin-/Thrombozytenanteils mit dem Erythrozytenanteil (E), sowie mit den
Eosinophilen (F).

Da die Anzahl der Rekanalisationsmandver (r= 0,2888, p= 0,0146) und die Rekanalisationzeit
(r=0,2635, p= 0,0275) positiv mit dem Leukozytenanteil der HE-Férbung korrelierte, wurde
untersucht, ob ein groferer Anteil von den neutrophilen Granulozyten gebildeten NETs, die zur
Stabilisierung der Thromben durch Bildung von Fibrin-/Thrombozytenaggregaten beitragen
konnen, nachweisbar war. Je hoher der Anteil an Leukozyten in der HE-Férbung, desto hoher
war dabei der Anteil der NETs in der Fluoreszenzfarbung (r= 0,4363, p<0,0001). NETs korre-
lierten dabei positiv mit der Thrombozyten-/Fibrinfliche in der HE-Farbung (r= 0,2694, p=
0,0231), wie Abbildung 39 zeigt.
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Abbildung 39: Korrelation der Ergebnisse der HE-Féarbung mit klinischen Parametern und Immunfluoreszenz-
firbungen'%

Korrelation des Leukozytenanteils mit der Anzahl an Rekanalisationsmandvern (A), der Rekanalisationszeit
(B) und der NIHSS post (C), Korrelation des Leukozytenanteils mit den Neutrophilen (D) und NETs (E), sowie
Korrelation des Fibrin-/Thrombozytenanteils mit den NETs (F)

Des Weiteren zeigte sich eine positive Korrelation zwischen dem Leukozytenanteil und der
NIHSS post (r= 0,2645, p= 0,0394), somit also eine Assoziation mit einem schlechteren klini-
schen Outcome. Umgekehrt zeigte sich bei einem hoheren Erythrozytenanteil eine negative

Korrelation mit der NIHSS post (r=-0,2856, p=0,0257).

4.3.3 Zusammenhang zwischen der NIHSS pre und dem Fibrinanteil

Um den Fibrin-/Leukozytenanteil der HE-Farbung weiter zu differenzieren, wurden die Ergeb-
nisse der Thrombozyten- und Fibrinfarbung mit der NE-, und CD14-Férbung, sowie im Apop-

lex mit den klinischen Parametern korreliert (s. Tabelle 14).
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Apoplex CD41+ Fbg+
(%) (%)
CD41+ r 0,2247
(%) p 0,2086
n 33
Fbg r 0,2247
(%) p 0,2086
n 33
kernhaltige Zellen r 0,1846 -0,02495
(n/mm?) p 0,3038 0,8851
n 33 36
Neutrophile r 0,1275 -0,02737
(n/mm?) p 0,4797 0,8741
n 33 36
NETs r 0,02023 0,08676
(n/mm?) p 0,9110 0,6149
n 33 36
CD14+ r 0,1408 -0,1075
(n/mm?) p 0,4345 0,5386
n 33 35
Eosinophile r 0,003674 -0,1574
(n/mm?) p 0,9852 0,4149
n 28 29
CD3+ r -0,1993 -0,3132
(n/mm?) p 0,2742 0,0670
n 32 35
CD20+ r -0,1362 -0,04280
(n/mm?) p 0,4573 0,8071
n 32 35
Zeit bis Behandlung r 0,1904 0,4440
(min) p 0,3136 0,0096
n 30 33
Rekanalisationszeit r -0,04670 -0,1944
(min) p 0,7996 0,2630
n 32 35
Gesamtzeit r 0,1177 0,3024
(min) p 0,5432 0,0925
n 29 32
Rekanalisations- r 0,02242 0,02255
manoéver (n) p 0,9014 0,8961
n 33 36
NIHSS pre r -0,1049 0,3527
p 0,5613 0,0321
n 33 35
NIHSS post r -0,08775 0,1236
p 0,6508 0,5003
n 29 32
mRS 90 Tage r 0,1504 -0,1413
p 0,6590 0,6786
n 11 11

Tabelle 14: Korrelation der CD41- und Fibrinogenfarbung mit weiteren Féarbun-
gen, sowie mit klinischen Parametern (Apoplex) !
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Eine positive Korrelation zeigte sich bei der Zeit bis zur Behandlung und dem Anteil an Fib-
rin/Fibrinogen pro Thrombusgesamtfliche (r= 0,4440, p= 0,0096). Ebenfalls korrelierte die
NIHSS pre positiv mit dem Anteil an Fibrin/Fibrinogen (r= 0,3527, p= 0,0321). Eine positive
Korrelation zwischen der Anzahl an NETs und CD41 bzw. Fibrinogen, die untersucht wurde
wegen der oben beschriebenen Ergebnisse der HE-Firbung, zeigte sich nicht. Dies galt sowohl

fiir die Apoplex-, als auch die Myokardinfarktthromben (s. Tabelle 15).

Myokardinfarkt CD41+ Fbg+
(%) (%)
CD41+ r 0,2800
(%) p 0,1519
n 24
Fbg r 0,2800
(%) p 0,1519
n 24
kernhaltige Zellen r 0,2190 0,09295
(n/mm?) p 0,2536 0,6069
n 29 33
Neutrophile r -0,02576 0,08406
(n/mm?) p 0,8945 0,6419
n 29 33
NETSs r 0,2975 -0,01950
(n/mm?) p 0,3235 0,9496
n 13 13
CD14+ r 0,07708 0,01282
(n/mm?) p 0,7267 0,9494
n 23 27
Eosinophile r 0,08625 -0,07625
(n/mm?) p 0,6688 0,6835
n 27 31
CD3+ r 0,3827 -0,4914
(n/mm?) p 0,2483 0,2162
n 11 8
CD20+ r -0,1385 -0,5934
(n/mm?) p 0,6847 0,1210
n 11 8

Tabelle 15: Korrelation der CD41- und Fibrinogenférbung mit weiteren Fér-
bungen (Myokardinfarkt)
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4.3.4 Positive Korrelation zwischen der Zahl der kernhaltigen Zellen und der Zahl an Neutro-
philen, NETs und Monozyten im Myokardinfarkt und Apoplex

Bei Untersuchung der Ergebnisse der HE-Farbung zeigte sich, dass ein hoherer Anteil an Leu-
kozyten mit einem erhohten Anteil an NETs assoziiert ist. Dieses Ergebnis wurde in der Im-

munfluoreszenzfiarbung nochmals mit absoluten Zellzahlen iiberpriift.

AulBerdem wurden Korrelationen zwischen kernhaltigen Zellen, Neutrophilen, Monozyten, Eo-
sinophilen und den Lymphozyten sowohl im Myokardinfarkt als auch im Apoplex durchgefiihrt
(s. Tabellen 16, 17).

Myokard- kernhaltige Neutrophile NETs NETS vor- CD14+
infarkt Zellen (n/mm?) gesamt handen (n/mm?)
(n/mm?) (n/mm?) (n/mm?)
kernhaltige r 0,7639 0,2955 0,3082 0,3560
Zellen p <0,0001 0,0117 0,2638 0,0140
(n/mm?) n 72 72 15 47
Neutrophile r 0,7734 0,2167 0,3884 0,3202
(n/mm?) p <0,0001 0,0675 0,1525 0,0282
n 72 72 15 47
NETSs gesamt r 0,2955 0,2167 0,06288
(n/mm?) p 0,0117 0,0675 0,6746
n 72 72 47
NETs vor- r 0,3082 0,3884 0,4036
handen p 0,2638 0,1525 0,1524
(n/mm?) n 15 15 14
CD14+ r 0,3560 0,3202 0,06288 0,4036
(n/mm?) p 0,0140 0,0282 0,6746 0,1524
n 47 47 47 14
Eosinophile r 0,2081 0,2902 0,1005 -0,06654 0,1575
(n/mm?) p 0,0961 0,0190 0,4259 0,8212 0,3015
n 65 65 65 14 45
CD3+ r 0,3497 -0,2797 0,2502
(n/mm?) p 0,2652 0,3786 0,4328
n 12 12 12
CD20+ r 0,1748 -0,2657 0,4379
(n/mm?) p 0,5868 0,4038 0,1545
n 12 12 12

Tabelle 16: Korrelation der kernhaltigen Zellen, Neutrophilen, NETs und Monozyten (Myokardinfarkt)'%
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Apoplex kernhaltige Neutrophile NETs CD14+
Zellen (n/mm?) (n/mm?) (n/mm?)
(n/mm?)
kernhaltige r 0,9330 0,4611 0,3189
Zellen p <0,0001 <0,0001 0,0240
(n/mm?) n 71 71 50
Neutrophile r 0,9330 0,6229 0,2644
(n/mm?) p <0,0001 <0,0001 0,0635
n 71 71 50
NETs r 0,4611 0,6229 0,1008
(n/mm?) p <0,0001 <0,0001 0,4863
n 71 71 50
CD14+ r 0,3189 0,2644 0,1008
(n/mm?) p 0,0240 0,0635 0,4863
n 50 50 50
Eosinophile r 0,2824 0,2667 0,3412 0,1422
(n/mm?) p 0,1113 0,1335 0,0520 0,4536
n 33 33 33 30
CD3+ r 0,01984 0,06009 0,1142
(n/mm?) p 0,9072 0,7239 0,5010
n 37 37 37
CD20+ r 0,02159 0,05191 0,2698
(n/mm?) p 0,8991 0,7603 0,1063
n 37 37 37

Tabelle 17: Korrelation der kernhaltigen Zellen, Neutrophilen, NETs und Monozyten (Apoplex)'

Folgende signifikante positive Korrelationen gefunden werden:

Erstens, je mehr kernhaltige Zellen absolut vorhanden waren, desto mehr neutrophile Gra-
nulozyten (Myokardinfarkt: r=0,7734, p<0,0001; Apoplex: r=0,9330, p<0,0001) und CD14-
positive Monozyten (Myokardinfarkt: r= 0,3560, p= 0,0140; Apoplex: r= 0,3189, p= 0,0240)
fanden sich (s. Abb. 40).

Zweitens, eine hohere Anzahl an neutrophilen Granulozyten war in den untersuchten Stichpro-
ben sowohl im Myokardinfarkt (r= 0,3202, p= 0,0282), als auch im Apoplex mit einer erhdhten
Anzahl an Monozyten assoziiert (s. Abb. 41), in letzterem allerdings nicht statistisch signifikant

(1= 0,2644, p= 0,0635).
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Abbildung 40: Korrelation der NE- und CD14- Féarbung

Korrelation der kernhaltigen Zellen mit neutrophilen Granulozyten (A,B) und mit Monoyzten (C,D) im Myokar-

dinfarkt und Apoplex.
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Abbildung 41: Korrelation der NE- mit der CD14-Féarbung
Korrelation der neutrophilen Granulozyten mit den CD14-positiven Monoyzten im Myokardinfarkt (A) und

Apoplex (B)
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Drittens, im Apoplex konnte gezeigt werden, dass eine hohere Anzahl an kernhaltigen Zellen
(r=0,4611, p<0,0001) bzw. neutrophilen Granulozyten (r= 0,6229, p<0,0001) auch mit einer
erhohten Anzahl an NETSs assoziiert war. Bei der Untersuchung im Myokardinfarkt zeigte sich
dagegen lediglich eine signifikante positive Korrelation zwischen kernhaltigen Zellen und vor-
handenen NETs (r= 0,2955, p= 0,0117), jedoch nicht zwischen Neutrophilen und NETs aller
Patienten (r= 0,3884, p=0,1525), s. Abb. 42.
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Abbildung 42: Korrelationen der NE-Féarbung
Korrelation der vorhandenen NETs im Myokardinfarkt (A) und NETs im Apoplex (B) jeweils mit der Anzahl
an Neutrophilen

Untersucht wurde weiterhin die Korrelation der kernhaltigen Zellen, Neutrophilen, NETs und
Monozyten mit den oben beschriebenen klinischen Parametern der Apoplexpatienten (s. Ta-

belle 18).
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Apoplex kernhaltige Zellen Neutrophile NETSs Monozyten
(n/mm?) (n/mm?) (n/mm?) (n/mm?)
Zeit bis zur Be- r -0,03746 -0,07343 -0,02025 -0,1755
handlung p 0,7725 0,5706 0,8759 0,2544
(min) n 62 62 62 44
Rekanalisations- r 0,1895 0,2982 0,3823 0,05258
zeit p 0,1161 0,0121 0,0011 0,7197
(min) n 70 70 70 49
Gesamtzeit r 0,1656 0,1792 0,2523 -0,03718
(min) p 0,1946 0,1599 0,0460 0,8129
n 63 63 63 43
Rekanalisations- r 0,2123 0,3095 0,4919 -0,08225
mandéver (n) P 0,0756 0,0086 <0,0001 0,5701
n 71 71 71 50
NIHSS pre r 0,1721 0,1956 0,1420 0,06565
P 0,1574 0,1072 0,2445 0,6506
n 69 69 69 50
NIHSS post r 0,1702 0,2513 0,4449 0,1430
p 0,1897 0,0508 0,0003 0,3546
n 61 61 61 44
mRS 90 Tage r 0,035 0,208 0,440 0,176
P 0,837 0,210 0,006 0,410
n 38 38 38 24

Tabelle 18: Korrelation der kernhaltigen Zellen, Neutrophilen, NETs und Monozyten mit klinischen Parame-

tern (Apoplex)'®

Hier zeigte sich, dass eine hohere Anzahl an neutrophilen Granulozyten positiv mit der Anzahl

an Rekanalisationsmandvern (= 0,3095, p= 0,0086) und mit der Rekanalisationszeit

(r= 10,2982, p=0,0121) korrelierte.

Die von den neutrophilen Granulozyten gebildeten NETs korrelierten positiv mit der Anzahl

der Rekanalisationsmanodver (= 0,4919, p<0.0001), der Rekanalisationszeit (r= 0,3823, p=
0,0011), der Gesamtzeit (r= 0,2523, p= 0,0460), und der NIHSS post (= 0,4449, p= 0,0003)

und der mRS 90d (1= 0,440, p= 0,006), wie der Abbildung 43 zu entnehmen ist.
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Abbildung 43: Korrelation der NE-Féirbung mit klinischen Parametern (Apoplex) '%¢
Einfluss der NETs im Apoplex auf die Anzahl der Rekanalisationsmandver (A), die Rekanalisationszeit
(B), die Gesamtzeit (C) und die NIHSS post (D).

4.3.5 Einfluss der eosinophilen Granulozyten auf den Fibrin-/Thrombozytenanteil und das
klinische Outcome der Patienten mit Apoplex

Zuletzt wurden die Ergebnisse der Farbungen der T- und B-Lymphozyten, sowie der eosino-
philen Granulozyten mit der HE-, NE-, CD14-, CD41-, und Fibrinfarbung korreliert. Dariiber
hinaus wurden die Ergebnisse der Farbungen der Apoplexpatienten mit den klinischen Parame-

tern korreliert (Abb. 44, 45, sowie Tabelle 19).

Im Myokardinfarkt zeigte sich dabei eine positive Korrelation der Anzahl der eosinophilen Gra-
nulozyten und der Anzahl der neutrophilen Granulozyten (r= 0,2902, p= 0,0190), wohingegen
im Apoplex keine positive Korrelation zwischen eosinophilen Granulozyten und Neutrophilen

gefunden werden konnte (r= 0,2667, p=0,1335), wie Abbildungen 44 zeigt.
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Abbildung 45: Korrelation der Luna- Farbung mit der HE-Farbung und klinischen Parametern
Korrelation der Eosinophilen mit dem Fibrin-/Thrombozytenanteil (A) und dem Erythrozytenanteil (B), so-

wie der NIHSS post (C).
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Im Apoplex zeigte sich, dass die Anzahl an eosinophilen Granulozyten positiv mit der Fibrin-
/Thrombozytenfliche der HE-Farbung (r= 0,3867, p= 0,0262), negativ mit der Erythrozyten-
flache (r=-0,3870, p= 0,0261), sowie positiv mit der NIHSS post (r= 0,4866, p= 0,0055) kor-
relierte, wie Abbildung 45 und Tabelle 19 zeigen.

Apoplex CD3+ CD20+ Eosinophile
(n/mm?) (n/mm?) (n/mm?)
Zeit bis zur Be- r -0,1100 -0,04403 0,3606
handlung p 0,5423 0,8078 0,0594
(min) n 33 33 28
Rekanalisations- r -0,06729 0,09686 0,06810
zeit p 0,6966 0,5741 0,7111
(min) n 36 36 32
Gesamtzeit r -0,1151 -0,04822 0,3517
(min) p 0,5304 0,7933 0,0720
n 32 32 27
Rekanalisations- r -0,1625 -0,009011 0,1502
manover (n) p 0,3367 0,9578 0,4042
n 37 37 33
NIHSS pre r 0,02172 0,003071 0,1577
p 0,8985 0,9856 0,3809
n 37 37 33
NIHSS post r -0,2472 0,01315 0,4866
p 0,1655 0,9421 0,0055
n 33 33 31
mRS 90 Tage r -0,01113 0,2417 0,06251
p 0,9741 0,4740 0,8638
n 11 11 10

Tabelle 19: Korrelation Eosinophilen, T-Lymphozyten und B-Lymphozyten mit klini-
schen Parametern (Apoplex)!®®



4 Ergebnisse 104

4.4 Basischarakteristika der Myokardinfarkt- und Apoplexpatienten

In Tabelle 20 sind die Basischarakteristika der Myokardinfarkt- und Apoplexgruppe aufgefiihrt.

Wie bereits in Kapitel 3.1 beschrieben, wurden 72 Myokardinfarktpatienten und 71 Patienten

mit ischdmischem Apoplex in diese Arbeit eingeschlossen.

Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied bei den nicht beeinflussbaren kardiovaskuldren Ri-
sikofaktoren Alter und Geschlecht. Die Gruppe der Myokardinfarktpatienten war im Mittel sig-
nifikant jiinger (p<0,0001), wohingegen mehr Ménner eingeschlossen wurden als in der Apop-

lexgruppe, was statistisch ebenfalls signifikant war (p=0,0008).

Bei weiteren kardiovaskulidren Hauptrisikofaktoren zeigte sich jeweils ein signifikant hoherer
Anteil an (Ex-) Nikotinabusus (p<0,0001), familidrer Disposition (p<0,0001) und Hypercho-
lesterindmie (p= 0,0007) in der Myokardinfarktgruppe. Der Anteil an Patienten mit Diabetes
mellitus und arterieller Hypertonie war zwischen den Myokardinfarkt- und Apoplexpatienten

nicht signifikant unterschiedlich.

Bei der antithrombozytiren Dauertherapie in der Vorgeschichte mittels Acetylsalicylsdure
(=ASS), Acetylsalicylsdure und thrombozytenaggregationshemmenden Dipyrimadol, ADP-
Rezeptor-Antagonisten oder einer dualen antithrombozytdren Therapie (=DAPT) zeigten sich

zwischen beiden Gruppen jeweils keine Unterschiede.

Auch beim Vergleich der Therapie mit Antikoagulantien, i.e. Cumarinen und den neuen oralen

Antikoagulantien (NOAKSs), zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

In der Vorgeschichte der Patienten zeigte sich ein signifikant hoherer Anteil an bereits zuvor
stattgehabten Schlaganfillen (p= 0,0004) bzw. an Vorhofflimmern (p<0,0001) in der Apop-
lexgruppe. Letzteres wurde nochmals weiter differenziert zwischen bekanntem Vorhofflim-

mern (p= 0,0008) und bei der Erstdiagnose von Vorhofflimmern bei Aufnahme (p= 0,0002).

Beiden Gruppen zeigten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich eines Nierenversagens

oder einer aktiven malignen Erkrankung.

Leitliniengerecht wurde bei keinem der Patienten mit akutem Myokardinfarkt eine Lyse durch-
gefiihrt, wohingegen in 64,7% der Fille bei den Apoplexpatienten leitliniengerecht nach Aus-
schluss von Kontraindikationen eine Lysetherapie vor der mechanischen Rekanalisation er-

folgte.
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Basischarakteristika Myokardinfarkt
n (gesamt) 72
Alter ---- Mittelwert = SD 61,5+10,9
Geschlecht ---- n (%) 72
ménnlich 57 (79,2)
Risikofaktoren ---- n (%) 71
Diabetes mellitus 12 (16,9)
Arterielle Hypertonie 48 (67,6)
Ex-/Raucher 35 (49,3)
Familidre Disposition 30 (42,3)
Hypercholesterindmie 48 (67,6)
Antithrombozytire Therpapie, orale Antiko-
agulation bei Intervention --- n (%) 69
ASS 14 (20,3)
ASS + Dipyrimadol 0(0,0)
ADP-Rezeptor Antagonist 7 (10,1)
DAPT 5(7,2)
Cumarin 1(1,4)
NOAK 0(0,0)
Lysetherapie vor Intervention 0
---1n (%) 0 (0,0)
Vorerkrankungen --- n (%) 72
Nierenversagen (GFR<30ml/min) 0(0,0)
Dialyse 0(0,0)
Apoplex 1(1,4)
Myokardinfarkt 8 (1L,1)
Vorhofflimmern (VHF) gesamt 7(9,9) n=71
- bekanntes VHF 7(9,9)
- Erstdiagnose VHF bei Aufnahme 0 (0,0)
Aktive maligne Erkrankung 2(2,9)

Apoplex
71
69,9+13.,8
71
37 (5,1)
69
13 (18,8)
52 (75.,4)
12 (17,4)
1(1,4)
26 (37,7)

69
21 (30,4)
3(4,3)
4(5,8)
3(14)
7 (10,1)
1(1,5)

68
44 (64,7)

69
1(2,7)n=37
0(0,0)
13 (19,1)
9 (13,0)
34 (49,3)
23 (33,3)
11 (15,9)
2(2,9)

p< 0,0001

p=0,0008

p=0,8267
p=0,3524
p<0,0001
p<0,0001
p= 10,0007

p=0,2402
p= 10,2445
p=0,5316
p=0,7183
p= 10,0624
p>0,9999

p=0,3394
p>0,9999
p=0,0004
p=0,7991
p<0,0001
p=0,0008
p= 10,0002
p>0,9999

Tabelle 20: Darstellung der Basischarakteristika der Myokardinfarkt- und Apoplexpatienten %6
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5 Diskussion

5.1 Zentrale Ergebnisse der Arbeit

In dieser Arbeit wurden arterielle Thromben von Patienten mit akutem Myokardinfarkt und mit
ischdamischem Apoplex verglichen. Nach Etablierung der immunhistologischen Farbungen
wurden Unterschiede und Gemeinsamkeiten der verschiedenen Thromben untersucht, auch im
Hinblick auf die Atiologie der Apoplexthromben mittels der TOAST-Klassifikation. Ein be-
sonderes Interesse galt dabei moglichen Unterschieden zwischen den pathophysiologisch un-
terschiedlich entstandenen Apoplex-Subgruppen der TOAST 1- und TOAST 2- Gruppe. Dar-
iiber hinaus wurde evaluiert, ob die histologische Zusammensetzung Einfluss auf verschiedene

klinische Parameter im ischdmischen Apoplex hat.

Ganz allgemein wurde zunéchst die histologische Zusammensetzung der Myokardinfarkt- und
Apoplexthromben untersucht. Von besonderem Interesse waren dabei die beiden Hauptkompo-
nenten der priméren und sekunddren Himostase, d.h. der Thrombozyten- und Fibrinanteil. Hier

zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen Myokardinfarkt und Apoplex.

Im Falle des Fibrins zeigte sich ein signifikant niedrigerer Anteil im Myokardinfarkt. Dies
konnte mit der standardisierten priaklinischen Gabe von Heparin bei den Myokardinfarktpati-
enten (s. Kapitel 1.4.3.3) erkldrt werden, zumal nur wenige Apoplexpatienten eine vorherge-
hende Therapie mit Antikoagulantien wie Cumarin oder den NOAKSs erfahren hatten (s. Basis-
charakteristika, Kapitel 4.4). Wie in Kapitel 1.3.3 erldutert, degradiert Heparin Fibrin und
konnte als Erklarung fiir den signifikant niedrigeren Anteil im Myokardinfarkt dienen. Heparin
verhindert das weitere Thrombuswachstum in den Koronargefden durch Verstirkung der Wir-
kung von Antithromin III °. Der priklinische Einsatz von Heparin ist bei Patienten mit STEMI
vor einer PCI mit einem geringeren Risiko fiir koronare Thromben und totalem Gefal3verschluss

assoziiert und verbessert das klinische Outcome '°71%8,

Dennoch muss beachtet werden, dass es durch systemische Lysetherapie mittels des Plasmino-
genaktivators rtPA im Apoplex ebenfalls zur Degradierung von Fibrin kommt (s. Kapitel 1.5.4).
Dabei fiihrt rtPA zur Fibrinolyse an der Oberflache der Thromben, aber auch innerhalb des
Thrombus via Diffusion. Es zeigt sich jedoch eine Abhdngigkeit von der Zeit. Je dlter die
Thromben sind, desto stabiler sind die Fibrinnetze, was die Diffusion des Medikaments hemmt

und den Erfolg der Lysetherapie somit einschrinkt '°.
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Jedoch muss einschrinkend hervorgehoben werden, dass der verwendete Antikorper keine Dif-

ferenzierung zwischen Fibrin und Fibrinogen zulief3, da mit diesem beides angefarbt wird.

Ebenso signifikant vermindert war der Anteil an Thrombozyten im Myokardinfarkt im Ver-
gleich zum Apoplex. Dieser Unterschied konnte mit der préklinischen Gabe von Acetylsalicyl-
sdure (ASS) bei den Patienten mit Myokardinfarkt erkliart werden. ASS fiihrt wie in Kapitel

1.4.3.3 beschrieben zur Thrombozytenaggregationshemmung.

Interessanterweise waren in dieser Studie die medianen Anteile an CD41-positiver Flidche gro-
Ber als die Fibrinanteile, sowohl im Myokardinfarkt, als auch im Apoplex. Es gibt zahlreiche
Studien, die die histologische Zusammensetzung der Thromben von Patienten mit Myokardin-
farkt untersucht haben 2°%2%! Insgesamt konnte gezeigt werden, dass der Fibrin- und Throm-
bozytenanteil einer zeitlichen Dynamik unterliegt 2>, die pathophysiologisch erklirt werden
kann. Im Falle der arteriellen Thrombose, die aufgrund der Ruptur einer atherosklerotischen
Plaque entsteht, sind die Thrombozytenanteile in der Frithphase zunichst hoher und nehmen im
Verlauf der Zeit ab, invers dazu verhélt es sich mit dem Fibrinanteil (zur Pathogenese der arte-
riellen Thrombose siehe Kapitel 1.3.4). Altere Thromben sowohl aus den Koronararterien, als
auch Zerebralarterien enthalten mehr Fibrinanteile '*°. Dariiber hinaus gibt es Hinweise darauf,
dass die Zusammensetzung der Fibrin- und Thrombozytenanteile im Myokardinfarkt auch von
der Pathogenese abhéngen. So zeigen sich Unterschiede zwischen Thromben, die durch Plaque-
ruptur entstanden sind und typischerweise reich an Fibrin sind und weniger Thrombozyten ent-
halten und solchen, die durch Plaqueerosion entstehen und bei denen das Verhéltnis von Fibrin
und Thrombozyten umgekehrt ist 2. Fiir die Plaqueerosion, die in etwa 20-40% der Fille fiir
einen akuten Myokardinfarkt verantwortlich ist, ist dabei typisch, dass sie reich an glatten Mus-
kelzellen und Thrombozyten sind, die fibrose Kappe intakt und die GefaBstruktur unversehrt

ist und es nur zur oberflachlichen Endothelldsion kommt 2%,

Zur histologischen Zusammensetzung der Thromben von Patienten mit ischdmischen Apoplex
existieren ebenfalls zahlreiche Studien. Auch in dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass- ver-
glichen mit nicht-kardioembolischen Thromben- der Leukozyten- und Fibrin-/Thrombozyten-
anteil in der Gruppe der kardioembolischen TOAST 2-Gruppe erhdht und der Erythrozytenan-

teil erniedrigt ist 2%°.

Ein wesentliches Ziel der Arbeit war es dariiber hinaus, die Rolle der Immunothrombose, ins-

besondere die der Monozyten und neutrophilen Granulozyten, sowie der von ihnen gebildeten
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NETs, zu beleuchten. Die absoluten Zahlen der kernhaltigen Zellen, die weitestgehend den
Leukozyten entsprechen (s. Kapitel 4.2.2), waren im Myokardinfarkt und Apoplex insgesamt
nicht unterschiedlich und damit gut miteinander vergleichbar. Es zeigte sich, dass in beiden
Gruppen eine erhohte Anzahl an kernhaltigen Zellen positiv mit einer erhdhten Monozyten-
und Neutrophilenzahl, den wichtigsten Zellen der Immunothrombose, korrelierte. Wiederum

korrelierte eine erhohte Neutrophilenzahl mit einer erhdhten Anzahl an NETs.

Weiterhin wurde untersucht, ob sich auch Unterschiede in der Anzahl an (Immun-)Zellen zwi-
schen den Subgruppen der Apoplexthromben finden lieBen. Ein erstes Indiz lieferte dafiir die
Feststellung, dass der Leukozytenanteil in der HE-Férbung in der TOAST 1- Gruppe signifikant
niedriger war als in der TOAST 2- Gruppe. Umgekehrt war der Erythrozytenanteil in der
TOAST 1- Gruppe signifikant hoher als in der TOAST 2-Gruppe. Unterschiede innerhalb der
TOAST- Gruppen fanden sich dariiber hinaus in den von den neutrophilen Granulozyten gebil-
deten NETs. Sowohl die Absolutzahl an NETs (n/mm?), als auch die relative Anzahl, d.h. die
Anzahl an NETs pro Neutrophile war jeweils in der TOAST 2-Gruppe hoher als in der TOAST
1- Gruppe. Diese Ergebnisse bestdtigen, dass NETs bei Patienten mit kardioembolischen Apop-
lex erhoht sind, wie mittels des NET-Markers citH3 bereits in vorherigen Studien gezeigt wer-
den konnte '°7 (s. Kapitel 1.6.2). Dariiber hinaus bestitigte sich ebenfalls, dass es keine signi-
fikanten Unterschiede zwischen der TOAST 2- und der TOAST 5- Gruppe beziiglich des Leu-
kozyten-/Fibrin-/Thrombozyten- und Erythrozytenanteils gab. Dies unterstiitzt die These, dass
Thromben der kryptogenen TOAST 5-Gruppe zum Grof3teil kardioembolischen Ursprungs
sind, was sich mit den Ergebnissen anderer Studien deckt 2. Zusitzlich konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass auch die NETs in der TOAST 2- und TOAST 5- Gruppe erhoht waren
verglichen mit TOAST 1, wohingegen sich keine Unterschiede zwischen der TOAST 2- und
TOAST 5- Gruppe zeigten. Dies konnte ebenfalls darauf hindeuten, dass die Thromben der
TOAST 5-Gruppe tiberwiegend kardioembolischen Ursprungs sind. Die Ergebnisse unterstiit-

zen somit die These, dass die Histologie der Apoplexthromben Hinweise auf die Atiologie gibt.

In dieser Arbeit zeigte sich, dass die neutrophilen Granulozyten und insbesondere die von ithnen
gebildeten NETs in der arteriellen Thrombose eine wichtige Rolle spielen und sowohl das Aus-
mal} des Schlaganfalls, als auch das klinische Outcome der Patienten mit Apoplex iiber die
Bildung von NETs beeinflussen konnen. Ausgehend von den Ergebnissen der HE-Féarbung, die
zeigten, dass ein erhohter Anteil an kernhaltigen Zellen bzw. Leukozyten positiv mit den Re-
kanalisationsmandvern, der Rekanalisationszeit und der NIHSS post korrelierte, wurden dabei
die neutrophilen Granulozyten und die von ihnen gebildeten NETs untersucht. Die Anzahl der

Neutrophilen im Apoplex korrelierte positiv mit der Anzahl an Rekanalisationsmandvern und
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der Rekanalisationszeit. Zuschreiben kann man diese Korrelation mit groer Wahrscheinlich-

keit den von den Neutrophilen gebildeten NETs.

NETs korrelierten positiv mit der Anzahl an Rekanalisationsmanodvern, der Rekanalisationszeit,
der Gesamtzeit, sowie mit dem Schlaganfallausmall (NIHSS post) und dem Patientenstatus
nach 90 Tagen (mRS 90d). Die Assoziation mit dem Schlaganfallausmal} bestitigt Ergebnisse
vorhergehender Studien, die erhdhte Biomarker fiir NETs im Plasma von Patienten untersuchte
und eine positive Korrelation mit der NIHSS post bei ausgedehnten Schlaganfillen zeigen

konnte '¢7

. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass NETs und der Fibrin-/Thrombozyten-
anteil der HE-Farbung in den Schlaganfallthromben positiv korrelierten, was pathophysiolo-
gisch erklart werden konnte (s. Kapitel 1.6.2.2). Allerdings bestitigten sich diese Ergebnisse
bei Korrelation der NETs mit den Immunfluoreszenzfarbungen von Thrombozyten und Fib-

rin/Fibrinogen weder im Myokardinfarkt noch im Schlaganfall.

Insgesamt fanden sich in der Apoplexgruppe deutlich mehr NETs als in der Myokardinfarkt-
gruppe. Eine Erkldrung fiir das Vorhandensein von NETs bei lediglich 21% der Myokardin-
farktthromben konnte sein, dass ein Grofteil (ca. 80%) der Myokardinfarktpatienten prékli-
nisch mit Heparin therapiert wurde. Heparin hat u.a. eine hohe Affinitdt zu Histonen und ent-
fernt diese vom Chromatin der NETs, was zu deren Destabilisierung fiihrt !’°. Auch in vivo

konnte bei der vendsen Thrombose gezeigt werden, dass Heparin NETs degradiert 7!,

Dariiber hinaus nimmt die Wahrscheinlichkeit NETs zu detektieren bei kleinerer Thrombus-
schnittfliche und somit weniger neutrophilen Granulozyten wie im Falle der Myokardinfarkt-
thromben ab. Lediglich 4,7+4,5 % (Mittelwert + Standardabweichung) NETs pro Neutrophile
konnten bei den Myokardinfarktthromben detektiert werden (n=15). Nimmt man auch die
Thromben hinzu, in denen sich keine NETs zeigten, liegt der Anteil von NETs an Neutrophilen

nur noch bei 1,0£2,9%.

Dennoch zeigten sich NETs in diesen 21% der Myokardinfarktpatienten, was die Frage auf-
wirft, warum sie tiberhaupt vorhanden waren. In Studien wurde gezeigt, dass NETs durch He-
parin unter standardisierten Laborbedingungen beinahe vollstindig degradiert werden !, Unter
nicht-standardisierten Bedingungen sind jedoch verschiedene Szenarien denkbar, weshalb trotz
Heparingabe NETs detektiert werden konnten. So wurden NETs durch die verabreichte Hepa-
rindosis moglicherweise nicht immer vollstdndig degradiert. Ein weiterer Erkldrungsansatz bie-
tet der Faktor Zeit. Zur vollstdndigen Degradierung muss eine bestimmte Dosis Heparin in einer
bestimmten Zeit gegeben werden. Bei den eingeschlossenen Patienten kann jedoch die genaue

Zeit von der Gabe bis zur Therapie via Thrombektomie nicht genau nachvollzogen werden,



5 Diskussion 110

weshalb man iiber das Vorhandensein der NETs lediglich diskutieren kann. Moglich ist auch,
dass das Ausmal} des Myokardinfarkts, d.h. seine GroBe, eine Rolle spielt. So ist denkbar, dass
bei grofBeren Thromben die Penetration mit Heparin unvollstandiger ist als bei kleineren Throm-

ben, was einen weiteren Erkldrungsansatz fiir das Vorhandensein von NETs bietet.

Lediglich ein Myokardinfarktpatient (n=1) der insgesamt 15 mit detektierbaren NETs erhielt
gesichert praklinisch kein Heparin, was das Vorhandensein von NETs hier erkldren konnte. Bei
10 Patienten (n=10) mit NETs wurde meist das standardisierte medikamentdse Schema von
5000 LE. Heparin + 500mg ASS priklinisch gegeben. Bei den restlichen Patienten (n=4) mit
NETs fehlten die notdrztlichen Angaben zur Medikation. Heparin scheint bei diesen Patienten
folglich nicht zu einer vollstandigen NET-Degradierung gefiihrt zu haben. Letztlich muss kon-
statiert werden, dass das Vorhandensein und die (medikamentdse) Degradierung der NETs ein
komplexer pathophysiologischer Prozess ist und das Nichtvorhandensein nicht nur durch die

alleinige Gabe von Heparin erklirbar ist.

Als weitere zentrale Zellgruppe in der Immunothrombose wurden die Monozyten untersucht.
Die Anzahl an CD14-exprimierenden Monozyten war im Apoplex verglichen zum Myokardi-
nfarkt signifikant erhoht. Bei Untersuchung der Subpopulationen der Monozyten zeigte sich,
dass die Gruppe der klassischen Monozyten zwischen Myokardinfarkt und Apoplex nicht sig-
nifikant unterschiedlich war. Signifikant hher war jedoch die Anzahl an intermedidren/nicht-
klassischen Monozyten im Apoplex. Studien zeigen, dass der Anteil an intermedidren Monozy-
ten in der akuten und subakuten Phase des ischdmischen Apoplex erhoht ist, insbesondere bei
kardioembolischem Ursprung >*’. Dadurch, dass die Immunhistologie jedoch die intermediire
und nicht-klassische Subpopulation nicht differenzieren kann, bestétigt das die oben genannten

Ergebnisse nur indirekt.

Als weiteres interessantes Ergebnis zeigte sich, dass die eosinophilen Granulozyten ebenfalls
eine wichtige Rolle in der arteriellen Thrombose zu spielen scheinen. So konnte im Apoplex
eine positive Korrelation zwischen eosinophilen Granulozyten und dem Fibrin-/Thrombozy-
tenanteil bzw. der NIHSS post, sowie eine negative Korrelation mit dem Erythrozytenanteil
nachgewiesen werden. Eine Beeinflussung der Thrombusmorphologie, sowie des Schlaganfal-
lausmaBles kann durch diese Ergebnisse angenommen werden. Auch in dieser Arbeit zeigen
sich somit Hinweise auf eine bedeutende Rolle der Eosinophilen in der arteriellen Thrombose.
Andere Studien konnten zeigen, dass diese Rolle unter anderem mit der Fahigkeit der eosino-

philen Granulozyten zusammenhéngt, Thrombin zu bilden 2%,
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5.2 Diskussion der Methoden
5.2.1 Gewinnung der Thromben

Die Technik der Gewinnung des untersuchten Materials war bei den Myokardinfarkt- und
Apoplexpatienten unterschiedlich (s. Kapitel 3.1.1 und 3.1.2). Zwar wurden bei beiden Kathe-
ter-gestiitzte Systeme verwendet, dennoch konnte durch die mechanische Rekanalisation bei
den Apoplexpatienten wahrscheinlich ein vollstdndigerer Teil des urspriinglichen Thrombus
geborgen werden als mittels Aspiration der Thromben bei den Patienten mit akutem Myokard-
infarkt. Dies wird beispielsweise schon ersichtlich an der Grofe des gewonnenen Materials.
Die Myokardinfarktthromben waren wesentlich kleiner, ein nicht unwesentlicher Verlust von
diesem Material bei der Aspiration kann also angenommen werden. Allerdings muss auch der
Gefifldurchmesser beachtet werden, der bei den Apoplex- und Myokardinfarktpatienten unter-
schiedlich ist. In diese Arbeit wurden nur Apoplexthromben aus Geféllen des sogenannten vor-
deren Stromgebiets eingeschlossen, deren Durchmesser im Mittel groBer sind als die Koronar-
gefiBe 2921°, Dies lisst auch auf groBere Thromben schlieBen. Um die Vergleichbarkeit bei
den Ergebnissen zu gewihrleisten, wurden die Ergebnisse auf Quadratmillimeter (mm?) extra-

poliert.

5.2.2 Einschluss der Patienten und moglicher Einfluss auf die Auswertung

In Kapitel 3.1.2 sind die Einschlusskriterien der Myokardinfarktpatienten beschrieben. Einge-
schlossen wurden Patienten mit STEMI, NSTEM]I, stabiler Angina pectoris und ein Patient mit
kardiogenem Schock. Dadurch ergab sich fiir die histologische Analyse eine nicht génzlich ho-
mogene Gruppe, was zu Limitationen der Ergebnisse fiihren konnte. So gibt es Hinweise da-
rauf, dass z.B. NETs bei Patienten mit stabiler Angina pectoris unmittelbar nach der PCI weni-
ger hiufig vorkommen als bei Patienten mit STEMI, wobei dieser Unterschied mittels im Blut

gemessener NET-Marker gemessen wurde 2!!.

Des Weiteren wurde bereits in Kapitel 5.1 diskutiert, dass die Thrombusmorphologie hinsicht-
lich des Fibrin- und Thrombozytenanteils einer zeitlichen Dynamik unterliegt. Dartiber hinaus
konnte gezeigt werden, dass Thromben von Patienten, bei denen die Zeit zwischen Einsetzen
der Infarktsymptomatik und der perkutanen Koronarintervention (PCI) mehr als 6 Stunden be-
trug, auch der Anteil an Leukozyten, d.h. Monozyten, Neutrophilen und Lymphozyten, erh6ht

ist 212 Daher ist nicht auszuschlieBen, dass die unterschiedliche Zeit zwischen Symptombeginn
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und PCI dieser eingeschlossenen Patienten Einfluss auf die Zellzusammensetzung gehabt haben

konnte.

Wie in Kapitel 3.1.2 beschrieben wurden Patienten mit ischdmischen Apoplex aufgrund feh-
lender Einverstandniserkldrungen aus der Studie ausgeschlossen (n=28). Diese 28 Patienten
setzten sich wie folgt zusammen: TOAST 1 (n=4), TOAST 2 (n=17), TOAST 5 (n=7). Somit
wurden iiberproportional viele Patienten der Gruppe TOAST 2 ausgeschlossen. Die Einver-
standniserkldrungen zum Studieneinschluss wurden aufgrund der Dringlichkeit der medizini-
schen Behandlung erst nach Intervention eingeholt. So kann es sein, dass es dadurch zu einer
Selektion der Patienten mit schlechterem klinischem Outcome kam. Moglicherweise wurden
also Patienten ausgeschlossen, die fulminantere Infarkte erlitten hatten und nach der Interven-
tion nicht fahig waren, dem Studieneinschluss zuzustimmen. Dieser Umstand muss insbeson-

dere bei Analyse der klinischen Parameter und Korrelationen beriicksichtigt werden.

5.2.3 Einbettung und Farbung der Thromben

Die Einbettung der gesammelten Thromben erfolgte nach unterschiedlichen Methoden (s. Ka-
pitel 3.1.2 und 3.1.3). Wihrend sich Paraffinschnitte allgemein besser fiir Standardfarbungen
wie die HE-Féarbung eignen, lassen sich in kryokonservierten Schnitten Immunfluoreszenzfar-
bungen leichter durchfiihren. Durch die Einbettung in Paraffin werden die Epitope verdeckt,
die in aufwendigeren Schritten demaskiert werden mussten, um fiir die Immunfluorezenzfar-
bungen zuginglich zu sein (durch ein sogenanntes antigen retrieval)'®®. Da jedoch dieselben
Antigene angefarbt wurden und valide Farbungen (Isotyp- und Negativ-, Positivkontrollen der
Féarbungen) etabliert werden konnten, kann man allgemein von einer guten Vergleichbarkeit

der Apoplex- und Myokardinfarktthromben in dieser Arbeit ausgehen.

5.2.4 Grenzen der Immunfluoreszenzmikroskopie

Hauptmethode dieser Arbeit war die Darstellung von Antigenen mittels der Immunfluoreszenz-
mikroskopie. Vorteil dieser Methode ist, dass durch die optische Darstellung und der Auswer-

tung nach standardisiertem Schema eine verlédssliche Auszdahlung mdoglich ist. Ein Beispiel da-
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fiir sind etwa die in Kapitel 3.10 beschriebenen NET-Kriterien. Voraussetzung dafiir sind stan-
dardisierte Farbeschritte mit Auswahl geeigneter Sekundérantikdrper und genau abgestimmten
Farbeintervallen, sowie entsprechende standardisierte Belichtungszeiten bei den Aufnahmen.
Unerlisslich ist die Uberpriifung der Firbungen mittels Isotyp- und Negativkontrollen. Nur so

konnen Aufnahmen geeigneter Qualitét entstehen.

Dennoch muss man beriicksichtigen, dass der Immunfluoreszenzmikroskopie Grenzen gesetzt

sind.

Zum einen sind ab einer gewissen Grofle des Materials lediglich Stichproben moglich, eine
manuelle Auszédhlung aller Schnitte eines Thrombus ist bei entsprechender Zellzahl imprakti-
kabel. Durch die Auswahl der grofiten Schnittfliche der Thromben, sowie ein standardisiertes

Auszihlschema wurde jede Auswertung so einheitlich wie mdglich gestaltet (s. Kapitel 3.10).

Andererseits konnen durch die Immunfluoreszenzmikroskopie auch nur eine begrenzte Anzahl
an Strukturen angefirbt werden, um durch die Uberlappung von Fluoreszenzsignalen der ange-
farbten Strukturen keine falsch positiven Ergebnisse zu bekommen. AuBlerdem konnen be-
stimmte Strukturen mittels der Immunfluoreszenzmikroskopie nicht dargestellt werden. Als
Beispiel ist hier etwa die CD14/16-Firbung zu nennen, bei der kein Unterschied zwischen in-
termedidren CD14""/16" und den nicht-klassischen CD147/16"" Monozyten gemacht werden
konnte, da die Intensitédt der Signale nicht unterscheidbar war. Fiir die weitere Differenzierung

wire etwa die Durchflusszytometrie eine praktikable Methode.

Dartiber hinaus kénnen falsch hohe Ergebnisse bei der Immunfluoreszenz nicht mit Sicherheit
ausgeschlossen werden. Ein Problem der Immunfluoreszenzmikroskopie ist Phdnomen der Au-
tofluoreszenz einiger Gewebe, wodurch falsch positive Ergebnisse entstehen kénnen '8, Ein
Beispiel fiir falsch positive Ergebnisse ldsst sich auch anhand der CD41- und Fibrinfarbung
erldutern. Durch die Definition eines bestimmten Fluoreszenzintensitdtsbereichs wurden die
Antigen-positiven Flachen beider Farbungen gemessen. Um die Ergebnisse zu standardisieren,
wurde fiir jede Fiarbung bei entsprechender Belichtungszeit ein Intensitdtsbereich festgelegt und
auf jeden Schnitt angewandt. Besonders an den Schnittrandern der Thromben kommt es gele-
gentlich jedoch zu minimalen Uberlappungen des Gewebes und somit VergroBerung der
Schichtdicke. In diesem Bereich sind falsch positive Fluoreszenzsignale mdglich. Da es in die-
ser Arbeit jedoch vornehmlich um den Vergleich relativer Zahlen dieser Farbungen ging, war

ein valider Vergleich moglich.
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5.2.5 Grenzen der explorativen Studie

Da in dieser Arbeit ausschlieBlich mit humanem Thrombusmaterial gearbeitet wurde, ist sie als
explorative retrospektive Studie angelegt. Das bedeutet, dass es ging primér darum ging, Un-
terschiede und Korrelationen zwischen den Myokardinfarkt- und Schlaganfallthromben, bzw.
den klinischen Daten retrospektiv aufzuzeigen und nicht um einen mechanistisch-erkldrenden
Ansatz. So sollten etwa die Fragen beantwortet werden, ob NETs im ischdmischen Apoplex
eine Rolle spielen, ob es Unterschiede im Vergleich zum Myokardinfarkt gibt und ob sich po-
sitive Korrelationen zwischen ihnen und klinisch-interventionellen Parameter zeigen. Die Er-

gebnisse sollten in konfirmativen Studien bestétigt werden.

5.3 Diskussion der Ergebnisse

5.3.1 Einfluss der NETs auf die Thrombusmorphologie und das Outcome

Zentrale Fragen dieser Arbeit waren, Charakteristika der Thromben von Patienten mit akutem
Myokardinfarkt und ischdmischen Apoplex zu vergleichen und zu untersuchen, welchen Ein-
fluss die verschiedenen Thrombusbestandteile bzw. Zellen auf das klinische Outcome der Pa-
tienten der Patienten mit Apoplex haben. Hierbei war von besonderem Interesse, Charakteris-

tika der Immunothrombose néher zu beleuchten.
Fiir die Apoplexpatienten galt dabei:

War der Anteil an Leukozyten erhoht, korrelierte dieser positiv mit einem erhohten Fibrin-/
Thrombozytenanteil in der HE-Férbung bzw. mit einem erhdhten Anteil an CD41-positiver
Flache (letztere Korrelation war jedoch nicht signifikant, r= 0,3395, p= 0,0533). Ein erhohter
Fibrinanteil korrelierte wiederum positiv mit einer erhhten NIHSS pre, also dem Schlaganfal-
lausmal} vor Behandlung. Es ergaben sich Hinweise darauf, dass die von den neutrophilen Gra-
nulozyten gebildeten NETs unter anderem Einfluss auf den Fibrin-/Thrombozytenanteil und
damit auf das klinische Outcome der Patienten haben kdnnen. Ein erhdhter Leukozytenanteil
bzw. eine erhohte Neutrophilenzahl korrelierte hochsignifikant mit dem Anteil an NETs. Je
mehr kernhaltige Zellen insgesamt vorhanden waren, desto mehr Neutrophile, aber auch Mo-
nozyten waren vorhanden. Interessanterweise zeigte sich ein signifikant hoherer Anteil an
NETs in der TOAST 2-Gruppe verglichen mit TOAST 1. NETs scheinen also abhéngig von

der Atiologie des Apoplexes eine unterschiedliche Rolle zu spielen und sind vor allem wie in
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Kapitel 5.1 beschrieben insbesondere bei kardioembolischen Patienten erhoht. Dieses Ergebnis

konnte in dieser Arbeit mittels Immunhistologie bestitigt werden.

Vor allem die NETs im Apoplex zeigten ihren groBen Einfluss auf das klinische Outcome der
Patienten. Ein erhohter Anteil an NETs korrelierte signifikant mit einer verldngerten Behand-
lung (gemessen als Anzahl an Rekanalisationsmandvern, Rekanalisationszeit und der Gesamt-

zeit) und einem verschlechterten klinischen Outcome (gemessen als NIHSS post und mRS 90).

Insgesamt ldsst sich konstatieren, dass die pathophysiologisch beschriebenen Prozesse der /m-
munothrombose auch in vivo einen groflen Einfluss haben. Eine zentrale Rolle spielen dabei
die von den neutrophilen Granulozyten gebildeten NETs. In anderen Studien konnte gezeigt
werden, dass Neutrophile und NETs fiir die Thrombusentstehung im ischdmischen Apoplex
eine wichtige Rolle spielen und sie damit in Zukunft Angriffspunkt fiir neue medikamentdse

Therapien wie einer verbesserten Lysetherapie sein kénnten 23,

5.3.2 Einfluss der eosinophilen Granulozyten und Lymphozyten

Es zeigte sich in dieser Arbeit, dass die eosinophilen Granulozyten ebenfalls signifikanten Ein-
fluss auf die Thrombusmorphologie im Sinne eines erhdhten Fibrin-/Thrombozytenanteils und
ebenfalls auf das klinische Outcome (NIHSS post) der Apoplexpatienten haben. Die Ergebnisse
dieser Arbeit bestitigen also den in anderen Studien beobachteten Einfluss der eosinophilen
Granulozyten auf die arterielle Thrombose (s. Kapitel 1.7.1). Neue Studienergebnisse zeigen,
dass Eosinophile v.a. mit Thrombozyten interagieren, wodurch sich beide Zellgruppen aktivie-
ren. Sogenannte eosinophil extracellular traps (EETs), die in humanen arteriellen Thromben
nachgewiesen wurden, sind mit MBP bestiickt und induzieren dadurch die Aktivierung von

Thrombozyten 24,

Dennoch ergeben sich aus den Ergebnissen dieser Arbeit weitere Fragen, z.B. weshalb die An-
zahl an eosinophilen Granulozyten signifikant hoher im Apoplex im Vergleich mit dem Myo-

kardinfarkt war.

Gleiches gilt fiir die ebenfalls signifikant hoheren Zellzahlen der T- und B-Lymphozyten im
Apoplex. Da jeweils Positivkontrollen der CD3- und CD20-Firbung angefertigt wurden, kann
davon ausgegangen werden, dass die richtigen Antigene angefarbt wurden. Auch das Verhéltnis

der T- und B-Lymphozyten entspricht in etwa den physiologischen Verhiltnissen.
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So lassen sich in dieser explorativen Arbeit letztlich nur die genannten Unterschiede bei den
Eosinophilen und Lymphozyten konstatieren, jedoch nicht mechanistisch erkléren. Wie in Ka-
pitel 1.7.2 erldutert scheinen unterschiedliche Subgruppen der B-Lymphozyten beispielsweise
auch unterschiedliche Funktionen in der arteriellen Thrombose einzunehmen. In dieser Studie
wurden diese Subgruppen jedoch nicht differenziert. Folgestudien sollten die Ergebnisse iiber-
priifen (etwa mit Immunfluoreszenzverfahren) und anschlieBend die Griinde fiir die Unter-

schiede aufklaren.

5.4 Ausblick

In dieser Arbeit zeigte sich, dass die Atiologie von humanen arteriellen Thromben maBgeblich
zu deren histologischen Morphologie beitrdgt und sich Unterschiede zwischen Myokardin-
farkt- und Apoplexthromben, sowie innerhalb der Subgruppen des Schlaganfalls zeigen. Au-
erdem scheinen Charakteristika der Immunothrombose, v.a. die von den neutrophilen Gra-
nulozyten gebildeten NETs, eine wichtige Rolle in der arteriellen Thrombusentstehung, bzw. -
stabilisierung zu spielen. So haben sie auch Einfluss auf das klinische Outcome der Patienten.
Das genaue Verstindnis der pathophysiologischen Zusammenhinge kénnte wegweisend wer-
den zur Etablierung zielgerichteter neuartiger Therapieoptionen fiir den Myokardinfarkt und
ischdmischen Apoplex als den wichtigsten Manifestationen der arteriellen Thrombose. Uner-
lasslich ist es dabei, die Rolle der wichtigsten Zellen in der Immunothrombose, d.h. der
Neutrophilen und Monozyten, sowie aber auch die der eosinophilen Granulozyten mechanis-
tisch noch differenzierter zu untersuchen. Wie schon in anderen Studien untersuchte spezifi-
sche Hemmstoffe der /mmunothrombose konnten in Zukunft dazu beitragen, das Blutungsri-
siko einer medikamentdsen Therapie zu mindern und das klinische Outcome der Patienten mit
akutem Myokardinfarkt oder ischimischen Apoplex zu verbessern 2. Mogliche medikamen-
tose Ansitze zur Hemmung der NET-Bildung sind dabei etwa der Einsatz von extrazelluldrer
DNase, die ex vivo zu einer verbesserten Lyse von Koronarthromben fiihrte oder Hemmstoffe
der PAD4 73215 Auch im Falle von humanen Thromben von Patienten mit akutem ischéimi-
schen Apoplex konnte ex vivo gezeigt werden, dass rekombinante DNase 1 die durch rtPA in-

duzierte Thrombolyse noch verbessern kann 21°,
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6 Zusammenfassung

Der akute Myokardinfarkt und ischdmische Apoplex als die beiden wichtigsten Manifestations-
formen der Gruppe der kardiovaskuldren Erkrankungen spielen eine zentrale Rolle in der Me-
dizin. Das Verstindnis ihrer Pathophysiologie zu vertiefen, war Gegenstand jahrzehntelanger
Forschung und hilt bis zum heutigen Tage an. Erst die genaue Kenntnis iiber die Zusammen-
hiinge von Atiologie und Thrombusentstehung innerhalb des arteriellen GeféBsystems konnte
zu wegweisenden Therapieformen wie den heutigen medikamentdsen und interventionellen

Therapien fiihren.

Dennoch zeigte sich in der Forschung der letzten Jahre, dass es weitere pathophysiologische
Mechanismen der Thrombusentstehung und -stabilisierung gibt, die noch nicht zu Geniige auf-
geklart sind. Dazu zahlt etwa die aktive Partizipation von Immunzellen wie die der neutrophilen
Granulozyten an der arteriellen Thrombose. Hierbei spielen die von den Neutrophilen gebilde-
ten NETs, d.h. netzartige Gemische aus DNA und Histonen, eine zentrale Rolle. Uber ver-
schiedenste Wege sind sie in der Lage, das intravaskuldre Gerinnungssystem positiv zu beein-
flussen und so zur Thrombusenstehung beizutragen. Unter dem Terminus Immunothrombose
wird dabei die aktive Teilnahme von Leukozyten, typischerweise innater Immunzellen, an
thrombotischen Prozessen durch Freisetzung Pléttchen-aktivierender und prokoagulatorischer

Molekiile subsummiert.

In dieser Arbeit wurden Thromben von Patienten mit akutem Myokardinfarkt, sowie Thromben
von Patienten mit ischdmischem Apoplex histologisch miteinander verglichen. Unter Bertick-
sichtigung unterschiedlicher ~Atiologien des Apoplex und der medikamentdsen
Vorbehandlung der Patienten wurde dabei vor allem die Rolle der Thrombozyten, des Fibrins,

sowie der neutrophilen Granulozyten und weiterer relevanter Zellarten ndher untersucht.

Es zeigte sich, dass maBgebliche Unterschiede zwischen den Mpyokardinfarkt- und
Apoplexthromben, sowie innerhalb der &tiologisch verschiedenen Subgruppen des Apoplex
existieren. Dariiber hinaus wurde unter anderem festgestellt, dass vor allem NETs die Throm-
busmorphologie beeinflussen und so Auswirkungen auf verschiedene klinisch relevante Para-

meter haben.

Die in dieser explorativen Arbeit gewonnenen Erkenntnisse konnten die Grundlage fiir die
Erforschung neuartiger medikamentoser Therapien bilden, deren Fokus auf den Mechanismen

der Immunothrombose liegt.
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