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I. Einleitung 1

|I. EINLEITUNG

Kardiovaskulare Erkrankungen sind die haufigste Todesursache weltweit. Etwa
17,9 Millionen Menschen starben allein 2019 durch kardiovaskulédre Erkrankungen,
was 32% der Sterbefalle weltweit ausmacht [1]. Trotz des medizinischen
Fortschrittes geht die Zahl der kardiovaskuldren Erkrankungen nicht zurtick. Die
venose Thrombose ist Teil dieser Erkrankungen.

Vendse Thrombosen und Lungenembolien als deren Komplikation, bilden
zusammen den vendsen Thromboembolismus. Vendser Thromboembolismus
betrifft jahrlich etwa 700.000 Menschen in Europa. Die Mortalitat der Erkrankung
ist zurlckgegangen, was auf besseres medikamentdses Management, aber
hauptsachlich auf bessere Diagnostik zurickzufuhren ist. Die mdglichen
lebensqualitatseinschrankenden Folgen einer Thrombose bleiben jedoch bestehen.
Ohne fortgeflhrte Langzeitbehandlung erleiden circa 30% der Patienten innerhalb

von 10 Jahren eine erneute Thrombose [2, 3].

Die medikamentdse Behandlung basiert nach wie vor auf Antikoagulation, welche
mit Blutungen als hdufige und gefahrliche Nebenwirkungen einhergeht. Eine
neuere Erkenntnis ist, dass das Immunsystem und seine inflammatorische Reaktion
eine entscheidende Rolle in der Thrombose spielt [4]. Dies bietet
erfolgversprechende Angriffspunkte fur neue Therapien, welche nicht auf
Antikoagulation, sondern auf Antiinflammation basieren und somit keine

Blutungen provozieren.

Einzelzell-RNA-Sequenzierung ist eine relativ neue Mdglichkeit Zellen zu
untersuchen [5]. Diese Methode macht es mdglich, verschiedenste Reaktionen,
Signalwege, Eigenschaften oder Zustdnde umfassend zu analysieren und somit ihre
Funktion zu deuten [6, 7]. Ziel dieser Arbeit ist, mithilfe dieser Methode, eine neue
Herangehensweise an die vengdse Thrombose zu zeigen und einen Einblick in
inflammatorische Faktoren in Thrombusimmunzellen zu schaffen. Durch diese
Analyse konnen dann mogliche Ansatzpunkte zur anti-inflammatorischen

Thrombosetherapie identifiziert werden.
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I1.LITERATURUBERSICHT

1. Die vendse Thrombose

1.1. Definition der vendsen Thrombose

Die Thrombose ist definiert als eine intravasale Blutgerinnung, welche zu einem
Blutgerinnsel (Thrombus) fuhrt. Dieser Thrombus kann ein oder mehrere
Blutgefae teilweise oder vollstandig verschlielen und so zu einer Einschrankung
oder vollstdndigen Blockade des Blutstroms in dem jeweiligen Gefal3 oder
Versorgungsbereich fiihren. Grundsatzlich konnen Thrombosen in jedem Blutgefald
auftreten [8]. Es wird zwischen einer vengsen und arteriellen Thrombose

unterschieden [9].

1.2. Entstehung einer Thrombose

Die drei heute noch guiltigen Bestandteile der VVirchows-Trias — Verdnderungen des
Blutflusses, Veranderungen der GefalBwand und Verdnderungen der
Blutzusammensetzung — beschreiben die Faktoren, welche zu einer Thrombose
fuhren kénnen. Selbstverstandlich wurden diese Punkte bis heute verfeinert und an

neue Erkenntnisse angepasst [10].

Unter Veranderungen des Blutflusses versteht man Verdnderungen der
FlieReigenschaften. Besonders hervorzuheben sind thrombotische Geschehen
infolge Immobilisation. Unz&hlige Studien unterstreichen den Zusammenhang
zwischen Flugreisen, beziehungsweise Reisen mit langen Sitzzeiten im
Allgemeinen, und thrombotischen Ereignissen [11]. Auch Krankenhausaufenthalte,
welche zu langen Immobilisationszeiten oder Liegezeiten fiihren, werden als
Ursache fur Thrombose angefiihrt [12]. Hierzu z&hlen auch partielle
Immobilisationen, beispielsweise Ruhigstellung einzelner Korperteile, welche zu
Thrombosen fuhren koénnen [13]. Im physiologischen Zustand, bei normaler
Bewegung, wirde die Muskelpumpe den vendsen Fluss des Blutes férdern und
Stase verhindern. Bei Immobilisation findet dies nicht mehr statt. Dennoch sind die
exakten Abldufe und Hintergrinde zur Thrombose aufgrund oder nach
Immobilisation noch nicht vollstdndig geklart. Speziell welche Prophylaxe Nutzen

und Risiken ausgleicht und bei welchen Individuen es notwendig wére [14].
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Neuere Studien zeigen zusétzlich einen Zusammenhang zwischen alternden
venosen Klappen und der Entstehung der vendsen Thrombose. Verstarkter venoser
Ruckfluss und verstarkte Klappendicke, infolge der Alterung, wird als Risikofaktor
angefihrt [15].

Verdnderungen der Blutzusammensetzung oder Hyperkoagulabilitdt werden
beispielsweise hervorgerufen durch Veranderungen der Plattchen, der Gerinnung
oder der fibrinolytischen Kaskade, welche zu einem Ungleichgewicht und

Malfunktion der physiologischen koagulatorischen Ablaufe fuhren [10].

Urséchlich fur Veranderungen kdnnen Tumorerkrankungen sein welche, je nach
Malignitatstyp, eine hodhere Thromboseinzidenz aufweisen. Pankreas-, Hirn-,
Magen- und Eierstocktumore sind Tumorarten mit der hdochsten
Thromboseinzidenz [16]. Sobald ein metastatisches Tumorgeschehen stattfindet,
erhoht sich das Risiko weiter [17]. Erklart wird diese Korrelation zum einen durch
die zirkulierenden, Tissue-Factor exprimierenden Tumorzellen. Tissue-Factor ist
essentiell fur Hamostase und ein physiologischer Ausléser der Koagulation
[18, 19]. Zusétzlich stellen Tissue-Factor-exprimierende Mikropartikel, welche

von Tumorzellen freigesetzt werden, eine Quelle fur Tissue-Factor dar [20].

Genetische Erkrankungen kénnen eine weitere Ursache von Hyperkoagulabilitat
sein. Antithrombin, Protein C und Protein S sind Koagulationsinhibitoren. Liegt
eine genetische Veranderung und somit ein Mangel dieser Proteine vor, fuhrt dies
zu einem erhohten Thromboserisiko [21-23]. Faktor V-Leiden-Mutationen
verursachen eine Resistenz gegen Neutralisation durch aktiviertes Protein C [24]
auch aktiviertes Protein C - Resistenz (APC-R) genannt. Diese Mutationen
resultieren ebenfalls in einem prokoagulatorischen Zustand und erh6htem
Thromboserisiko [25]. Weiter kdnnen eine Mutation von Faktor 11 (Prothrombin)
[26], Hyperhomocysteinamie (ausgeldst durch genetische Defekte in Enzymen des
intrazelluldaren Metabolismus von Homocystein) [27] oder erhohte Plasmaspiegel
verschiedener Koagulationsfaktoren (Faktor VIII [28], Fibrinogen [29] oder

Faktor X1 [30]) zu einem erhdhten Thromboserisiko flhren.

Unter Verénderungen der GeféBwand versteht man Verénderungen des Endothels
oder Endokards. Verletzungen der GefédRwand sind der vorwiegende Ausldser eines
prokoagulatorischen Geschehens. Bei Verletzung setzen aktivierte Endothelzellen

von-Willebrandt-Faktor frei und rekrutieren so Thrombozyten, welche am Ort der
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Verletzung aggregieren und die Vorstufe eines Thrombus bilden [31].
Thrombozyten im zirkulierenden Blut kommen bei Verletzungen des Endothels mit
Kollagenfasern in Berihrung, weitere Thrombozyten werden aktiviert [32].
AuRerdem konnen Veranderungen der Gefdlwand durch Ablagerungen und
Umbauvorgange wie bei Arteriosklerose entstehen. Es bilden sich Plaques, diese
konnen rupturieren und so eine Thrombose auslosen [33]. Diese Art von

Verénderungen treten jedoch haufiger bei arterieller Thrombose auf.

1.3. Komplikationen und klinische Auswirkungen der vendsen
Thrombose

Die Untersuchungen dieser Arbeit zu Thrombose basieren auf einem Modell der

tiefen Venenthrombose (TVT). Die vendse Thrombose tritt jahrlich bei etwa 0,1 %

der Bevolkerung auf [34]. Etwa 9-11% der TVT-Verldaufe enden durch

Lungenembolien tddlich [35]. Symptome einer TVT beim Menschen kénnen

Schwellung oder Rétung, bis hin zu Druckempfindlichkeit und Schmerzen des

betroffenen Korperteils sein [36].

Die TVT bildet zusammen mit der Lungenembolie den vendsen
Thromboembolismus (VTE). Die Lungenembolie infolge einer tiefen
Venenthrombose ist eine der haufigsten und schwerwiegendsten Komplikationen
und tritt in einem Drittel der Félle von TVT auf [37]. Hierbei l0st sich ein Teil des
urspriinglichen tiefen Venenthrombus, wandert der vendsen Blutstrombahn folgend
bis in ein Lungengefal und verschlielt dieses. Im Gegensatz zu einer tiefen
Venenthrombose ohne die zusétzliche Komplikation der Lungenembolie kommt es
hierbei zu schwerwiegenderen Symptomen, welche hdufiger zum Tod fiihren
[38, 39]. Symptome einer Lungenembolie sind vielféltig und reichen von Dyspnoe,
Tachykardie, Schwindel, Brustschmerzen, Blutdruckabfall bis hin zu einem Schock
[36]. All diese Symptome sind jedoch nicht spezifisch oder pathognomonisch fir
eine Lungenembolie [40]. Eine Lungenembolie kann auch vollstandig
asymptomatisch bleiben, was in etwa einem Drittel der Félle nach TVT der Fall ist
[41]. Diese unspezifische Symptomatik kann Diagnose, Behandlung und somit

auch die Schwere des Verlaufes, negativ beeinflussen.
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Eine weitere mdgliche, schwerwiegende Folge der TVT ist das Postthrombotische
Syndrom (PTS), welches zum groler gefassten Begriff der chronischen
thrombotischen vendsen Krankheit (CTDV) zuzuordnen ist [38]. Dieses
Postthrombotische Syndrom tritt innerhalb von 2 Jahren nach der Diagnose in
20-50 % der Falle von TVT auf [42]. Als Folge der Obstruktion der betreffenden
Vene, der hiervon geschadigten Venenwand und insuffizienten Venenklappen,
ergibt sich ein hoher vendser Druck wahrend der TVT [43]. Inflammatorische
Reaktionen wahrend der Auflésung des Thrombus und der Reparation der
Venenwand, kdnnen zu einer Fibrose der Venenwand fiihren [44, 45]. Durch die
daraus folgende, meist chronische vendse Insuffizienz, erklaren sich die Symptome
des PTS, welche denen der chronischen vendsen Insuffizienz anderer Ursache
gleichen. In milden Féllen bleibt es bei Schwellungen, in schweren Fallen kann es
zu Odemen, Rotungen, starken Schmerzen bis hin zu einem chronischen Ulcus
kommen [46]. In schweren Féllen fuhrt PTS zu einer enormen Einschrankung der
Lebensqualitat [47].

Ein zusatzliches Risiko nach einer TVT ist die Rethrombose, eine erneute ventse
Thrombose nach einer bereits diagnostizierten ersten Episode von Thrombose. Ein
Jahr nach Diagnose der ersten Thrombose, liegt die Inzidenz der Patienten, die
einen Ruckfall erleiden bei 5,6 % und steigt im weiteren Zeitverlauf additiv
graduell an [48]. Unabhéngig von Art und Dauer der Behandlung, besteht das
hdchste Risiko fir eine Rethrombose in den ersten 6-12 Monaten [49]. Somit ist
das Risiko und die Wahrscheinlichkeit einer Rethrombose trotz préventiver
Behandlung wesentlich hoher, als das einer ersten vendsen Thrombose.
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1.4, Systemische Reaktion und Rolle der Inflammation in der Thrombose
Neben den in 1.3. aufgefiihrten, vielféltig erforschten Faktoren die zu einem
prokoagulatorischen Zustand und somit zu Thrombose fiihren kénnen, ist in den
letzten Jahren die Inflammation im Zusammenhang mit Thromboseentstehung als
wichtiger Faktor in den Fokus der Forschung geriickt. Es besteht eine

wechselseitige Abhéngigkeit zwischen Thrombose und Inflammation.

Die systemische Reaktion wahrend einer vendsen Thrombose ist vielschichtig und
zeigt Verbindungen und ahnliche Eigenschaften einer Inflammation. In beiden
Fallen spielen Zellen des angeborenen Immunsystems und das Gerinnungssystem
eine Rolle [50, 51]. Die Inflammation ist ein Signalweg, welcher die
Thromboseentstehung durch verschiedene Risikofaktoren in Gang setzt [52]. Einen
Hinweis auf die Inflammation gibt der erhohte CRP-Wert (C-reaktives Protein).
Denn C-reaktives Protein ist ein Marker fur systemische Inflammation [53]. Auch
akute Infektionserkrankungen wie beispielsweise Pneumonie oder akute
Bronchitis, und Autoimmunerkrankungen mit chronischen Entziindungen wie
beispielsweise systemischer Lupus Erythematosus (SLE), gehen mit einem

erhohten Risiko fur Thrombosen einher [54].

Das inflammatorische Zusammenspiel von angeborenen Immunzellen und
Thrombozyten und die darauffolgende Aktivierung des Gerinnungs- und
Komplementsystems, wird als Immunothrombose bezeichnet [8]. Es ist klassisch
gesehen die Antwort des angeborenen Immunsystems auf intravaskulére
Pathogene, welche so an der Ausbreitung und Schadigung des Organismus
gehindert werden sollen [55-57]. Die Verbindung zwischen angeborenem
Immunsystem und Gerinnung ist vermutlich evolutiondr bedingt [58, 59]. Ein
Beispiel fur diese Verbindung ist Thrombin. Thrombin als Teil der
Gerinnungskaskade flhrt zu Fibrinbildung. In der Inflammation aktiviert es

IL-1alpha, welches die Immunantwort stimuliert [60].

Kommt es durch eine (berschieRende Reaktion der Immunothrombose, &hnlich
einer Inflammation, zu einem stark prokoagulatorischen Zustand, wird dieser als
Thromboinflammation bezeichnet. Im Falle der Immunothrombose und
Thromboinflammation im Zusammenhang mit kardiovaskul&ren Erkrankungen wie
venoser Thrombose, liegt meist kein typisches Pathogen wie Bakterien oder Viren
vor [61]. Es handelt sich um eine sterile (Thrombo-)Inflammation [4]. Bei dieser

uberhodhten Aktivierung, kann es zu einem thrombotischen Ereignis kommen [62].
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Der primare Ausloser der systemischen immunologischen Reaktion bei vendser
Thrombose ist kein Pathogen und keine Verletzung des Endothels, sondern der in
1.3 bereits genannte Faktor, reduzierter Blutfluss. Der Geféal3bereich im reduzierten
Blutfluss oder der Stase wird reduziert mit Sauerstoff versorgt [63]. Lokale und
auch systemische Hypoxie stehen in Zusammenhang mit einem erhéhten Risiko fur
vendse Thrombose [64, 65]. Hypoxische Bedingungen aktivieren verschiedene
Abldufe im umgebenden Endothel. Mastzellen werden aktiviert und setzen
gespeicherte, proinflammatorische Mediatoren wie Histamin und TNF-alpha frei.
Diese Mediatoren allein besitzen neben den typischen proinflammatorischen
Effekten, auch prothrombotische Effekte. Histamin stimuliert beispielsweise
Tissue-Factor [66], welcher wie bereits beschrieben Aktivator der extrinsischen
Gerinnungskaskade mit stark prothrombotischen Eigenschaften ist [61]. TNF-alpha
besitzt ebenfalls neben proinflammatorischen, prothrombotische Eigenschaften
[67].

Zusatzlich aktivieren diese Mediatoren Endothelzellen, welche
Weibel-Palad-Korperchen (WP-Korperchen) freisetzen [68, 69]. Inhalt von
WP-Korperchen sind die Zelladh&sionsmolekile von-Willebrandt-Faktor und
P-Selektin. P-Selektin rekrutiert Leukozyten und spielt eine wichtige Rolle in der
interzelluldaren Kommunikation von Leukozyten und Thrombozyten, sowohl bei
steriler Inflammation, als auch bei vendser Thrombose [4]. Verschiedene Studien
zeigen einen Zusammenhang zwischen erhéhten P-Selektin-Werten und vendser
Thrombose [70]. Von-Willebrand-Faktor ist ein wichtiger Faktor in der
Rekrutierung und Aggregation von Thrombozyten und somit in der Initiation von
Thrombose [71].

Hypoxie als Resultat der verdnderten Flusseigenschaften des Blutes fihrt
zusammenfassend Uber die Aktivierung verschiedener Zellen und den daraus
resultierenden zelluldren und molekularen Abldufen zu einem prokoagulatorischen

Zustand [72] und erhéhtem Thromboserisiko.
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Durch Hypoxie werden auch ROS (reactive oxygen species) synthetisiert, welche
ebenfalls Endothelzellen aktivieren [73]. Hypoxie aktiviert aulerdem das
NLRP3-Inflammasom [74]. Es ist ein Multiproteinkomplex in angeborenen
Immunzellen, welcher bei Aktivierung wiederum Entziindungsreaktionen der
Zellen aktiviert. Dieses Inflammasom aktiviert die Freisetzung von IL-1beta und
IL-18, aullerdem high-mobility group protein B1 (HMGB1) und fordert somit die

Inflammation und die vendse Thrombose [75-77].

Neben anderen interzellularen Signalwegen aktivieren beispielsweise ROS und
von-Willebrand-Faktor das Komplementsystem [78]. Erhohte C3 und C5-Level
korrelieren mit einem erhéhten Thromboserisiko [79]. Ein weiterer Baustein in der

systemischen Reaktion bei vendser Thrombose.

Der enge Zusammenhang zwischen Thrombose und Inflammation wird in den
einzelnen Abléufen deutlich. Es féllt auf, dass so gut wie jeder Vorgang und
Signalweg sowohl prothrombotisch, als auch proinflammatorisch interpretiert
werden kann. Inflammation kann Thrombose auslésen und Thrombose kann

Inflammation ausldsen.
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2. Neutrophile in der Thrombose

Diese Zelltypen bilden den Hauptanteil im vendsen Thrombus und spielen eine

wichtige Rolle im Prozess der Thrombosierung.

2.1. Neutrophile in der Thrombusentstehung

Neutrophile spielen in der Thrombusentstehung eine prominente Rolle. Sie werden
durch in 1.4. bereits beschriebene Signale zum Endothel rekrutiert und heften sich
dort an. Die starksten Auswirkungen auf die Thrombose und Thrombogenese tiben

Neutrophile durch die Bildung von NETSs (neutrophil extracellular traps) aus.

NETs sind essentiell fiir die Thrombogenese und ein struktureller Teil des
Thrombus [4, 80]. Patienten mit ventser Thrombose weisen einen erhohten
Plasmaspiegel von NET-Markern auf [81, 82].

Bei vendser Thrombose finden wir nicht die inflammatorischen Signalgeber vor,
welche fir die NET-Bildung als Reaktion auf Pathogene wie Bakterien
verantwortlich sind. Bei steriler Thromboinflammation, in Abwesenheit von
Pathogenen, wird NET-Bildung vorrangig durch aktivierte Thrombozyten
ausgelost. Thrombozyten geben verschiedene Chemokine, Transmitter und
Proteine ab, um Neutrophile anzulocken und zu aktivieren. Beispielsweise
prasentieren Thrombozyten P-Selektin, welches an
P-Selektin-Glykoprotein-Ligand 1 auf Neutrophilen bindet.
P-Selektin-PSGL1-Bindung ist sowohl fur die Rekrutierung, als auch fir die
Auslésung von NET-Bildung wichtig. PSGL1 sitzt konzentriert am fiihrenden Ende
der Zellmembran und zusammen mit dem Chemokinrezeptor CXCR2 wird die
B2-Integrin abh&ngige Anhaftung an der Zellmembran und in Folge NETose
ausgelost [83-85].

HMGBL1 als danger-associated molecular pattern (DAMP) ist ein weiterer
moglicher Ausloser von NETose. Es wird von aktivierten Plattchen an der

Endothelwand prasentiert und sezerniert [77, 86].

Als Ausloser der NET-Bildung ist die Aktivierung der NADPH-Oxidase in
aktivierten Leukozyten von Bedeutung. Der Signalweg flihrt zur ROS-Bildung
durch Neutrophile, was im weiteren Verlauf Enzyme wie Myeloperoxidase und
Neutrophile Elastase stimuliert. Diese Enzyme wiederum fiihren zur Degranulation

und Freisetzung der NET-Komponenten [87, 88].
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NETSs setzen sich aus Chromatin und granuléren Proteinen zusammen, den Inhalten
der Neutrophilen. Wirken auf Neutrophile bestimmte Signalwege, verandert sich
die Form des Zellkerns und die Chromatinstrukturen. Die Kernmembran und
granuldaren Membranen l6sen sich auf. Die Zellkerninhalte werden nach Bruch der

zelluldren Membran in den extrazellularen Raum abgegeben [89, 90].

Ausgebildete NETs besitzen eine stark prothrombotische Wirkung und eine
Rickkopplung zu  weiterer NET-Auslosung. NETs  stimulieren  die
Gerinnungskaskade und die Thrombogenese. Uber die Prasentation von
Tissue-Factor an ihrer Oberflache wird die extrinsische Gerinnungskaskade
stimuliert. AuRerdem binden und aktivieren NETs Faktor XII, was wiederum die
intrinsische Gerinnungskaskade aktiviert [4]. Zusatzlich wird von Neutrophilen-
Elastase ein Tissue-Factor Inhibitor abgebaut, was wiederum die Wirkung von

Tissue-Factor potenziert und Thrombinbildung fordert [56].

Die durch NETs freigesetzten Histone aktivieren ebenfalls die Thrombinbildung
via Protein-C Stimulation [91] und stimulieren zusatzlich weiter Endothelzellen.

Das Komplementsystem wird ebenfalls durch NETs ausgelost [92].

An Histonen und DNA-Material kénnen weitere Molekile wie Fibrinogen oder
von-Willebrand-Faktor binden, was wiederum zu verstérkter Plattchenaggregation
fuhrt und zusammengenommen die Netzstruktur starkt und weiter wachsen l&sst
[89, 93]. Neutrophile werden konstant neu gebildet und weisen je nach Alter andere
Eigenschaften auf. Altere Neutrophile besitzen eine starker ausgepragte Fahigkeit
zur NET-Bildung als neugebildete Neutrophile [94, 95].

Neutropenie, FXII-Defizienz und der Zerfall oder die Zerstdrung von NETS
schitzen in gewissem Mal3e vor Thrombose [4]. Dies sind weitere Indikatoren fiir

die essentielle Bedeutung von Neutrophilen, insbesondere NET-Bildung.
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2.2. Rolle der Neutrophilen in der Inflammation

In der Inflammation besetzen Neutrophile dhnliche Rollen wie im Ablauf der in 2.1.
beschriebenen Thrombusentstehung. Tatsachlich sind die ersten Schritte der
Inflammation, welche zur Aktivierung des Endothels, zur Rekrutierung von

Leukozyten und Plattchen fuhren, dieselben wie in der Thrombusentstehung [4].

Wieder spielen P-Selektin-PSGL1-Bindung, HMGB1, das Komplementsystem und
aktivierte Plattchen ihre Rolle in der Neutrophilenaktivierung und Bildung von
NETs. Unterschiede zu Neutrophilen in der Thrombose liegen im Ausléser der
Rekrutierung und zu welchem Zweck Neutrophile dienen, auch wenn die
Signalgebung der der Thrombusentstehung gleicht [84, 96, 97].

Ursache fiir Neutrophilenrekrutierung und Aktivierung in der Inflammation sind
vorrangig Pathogene wie Bakterien, Viren oder Antikorper, welche in der ventsen
Thrombose meist fehlen [57, 90]. Neutrophile sind fur die Eliminierung des
Pathogens durch Phagozytose, Degranulation, antimikrobielle Proteine, ROS oder
NETs verantwortlich. Sie sind die erste Verteidigung bei Eindringen von
Pathogenen [87]. Neutrophile arbeiten bei der Identifizierung von Pathogenen mit
Plattchen zusammen. Plattchen présentieren Neutrophilen die Pathogene auf ihrer

Oberflache, aktivieren sie und stimulieren die NET-Bildung [98].

NETSs im speziellen spielen in der Inflammation ebenfalls eine ausschlaggebende
Rolle. Sie verhindern durch ihre Netzstruktur die Ausbreitung der Pathogene und
eliminieren sie durch ihre Bestandteile wie Histone, antimikrobielle Granula und
Proteine [99, 100]. Neutrophile Elastase wirkt nicht nur prothrombotisch [56] und
besitzt in der NET-Bildung eine Rolle [88], sie wirkt nach Freisetzung in den
extrazelluldren Raum zusatzlich antibakteriell [101].

Zusétzlich  zu  NET-Bildung  besitzen  Neutrophile  noch  weitere
Verteidigungsmechanismen. Sie kdnnen ROS bilden, diese in die extrazellulare
Umgebung abgegeben und so direkt Pathogene eliminieren [87, 102].

Weiter geben Neutrophile bei Aktivierung Zytokine ab, welche wiederum
proinflammatorische  Wirkung haben und der Rekrutierung und Aktivierung
weiterer Neutrophiler und Leukozyten dienen [103].
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3. Monozyten in der Thrombose

3.1. Unterscheidung klassische und nicht-klassische Monozyten
Monozyten werden im humanen Bereich auf Basis unterschiedlicher Expression
der Oberflachenmarker CD14 und CD16 in Untergruppen eingeteilt. Klassische
Monozyten, welche etwa 85% der Monozyten ausmachen, exprimieren CD14++
und CD16-. Nicht klassische Monozyten exprimieren CD14+, sowie CD16++ und
bilden den zweitgroRten Anteil mit 10%. Es wird noch eine weitere Untergruppe
mit CD14++ und CD16+ als intermediate, also ,,zwischen* oder ,mittlere*
Monozyten, mit etwa 5 % Anteil beschrieben. In der Maus besitzen die jeweiligen
Gruppen andere Marker, es werden meist nur zwei Gruppen definiert. Klassische
Monozyten exprimieren Ly-6C™, nicht klassische weniger bis kein Ly-6C (Ly-6C")
[104]. Monozyten werden von hdmatopoetischen Vorlduferzellen im Knochenmark
gebildet [105]. Ein weiteres Reservoir von Monozyten befindet sich in der Milz
[106].

Es ist bisher ungeklart, ob intermediate Monozyten tatsdchlich Zwischenstadien der
zwei Untergruppen darstellen, oder eine eigene Untergruppe bilden. Ihre
funktionellen Eigenschaften und Oberflachenmarker ahneln sowohl klassischen, als
auch nicht-klassischen Monozyten, je nach Studie und auslésendem Faktor. Im
genetischen Cluster liegen sie naher an den nicht-klassischen Monozyten [107]. In
der Maus existiert ebenfalls eine Zwischenstufe zwischen klassischen und nicht-

klassischen Monozyten, die Ly6C™¢ Untergruppe [108].

Nicht-klassische Monozyten kontrollieren den vaskularen Bereich und haben
weniger Verbindung zur Inflammation. Sie sind weniger proliferativ, befinden sich
aber Uber einen langeren Zeitraum in der Blutbahn [109]. Sie koénnen als
patrouillierende Monozyten bezeichnet werden [104]. Es bestehen Hinweise, dass
sich nicht-klassische aus klassischen Monozyten entwickeln [110]. Auch in der
Maus findet man Ly6C* Vorlaufer von Ly6C™-Zellen [104].
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Klassische Monozyten agieren bei infektiésen Geschehen oder Verletzungen und
tragen zur Einddmmung von Pathogenen und Inflammation bei. Sie produzieren
mehr Zytokine als nicht-klassische Monozyten und tragen sowohl in der
Immunantwort, als auch in der Inflammation, erheblich mehr zur interzelluléren
Kommunikation bei [111, 112]. Sie kénnen auch als inflammatorische Monozyten
bezeichnet werden [104]. Nicht-klassische Monozyten sind zu einem spateren
Zeitpunkt essentiell fir die Thrombolyse [113].

3.2 Monozyten in der Thrombusentstehung

Monozyten bilden zusammen mit Neutrophilen den Hauptanteil der Leukozyten mit
Aufgaben in der Thrombogenese. Ihre Rekrutierung in der vendsen Thrombose
wird durch Chemokinsekretion des aktivierten Endothels (CCL2, CX3CL1 und
CCL5) und den entsprechenden Rezeptoren auf Monozyten (CCR2, CX3CR1 und
CCR5) gesteuert [114].

Monozyten bilden den groRten Anteil an Tissue-Factor, als starkster Ausldser der
extrinsischen  Gerinnungskaskade und  Fibrinbildung [4]. Das Level
monozytengebundenen Tissue-Factors ist in Patienten mit tiefer Venenthrombose
erhoht. Es dient als Marker in der TVT Diagnostik [115]. Auch hier spielt HMGB1
als DAMP wieder eine Rolle, es fordert Monozytenrekrutierung und die Expression

von Tissue-Factor in Monozyten [77].

Im hier verwendeten Stenosemodell der vendsen Thrombose wird die
Gerinnungskaskade hauptsachlich durch Tissue-Factor von Blutzellen wie
Monozyten ausgeldst, im Stasemodell der vendsen Thrombose hingegen durch
Tissue-Factor von Endothelzellen. Wird im Stenosemodell Tissue-Factor in
Leukozyten  deletiert, findet keine  Thrombusbildung  statt.  Die
Leukozytenrekrutierung wird davon nicht beeintrachtigt [116].

Neutrophile sind zwar die Hauptquelle flr extracellular traps (NETs) und ihre
Wirkung in der Thrombose [4], doch auch Monozyten kénnen extracellular traps
bilden und somit prothrombotisch wirken [117].
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3.3. Rolle der Monozyten in der Inflammation

Die Ly6C*-Monozytenrekrutierung aus dem Knochenmark ist in der Inflammation
vor allem abhédngig von CCR2, einem Chemokinrezeptor, und seinen Liganden
CCL2 und CCL7 [118].

Monozyten kdnnen bei Aktivierung wéhrend der Inflammation in das Gewebe
einwandern und zu Makrophagen und dendritische Zellen differenzieren. In dieser
verdnderten Form bekdmpfen sie aktiv die Inflammation und tragen zur
Wundheilung bei [119].

Auch in der Inflammation werden Monozyten erneut durch HMGBL1 beeinflusst
und zur Exprimierung von IL-6 und IL-1beta angeregt, welche als inflammatorische

Mediatoren die Immunantwort stimulieren [120].

Auch in der Inflammation spielt Tissue-Factor von Monozyten eine Rolle und
aktiviert die extrinsische Gerinnungskaskade [121]. Tissue-Factor Aktivierung auf
Monozyten wird hier durch Pyroptose ausgelést. Pyroptose ist ein
Zelltod-Programm, welches beispielsweise durch DAMPs ausgeldst wird und im
Ablauf mithilfe verschiedener Proteine und Proteasen zur Aktivierung von
Tissue-Factor und Abgabe Tissue-Factor-angereicherter Mikrovesikel von
Monozyten fuhrt [122].

Pyroptosis von Monozyten und Makrophagen wirkt zudem prothrombotisch [76].
Dies unterstreicht den engen Zusammenhang und die schwierige Trennung

zwischen inflammatorischen und thrombotischen Ablaufen.
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4, Pharmakologische Thrombosetherapie praventiv und
kurativ
4.1. Kurative und praventive pharmakologische Therapien

Der aktuelle Standard in praventiver und Kkurativer Therapie beruht auf

Antikoagulation.

Heparin und Vitamin-K-Antagonisten werden seit vielen Jahren verwendet. Direkte
orale Antikoagulantien sind erst in den letzten Jahren ebenfalls Bestandteil der
Standardtherapien geworden [123]. Es wird je nach Indikation hochmolekulares
oder niedrigmolekulares Heparin verwendet. Heparin greift an Thrombin und
Faktor Xa in die Gerinnungskaskade ein [51]. Warfarin als Vitamin-K-Antagonist
wirkt auf die Vitamin-K-Epoxid-Reduktase und unterbricht so die
Gerinnungskaskade [124, 125]. Die Standard-Therapie bestand lange aus
niedrigmolekularem Heparin, gefolgt von der oralen Gabe von Vit-K-Antagonisten.
Diese verhindern zwar effektiv eine erneute Thrombose, jedoch besitzen sie eine
geringe therapeutische Breite [126], was aufwendige Kontrollen der Gerinnung

notwendig macht [123].

Zusétzlich wurden direkte orale Antikoagulantien, Nicht-Vitamin-K-Antagonisten,
entwickelt. Darunter sind Faktor Xa-Inhibitoren wie beispielsweise Rivaroxaban,
Apixaban und Edoxaban [127, 128]. Dabigatran ist ein weiteres Beispiel fir
Nicht-Vitamin-K-Antagonisten, welches durch die Inhibition von Thrombin wirkt
[129]. Diese direkten oralen Antikoagulantien bendtigen keine aufwandige
Uberwachung der Gerinnung und werden regelmaRig in festgelegten Dosen
verabreicht, was Handhabung und Sicherheit im Vergleich zu den bisherigen

Klassikern Heparin und Vitamin-K-Antagonisten verbessert [130].

Eine weitere Mdoglichkeit, vor allem zur praventiven Therapie, bieten
Thrombozytenaggregationshemmer wie Aspirin. Es wird mitunter als
thromboseprophylaktische Medikation nach Operationen verwendet [131]. Ein
weiteres Beispiel fur Thrombozytenaggregationshemmer sind
ADP-Rezeptorblocker wie Clopidogrel [132], welche ebenfalls préaventiv

eingesetzt werden, um Rethrombosen zu verhindern [133].
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Aktuell besteht in der Wissenschaftsgemeinschaft kein einheitlicher oder
kontinuierlicher Konsens, welche medikamentose Therapie und welche
Kombinationen bei Individuen mit venodser Thrombose und eventueller
Lungenembolie am effektivsten und risikodrmsten sind. Es werden regelméafig
angepasste Empfehlungen ausgesprochen. Hierbei geht es sowohl um die initiale
Behandlung 5-21 Tage nach der Diagnose, die Folgebehandlungen 3-6 Monate
nach Diagnose und die Entscheidung tiber den optimalen Zeitpunkt der Beendigung
der antikoagulativen Therapie und eine notwendige praventive Weiterbehandlung

[134, 135]. Daher wird weiter intensiv an der optimalen Therapie geforscht.

4.2. Risiken und Nebenwirkungen pharmakologischer
Therapieschemata

Unkontrollierte Blutung ist die vorherrschende Nebenwirkung der aktuellen

pharmakologischen Therapieschemata. In allen Gruppierungen inklusive Heparin,

Vitamin-K-Antagonisten, direkte orale Antikoagulatoren etc., treten unerwiinschte

Blutungen auf [136-139]. Vitamin-K-Antagonisten scheinen mehr unerwiinschte

Blutungen im Vergleich zu direkten oralen Antikoagulatoren zu verursachen [140].

Eine weitere Nebenwirkung von Heparin ist ein moglicher hochgradiger Verlust an
Plattchen, da Heparin an PF4 (platelet-growth-factor 4) bindet und zu
heparin-induzierter Thrombozytopenie als eigenem Krankheitsbild fiihrt [137].
Zusétzlich wird Heparin hauptséchlich tber die Nieren ausgeschieden. Bei
verringerter Nierenfunktion kann es zu einer Akkumulation kommen und somit zu
einer Uberschieenden Gerinnungshemmung. Auch bei Anwendung direkter oraler
Antikoagulantien muss die bestehende Nierenfunktion beachtet werden. Ab einer
glomeruléren Filtrationsrate unter 30 mg/dL ist die Anwendung kontraindiziert
[123].
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4.3. Antiinflammatorische Ansatze zur Pravention und Therapie der
Thrombose

Einige klassische, etablierte antithrombotisch kurative und praventive Therapien
besitzen auch antiinflammatorische Effekte. Heparin besitzt antiinflammatorische
Effekte, vermutlich durch NET-Zerstérung [4, 141]. Aspirin besitzt ebenfalls
antiinflammatorische Effekte durch die reduzierte Synthese pro-inflammatorischer
Proteine und reduzierte Leukozytenrekrutierung [142]. Die unerwinschten
Nebenwirkungen, wie vor allem erhohtes Blutungsrisiko, bleiben aber bestehen.

Die therapeutisch vielversprechende Assoziation von Inflammation und
Thrombose ist bereits etabliert und wird intensiv erforscht. Die inflammatorischen
Signalwege und Ablaufe bieten breite, weit gefacherte Ansatzpunkte. Es sind
bereits mehrere antiinflammatorische Ansatze identifiziert, bisher ist jedoch kein
spezifisch wirkender, antiinflammatorischer Ansatz als solcher regulédr in der

kurativen oder préventiven Therapie in Verwendung.

Als ein therapeutischer Ansatzpunkt kann die Aktivierung des Endothels, welche
einen zentralen Punkt der systemischen Reaktion darstellt, betrachtet werden. Wie
beschrieben  spielen ~ WP-Kdrperchen  eine  proinflammatorische  und
prothrombotische Rolle. NO (Stickstoffmonoxid) ist ein Inhibitor der
WP-Kdrperchen-Freisetzung [143], somit stellen medikamenttse NO-Geber eine
potentielle Mdglichkeit dar, in den inflammatorischen und thrombotischen Prozess
einzugreifen und Thrombose zu verhindern [144].

Oxidativer Stress und ROS-Bildung ist wie beschrieben ein vielfaltiger, multipel
regulierter Prozess und beeinflusst alle nachfolgenden Ablaufe, wie beispielsweise
NET-Bildung. Die NADPH-Oxidase mit ihrer zentralen Rolle in der ROS-Bildung
[145] und somit nachfolgend NET-Bildung ist ein weiterer Ansatzpunkt. Es gibt
verschiedene Medikamente, welche die NADPH-Oxidase beeinflussen und
potentiell antithrombotisch wirken kénnen, darunter beispielsweise VAS2870 oder
APX-115 als NADPH-Oxidase-Inhibitoren [146]. Gp9lds-tat setzt auch bei
NADPH-Oxidase an und reduziert ROS-Bildung, sowie die Aktivierung von
Plattchen [147]. Diese Medikamente im speziellen sind jedoch noch nicht
abschlieBend in ihrer antithrombotischen Wirkung untersucht. GSK2795039, ein
NADPH-Oxidase 2 Inhibitor, verhindert NET-Bildung und reduziert Thrombosen
bei Heparin-induzierter Thrombozytopenie [148]. Auch die Zerstérung von NETs

durch DNAsen konnte ein therapeutischer Ansatz sein [80].
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Das NLRP-3 Inflammasom bietet ebenfalls einen potentiellen Ansatzpunkt. Durch
seine Inhibition wirden auch seine Effekte, wie die Ausldésung der
Entzundungsreaktion der Zelle inklusive der Freisetzung von Zytokinen und
Adhasion von Monozyten, gehemmt werden. Es wurde bewiesen, dass viele, bereits
lange in anderen Krankheitsbildern verwendete Medikamente, Uber eine
NLRP3-Inflammasom-Inhibition  wirken. Der Zusammenhang zwischen
NLRP3-Inflammasom-Inhibition und positiven Effekten auf kardiovaskulare
Erkrankungen ist ebenfalls erwiesen [149]. NLRP3-Inflammasom-Inhibition durch
MCC950 verhindert die Bildung von atherosklerotischen Lésionen [150]. Muscon
(die Hauptkomponente von Moschus), ebenfalls ein
NLRP3-Inflammasom-Inhibitor, welcher zusétzlich die Menge inflammatorischer
Zytokine reduziert, besitzt positive Effekte auf Umbauprozesse nach
Myokardinfarkten [151]. Doch der Effekt dieser Inhibitoren speziell auf vendse

Thrombose ist noch nicht bekannt oder publiziert.

DAMPs danger-associated molecular patterns, sowie PAMPs
pathogen-associated molecular patterns stellen in ihrer Verbindung zum
NLRP3-Inflammasom und assoziierten inflammatorischen Abldaufen einen sehr
guten Ansatzpunkt dar. Die Inhibition von HMGB1 wurde bereits in seiner
antithrombotischen Wirkung beschrieben. Auf HGMB1-Rezeptoren kann ebenfalls
Einfluss genommen werden, jedoch muss hier eine kombinierte Inhibition von
mehreren Rezeptoren erfolgen, um eine effektive antithrombotische Wirkung zu

erzielen [77].

Das Komplementsystem ist ein weiterer antiinflammatorischer Ansatz im
Zusammenhang mit thrombotischen Ereignissen, welcher bereits intensiv erforscht
wird [152].

Das PSGL1-P-selektin-Zusammenspiel ist verantwortlich fiir Rekrutierung,
Adhasion und NET-Bildung in Neutrophilen. Ein P-Selektin-Inibitor reduziert die
Plattchen-Leukozyten Interaktionen, blockiert Aggregation und reduziert die
Thrombus Bildung. Die unerwinschten Nebenwirkungen der klassischen

Thrombosetherapien in Bezug auf die Homdostase bleiben aus [153].
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4.3.1.  Ausgewahlte antiinflammatorische Ansatze zur

Thrombosepravention

4.3.1.1. SPP1 - Osteopontin

SPP1 ist das codierende Gen fiir Osteopontin. Osteopontin ist ein Glykoprotein und
kommt in verschiedensten Geweben wie Odontoblasten, Chondrozyten,
Osteoblasten/-klasten, Immunzellen oder Endothelzellen vor und erfillt dort
ebenso vielféltige Funktionen. Vorrangig ist es fir die Strukturierung und
Destrukturierung von Knochengewebe verantwortlich [154]. In diesem
Zusammenhang wurde es auch erstmals identifiziert [155]. Weiterhin hat es
Einfluss auf verschiedenste biologische Funktionen und Krankheitsbilder: Auf
Wundheilung, indem es Zellproliferation fordert [154] - auf tumordse Geschehen,
indem es Zellmigration fordert [156]- auf Diabetes, indem es die Insulin Resistenz
erhoht [157] und auf Inflammation, indem es das Makrophagen und
T-Zell-Aufkommen erhoht [154] und generell aktivierend und rekrutierend auf

Immunzellen wirkt [158].

In Neutrophilen im Speziellen wirkt Osteopontin stimulierend auf die Migration.
Monozyten werden zur Differenzierung zu Makrophagen angeregt, welche
wiederum durch Osteopontin in Migration und Zytokinproduktion wahrend der
Inflammation gefdrdert werden [158]. Osteopontin spielt eine Rolle bei
Atherosklerose [159, 160], bei Angiogenese, sowie Neovaskularisation nach
ischdmischen Zustanden [161]. Hypoxie und ROS sind ein Ausloser fir
Osteopontinproduktion [162, 163]. Der Zusammenhang zwischen Osteopontin,
seiner Wirkung auf Immunzellen und Inflammation lasst auf einen zusétzlichen
Zusammenhang zu kardiovaskuldren Erkrankungen schlieBen und somit auf
potentielle therapeutische Maoglichkeiten. Ob und welcher Zusammenhang direkt

zur Thrombose besteht, ist nicht klar.
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4.3.1.2. TGM2 - Transglutaminase 2

TGM2 codiert fur Transglutaminase 2, eine Calcium-abhangig transaminierende
Acetyltransferase. Transglutaminase 2 ist ubiquitdr in und an fast allen Zelltypen
lokalisiert und stellt einen der am meisten exprimierten Vertreter der
Transglutaminasefamilie dar [164]. Transglutaminase 2 ist durch sein breites

Auftreten mit verschiedensten Pathologien assoziiert.

Tumordse Geschehen [165], neurodegenerative Erkrankungen [166], ZOliakie
[167, 168] und Fibrosen [169, 170] sind Beispiele in denen Transglutaminase 2 eine
protektive oder schadigende Wirkung besitzen kann. In der Inflammation und in
verschiedenen kardiovaskuldren Erkrankungen wie Atherosklerose spielt

Transglutaminase 2 erwiesenermalien ebenfalls eine Rolle [171].

Auch die Rolle von Transglutaminase 2 auf Zellbasis ist kontrovers. Sie ist sowohl
wichtig filr Apoptose, als auch fiir das Uberleben von Zellen, Zelladhasion,
Zellmobilitdt und Signalubertragung [172]. Aufgrund ihrer Wirkung auf
Neutrophile [173] und Monozyten [174], sowie auf Angiogenese [175, 176] ist sie

als Ziel zur antiinflammatorischen Thromboseprévention interessant.
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1. ZIELSETZUNG

Die Inflammation spielt in der Thrombose erwiesenermalien, durch noch nicht
abschlieRend geklarte Abléaufe, eine ausschlaggebende Rolle. Diese Verbindung
bietet neue Mdglichkeiten und potentiell neue Ansatzpunkte einer

antiinflammatorischen Thrombosetherapie.

Thrombose-induzierte inflammatorische Abl&ufe in Neutrophilen und Monozyten
stellen solche potentiellen Ansatzpunkte dar. In dieser Arbeit sollen
thrombose-induzierte inflammatorische Signaturen oder Faktoren in Neutrophilen
und Monozyten auf Transkriptionsebene mittels Einzelzell-RNA-Sequenzierung
dargestellt werden. Hierflir werden in in vivo- Experimenten Proben von Mdusen
mit und ohne Thrombusbildung nach chirurgisch identischer Intervention, welche
die tiefe Venenthrombose mithilfe partieller Vena cava Ligatur simuliert,
entnommen. Diese Proben werden einer Einzelzell-RNA-Sequenzierung

unterzogen.

Mithilfe biologischer Prozesszuordungen und deren Analyse soll dargestellt
werden, welche thrombose-induzierten inflammatorischen Reaktionen in

Neutrophilen und Monozyten auf Transkriptomebene ablaufen.

Neutrophile und Monozyten bilden den Hauptanteil der Immunzellen im
Thrombus, deshalb wird der Fokus dieser Analyse auf Neutrophilen und
Monozyten des Thrombus liegen. So sollen Signalwege und relevante
transkriptionelle Abldufe, in Reaktion auf Thrombose, veranschaulicht werden.
Werden hier bestimmte inflammatorische Faktoren identifiziert, kénnten diese eine

ausschlaggebende Rolle in der Thrombose spielen.

Im weiteren Verlauf sollen mithilfe der gewonnenen Daten und Erkenntnisse,
antiinflammatorische Ansatze zur Thrombosepravention im Mausmodell
identifiziert werden. Hierfir werden auffallige = Genexpressionen in
Thrombusneutrophilen und -monozyten identifiziert, welche potentiell eine Rolle
in der Thrombose spielen. Das entsprechende Gen oder das entsprechende Protein
wird dann im Mausmodell der tiefen Venenthrombose inhibiert. Ergibt sich hieraus
eine signifikante Anderung der Parameter des Mausmodells, ist es als Hinweis auf

einen antiinflammatorischen Ansatz zur Thrombosepravention zu sehen.
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V. MATERIAL UND METHODEN

1. Versuchstiere

Die Grundlage der Untersuchungen und Ergebnisse dieser Doktorarbeit sind in vivo
Versuche an der Maus. Die Maus ist die am haufigsten verwendete und breitflachig
erforschte Tierspezies und stellt ein gutes Modell fir die Versuche dar. Durch die
breitflachige Verwendung der Maus in der Grundlagenforschung liegen
ausfihrliche Vergleichsdaten und Erfahrungswerte vor. Weitere Vorteile sind die
kostengunstigen,  einfachen  Haltungsbedingungen und  die  schnelle

Reproduktionszeit im Vergleich zu anderen Tiermodellen.

Das verwendete Modell der tiefen Venenthrombose war in unserem Labor bereits

etabliert und reproduzierbar [4].

1.1. Mauslinie C57BL/6J

Die fir die Versuche verwendete Mauslinie C57BL/6J ist ein Wildtypstamm. Das
Genom dieser Linie war das erste das komplett sequenziert wurde. Durch die gute
Charakterisierung und die genetische Stabilitat dieser Mauslinie ist sie besonders

gut als Modell fiir diese Untersuchungen geeignet [177].

1.2. Tierhaltung

Die Mause wurden bei Jackson (The Jackson Laboratory, Bar Harbor) bestellt und
in das Walter-Brendel-Zentrum geliefert. Die Tiere hatten nach dem Transport eine
Erholungs- und Eingewohnungsphase von mindestens 6 Tagen vor
Versuchsbeginn. Die Haltung der Mé&use erfolgte im Walter-Brendel-Zentrum unter
SPF-Bedingungen (specific pathogen free). Um die Hygienestandards und
Ruhephasen zu gewahrleisten, ist der Zutritt zu den Tierhaltungsrdumen nur
berechtigten Personen in Schutzkleidung vorbehalten. Die Hygienelberwachung
im Walter-Brendel-Zentrum erfolgt vierteljahrlich durch Sentinel-M&use nach dem
erweiterten FELASA-Protokoll und stichprobenartig nach dem kleinen FELASA-
Protokoll.
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Vor und wahrend dem Experiment wurden die Tiere in Makrolon-Kéfigen Typ 11
long oder bei kleineren Gruppen von 2 Tieren in Kafigen Typ Il (Tecniplast
Deutschland GmbH, Hohenpeilienberg) in Gruppen gehalten. Die Kafige stehen vor
dem Versuch in Cabinets (Ventilated Cabinet, Tecniplast Deutschland GmbH,
HohenpeiRenberg) bei einer Temperatur von 21°C und relativen Luftfeuchte von
55 % +/- 5 %. Wahrend und nach dem Versuch standen die Kafige 24 Stunden auf
einer Warmematte, um eine Auskihlung in der ersten post-OP-Phase zu vermeiden
und die Tiere postoperativ zu tberwachen. Nach diesen 24 Stunden standen die
Kéfige in einem Cabinet (Ventilated Cabinet, Tecniplast Deutschland GmbH,
HohenpeiRenberg) im OP-Raum. Dieses Cabinet verflgt ber rote Plexiglasturen,
welche fir Mause blickdicht sind, dem Versuchsdurchfuhrenden aber die

kontinuierliche und stressarme Uberwachung erméglicht.

Die Tieranzahl pro Kafig richtete sich nach Gewicht und Vertréglichkeit und lag
bei 2-4 Tieren. Einmal pro Woche wurde die Einstreu und die Wasserflasche
gewechselt. Futter (ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest) und Wasser stand ad libitum
zur Verfligung. Das Enrichment in den Ké&figen bestand aus der oben beschriebenen
staubfreien Einstreu, Papiertiichern, hangenden Rdéhren, Nestbaumaterial und je
nach GroRe des Kafigs Maushduschen.

Die Tiere wurden wahrend der Versuchszeit anhand des im Tierversuchsantrag
genehmigten Scoresystems tberwacht und beurteilt. In diesem Punktesystem
wurden das Allgemeinbefinden, die Atmung, der orbital tightening scale (OTS), das
Korpergewicht, der Pflegezustand, das Verhalten, die Wundheilung, der Kotabsatz
und der Harnabsatz beurteilt. Je nach Zustand wurden die im Scoresystem
vorgesehenen Punkte vergeben. Der Gesamtscore entschied Uber den weiteren
Versuchsverlauf.

Das vorliegende Tierversuchsvorhaben wurde von der Regierung von Oberbayern
geman 88 des Deutschen Tierschutzgesetzes genehmigt
(AZ 55.2-1-54-2532-138-16; AZ 55.2-2532.Vet_02_20-190).
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2. Operationsverfahren

2.1. Narkose

Die Tiere wurden flr die Operation zur Stenosierung der Vena cava caudalis und
zur kardialen Blutentnahme vor Totung in Vollnarkose gelegt. Die Vollnarkose
oder Allgemeinanésthesie zeichnet sich durch Hypnose, Relaxation und Sedation

aus.

Vor der intraperitoneal verabreichten Tripelnarkose wurden die M&use in einer Box
aus rotem Plexiglas mit 5,0 Vol.% Isofluran (Isofluran CP, cp pharma, Burgdorf)
bei einer inspiratorischen Sauerstofffraktion wvon 0,351/ begast. Nach
ausreichender Sedationstiefe wurde die Narkose verabreicht. Die Narkose war eine
Tripelnarkose und bestand aus Fentanyl (Fentadon, Albrecht GmbH Aulendorf;
Dosierung: 0,05 mg/kg KGW), Midazolam (Midazolam, B. Braun, Melsungen;
Dosierung: 5 mg/kg KGW) und Medetomidin (Dorbene vet, zoetis Deutschland
GmbH, Berlin; Dosierung: 0,5 mg/kg KGW). Eine Dosis der vollstandig
antagonisierbaren Andsthesie fir eine 20-259g Maus, bestand aus 90 pl
Fentanyl-Verdinnung, 90 ul Midazolam-Verdinnung und 15 pl Medetomidin und
wurde in einer Mischspritze (1 ml, Injekt-F, B.Braun, Melsungen) verabreicht.
Fentanyl ist ein synthetisches, sehr potentes Opioid und wirkt als Hauptanalgetikum
der Tripelnarkose. Medetomidin flhrt durch seine Wirkung am Hirnstamm, tber
az-Adrenorezeptoren, zu Muskelrelaxation und Sedation. Dosisabhangig kann es
auch analgetisch  wirken. Midazolam wirkt ebenfalls sedativ und
muskelrelaxierend, hat jedoch keine analgetische Wirkung. Es ist ein Vertreter der

Benzodiazepine und wirkt uber GABAAa-Rezeptoren [178].

Spétestens nach 30 min, bei Bedarf oder héherem Korpergewicht wurde die

erforderliche Dosis zur Aufrechterhaltung oder Vertiefung nachgegeben.

Nach der Applikation der Initialdosis wurden die Ma&use vor visuellen und
akustischen Reizen geschitzt auf eine Warmematte gelegt. Die Sinneseindriicke
wurden auf ein Minimum reduziert, um eine schnelle Schlafphase zu erreichen. Die
Augen wurden mit Bepanthen-Salbe (Bepanthen Augen- und Nasensalbe, Bayer,
Leverkusen) behandelt, um ein Austrocknen wahrend der Narkose zu verhindern.
Nach Erreichen einer tieferen Sedation mit Erléschen oder direkt nach i.p. Injektion
konstantem Fernbleiben des Stellreflexes, wurde die Maus mit dem Rucken auf die
OP-Platte gelegt und Uber eine Kopfkammer mit 0,5 Vol.% Isofluran bei einer
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inspiratorischen Sauerstoffraktion von 0,25-0,3 1/l begast. Dies diente der
Unterstutzung und Vertiefung der Injektionsnarkose bis zur Antagonisierung. Nach
Erloschen des Zwischenzehenreflexes und somit Erreichen der chirurgischen

Toleranz wurde mit der Operationsvorbereitung begonnen.

Nach Beendigung der Operation wurde die Narkose mit Atipamezol (Revertor, CP
Pharma, Burgdorf), als Antagonist zu Medetomidin, und Flumazenil (Flumazenil,
Hikma Pharma GmbH, Gréafelfing; Dosierung: 0,5 mg/kg), als Antagonist zu
Midazolam, antagonisiert. Fentanyl wurde nicht antagonisiert, da es durch das

Buprenorphin vom Rezeptor verdrangt wird [178].

Zur postoperativen Analgesie wurde Buprenorphin (Buprenovet, Bayer Vital
GmbH, Leverkusen) verwendet. 30 min vor Antagonisierung der Narkose wurde
die erste Dosis Buprenorphin (Dosierung: 0,1 mg/kg KGW) gegeben. Nachfolgend
wurde das Analgesieschema aus dem Tierversuchsantrag verwendet und
dokumentiert. Die Tiere erhielten bis zur Eliminierung 48 h nach der ersten

Buprenorphingabe alle 8 h eine Dosis subkutan oder oral tiber das Trinkwasser.

2.2. Stenosierung der Vena cava caudalis

Das verwendete Modell der tiefen Venenthrombose ist eine teilweise Ligatur der
Vena cava caudalis. Der Thrombus entwickelt sich unter im Volumen auf etwa
20 % reduzierten, aber kontinuierlichem Blutfluss. Dieses Modell besitzt eine
gewisse Variabilitat und dhnelt so der Entwicklung eines Thrombus im Menschen
[179].

2.2.1. OP-Vorbereitung

Nach abgeschlossener Narkoseeinleitung wurde das OP-Feld vorbereitet. Das
Abdomen wurde rasiert und anschlieend mit Enthaarungscreme (asid-med, Asid
Bonz, Herrenberg) zwei Minuten lang behandelt. Nach der Einwirkzeit wurden
Creme und Haarreste entfernt und die Haut desinfiziert. Nach erneuter Uberpriifung
der Abwesenheit des Zwischenzehenreflexes wurde mit der Hautinzision in der
Linea alba begonnen. Ab diesem Zeitpunkt fand die Operation unter einem
Mikroskop (Stemi 2000-C, Carl Zeiss, Jena) mit einer weiteren Lichtquelle (CL
6000 LED, Carl Zeiss, Jena) statt.
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2.2.2. Eroffnung der Bauchhdohle

Der Hautschnitt erfolgte etwa 2 mm kaudal des Xyphoids bis 0,5 cm kaudal des
Nabels tiber eine Lange von etwa 1,5 bis 2 cm je nach GroRe der Maus. Dann wurde
mit besonderer VVorsicht um keine Organe zu verletzen das Peritoneum Uber die
Lange des Hautschnittes er6ffnet. Mit von NaCl (NaCl 0,9%, B. Braun, Melsungen)
angefeuchteten Wattestdbchen wurde das Darmkonvolut aus dem Abdomen
vorgelagert. Das Darmkonvolut wurde in mit NaCl befeuchteten, passend
zugeschnittenen Mullkompressen (Noba Verbandmittel Danz, Wetter) eingebettet
und auf eine Einbettkassette (Rotilabo, Carl Roth, Karlsruhe) als Schutz vor
Austrocknung durch die Warmematte links neben die Maus gelegt. Uber die
gesamte Operationsdauer wurde das Darmkonvolut regelmaBig mit NaCl
befeuchtet. Um bessere Aufsicht auf die Vena cava caudalis und den Ligaturbereich
zu erhalten wurde bei Bedarf ein Haltefaden (7-0 Prolene, Ethicon, Norderstedt)
durch Muskulatur und Peritoneum dextral der Inzision gezogen und mit leichtem

Zug auf der Warmematte befestigt.

2.2.3. Ligatur der Vena cava caudalis

Die Ligatur der Vena cava caudalis erfolgt direkt caudal des Abgangs der Vena
renalis sinistra. In diesem Bereich wurde zun&chst das aufliegende Fett- und
Bindegewebe abprépariert. Anschlielend wurde zwischen Vena cava caudalis und
der anliegenden Aorta stumpf ein Durchgang freiprapariert. In gleicher Hohe auf
der anderen Seite wurde ebenfalls stumpf in die Tiefe und unter die Hohlvene
prapariert um eine Untertunnelung der Vena cava caudalis zu erreichen. Durch
diesen Tunnel wurde dann ein etwa 1,5-2 cm langes Fadenstiick (8-0 Prolene,
Ethicon, Norderstedt) gelegt. Insbesondere wahrend diesen Schritten musste
aulerst vorsichtig vorgegangen werden, um Verletzungen der filigranen Gefalie,

daraus resultierende Blutungen und den Versuchsabbruch zu vermeiden.

Mit dem Fadenstiick wurde dann ein chirurgischer Knoten auf der Vena cava
caudalis vorgelegt. Anschliefend wurde als Platzhalter ein etwa 0,5 cm langes
Stuck eines humanen Herzkatheters zwischen Faden und Vene gelegt. Der
chirurgische Knoten wurde nun fest zugezogen und ein weiterer einfacher Knoten
daraufgelegt. Danach wurde der Platzhalter entfernt und nach dieser
vorlbergehenden vollkommenen Stenosierung war nun ein Blutdurchfluss von
etwa 20% mdglich. Auch nach diesem Schritt wurde genauestens auf Verletzungen
und Blutungen geachtet. Die Enden des Ligaturfadens wurden auf etwa 0,4 cm
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gekirzt. Anschlieend wurde das Darmkonvolut, erneut mit angefeuchteten
Wattestabchen, in die Bauchhohle zurlickverlagert und wieder moglichst

anatomisch korrekt angeordnet.

Im letzten Schritt der Operation, wurde das Peritoneum zusammen mit der
Muskulatur in der Linea alba mit einer fortlaufenden Kiirschnernaht verschlossen
und die Haut anschlie3end mit Einzelknopfnahten adaptiert. Fur beide Nahte wurde
ein monofiler 7-0 Faden verwendet. Die Wunde wurde nach Verschluss mit

Jodlésung (Braunol, B.Braun AG, Melsungen) desinfiziert.
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3. Probenentnahme

3.1 Kardiale Blutentnahme

Um Vollblut fur die Blutanalyse und Plasmagewinnung zu entnehmen, wurde die
kardiale Blutentnahme gewahlt. Hierzu wurde eine 2 ml Spritze (Injekt Solo,
B. Braun, Melsungen) mit einer aufgesetzten 27G Kanule (BD Mikrolance, Becton
Dickson GmbH, Flanklin Lakes, USA) verwendet. Diese wurde mit 120ul Citrat
befullt und vorgespult. Vor diesem Eingriff, auf den die Totung folgt, wurde die
Maus, wie zuvor unter 2.1 beschrieben, in Narkose gelegt. Nach Uberpriifung des
Zwischenzehenreflexes, wurde ein Hautschnitt von etwa 2 cm Durchmesser auf
Hohe der ersten und zweiten Rippe etwas links der Medianen durchgefihrt. Der
Einstich erfolgte zwischen erster und zweiter Rippe sinistral des Sternums. Der
Stichwinkel erfolgte 45 Grad zur Wirbelsaule und 45 Grad zur Horizontalen
Richtung Herz. Mit leichter Aspiration nach dem Einstich wurde uberpruft in
welcher Einstichtiefe das Herz getroffen wurde und ein Blutfluss vorhanden war.
Es wurde 1-1,5ml Blut entnommen. Dieser abrupte Blutverlust flhrt bereits

alleinstehend zum Tod der Maus. Zusatzlich wurde ein Genickbruch durchgefuhrt.

3.2. Entnahme Vena cava caudalis

Nach dem Toten wurde erneut die Bauchhohle durch einen Schnitt parallel der
Wundnaht er6ffnet. Das Darmkonvolut wurde vorgelagert und vorerst visuell auf
eine Thrombusbildung Gberpruft. Die Vena cava caudalis wurde nun auch im
Abschnitt der Ligatur bis zur kaudalen Aufzweigung stumpf von auf- und
umliegendem Bindegewebe befreit. Mit einer stumpfen Pinzette wurde die Vena
cava caudalis im Bereich der kaudalen Aufzweigung gefasst und mithilfe einer
Federschere kaudal der Pinzette durchtrennt. Die Vene wurde mithilfe der Pinzette
leicht ventral gezogen, mit der Feinschere weiter abprépariert und cranial der
Ligatur erneut durchtrennt.

Mithilfe einer Feinwaage wurde die Vene inklusive Thrombus auf einer Einweg-
Histologieform gewogen. Anschlielend wurde die Vene entweder flr die
Einzelzell-RNA-Sequenzierung in 1XPBS (Dulbecco‘s Phosphate Buffered Saline,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) auf Eis gelagert oder zur Aufbewahrung
und weiteren Bearbeitung in Tissue Tek eingebettet und auf Trockeneis gelagert,

bis sie in einen -80°-Gefrierschrank eingelagert wurde.
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3.3. Blutwertanalyse und Plasmagewinnung

Nach der cardialen Blutentnahme wurde das Vollblut aus der Spritzein ein 2 ml
ReaktionsgefaR umgefillt. Aus diesem Vollblut wurden 120 pl in ein 0,5 ml
ReaktionsgefaR umgefullt. Dieses ReaktionsgefalR wurde fir die Blutanalyse im
Sysmex Bloodcounter verwendet, um ein groBes Blutbild, inklusive

Differentialblutbild, zu erstellen.

Das restliche Vollblut im 2 ml Reaktionsgefd® wurde in einer Zentrifuge
10 Minuten bei 4°Celsius und 2000 rom zentrifugiert. Der Uberstand wurde
mithilfe einer 1000 pl Pipette in ein beschriftetes 1,5 ml Reaktionsgefal? tberfihrt.
Es wurde auf Trockeneis gelagert bis es in den -80°Celsius-Kihlschrank zur

Aufbewahrung verbracht wurde.

3.4. Knochenmarkentnahme

Um Knochenmark fir die Einzelzell-RNA-Sequenzierung zu gewinnen wurde der
Oberschenkelknochen gewahlt. Nach der Tétung wurde die Haut am betreffenden
Hinterbein mit einer Schere grofRzligig entfernt, sodass mithilfe einer
Verbandsschere das Hinterbein proximal des Huftgelenks durchtrennt werden
konnte. Danach wurden mit der Verbandsschere distal des Kniegelenks Tibia und
Fibula, inklusive anhdngender Muskulatur und Haut durchtrennt. Nun wurde die
umgebende Muskulatur mithilfe einer Skalpellklinge entfernt. Zusatzlich wurden
Haft- und Kniegelenk moglichst im Gelenkspalt durchtrennt, um Gewebereste
besser entfernen zu kénnen. Mithilfe des Skalpells wurden nun beide Enden des
Oberschenkelknochens entfernt, sodass eine gute Offnung zum Knochenmark
sichtbar war. Der Knochen wurde nun mit 5 ml 1XPBS gespllt. Hierflr wurde eine
5 ml Spritze (Injekt Solo, B. Braun, Melsungen) mit einer aufgesetzten 26G Kantile
(BD Mikrolance, Becton Dickson GmbH, Franklin Lakes, USA) verwendet. Das

Knochenmark in 1XPBS wurde dann in einem Falcon auf Eis gestellt.
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4, Einzelzell-RNA-Sequenzierung

4.1. Ablauf der Einzelzell-RNA-Sequenzierung

Fur die Einzelzell-RNA-Sequenzierung wurden die zu analysierenden Proben im
ersten Schritt zu einer Einzelzellsuspension verarbeitet. Aus diesen
Einzelzellsuspensionen wurden dann 10x-Libraries hergestellt. Diese 10x-Libraries
wurden an das BMC  (Biomedizinisches  Centrum Minchen,
Ludwig-Maximilians-Universitdt Munchen, Planegg-Martinsried) gegeben und
dort sequenziert. Die Rohsequenzdaten wurden bioinformatisch im Labor unserer
Arbeitsgruppe (MED I, LMU Klinikum Grof3hadern) analysiert.

4.2. Probenbearbeitung zur Einzelzell-RNA-Sequenzierung

4.2.1.  Allgemeine  Probenvorbereitung  zur  Herstellung  einer
Einzelzellsuspension
Fur die Einzelzell-RNA-Sequenzierung mussten Einzelzellsuspensionen aus den
jeweiligen Proben hergestellt werden. In der VVorbereitung hierfir wurden Hashtag
Master Mixe gemischt. Pro benétigter Hashtagnummer wurde 0,5 pl Hashtag
(TotalSeq Antibody, BioLegend, San Diego, USA) in 125 pl FACS Puffer (PBS,
0,5 % BSA (Albumin Fraktion V, Carl Roth GmbH, Karlsruhe)) angemischt. Diese
Hashtags binden an ubiquitére Oberflachenproteine und dienten zur Markierung der

jeweiligen Probe fur die anschlieRende Einzelzell-RNA-Sequenzierung.

Die Proben wurden nach Probenentnahme in Erylysis-Puffer (BD Pharm Lyse,
Becton Dickson GmbH, Franklin Lakes, USA) in einem Falcon (Polypropylene
Conical Tube, Falcon, Corning Science, Mexiko) auf Eis inkubiert. Diese
Inkubationszeit war je nach Art der Probe unterschiedlich. Anschliefend wurden
sie fiir 5 Minuten bei 4° Celsius und 300 rcf zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen ohne das Pellet zu lésen. Es wurden 100ul FC-Block (Mouse BD
FcBlock, Becton Dickson GmbH, Franklin Lakes, USA) zugegeben und
10 Minuten auf Eis inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden 100 pl des
zugeordneten Hashtag-Mastermixes zugegeben und fir 30 Minuten inkubiert. Im
Anschluss wurden 5 ml kalter FACS-Puffer zugegeben, resuspendiert und alle
Proben fiir 10 Minuten bei 4°Celsius und 250 rcf zentrifugiert. Der Uberstand

wurde anschlieRend verworfen. Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt.
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Vor der dritten Zentrifugation wurde jede Probe durch ein 50 um Zellsieb
(Cell strainer: 50 um Nylon, Falcon, Corning, NY, USA) in einen neuen Falcon
gefiltert. Nach dem letzten Abnehmen des Uberstandes wurden die Proben in je
15 ul FACS Puffer resuspendiert.

11yl jeder Probe wurden fir die weitere Bearbeitung entnommen und
beiseitegestellt. In einem neuen 0,5 ml Reaktionsgefa® wurden 3 pl der
Zellsuspension, 12 yl Tryptan Blau (Gibco Trypanblaue Lésung 0,4 %, Thermo
Fisher Scientific, Schwerte) und 15 pul FACS Puffer gemischt. Das Trypan Blau
diente zur Anféarbung der Zellen. Mithilfe einer Zahlkammer (Carl Roth GmbH,
Karlsruhe) und einem Mikroskop wurde bei jeder Probe die Zellzahl pro Mikroliter
ausgezahlt. Im Anschluss wurde jede Probe auf Basis der Z&hlung auf eine

Konzentration von 2200 Zellen pro Mikroliter angepasst.

Je 10 pl der mit Hashtags markierten Einzelzellsuspensionen wurden nun gepoolt.
Maximal neun unterschiedlich markierte Suspensionen konnten in einen Pool

gegeben werden.

4.2.1.1. Vorbereitung der Vollblutproben
200 pl des Vollblutes in Citrat wurden mit 3 ml Erylyse-Puffer fur 15 Minuten in
einem Falcon fir 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die restliche Bearbeitung erfolgte

nach unter 4.2.1. beschriebenen Protokoll.

4.2.1.2. Vorbereitung der Thrombusproben

Der Thrombus wurde mit einer Pinzette aus dem Falcon entnommen und in einer
Petrischale (TC-Schale 35, Standard, Sarstedt, Numbrecht) vorsichtig von der
umgebenden Vene befreit. Der Thrombus wurde anschlielend, ohne zu groRen
Druck auszutiben, durch ein 70 um Zellsieb (Cell strainer: 70 um Nylon, Falcon,
Corning, NY, USA) in 3 ml 1x PBS gepresst. So wurde die kompakte Struktur des
Thrombus aufgeldst.

Die Inkubationszeit des Thrombus in 3 ml Erylyse-Puffer auf Eis betrug
15 Minuten. Die restliche Bearbeitung erfolgte nach dem unter 1V.4.2.1.
beschriebenen Protokoll.
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4.2.1.3. Vorbereitung der Knochenmarkproben

Das Knochenmark wurde mit 5 ml Erylyse-Puffer fur 5 Minuten auf Eis inkubiert.
Anschliefend wurde es durch ein 50 um Zellsieb in einen neuen Falcon gefiltert.
Die weitere Bearbeitung erfolgte nach dem unter IV.4.2.1. beschriebenen
Protokoll.

4.2.2. Herstellung der 10x-Libraries

Die Einzellzellsuspensionen wurden mithilfe des Chromium Controllers
(10xGenomics, Pleasanton, CA, USA San Francisco) verarbeitet. Es wurde das
Chromium Next GEM Single Cell 3" reagent kit v3.1 (CG000206 Rev D) von
10X Genomics mit dem zugehdrigen Protokoll verwendet. Hierbei wurden die
Einzelzellen stabil vereinzelt und mit individuellen 10x Barcodes versehen um
jedes einzelne Transkriptom zu kennzeichnen. Jede cDNA die aus diesem Prozess

hervorgeht, verfiigt tber eine 10xKennzeichnung.

Mithilfe verschiedener enzymatischer Prozesse, reverser Transkription und
cDNA-Amplifikation werden Libraries hergestellt. Jede Library besteht aus einem
Pool an sequenzierfahiger Einzelzell-cDNA und wird aus dem entsprechenden
Barcode und der cDNA jeder einzelnen Zelle hergestellt. So kann wéhrend der
Analyse rickverfolgt werden, zu welcher Unterteilung die jeweiligen Daten
gehdren und welche cDNA zu welcher Zelle gehért. Durch die in der Herstellung
der Einzelzellsuspension verwendeten Oberflachenmarkierungen, kann zusatzlich
zugeordnet werden, welche Zelle zu welcher Probe gehort. Im Anschluss wurden

die Libraries ausgezahlt und auf Qualitat gepriift.

4.2.3.  Sequenzierung der Libraries
Die 10x-Libraries wurden nach Fertigstellung in einem NextSeq1000 sequenziert.
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4.2.4.  Visualisierung und Datenanalyse

Die Visualisierung erfolgte in Zusammenarbeit in der Arbeitsgruppe (MED I
LMU Klinikum GroRhadern). Die Daten wurden mithilfe des R toolkit for single
cell genomics ,,Seurat 3.0 (Satija Lab, New York, USA) prozessiert.

Zur Auswertung und Interpretation der visualisierten RNA-Einzelzell-
Sequenzierung und zugehoriger Datensdtze wurde die Website DAVID
Bioinformatics Resources des Laboratory of Human Retrovirology and
Immunoinformatics (LHRI) verwendet [180, 181].

Es wurde das DAVID Set enrichment analysis Tool zur Annotation biologischer
Prozesse und Pathways verwendet. Hierbei wurden verschiedene Datenbanken zu
Rate gezogen, unter anderem GOTERM_BP_DIRECT (Gene Ontology Term
Biological Process) zur Zuordnung biologischer Prozesse, KEGG- und
REACTOME-Pathways zur Zuordnung zu Signalwegen [181-183]. Hierbei wurde
auch QuickGo (Gene Ontology and GO Annotations) des EMBL-European
Bioinformatics Institute verwendet [184]. Zusétzlich wurde der Gene Ontology
Browser der Website www.informatics.jax.org zur Zuordnung, Einteilung und

Kontrolle zu Rate gezogen [185, 186].
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5. Umsetzung der Auswahl antiinflammatorischer Anséatze

zur Thrombosepravention

5.1. Applikation der Inhibitoren

5.1.1 Intraperitoneale Injektion

Die Applikation der Inhibitoren erfolgte je nach Protokoll intraperitoneal vor und
nach der Operation zur Stenosierung der Vena cava caudalis. VVor der Operation
wurden die Inhibitoren am wachen Tier appliziert. Hierfur wurde die Maus im
Nackengriff fixiert und in Ruckenlage, leicht zum Kopf hin geneigt, gehalten. Der
Inhibitor wurde mithilfe einer 1 ml Spritze und aufgesetzter 30G-Kanile im
caudalen Bereich des Abdomens, im rechten oder linken Quadranten verabreicht.
Bei mehrmaligen Injektionen wurden die Seiten abgewechselt. Nach der Operation
wurde die Maus zur Reduktion des Schmerzreizes und zur Schonung der Wundnaht
vor Applikation unter Sedation gesetzt. Hierflir wurde dieselbe Methode verwendet,
wie zur Narkoseeinleitung. Die Maus wurde in eine Box aus rotem Plexiglas gesetzt
und mit 5,0 Vol.% Isofluran (Isofluran CP, CP Pharma, Burgdorf) bei einer
inspiratorischen Sauerstofffraktion von 0,35 I/l begast. Sobald die Atemfrequenz
nach anfanglichem Anstieg als Reaktion auf das Isofluran, wieder leicht abfiel,
wurde die Maus ebenfalls im Nackengriff genommen und der Inhibitor injiziert.
Hierbei wurde aufgrund der Sedation der Maus jedoch keinerlei Spannung auf die
Wundnaht ausgetibt und die Maus konnte, sobald die Sedation nachlieR, wieder in

den Ké&fig gesetzt werden.

5.1.2. Orale Gavage

Aufgrund der pharmakologischen Eigenschaften des Inhibitorpréparates, war die
enterale Applikation notwendig. Hierfur wurde eine 1 ml Spritze mit aufgesetzter,
leicht gebogener Knopfkanile verwendet. Die Maus wurde im wachen Zustand im
Nackengriff fixiert und die aufgesetzte Knopfkantle in das Maul eingefiihrt. Die
Spritze wurde so gehalten, dass die leichte Biegung der Kantle zur ventralen Seite
des Tieres zeigte. Sobald die Kanle in das Maul eingefiihrt war, wurde darauf
geachtet sie (ber der Zunge in den Osophagus einzufiihren. Hierfir musste die
Maus eine Schluckbewegung ausfiihren. Sobald die Schluckbewegung ein weiteres
Einfiihren ermdglichte wurde die Kantle in den Magen vorgeschoben. Hier wurde

der Inhibitor appliziert und anschlieBend die Kaniile langsam wieder ausgeftihrt.
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Der gesamte Vorgang erfolgte vorsichtig und leicht, ohne Druck oder ruckartige
Bewegungen auszufiihren. So wurden Verletzungen vermieden. Inhibitoren welche

die orale Gabe erforderten, wurden ausschlieB3lich praoperativ appliziert.
5.2. Ausgewahlte Ziele zur antiinflammatorischen Thrombosepravention

5.2.1. SPP1 - Osteopontin-Inhibitor

Der verwendete Osteopontin-Inhibitor war Mesalazin, auch Mesalamin oder
5-Aminosalicylsdaure  (5-ASA) genannt [187]. Als antiinflammatorische
Behandlung wird es bereits bei entziindlichen Darmerkrankungen eingesetzt.
Mesalazin reduzierte Osteopontin bei dieser Behandlung signifikant. Mesalazin ist
der aktive Bestandteil von Sulfasalazin, was zu Sulfapyridin und Mesalazin
reduziert wird. Es besitzt im Vergleich zu Sulfalazin geringere Nebenwirkungen.
Zusatzlich wird Mesalazin durch seinen Schutz vor oxidativen Schaden und breite
antiinflammatorische Wirkung als potentielle antifibrotische
Behandlungsmdglichkeit gehandelt [188]. In vitro wurden die antifibrotischen
Effekte bereits bei Kardiofibrose nachgewiesen [189]. In diesem Versuch wurde
5-Aminosalicylic Acid (MedChemTronica, Sweden, CAS Number: 89-57-6)
verwendet. Es wurde in PEG300 (Polyethylenglycol 300, Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) als Medium gel6st und p.o. appliziert. Es wurde 48 und 12 Stunden vor der
Operation zur tiefen Venenthrombose appliziert. Die Einzeldosis betrug
50 mg/kg KGW.

5.2.2.  TGM2 - Transglutaminase 2-Inhibitor

In diesem Versuch wurde der Transglutaminase 2 Inhibitor Il ERW1041E (Sigma-
Aldrich, Deutschland, CAS Nummer: 918440-87-6) verwendet. Es handelt sich um
einen kompetitiven Inhibitor der Transglutaminase 2 in Pulverform. Es wurde in
Miglyol als Medium gel6st und i.p. injiziert. 12 Stunden vor der Operation zur
tiefen Venenthrombose wurde die erste Dosis verabreicht, gefolgt von weiteren 4
Injektionen im Abstand von je 12 Stunden. Die Einzeldosis betrug 25 mg/kg KGW.
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6. Statistik

In der Prozessierung der Einzelzell-RNA-Sequenzierungsdaten wurden die
implementierten  Statistikfunktionen des R-toolkit fur Einzelzellgenomik
»Seurat 3.0¢ genutzt. Fir die Volcano-Plots und deren zugehdrige Datensétze
wurde hier ein t-Test mit Wilcoxon-Korrektur verwendet. Als signifikant wurden
adj-P-Werte <0,05 auf der -logio y-Achse betrachtet. Der log2 Fold Change als
Element des VVolcano-Plots diente zur besseren Darstellung und zeigt die Stéarke der

Genexpression bzw. Regulierung auf der x-Achse an.

Die Abbildungen biologischer Prozesszuordnungen signifikant hoch exprimierter
Gene wurden auf Basis der Ergebnisse des DAVID Set enrichment analysis tool
erstellt (siehe IV. 4.2.4.).

In 2.1. und 2.2. des Kapitels V. Ergebnisse wurde untersucht, welchen Effekt die
Inhibition ausgewéhlter Gene auf die Thrombose besitzt. Zu der statistischen
Auswertung und der Erstellung der Graphen der antiinflammatorischen Ansétze
wurde das Programm GraphPad Prism (Version 5, San Diego, USA) verwendet.
Die Gruppen waren unabhéngig und wurden mit dem Shapiro-Wilk-Test auf
Normalverteilung gepriift. Da keine Normalverteilung vorlag, wurde der nicht-
parametrische  Mann-Whitney-U-Test verwendet. Ergebnisse ab p-Wert
(p-value) <0,05 gelten als statistisch signifikant (,,** entspricht p-Wert <0,05;
,»N.s.“ entspricht nicht signifikant) und wirden fiir eine Wirkung der Inhibition auf

die Thrombose sprechen.
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V. ERGEBNISSE

1. Darstellung thrombose-induzierter inflammatorischer
Signaturen in Neutrophilen und Monozyten des Thrombus

mittels Einzelzell-RNA-Sequenzierung

1.1. Ubersichtsanalyse der Einzelzell-RNA-Sequenzierungsdaten

Um eine Analyse der Einzelzell-RNA-Sequenzierungsdaten auf thrombose-
induzierte  inflammatorische ~ Abldufe in  Thrombusneutrophilen  und
Thrombusmonozyten vornehmen zu kénnen, mussten die erhaltenen Daten aus der
Sequenzierung zuerst weiterverarbeitet und visualisiert werden. Die informatische
Verarbeitung wurde mithilfe des R toolkit for single cell genomics ,,Seurat 3.0“ in
der Arbeitsgruppe durchgefihrt (siehe IV. 4.2.4.). Die Daten wurden in Seurat
anhand informatischer Parameter integriert und geclustert (Abb. 1 und 2). Anhand
der clusteridentifizierenden Gene (Abb.2), zusammen mit den weiteren
clusterzugehorigen Genen, wurden manuell Zelltypen den Populationen
zugeordnet. Zudem wurde mithilfe von Seurat eine Markierung der zuvor
definierten Populationen nach Herkunftsgewebe vorgenommen, um erkennen zu

kdnnen wie die Zelltypen zum jeweiligen Herkunftsgewebe stehen (Abb. 3).
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® Neutrophile 0
©® Thrombozyten
® B-Zellen

@ Neutrophile 3
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® Neutrophile 5
® Erythrozyten
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Abbildung 1: Zellcluster der Einzelzell-RNA-Analyse aus Thrombus, Blut und
Knochenmark

Diese Abbildung zeigt die Ubersicht der Zellpopulationen der Einzellzell-RNA-
Sequenzierungsdaten aus Thrombus, Blut und Knochenmark analysiert in einer UMAP. Thrombus
n=6, Blut (Thrombus+) n=6, Blut (Thrombus-) n=6, Knochenmark (Thrombus+) n=3 und

Knochenmark (Thrombus-) n=3.
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Abbildung 2: Dotplot der Markergene der
Zellcluster aus Abb. 1

Die Abbildung 2 zeigt den Dotplot der Markergene der
jeweiligen Zellcluster/Populationen aus Abbildung 1. Mithilfe
dieser Markergene und der weiteren zugehdrigen exprimierten

Gene wurden die Zelltypen der Zellcluster bestimmt.
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Abbildung 3: Darstellung der Herkunft der Zelicluster aus Abb. 1 mit
unterschiedlichen Einfarbungen der Proben

In dieser Abbildung wird die Herkunft (Thrombus, Blut (Thrombus+/-) und Knochenmark

(Thrombus+/-)) der jeweiligen Zellcluster aus Abbildung 1 durch unterschiedliche Einfarbung
veranschaulicht.
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Abbildung 4: Barplot der prozentualen Anteile der Zellcluster und -typen aus
Abb. 1 im jeweiligen Herkunftsgewebe

Dieser Barplot zeigt die prozentualen Anteile der Zellcluster im Herkunftsgewebe.

Die Abbildungen 1-4 zeigen die Ubersichtsanalyse der Einzelzell-RNA-
Sequenzierungsdaten. Die Abbildung 2 zeigt den Dotplot der Markergene, und
hierbei eine gute Darstellung der gewinschten treppenférmigen Einteilung der
Markergene. Abbildung 2 kann somit als Bestatigung der Analysekriterien zur
Populationsaufteilung verwendet werden. Die Zellcluster zeigen einen deutliche

phanotypbasierte Aufteilung.

In vergleichender Betrachtungsweise der Abbildungen 1, 3 und 4 zeigt sich die
erwartete Aufteilung der Zelltypen. Abbildung 4 zeigt Neutrophile (61,4 %) und
Monozyten (3,6 %) als vorherrschende Immunzelltypen im Thrombus.
Thrombozyten (27,9 %) und Erythrozyten (6 %) bilden den Hauptteil an Nicht-
Immunzellen. Die Aufteilung der Thrombuszellen in die jeweiligen Zellcluster
veranschaulicht dies ebenfalls, mit einem sichtbaren Signal von Thrombusmaterial
im  Neutrophilencluster 3,  Monozytencluster,  Thrombozytencluster  und
Erythrozytencluster. Der Hauptanteil der Thrombuszellen findet sich in
Neutrophilencluster 3.
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Das Neutrophilencluster (bestehend aus den Clustern 0, 3 und 5) zeigt die groRte
Heterogenitat in Abhédngigkeit der Herkunft und der Thrombosierung (siehe
Abbildung 3).

Der Hauptanteil der Thrombusneutrophilen liegt in Cluster 3, gemischt mit Blut-
und Knochenmarkzellen aus thrombosierten Proben und geringeren Anteilen aus
nicht-thrombosierten Proben. Es kann als neutrophiles Thrombuscluster bezeichnet

werden.

Das  Neutrophilencluster 5  besteht  hauptsédchlich aus  Zellen  von
Knochenmarkproben, was im Barplot mit Werten von 0,1 % im Thrombus und
0,4 % im Blut im Vergleich zu signifikant héheren Anteilen im Knochenmark
(22,4 % in Knochenmark (Thrombus+), 19.3 % in Knochenmark (Thrombus-))
bestatigt wird.

Das Neutrophilencluster 0 wird hauptsachlich von Blut- und Knochenmarkproben

gebildet, allerdings unterscheiden sich die Zelltypen phanotypisch stark (Abb. 3).

Das Monozytencluster zeigt in dieser Ubersicht keine deutlichen
herkunftsabhéngigen Veranderungen. Im Barplot zeigt sich eine leichte prozentuale
Verénderung an der Gesamtzahl der Zellen abhdngig von der Herkunft. Eine
Aufteilung in Klassische und nicht klassische Monozyten ist hier noch nicht

moglich.

In dieser Arbeit sollen inflammatorische Signaturen in Thrombusneutrophilen und
-monozyten dargestellt werden. Thrombusneutrophile werden zu tber 97 % von
Neutrophilencluster 3 gestellt (siehe Abb. 4). Deshalb wurde in der weiteren
Analyse dieses Neutrophilencluster 3 verwendet, um inflammatorische Prozesse
und Signalwege in Thrombusneutrophilen auf Transkriptombasis herauszuarbeiten.
Als Vergleich wurden Blut- und Knochenmarkneutrophile gleicher phénotypischer
Zuteilung zu Neutrophilencluster 3 verwendet. So kann dargestellt werden welche
Genexpressionen und eventuelle Regulierungen in Thrombusneutrophilen im
Unterschied zu Blut- und Knochenmarkneutrophilen ablaufen, obwohl sie

phanotypbasiert zusammen in Neutrophilencluster 3 eingeordnet sind.
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Die gleiche Analyse wurde bei Thrombusmonozyten vorgenommen. Hier musste
das Monozytencluster aus Abbildung 1 jedoch noch einmal neu unterteilt werden,
um herauszuarbeiten, wie Thrombusmonozyten lokalisiert sind. Hierbei wurde
auch eine Unterteilung in klassische und nicht-klassische Monozyten und deren

Lokalisation in Relation zu Thrombusmonozyten méglich (siehe V. 1.4.).

Das Neutrophilencluser 5 wurde aufgrund seiner interessanten Zusammensetzung
in Abb. 3 und 4 zusatzlich analysiert. In Abb. 3 und 4 wird deutlich, dass diese
Neutrophilen ausschlieflich von Knochenmarkproben gestellt und somit
phanotypisch keine Ahnlichkeit oder Zusammenhang zu Thrombusneutrophilen
oder anderen Neutrophilen zeigen. Hier war es madglich, ohne weitere
bioinformatische Reintegration, den Effekt der Thrombose auf die neutrophile
Knochenmarkreserve und deren eventuellen inflammatorischen Signaturen zu

untersuchen (siehe V. 1.3.).
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1.2. Darstellung des neutrophilen Thrombuscluster

Nach der vorangegangenen Visualisierung und Einteilung der Zellcluster, konnte
das neutrophile Thrombuscluster (Neutrophilencluster 3) genauer betrachtet
werden. Hierfir wurden Vergleiche zwischen der RNA-Expression der
Thrombusneutrophilen und Blut-/Knochenmarkneutrophilen thrombosierter Mause
des gleichen Clusters erstellt. Basierend auf der Einteilung in Seurat, sind diese den
Thrombusneutrophilen also phanotypisch ahnlich (siehe Abb. 1-4). Um nun die
Regulationsunterschiede  in  Thrombusneutrophilen  herauszufiltern  und
darzustellen, wurden Volcano-Plots erstellt. Anhand der Datensatze der
Volcanoplots war es nun moglich, angereicherte RNA bzw. zugehdrige Gene in
Thrombusneutrophilen zu untersuchen. Die angereicherte RNA zeigt welche
MRNA zum Zeitpunkt der Probennahme vermehrt exprimiert und welche

entsprechende Gene somit hochreguliert sind.
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Abbildung 5: Volcano-Plot der signifikant hoch exprimierten Gene der
Thrombusneutrophilen (rot) und Blutneutrophilen (Thrombus+) (blau) des
Neutrophilenclusters 3 aus Abb. 1

Diese Abbildung zeigt einen Volcano-Plot, welcher die Einzelzell-RNA-Expression des
Neutrophilenclusters 3 aus Abb. 1 von Thrombusneutrophilen und Blutneutrophilen aus
thrombosierten M&usen darstellt. Hoher exprimierte Gene der Thrombusneutrophilen sind hier rot
dargestellt, die der Blutneutrophilen blau. Es wurden Gene betrachtet die signifikant hoher

exprimiert waren (adj-P-Wert <0,05 auf der -logio y-Achse).
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Abbildung 6: Volcano-Plot der signifikant hoch exprimierten Gene aus
Knochenmarkneutrophilen (Thrombus+) (rot) und Thrombusneutrophilen
(blau) des Neutrophilenclusters 3 aus Abb. 1

Diese Abbildung zeigt einen Volcano-Plot, welcher die Einzelzell-RNA-Expression des
Neutrophilenclusters 3 aus Abb. 1 von Knochenmarkneutrophilen aus thrombosierten Mausen und
Thrombusneutrophilen darstellt. Die hoch exprimierten Gene der Knochenmarkneutrophilen sind
rot dargestellt, die der Thrombusneutrophilen in blau. Es wurden Gene betrachtet die signifikant

héher exprimiert waren (adj-P-Wert <0,05 auf der -log10 y-Achse).

In Abbildung 5 und 6 sind die hoch exprimierten Gene der Thrombusneutrophilen
des neutrophilen Thrombuscluster (Neutrophilencluster 3) aus Abbildung 1 im
Vergleich zu phanotypisch demselben Cluster zugeordneten Blut- und
Knochenmarkneutrophilen thrombosierter Mause zu sehen. In diesen Volcano-
Plots geben beschriftete Gene erste Hinweise darauf, wie sich die
Thrombusneutrophilen charakterisieren. Es fallen bereits in diesen Darstellungen
inflammatorisch und immunologisch wichtige Gene (beispielsweise CXCL2,
CEBPB, CD14 oder JUN) auf. Im weiteren Verlauf der Analyse der
Volcano-Plot-Daten bestétigten sich diese als relevant in den Abl&ufen der

Reaktion auf die Thrombose in Thrombusneutrophilen.
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1.2.1. Darstellung der Thrombusneutrophilen des Thrombusclusters

Bei Betrachtung der Volcano-Plots ist zu sehen, ob und in welchem Umfang
unterschiedliche Expressionen und somit unterschiedliche Regulierungen
vorliegen. Sie bilden noch nicht ab, in welchem Zusammenhang die hoch
regulierten Gene stehen oder welche Prozesse hier hoch reguliert sind. Hierfir
wurde eine Zuordnung der hochregulierten Gene zu biologischen Prozessen

vorgenommen.

Die Zuordnungen hoch exprimierter Gene der Thrombusneutrophilen zu
biologischen Prozessen wurden tber das DAVID set enrichment tool auf Basis der
Datenanalyse der VVolcano-Plots in Abbildung 5 und 6 erstellt.
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Abbildung 7: Auswahl der biologischen Prozesszuordnungen signifikant hoch
exprimierter Gene der Thrombusneutrophilen aus Abb. 5
In dieser Abbildung wird eine Auswahl der signifikant hoch exprimierten Gene der

Thrombusneutrophilen aus des Neutrophilenclusters 3 Abbildung 5 zu biologischen Prozessen
dargestellt.
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Tabelle 1: Genliste Thrombusneutrophile zu Abb. 7

In dieser Tabelle sind die hoch exprimierten Gene der Blutneutrophilen im Vergleich zu
Thrombusneutrophilen aufgelistet, welche fur die Zuordnung zu den biologischen Prozessen in

Abbildung 7 verwendet wurden.

Fos Jun Prdx5
Abr Anxa3 Stx11

Ctsz Thbsl

Shds Cxcl2 Lyst Pf4

Skil Anxa3 Dusp6

Jun Myh9 Vegfa

Adam8 Cxcr4 Myh9
Cd14 Nfkbia Pik3apl
Hifla Prdx6 PIk3

Id1 Ninj1 Ppplrl5a Rnhl
Jak2 Pycard Aim2 Nfkbia

Hifla Stk11 Vegfa
Stk11 Sdcbp Thbsl

Cebpb Jak2 Pycard Tnipl Adam8 Aim2
Ninj1 Nfkbia Tgm2

Naip2 Pycard Aim2

Chd Rbpj Tgm3 Vegfa

Gpr35 Cxcl2 Cxcl3 Pf4

Hifla Thbsl Vegfa

Clec5a Cd14 Cd300c2 Gapdh Hilpda Mif
Jak2 Pycard 1810058124Rik Aim2 Egrl

Arid5b Jak2 Tiparp

Bsg Cxcl2 Cxcl3 Pf4 Sppl Treml

Bnip3 Ddit4 Rest Aldoa Alkbh5 Alasl Cxcr4
Egrl Egin3 Hmox1 Hifla Ldha Slc2al Vegfa
Brkl Tgifl Cdknla Jun Mif

Anxa3 Bsg Thbsl Vegfa

Bnip3 Adam8 EgIn3 Hmox1 Hifla Hilpda
Pgkl Vegfa
Cebpb Pycard Acodl Cxcl2 Hifla

Anxa3 Hmox1 Hifla Itgax Ninjl Runxl
Thbsl Vegfa
Bcl2l1 Fos Skil Jun

Adam8 Mif Thbsl Vegfa

Cd14 Ddx3x Naip2 Pycard Tnipl Adam8
Aim2 Acodl Ccrl2 Cxcl2 Cxcl3 Il1rn Irak2
Mif Ninj1 Pf4 Thbsl Tnfrsflb

Ccrl2 Cxcl2 Cxcl3 Cxcr4 Ninjl Pf4

Bcl211 Bnip3 Ddx3x Ddit4 GO0s2 Nek6
Pycard Aim2 Blcap EgIn3 Gabarap Gapdh
Gadd45b Gadd45g Hmox1 Hcar2 Hifla 1d1
Inpp5d Jun Phldal PIk3 Ppplrl5a Srgn Stk11
Sral Vegfa

Jak2 Hmox1 Prdx5 Prdx6 Prnp Slc7all

Adam8 Bsg Hmox1 Hifla Jun Myh9 Ninjl
Rbpj Vegfa

Cellular response to reactive oxygen species
neutrophil degranulation

negative regulation of plasminogen activation
leukocyte chemotaxis

response to growth factor

monocyte differentiation

blood vessel endothelial cell migration
toll-like receptor 4 signaling pathway
response to reactive oxygen species
regulation of angiogenesis
factor-mediated

tumor  necrosis

pathway

vasculature development

positive regulation of transforming growth factor
beta receptor signaling pathway

positive regulation of inflammatory response

signaling

pyroptosis

blood vessel remodeling
chemokine-mediated signaling pathway
blood vessel morphogenesis

positive regulation of cytokine production

positive regulation of interleukin-1 beta
production

platelet-derived growth factor receptor signaling
pathway

neutrophil chemotaxis

response to hypoxia

positive regulation of fibroblast proliferation
positive regulation of endothelial cell migration
cellular response to hypoxia

cellular response to interleukin-1
positive regulation of angiogenesis

response to cytokine
positive regulation of MAP kinase activity
inflammatory response

chemotaxis
apoptotic process

response to oxidative stress
angiogenesis
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Jak2 Gadd45b Gadd45g Laptm5 Spag9 positive regulation of MAPK cascade
Vegfa

Clec4d Clec5a Cd14 Cd300c2 Ddx3x Jak2 = immune system process

Naip2 Pycard 1810058124Rik Aim2 Acodl

Arg2 Gapdh H2-K1 Inpp5d Mif Trem1

Jak2 Aldoa Cxcr4 Itgax Spag9 Sdcbp Thbsl | positive regulation of cell migration
Vegfa

Clec4d Cd80 Jak2 Ccrl2 Cxcl2 Cxcl3 Cxcrd  immune response

Fthl H2-K1 I11rn Nfil3 Pf4 Thbsl Tnfrsflb

Bcl211 Bnip3 Ddx3x Jak2 Pycard Rest Dusp6 = Positive regulation of apoptotic process
Gadd45b Gadd45g Hmox1 Hifla Inpp5d Jun

Ldha Osginl Phldal Ppplrl5a Tgm2

Tnfrsf26

apoptotic cell clearance
positive regulation of cytokine production
regulation of angiogenesis
positive regulation of vascular endothelial growth factor production
blood vessel remodeling
cellular response to hypoxia [N
response to oxidative stress [
tumor necrosis factor-mediated signaling pathway
cytokine production
platelet-derived growth factor receptor signaling pathway
negative regulation of fibroblast proliferation
negative regulation of transforming growth factor beta receptor signaling pathway
positive regulation of endothelial cell migration
positive regulation of apoptotic process
positive regulation of MAP kinase activity
blood vessel development
regulation of apoptotic process
cellular response to transforming growth factor beta stimulus
inflammatory response
response to cytokine
response to hypoxia [
positive regulation of INK cascade
positive regulation of angiogenesis - Fold enrichment
positive regulation of MAPK cascade
angiogenesis
phosphorylation

Abbildung 8: Teil 1 Auswahl der biologischen Prozesszuordnungen signifikant
hoch exprimierter Gene der Thrombusneutrophilen aus Abb. 6
In dieser Abbildung wird der erste Teil einer Auswahl der funktionellen Zuordnungen signifikant

hoch exprimierter Gene der Thrombusneutrophilen aus Abb. 6 zu biologischen Prozessen
dargestellt.
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positive regulation of p38MAPK cascade
regulation of monocyte chemotaxis
pyroptosome complex assembly
positive regulation of cellular response to macrophage colony-stimulating factor stimulus
necrotic cell death
T cell differentiation involved in immune response
leukocyte differentiation
regulation of platelet activation

oxygen homeostasis NG
Neutrophil activation involveld in immune response
neutrophil degranulation
positive regulation of acute inflammatory response
myeloid progenitor cell differentiation
toll-like receptor 4 signaling pathway
positive regulation of platelet activation
positive regulation of interleukin-1 production
positive regulation of release of cytochrome ¢ from mitochondria
leukocyte chemotaxis
release of cytochrome ¢ from mitochondria

response to reactive oxygen species  [INEG__

leukocyte migration involved in inflammatory response

monocyte differentiation

negative regulation of cytokine production involved in inflammatory response

pyroptosis

cellular response to platelet-derived growth factor stimulus
positive regulation of phosphorylation

neutrophil chemotaxis

[ = Fold enrichment

positive regulation of inflammatory response
positive regulation of tumor necrosis factor production

Abbildung 9: Teil 2 Auswahl der biologischen Prozesszuordnung signifikant
hoch exprimierter Gene der Thrombusneutrophilen aus Abb. 6

In dieser Abbildung wird der zweite Teil einer Auswahl der Zuordnungen signifikant hoch
exprimierter Gene der Thrombusneutrophilen aus Abbildung 6 zu biologischen Prozessen im

dargestellt.

Tabelle 2: Genliste Thrombusneutrophile zu Abb 8 und 9

In dieser Tabelle sind die hoch exprimierten Gene der Thrombusneutrophilen im Vergleich zu
Knochenmarkneutrophilen aufgelistet, welche fiir die Zuordnung zu den biologischen Prozessen in

Abbildung 8 und 9 verwendet wurden.

Clk4 Jak2 Lyn Mknk2 Nuak2 Riok3 Rictor
Rock2 Csnkle Cdk12 Cdk17 Cdk9 Dgkz
Gsk3a Hk2 Ikbkb Igflr Mapké Map2k4
Map3k14 Map3k5 Nmrk1 Pik3c2a Pfkl Pfkp
Pgkl Plk3 Pim1 Pkm Sik1 Sephs2 Sgms2 Syk
Tec

Wasf2 Adam8 Actgl Bsg Fmnl3 Hmox1
Hifla Jun Myh9 Ninjl Pdcl3 Pdcd10 Rhob
Rbpj Rnf213 Semada Syk Vegfa

Jak2 Rock2 App Gsdme Gadd45b Hmgb1l
Igflr Lamtorl Map3k5 Spag9 Syk Sod1
Timp2 Vegfa

Anxa3 C5arl Hmox1 Hk2 Hifla Itgbl Lgals3
Ninj1 Pdcl3 Rhob Runx1 Thhsl Vegfa

Naip2 Pycard App Gadd45b Hmgbl Lmnb1
Map2k4 Map3K5 Tlr4

Bnip3 Cited2 Rest Smad4 Aldoa Alkbh5
Alasl Cxcr4 Egrl Eglnl Fosl2 Hmox1 Hk2
Hifla Ldha Rhoa Slc2al Sod2 TIr2 Vegfa
Bcl211 Fos Skil Jun Mcl1 Rel Stat6 Timp2

Cd14 Lyn Mefv Naip2 NIrp3 Pxk Pycard
Thnipl Adam8 Aim2 Acodl Ccrl2 Cxcl2

phosphorylation

angiogenesis

positive regulation of MAPK cascade

positive regulation of angiogenesis
positive regulation of INK cascade

response to hypoxia

response to cytokine
inflammatory response

30
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Cxcl3 Cbharl Cul3 Fprl Havcr2 HnrnpaO
Hmgbl l1rap I11rn Irak2 Lilrb4a Ly96 Mif
Ninj1 Nfkbiz Pla2g7 Plgrkt Pf4 Ppbp Rel
Thbsl TIr13 TIr2 TIr4 Tnfrsflb Tnfaip3
Smad7 Igflr Nr3cl Pdcd5 Runx1 Zfp3611
Zfp3612

Atp7a Cited2 Chd7 Hifla Jmjd6 Psenl mdm2
Vegfa

Kras Adam8 App Mif Psenl Pdcd10 Thbsl
Tir4 Vegfa

Bax Bcl2I1 Bcl2I11 Bnip3 Bnip3l Ddit3
Dnajal Jak2 Pycard Rest Rybp Rnpsl Sap18
App Calm1 Calm2 Duspl Eginl Fam162a
Gadd45b Hmox1 Hmgb1l Hifla Ing3 Ing4
Itgb1 Jun Ldha Map2k4 Map3k5 Mcll Osginl
Phldal Psenl Pdcd5 Ppplrl5a Rhob Slc27a4
Suds3 Txnip TIr4 Tgm2 Tomm22

Racl Rock2 Anxa3 Bsg Rhob Thbsl Vegfa

Arid4b Sap301 Skil Smad7 Glgl Hspa5 Strap
Sap30 Snx6 Suds3 Zbtb7a
Bax Emd Fthl Morc3 Sod2

Arid5b Jak2 Tiparp Csrnpl Txnip

Lilrb4a Lcp2 Rel Tut4 Treml
Jak2 Pycard Aim2 Ikbkb Nfkbia

Abccl Jak2 1600014C10Rik App Gpx4
Hmox1 Prdx5 Prdx6 Psenl Prnp Selenok
Slc7all Srxnl Sodl Sod2 Txnip Txnrdl TIr4
Abcal cxcr4 Cdk9 Ldlrapl Nfkbia Rhoa

Atp7a Bnip3 Bnip3l Higdla Adam8 Npepps
Eglnl Eif4ebpl Fam162a Hmox1 Hifla
Hilpda Pgk1 P4hb Rgcc Mdm2 Vegfa Zfp36I11
Atp7a Bax chd7 Rbpj Mdm2 Tgm2 Vegfa

Atfad Bsg Cbharl Hifa

Eginl 1d1 Ninj1 Pdcd10 Ppplrl5a Rnhl

Clec4e Clecba Cd14 Cd300c2 Gapdh Havrc2
Hilpda Mif Pelil Rgcc Syk Sod1 TIr2

Tyrobp Hmgb1 Jmjd6é Tgm2

Cd14 Fcerlg Fcgr3 Jak2 Pycard Tyrobp App
Havcr2 Hmgbl H2-T23 Lrrfip2 Ly96 Mif Pf4
Psenl Selenok Syk Thbsl Tlr2 Tir4

Abccl Cebpb Gpsm3 Jak2 Mefv Nlrp3 Pycard
Tnipl Adam8 Aim2 App Ninjl Nfkbia Nfkbiz
TIr2 Tlr4 Tgm2

Fcerlg Fcgr3 Bsg Cxcl2 Cxcl3 Charl Itgam
Lgals3 Pde4b Pf4 Ppbp Sppl Syk Trem1l

Lyn App Mif Psenl Sdcbp Thbsl Vegfa

Atp7a Errfil Arpc2 Syapl Tlr4

Mefv Naip2 Nirp3 Pycard Aim2 Gsdme
Mefv Pycard 111r2 Llilrb4a

Ifi204 Jun Myh9 Vegfa
NIrp3 Adam8 Itgam Ppbp

cellular response to transforming growth
factor beta stimulus
regulation of apoptotic process

blood vessel development
positive regulation of MAP kinase activity

positive regulation of apoptotic process

positive regulation of endothelial cell
migration

negative regulation of transforming growth
factor beta receptor signaling pathway
negative regulation of fibroblast proliferation

platelet-derived growth factor receptor
signaling pathway
cytokine production

tumor necrosis factor-mediated signaling
pathway
response to oxidative stress

cellular response to cytokine stimulus
cellular response to hypoxia

blood vessel remodeling

positive regulation of vascular endothelial
growth factor production
regulation of angiogenesis

positive regulation of cytokine production

apoptotic cell clearance

positive regulation of tumor necrosis factor
production

positive regulation of inflammatory response

neutrophil chemotaxis

positive regulation of phosphorylation

cellular response to platelet-derived growth
factor stimulus

pyroptosis

negative regulation of cytokine production
involved in inflammatory response
monocyte differentiation

leukocyte migration involved in inflammatory
response
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Hifla Prdx6 Plk3 Sod1l Sod2

Bax Bcl2I11 Bnip3 Pycard Fam162a Plaur
Pdcd5
Shds Cxcl2 Lyst Pf4

Bax Bcl2I11 Bnip3 Pycard Fam162a Plaur
Pdcd5
Havcr2 Hmgbl Tir4

Jak2 Gp9 Tlr4

pos reg Hmgb1 Ninj1 Pelil pathway Cd14
Lyn Ly96 Nfkbia Pik3apl Tlr4
Hmgbl Runx1 Tet2

Adam8 Alox5ap Mif

Abr Anxa3 Stx11
Fcerlg Tyrobp Syk

Eglnl Sifla Sod2

Fcerlg Syk Tec

Cited2 1d2 Tet2

Clec4d Clec4e Fcerlg Semada

Oga Gsdme Ninj1
TIr2 Tlr4

Mefv Aim2
Lyn Ninj1
Gadd45b Vegfa

response to reactive oxygen species
release of cytochrome ¢ from mitochondria

leukocyte chemotaxis

positive regulation of release of cytochrome ¢
from mitochondria
positive regulation of interleukin-1 production

positive regulation of platelet activation
toll-like receptor 4 signaling pathway

myeloid progenitor cell differentiation
positive regulation of acute inflammatory
response

neutrophil degranulation

Neutrophil activation involveld in immune
response

oxygen homeostasis

regulation of platelet activation
leukocyte differentiation

T cell differentiation involved in immune
response

necrotic cell death

positive regulation of cellular response to
macrophage colony-stimulating factor
stimulus

pyroptosome complex assembly
regulation of monocyte chemotaxis

Positive regulation of p38MAPK cascace

Die unterschiedliche Einfarbung der Balken in den Abbildungen 7, 8 und 9 zeigt
eine grobe Einordnung in verschiedene tibergeordnete biologische Prozesse.

Orange Balken stellen generelle Immun- und Inflammationsprozesse dar, blaue
Balken zeigen Reaktionen auf Hypoxie an. Grine Balken stehen fur biologische
Prozesse in Zusammenhang mit Angiogenese. Graue Balken sind nicht eindeutig
den vorher genannten Untergruppen zuzuordnen, da sie entweder in mehreren

bedeutsam sind oder spezielle VVorgénge darstellen.

Die ersten Erkenntnisse aus der Betrachtung der Volcano-Plots (Abb. 5 und 6)
setzen sich hier fort. Es ist eine groBe Anzahl inflammatorischer und
immunologischer Prozesse und Signalwege (z.B. neutrophil activation involved in
immune response; positive regulation of inflammatory response) zu sehen,
auBerdem im speziellen Hinweise auf angiogenetische Prozesse (z.B. positive
regulation of VEGF production) und Reaktionen auf Hypoxie (z.B. response to

hypoxia).
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In den Tabellen 1 und 2 sind die Gene aufgelistet, welche fir die Annotation zum
jeweiligen Prozess oder Signalweg verantwortlich sind. Bei Durchsicht sind erneut
einige inflammatorisch und immunologisch wichtige Gene vermehrt vorzufinden,
welche bereits in der Ubersicht im Volcano-Plot zu sehen waren. In diesen Tabellen
sind jedoch auch weitere relevante Gene zu erkennen, welche gehauft
(beispielsweise VEGFA, HIFla, HMOX1) oder exklusiv in einem einzelnen
Prozess (siehe SPP1 in neutrophil chemotaxis) auftreten.
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1.2.2. Darstellung der Blutneutrophilen und Knochenmarkneutrophilen
des neutrophilen Thrombusclusters
Die Analyse zu Blut- und Knochenmarkneutrophilen wurde als Vergleich und

Kontrolle zur vorherigen Analyse der Thrombusneutrophilen erstellt.

neutrophil extravasation
response to interferon-beta
response to interferon-alpha
positive regulation of leukocyte tethering or rolling
neutrophil activation
leukocyte migration
leukocyte tethering or rolling
positive regulation of neutrophil chemotaxis
positive regulation of blood coagulation
negative regulation of interleukin-8 production
positive regulation of reactive oxygen species biosynthetic process
type I interferon signaling pathway
leukocyte cell-cell adhesion
response to interleukin-1
aerobic respiration
positive regulation of interleukin-8 production
neutrophil chemotaxis
negative regulation of interleukin-6 production
chemotaxis
regulation of inflammatory response
immune system process
positive regulation of MAP kinase activity
cellular response to interleukin-1
cell chemotaxis
cellular response to tumor necrosis factor [ = Fold enrichment

positive regulation of angiogenesis

response to oxidative stress —_
innate immune response
inflammatory response
immune response
apoptotic process

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Abbildung 10: Auswahl der biologischen Prozesszuordnungen signifikant
hoch exprimierter Gene der Blutneutrophilen aus Abb. 5

In dieser Abbildung wird eine Auswahl der Zuordnungen signifikant hoch exprimierter Gene der

Blutneutrophilen thrombosierter M&use aus Abb. 5 zu biologischen Prozessen dargestellt.

Tabelle 3: Genliste Blutneutrophile zu Abb. 10

In dieser Tabelle sind die hoch exprimierten Gene der Blutneutrophilen thrombosierter Mause im
Vergleich zu Thrombusneutrophilen aufgelistet, welche fur die Zuordnung zu den biologischen
Prozessen in Abb. 10 verwendet wurden.

Cd117 Jaml Prtn3 neutrophil extravasation

Ifitm1 Ifitm2 Ifitm6 response to interferon-alpha and beta

Anxal Camp Cxcr2 neutrophil activation

St3gal4 Elane Itgad positive regulation of leukocyte tethering or
rolling

Elane Itga4 Jaml Mmp9 Sell Selplg leukocyte migration

Itga4 Sell Selplg leukocyte tethering or rolling

Ripor2 Rac2 Cxcr2 Sell positive regulation of neutrophil chemotaxis

Anxal Elane negative regulation of interleukin-8 production

S100a9 St3gal4 positive regulation of blood coagulation

Ifitm1 Ifitm2 Ifitm6 type | interferon signaling pathway
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Hdac4 Lcn2

Cd177 Itgad Ptprc

Anxal Chill Hdac4

Mt- Nd1 Mt-Nd2 mt-Nd4 Mt-Col mt-Co3
Cd244a Camp Chill Elane

S100a9 Ccl6 Cxcr2 Csf3r Jaml

Cd84 KIf2 NiIrp12

Ripor2 Rac2 S100a9 Ccl6é Cxcr2 Hmgh2
Lspl
NIrp12 Anxal Casp4 Zyx

Cd177 Cd244a Cd84 Fgr S100a9 Samhd1l
Anxal Casp4 Hp Hmgb2 H2-Q10 Ifitm1
Ifitm2 Jaml Lrf Lstl Lcn2 Pirb Pglyrpl Slpi
KIf2 Camp Ccl6

Akap13 lggapl Ptprc

Ccl6 Cxcr2 Hmgh2

KIf2 Camp Ccl6 Chill Hdac4
Camp Cxcr2 Chill Lrgl Mmp9
Mt-Col Gpx1 Mmp9 Mpo

Cd177 Cd244a Cd84 Fgr S100a9 Samhd1l
Widcl7 Wfc21 Anxal Casp4 Camp Hmgb2
Ifitm1 Ifitm2 Ltf Lcn2 Pglyrpl Slpi
Trim30b

S$100a9 Anxal Casp4 Ccl6 Chill Hmgb2
Siglece

Sc244a Fyb Ccl6 Cxcr2 H2-Q10 Lstl Slpi

Rassf5 S100a9 Chill Gpx1 Lcn2 Lspl
Mmp9 Pglyrpl Slc40al

neutrophil extravasation
oxygen transport

cellular oxidant detoxification
aerobic respiration

defense response

response to oxidative stress
response to hypoxia

innate immune response
immune system process

O-llll

20

positive regulation of reactive oxygen species
biosynthetic process
leukocyte cell-cell adhesion

response to interleukin-1

aerobic respiration

positive regulation of interleukin-8 production
neutrophil chemotaxis

negative regulation of interleukin-6 production
chemotaxis

regulation of inflammatory response
immune system process

cellular response to interleukin-1

positive regulation of MAP kinase activity
cell chemotaxis

cellular response to tumor necrosis factor
positive regulation of angiogenesis
response to oxidative stress

innate immune response

inflammatory response

immune response
apoptotic process

[ ="Fold enrichment

40 60 80 100 120 140 160

Abbildung 11: Auswahl der biologischen Prozesszuordnungen signifikant
hoch exprimierter Gene der Knochenmarkneutrophilen aus Abb. 6

In dieser Abbildung wird eine Auswahl der Zuordnungen signifikant hoch exprimierter Gene der

Knochenmarkneutrophilen thrombosierter Mause aus Abb. 6 des Neutrophilencluster 3 zu

biologischen Prozessen dargestellt.
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Tabelle 4: Genliste Knochenmarkneutrophile zu Abb. 11

In dieser Tabelle sind die hoch exprimierten Gene der Knochenmarkneutrophilen thrombosierter
Mause im Vergleich zu Thrombusneutrophilen aufgelistet, welche fiir die Zuordnung zu den
biologischen Prozessen in Abb. 11 verwendet wurden.

Cd177 Ltf Len2 Pglyrpl immune system process
Cd177 Camp Cybb Ltf Lcn2 Pglyrpl innate immune response
Mt-Nd4 Mt-Nd5 Alas2 response to hypoxia
mt-Nd3 Mt-Col Mpo response to oxidative stress
Camp Cybb Mpo Ngp defense response

mt-Nd1 mt-nd2 mt-nd3 mt-nd4 mt-nd4l mt-nd5 mt-Col = aerobic respiration
mt-Co3

Hba-al Hba-a2 Hbb-bs Hbb-bt cellular oxidant detoxification
Hba-al Hbb-bt oxygen transport
Cd177 Prtn3 neutrophil extravasation

In Abbildung 10 und 11 und Tabelle 3 und 4 ist die in V. 1.2.1. erklarte Analyse fiir
die Blut- und Knochenmarkneutrophilen im Vergleich zu Thrombusneutrophilen
dargestellt. Es ist zu erkennen, dass im Blut sehr &hnliche Prozesse und Signalwege
annotiert wurden. Diese wurden jedoch, wie erwartet, aufgrund anderer
Genexpressionen als in Thrombusneutrophilen annotiert und kénnen somit als
Bestatigung der vorangegangenen Analyse verwendet werden. Im Knochenmark
sind ahnliche Reaktionen vorzufinden, wie in der phéanotypbasiert in
Neutrophilencluster 5 eingeordneten, neutrophilen Knochenmarkreserve (siehe
V. 1.3.). Diese Gene sind in Thrombusneutrophilen reduziert exprimiert oder nicht
exprimiert. Der biologische Prozess neutrophil extravasation ist sowohl in Blut- als

auch in Knochenmark stark annotiert, jedoch nicht in Thrombusneutrophilen.
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1.3. Darstellung der neutrophilen Knochenmarkreserve

Aufgrund der  Zusammensetzung des  Neutrophilenclusters 5 aus
Knochenmarkproben, konnte ohne neue bioinformatische Reintegration eine, wie
in 1.2.1. bereits beschriebene, Analyse vorgenommen werden. So konnten die
thrombose-induzierten  inflammatorischen ~ Ablédufe  der  neutrophilen

Knochenmarkreserve dargestellt werden.
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Abbildung 12: Volcano-Plot der exprimierten Gene der Einzelzell-RNA-
Sequenzierung aus Neutrophilencluster 5 aus Abb. 1 vergleichend zwischen
Knochenmark (Thrombus-) (rot) und Knochenmark (Thrombus+) (blau)

Diese Abbildung zeigt einen Volcano-Plot, welcher die Einzelzell-RNA-Expression des
Neutrophilenclusters 5 von Knochenmarkneutrophilen aus thrombosierten Mausen im Vergleich zu
nicht thrombosierten Mausen darstellt. Die hoch exprimierten Gene der Knochenmarkneutrophilen
nicht-thrombosierter Méuse sind rot dargestellt, die der thrombosierten Méuse in blau. Es wurden
Gene betrachtet die signifikant hther exprimiert waren (adj-P-Wert <0,05 auf der -log10 y-Achse).

Abbildung 12 zeigt einen Volcano-Plot, welcher die Einzelzell-RNA-Expression
des Clusters 5 von Knochenmarkneutrophilen ohne Thrombosierung und
Knochenmarkneutrophilen aus thrombosierten Mdusen darstellt. Die angereicherte
RNA zeigt, welche Gene zum Zeitpunkt der Probennahme vermehrt exprimiert und
somit hochreguliert sind. Héher exprimierte Gene der Knochenmarkneutrophilen
(Thrombus-) sind hier rot dargestellt, die der Knochenmarkneutrophilen
(Thrombus+) blau. Es ist anzumerken, dass CXCR4 in den Daten der
Knochenmarkneutrophilen ohne Thrombosierung ohne explizite Markierung im

Volcano-Plot vorzufinden ist.
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ATP synthesis coupled electron transport

cytoplasmic translation

mitochondrial electron transport, cytochrome ¢ to oxygen
mitochondrial electron transport, NADH to ubiquinone
ribosomal small subunit assembly

mitochondrial ATP synthesis coupled proton transport
respiratory electron transport chain

cellular response to interleukin-4

aerobic respiration

ribosomal large subunit assembly

translation

positive regulation of immune response
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Abbildung 13: Auswahl der Zuordnung signifikant hoch exprimierter Gene zu
biologischen Prozessen der Neutrophilen des Knochenmarks (Thrombus+)
Cluster 5 aus Abb. 1

In dieser Abbildung wird eine Auswahl der Zuordnung signifikant hoch exprimierter Gene der
Knochenmarkneutrophilen thrombosierter Mause aus Abb. 12 zu biologischen Prozessen

dargestellt.

Die vermehrte Expression der Gene zu den biologischen Prozessen translation,
rRNA processing, cytoplasmic translation, ribosomal large subunit assembly und
ribosomal small subunit assembly deuten auf eine gesteigerte Genexpression hin.
Die vermehrte Expression der Gene zu positive regulation of immune response zeigt
die allgemein verstarkte Immunantwort in den Knochenmarkneutrophilen bei
Thrombosierung. Die vermehrten Expressionen der Gene zu ATP synthesis coupled
electron transport, mitochondrial electron transport, cytochrome c¢ to oxygen,
mitochondrial electron transport, NADH to ubiquinone, aerobic respiration und
respiratory electron transport chain deuten auf ein Energiedefizit oder den

erhéhten Bedarf an Energie hin.
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1.4, Darstellung der Thrombusmonozyten

Da in Abbildung 1 noch keine Unterteilung in klassische und nicht-klassiche
Monozyten vorgenommen werden konnte und auch keine Hinweise auf die genaue
Lokalisation von Thrombusmonozyten vorlagen, wurde eine verfeinerte
Reintegration des Monozytenclusters in Seurat durchgefiihrt (Abb. 14). Hierbei
wurde erneut eine UMAP erstellt, welche eine Markierung der zuvor erstellten
Populationen nach Herkunftsgewebe zeigt (Abb. 15). So wird auch hier erkennbar,

in welcher Population Thrombusmonozyten lokalisiert sind.
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Abbildung 14: Abbildung der Monozyten der Einzelzell-RNA-Analyse
Verfeinerte Unterteilung des Monozytenclusters aus Ubersichtsabbildung 1 in einer UMAP.

Einteilung in Ly6c+ und Ly6c- und Ly6cmid Monozyten anhand der Datensatze.

Die Abbildung 14 zeigt die reintegrierte Einzelansicht des Monozytenclusters aus
der Ubersicht des Gesamtzellbildes in Abbildung 1 in einer UMAP.

In Abbildung 14 konnte nun eine Einteilung in Ly6c+ (klassische Monozyten),
Ly6c (nicht-klassiche Monozyten) und Ly6c™¢ (intermedidre Monozyten)
vorgenommen werden. Cluster 0, 2 und 4 stellen sich als Ly6c+-Monozyten dar,

Cluster 1 und 5 als Ly6c - Monozyten. Cluster 3 ist als Ly6c™ zu werten.



V. Ergebnisse 59

Monozyten Ursprung
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Abbildung 15: Darstellung des Ursprungs der Zellcluster aus Abb. 14 mit
unterschiedlicher Einfarbungen der Proben

In dieser Abbildung wird der Ursprung (Thrombus, Blut (Thrombus+/-) und Knochenmark
(Thrombus+/-)) der jeweiligen Zellcluster aus Abb. 14 durch unterschiedliche Einfarbung

veranschaulicht.

In vergleichender Betrachtung der Abb. 14 und 15 ist zu sehen, dass sich
Monozyten aus dem Thrombus auf das Cluster 1 konzentrieren (= monozytares

Thrombuscluster).

1.4.1. Darstellung des monozytaren Thrombuscluster

Nach der vorangegangenen Visualisierung und Einteilung der Zellcluster, konnte
nun auch das monozytare Thrombuscluster genauer betrachtet werden. Hierflr
wurden erneut Vergleiche zwischen der RNA-Expression der Thrombusmonozyten
und Blut-/Knochenmarkmonozyten thrombosierter Mause des gleichen Clusters
erstellt. Basierend auf der Einteilung in Seurat, sind diese den Thrombusmonozyten
also phénotypisch dhnlich (siehe Abb. 14 und 15). Um Regulationsunterschiede

herauszufiltern und darzustellen, wurden Volcano-Plots erstellt.
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Abbildung 16: Volcano-Plot der signifikant hoch exprimierten Gene aus
Thrombusmonozyten (rot) und Blutmonozyten (Thrombus+) (blau)

In dieser Abbildung sind die hoch exprimierten Gene der Thrombusmonozyten (rot) im Vergleich

zu den Blutmonozyten (blau) thrombosierter Mause des Cluster 1 aus Abb. 14 in einem Volcano-

Plot abgebildet. Es wurden Gene betrachtet die signifikant hoher exprimiert waren (adj-P-Wert
<0,05 auf der -log10 y-Achse).
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Abbildung 17: Volcano-Plot der signifikant hoch exprimierten Gene aus
Knochenmarkmonozyten (Thrombus+) (rot) und Thrombusmonozyten (blau)

In dieser Abbildung sind die hoch exprimierten Gene der Thrombusmonozyten (blau) im Vergleich

zu den Knochenmarkmonozyten (rot) thrombosierter Mause des Cluster 1 aus Abb. 14 in einem

Volcano-Plot abgebildet. Es wurden Gene betrachtet die signifikant héher exprimiert waren (adj-P-
Wert <0,05 auf der -log10 y-Achse).
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Die Abbildungen 16 und 17 zeigen Volcano-Plots, welche die
Einzelzell-RNA-Expression der Thrombusmonozyten des Cluster 1 aus Abb. 14
und  phénotypisch dem  selben  Cluster zugeordneten Blut- und
Knochenmarkmonozyten thrombosierter Mduse darstellen. Hier fallen Gene wie
TGM2, SPP1 und HIF1a auf, welche teilweise bereits in Thrombusneutrophilen als

auffallig erachtet wurden.

Um die gleiche Analyse wie in Thrombusneutrophilen (siehe 1.2.1.) vornehmen zu
kdnnen, wurde auch hier die Zuordnung der hochregulierten Gene zu biologischen

Prozessen vorgenommen.

Die Zuordnungen hoch exprimierter Gene der Thrombusmonozyten zu
biologischen Prozessen wurden tber das DAVID set enrichment tool auf Basis der

Datenanalyse der VVolcano-Plots in Abbildung 16 und 17 erstellt.

Fold Enrichment

pos reg of blood vessel endothelial cell proliferation involved in sprouting angiogenesis
positive regulation of acute inflammatory response
macrophage chemotaxis
positive regulation of monocyte chemotaxis
TCS[}OHSC o rcacti\'c ﬂXng[’l SpCCiES
positive regulation of macrophage chemotaxis
leukocyte migration involved in inflammatory response
monocyte differentiation
lymphocyte chemotaxis
blood vessel remodeling
blood vessel morphogenesis
positive regulation of phosphorylation
positive regulation of blood vessel endothelial cell migration

cellular response to hypoxia IEEG—_—_—
transforming growth factor beta receptor signaling pathway
positive regulation of tumor necrosis factor production
positive regulation of MAP kinase activity
chemotaxis

response to oxidative stress  [IEG—_—_—_3
blood vessel development
positive regulation of fibroblast proliferation
positive regulation of cell migration
positive regulation of angiogenesis
neutrophil chemotaxis
cellular response to interleukin-1
cell chemotaxis
angiogenesis [ = Fold enrichment

inflammatory response
immune system process

Abbildung 18: Auswahl der biologischen Prozesszuordnungen signifikant
hoch exprimierter Gene der Thrombusmonozyten aus Abb. 16.

In dieser Abbildung wird eine Auswahl der Zuordnungen signifikant hoch exprimierter Gene der

Thrombusmonozyten aus Abb. 16 zu biologischen Prozessen dargestellt.
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Tabelle 5: Genliste Thrombusmonozyten zu Abb. 18

In dieser Tabelle sind die hoch exprimierten Gene der Thrombusmonozyten im Vergleich zu
Blutmonozyten aufgelistet, welche fir die Zuordnung zu den biologischen Prozessen aus Abb. 18

verwendet wurden.

Adam8 Mif
Hmox1 Vegfa

Ccl2 Ninj1

Hifla Prdx6 PIk3
Aifl Ccl2 Lgmn
Ccl2 C3arl Thbsl
Jun Vegfa
Adam8 Ccl2

Adam8 Ccl2 Cxcl16
Chd7 Rbpj Tgm2 Vegfa
Hifla Thbsl Vegfa

Mif Thbsl Vegfa

Bnip3 Adam8 EgIn3 Fam162a Hmox1 Hifla
Hilpda Rgcc Vegfa
Hifla Thbsl Vegfa

Fos Skil Ccl2 Itgh5 Jun
Cd14 Ccl2 Ccr5 Haver2 Mif Thbsl

Adam8 Mif Thbsl Vegfa

Ccl2 Ccrb Cxcl16 Cxcl2 C3arl Ninjl
Abccl Apoe Hmox1 Mmp14 Prdx6 Txnrdl
Cdknla Jun Mif

Chd7 Hifla Vegfa

Abccl Aldoa Aifl Cxcl16 C3arl Dab2
Hspa5 Mmp14 Thbsl Vegfa
C3arl Hmox1 Hifla Ninjl1 Thbsl Vegfa

Ccl2 Cxcl2 Sppl

Ccl2 Cxcl2 Hifla

Adam8 Ccl2 Fmnl3 Hmox1 Hifla Jun
Mmp14 Ninjl1 Rbpj Vegfa

Abccl Cer5 Vegfa

Clec4d Clec4n Ctsl Ccl2 Ccer5 Cxcl2 Fthl
Thbs1

Clec4d Clec4n Cd14 Argl Gapdh Havcr2
Mif

positive regulation of acute inflammatory
response

pos reg of blood vessel endothelial cell
proliferation involved in sprouting angiogenesis
macrophage chemotaxis

response to reactive oxygen species

positive regulation of monocyte chemotaxis
positive regulation of macrophage chemotaxis
monocyte differentiation

leukocyte migration involved in inflammatory
response
lymphocyte chemotaxis

blood vessel remodeling

blood vessel morphogenesis

positive regulation of phosphorylation
cellular response to hypoxia

positive regulation of blood vessel endothelial
cell migration

transforming growth factor beta receptor
signaling pathway

positive regulation of tumor necrosis factor
production

positive regulation of MAP kinase activity

chemotaxis

response to oxidative stress

positive regulation of fibroblast proliferation
blood vessel development

positive regulation of cell migration

positive regulation of angiogenesis
neutrophil chemotaxis

cellular response to interleukin-1
angiogenesis

cell chemotaxis
inflammatory response

immune system process
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cellular response to extracellular stimulus
response to cAMP

positive regulation of cytokine production
response to endoplasmic reticulum stress

positive regulation of inflammatory response

e . ; [ = Fold enrichment
positive regulation of apoptotic process
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Abbildung 19: Auswahl der biologischen Prozesszuordnungen signifikant
hoch exprimierter Gene der Thrombusmonozyten aus Abb. 17.

In dieser Abbildung wird eine Auswahl der Zuordnungen signifikant hoch exprimierter Gene der

Thrombusmonozyten aus Abb. 17 zu biologischen Prozessen dargestellt.

Tabelle 6: Genliste Thrombusmonozyten zu Abb. 19

In dieser Tabelle sind die hoch exprimierten Gene der Thrombusmonozyten im Vergleich zu
Knochenmarkmonozyten aufgelistet, welche flr die Zuordnung zu den biologischen Prozessen aus
Abb. 19 verwendet wurden.

Duspl Ldha Ppplrl5a Tgm2 positive regulation of apoptotic process
Cebpb Tgm2 positive regulation of inflammatory response
Cebpb Ppplrl5a response to endoplasmic reticulum stress
Cd14 Hilpda positive regulation of cytokine production
Fos Duspl Ldha response to CAMP

Fos Ldha cellular response to extracellular stimulus

In den Abbildungen 18 und 19 stellen sich Thrombusmonozyten in ihren
inflammatorischen und immunologischen Reaktionen a&hnlich dar, wie
Thrombusneutrophile. Es ist ein geringerer, aber vorhandener Teil an regulierten
angiogenen und hypoxiebedingten Signalwegen vorzufinden. Die Tabellen 5 und 6
zeigen eine etwas andere Genannotation als Thrombusneutrophile. Es sind Gene
vorzufinden welche bereits in Neutrophilen annotiert wurden und hier in
Monozyten in einer hoheren Anzahl von Prozessen beteiligt sind (beispielsweise
TGM2, MIF, JUN).
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2. Anwendung ausgewahlter antiinflammatorischer Ansatze

zur Thrombosepravention im Mausmodell

Aus der vorangegangenen Analyse der hochregulierten Gene ergaben sich bereits
mdgliche antiinflammatorische Ansatzpunkte zur Thrombosetherapie. Es wurden
hochregulierte Gene in Thrombusmonozyten und Thrombusneutrophilen in
Zusammenhang mit inflammatorischen Prozessen betrachtet. Die Beeinflussung
beteiligter, hoch regulierter Gene, kdnnte eine Wirkung auf die Thrombose haben.
In dieser Arbeit wurden jeweilige Proteine als Genprodukte inhibiert. Die
Hochregulation des Gens und die Beteiligung in der Analyse von sowohl
Thrombusneutrophilen, als auch Thrombusmonozyten, wurde als erste Eigenschaft
zugrunde gelegt. So wurde sich eine effektive Wirkung erhofft, da es beide
Hauptzelltypen des Thrombus beeinflusst. Es wurden zwei unterschiedliche
Ansatzpunkte ausgewéhlt. Zum einen SPP1, welches in Thrombusneutrophilen und
Thrombusmonozyten ausschlie3lich in neutrophiler Chemotaxis beteiligt ist und
sonst in keinem anderen Prozess (Tab. 1, 2, 5). SPP1, beziehungsweise seinem
Protein Osteopontin, wurde deshalb eine ausschlaggebende Wirkung in der
neutrophilen Chemotaxis und somit eine Auswirkung auf die Thrombose bei
Inhibition  beigemessen.  Als  zweiter  Ansatzpunkt wurde TGM2
(Transglutaminase-2) ausgewahlt. Es war im Gegensatz zu SPP1 an wesentlich
mehr Prozessen beteiligt (Tab. 1, 2, 5, 6). Deshalb wurde erwartet, dass die
Inhibition von Transglutaminase-2 eine deutliche Wirkung in dem hier
verwendeten Thrombosemodell zeigt. Die Inzidenzen in den Gruppen und die
Unterschiede im Thrombusgewicht wurden als Parameter der Auswirkung des

Inhibitors in dieser Methode betrachtet.
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2.1. Mesalazin
Osteopontin wurde in dem in I11. 2. beschriebenen Mausmodell der TVT inhibiert.
Hierfir wurde der in Ill. 5.2.1. beschriebene Osteopontin-Inhibitor Mesalazin

verwendet.
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Abbildung 20: Thrombusgewichte der TVT-Gruppe unter
Mesalazinbehandlung

Die Kontrollgruppe (n=10) und die Mesalazingruppe (n=10) zeigten eine identische Inzidenz von
30%. Die statistische Auswertung der Thrombusgewichte der jeweiligen Gruppen ergab einen
P-Wert (p-value) von 0,9162.

Die Behandlung mit Mesalazin ergab keine signifikanten Veranderungen des
Thrombusgewichtes. Es zeigen sich nahezu identische Gewichte und eine
identische Verteilung. Auch die Inzidenz ist identisch (30 %), somit besteht kein
Einfluss von Mesalazin auf die TVT.
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2.2. Tgm2-Inhibitor

Transglutaminase-2 wurde in dem in Ill. 2. beschriebenen Mausmodell der TVT
inhibiert. Hierfur wurde der in 111. 5.2.2. beschriebene Transglutaminase 2 Inhibitor
Il ERW1041E verwendet.
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Abbildung 21: Thrombusgewichte der TVT-Gruppe unter TGM2-
Inhibitorbehandlung

Die Kontrollgruppe (n=9) zeigte eine Inzidenz von 44,4%, die Inhibitorgruppe (n=10) eine Inzidenz
von 30%. Der Vergleich der Thrombusgewichte der jeweiligen Gruppen p-Wert (p-value) von
0,5112.

Die Behandlung mit Tgm2-Inhibitor ergab keine signifikanten VVerdnderungen des
Thrombusgewichtes. Eine Verédnderung von 44,4% zu 30% in dieser
Versuchsgruppe ist nicht ausreichend, um von einer ausschlaggebenden Wirkung

des TGM2-Inhibitors zu sprechen.
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VI.  DISKUSSION

Um die thrombose-induzierten inflammatorischen Signaturen in Neutrophilen und
Monozyten darzustellen, wurde mit Thrombus-, Blut- und Knochenmarkzellen von
thrombosierten und nicht-thrombosierten Mdusen eine Einzelzell-RNA-Analyse
durchgefuhrt. Hiermit soll eine Einsicht in die Regulierung thrombose-induzierter
biologischer Prozesse, in Zusammenhang mit den betroffenen Genen, geschaffen
werden. In dieser Arbeit konnte eine zu analysierende genetische Datenbank der
thrombose-induzierten Reaktionen im Thrombus selbst, sowie in Blut und
Knochenmarkzellen erstellt werden. Es liegt nun ein sehr groRer Umfang an
Datensatzen der Einzelzell-RNA-Analyse vor. Neutrophile und Monozyten haben
im Vergleich zu anderen Immunzellarten, groRe Beteiligung am Thrombus und der
Thrombosierung. Deshalb liegt der Fokus in dieser Arbeit auf den regulierten
Prozessen in Neutrophilen und Monozyten des Thrombus. Aufgrund der
interessanten Zusammensetzung aus ausschlieflich Knochenmarkneutrophilen,
wurden zusatzlich die regulierten Prozesse der neutrophilen Knochenmarkreserve

bei Thrombose betrachtet.
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1. Thrombose-induzierte Prozesse in Neutrophilen und
Monozyten des Thrombus als Grundlage flr

antiinflammatorische Thrombosetherapieansatze

In vergleichender Betrachtungsweise der Abbildungen 1, 3 und 4 ist erkennbar, dass
die Zellcluster unterschiedlich aus den Herkunftsgeweben zusammengesetzt sind.
Es besteht eine deutliche Heterogenitat zwischen den Zelltypen und -clustern,
abhangig von der Herkunft und der Thrombosierung. Hier wird noch einmal
bestatigt, dass Neutrophile und Monozyten die vorherrschenden Immunzelltypen

im Thrombus stellen [4].

Die Zuordnung der hoch exprimierten Gene zu biologischen Prozessen liefert einen
Einblick in Zusammenhénge und die diverse Wirkung einzelner Gene in
verschiedenen Bereichen. Die hoch exprimierten Gene der Thrombusneutrophilen
im ,,neutrophilen Thrombuscluster (Cluster 3 Abb.1) wurden mit den hoch
exprimierten Genen der, in der Analyse phanotypisch demselben Cluster
zugeordneten, Neutrophilen aus Knochenmark und Blut thrombosierter Méuse

verglichen.

In den Thrombusneutrophilen &uRert sich die allgemeine Immun- und
Inflammationsreaktion der Thrombose in verschiedensten Signalwegen (Abb. 7-9)
und macht, wie erwartet, einen grof3en Teil der biologischen Prozesse aus, welche
den hoch exprimierten Genen zugeordnet werden konnten. Zudem kann eine grolie
Gruppe der Prozesse der Reaktion auf Hypoxie im Thrombus zugeordnet werden.
Hypoxie korreliert wiederum mit verstarkter Angiogenese [190], welche in den
Prozesszuordnungen ebenfalls stark vertreten ist. Diese verstarkte Angiogenese
[191] und kontroverse einzelne biologische Prozesse wie negative regulation of
plasminogen activation, negative regulation of fibroblast proliferation und
positive regulation of fibroblast proliferation deuten darauf hin, dass sowohl, wie
erwartet  pro-thrombotische, aber auch bereits antithrombotische und

thrombolytische Signalwege in den Thrombusneutrophilen aktiviert wurden.

Die hoch exprimierten Gene der Thrombusmonozyten im monozytiren
Subcluster 1 wurden mit den hoch exprimierten Genen der, in der Analyse
phanotypisch demselben Cluster zugeordneten, Monozyten aus Knochenmark und
Blut thrombosierter Mause verglichen. Die Lokalisation der Thrombusmonozyten

im Ly6C -Bereich l&sst darauf schlieRen, dass Monozyten, welche im Thrombus
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lokalisiert oder an der Thrombusbildung oder -auflésung beteiligt sind, in die
Gruppe der nicht-klassichen Monozyten einzuordnen sind. Es wurde vor
Versuchsbeginn davon ausgegangen, dass in dieser frihen Phase der
Thrombusbildung klassische Monozyten, durch ihre inflammatorischen und
zytokinetisch aktiven Eigenschaften, einen grofieren Einfluss auf die Thrombose
besitzen als nicht-klassische  Monozyten [113]. Hier stellen sich
Thrombusmonozyten als nicht-klassische Monozyten dar. Es sind deshalb
vermutlich weniger pro-inflammatorische Signalwege zugeordnet, als das in
klassischen Monozyten der Fall gewesen ware. Dies éndert jedoch nichts an der
Verwendungsmaoglichkeit der hier generierten Daten und deren Analyse, um zu
einer potentiellen Therapiemoglichkeit zu gelangen. Auch nicht-klassische
Monozyten stellen mit regulierten Genen einen Angriffspunkt fur eine

antiinflammatorische Thrombosetherapie dar.

Die in der Zuordnung aufgezeigten biologischen Prozesse in den
Thrombusmonozyten  zeigen, é&hnlich wie in  Thrombusneutrophilen,
Inflammations- und Immunreaktionen, Angiogenesesignale und Reaktionen auf
Hypoxie. Bei der Durchsicht der annotierten Signalwege stellt sich die Reaktion auf
Thrombose, dhnlich wie in Thrombusneutrophilen, sowohl als pro-thrombotisch als
auch bereits als thrombolytisch dar.

Zusétzlich sind allgemein beteiligte Gene/Prozesse, beispielsweise zur verstarkten
Phosphorylierung in Thrombusneutrophilen, in beiden Zelltypen als essentieller
Bestandteil ~ verschiedenster ~ immunologischer  und  inflammatorischer

Prozessregulierungen, wie erwartet, verstarkt exprimiert [192].

Die als Kontrolle betrachteten Blut- und Knochenmarkneutrophilen des
neutrophilen Thrombuscluster zeigen ein &hnliches Bild an Prozessen wie
Thrombusneutrophile. Es sind ahnliche Signalwege annotiert, jedoch wie erwartet
aufgrund anderer Genzuordnungen als in Thrombusneutrophilen. Diese Gene sind
in Thrombusneutrophilen gering oder nicht exprimiert und somit herunter reguliert.
Es wére eine weitere Mdglichkeit diese Signale zu analysieren und zu testen, ob die
Aktivierung dieser Gene einen anderen Effekt bezuglich antiinflammatorischer
Therapiemdglichkeiten zeigt, als die in dieser Arbeit fokussierte Inhibition stark
exprimierter Gene oder Genprodukten in Thrombusneutrophilen.
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In der vergleichenden Betrachtung der an den biologischen Prozessen beteiligten
Gene fallt auf, welche Ubergreifend an Prozessen, neben der direkten
inflammatorischen Regulation beteiligt sind. Zusatzlich sind einige Gene sowohl in
Thrombusneutrophilen als auch in Thrombusmonozyten in gleichen Prozessen
beteiligt. TGM2 ist beispielsweise in Thrombusneutrophilen und zugleich in
Thrombusmonozyten sowohl in eindeutig inflammatorischen Prozessen als auch in
angiogenetischen Prozessen beteiligt. Einige Gene werden spezifisch in einem
Signalwegbereich exprimiert. SPP1 ist in Thrombusneutrophilen, als auch in
Thrombusmonozyten, ausschliellich in neutrophiler Chemotaxis beteiligt und in
keinem anderen Prozess zu finden. Beide Mdglichkeiten der Beteiligung stellen
eine Basis fur potentielle therapeutische antiinflammatorische Ansatzpunkte dar,
vor allem wenn sie in Thrombusneutrophilen und -monozyten gleichermalien

auftreten.

Entgegen gangiger Literatur (siehe 4.3.1.1.) konnte hier keine breite Beteiligung
von SPP1 bzw. von dem codierten Protein Osteopontin, an biologischen Prozessen
bestatigt werden. Dies weist darauf hin, dass SPP1 spezifisch wirksam fur die
Rekrutierung von Neutrophilen zum Ort der Thrombose sein konnte. Das Ergebnis
der hier im Mausmodell durchgefuhrten Osteopontin-Inhibition belegt jedoch, dass
Osteopontin offensichtlich nicht ausreichend fiir die Rekrutierung und somit bei
Inhibition nicht ausreichend fiir eine Reduktion der Inzidenzen oder

Thrombusgewichte verantwortlich ist.

Das zweite ausgewahlte Gen TGM2, bzw. das entsprechende Protein
Transglutaminase-2, weist als multifunktionelles Protein ebenfalls eine breite
Wirkung in Zellen auf [164]. In diesen Ergebnissen ist es sowohl an
inflammatorischen, apoptotischen und angiogenetischen Prozessen beteiligt. Ein
antiinflammatorischer Therapieansatz mit breiter Wirkung auf die Thrombose wére
denkbar gewesen, wurde jedoch durch die hier im Mausmodell durchgefiihrte

Transglutaminase 2-Inhibition widerlegt.

Bei Durchsicht der hier vorgelegten Ergebnisse konnten noch weitere
vielversprechende potentielle Inhibitionskandidaten fiir eine antiinflammatorische
Thrombosetherapie erfasst werden. Allerdings muss zur Auswahl der aktuelle
Stand der Wissenschaft bezuglich der Proteine, sowie pharmakologische Wirkung
und Verfiigbarkeit passender Inhibitoren, welche in diesem Modell anwendbar sind,

mit einbezogen werden. Auf Basis der Ergebnisse der Inhibitions-Gruppen sollte
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jedoch in Betracht gezogen werden, mit breiter aufgestellter Inhibition zu arbeiten.
Eventuell ist es nicht ausreichend ein einzelnes Gen bzw. sein Proteinprodukt zu
inhibieren, um eine wirksame Thrombosetherapie zu entwickeln. Mit der
Durchsicht der Prozesszuordnungen und weiterer Analyse der Datensatze, ware es
auch mdoglich ganze Signalwege und Muster herauszufiltern, welche potentiell
Einfluss auf die Thrombose nehmen. Durch Manipulation dieser Signalwege oder
Muster, konnte eventuell ein starkerer Einfluss auf die Thrombose erwirkt werden.

Das hier verwendete Mausmodell der tiefen VVenenthrombose ist darauf ausgelegt,
nur eine ausreichend starke Wirkung zur potentiellen Thrombosetherapie
anzuzeigen. Es ist moglich, dass die Therapie durchaus auf kleineren Ebenen, in
den Zellen selbst, in der Gefalwand, im Aufbau des Thrombus oder dhnlichen
beteiligten Faktoren, einen Effekt hat, allerdings kann dies im verwendeten Modell
nicht nachgewiesen werden. Das gewéhlte Modell besitzt variable Eigenschaften,
der Thrombus entwickelt sich unter Blutfluss und somit ist die Vergleichbarkeit zur
humanen Venenthrombose sehr hoch [179]. Deshalb wurde dieses Modell flr die
Gewinnung der Proben zur Einzelzell-RNA-Sequenzierung und die Tests
potentieller antiinflammatorischer Therapieansétze gewahlt. Fir die weiteren ersten
Tests potentieller antiinflammatorischer Thrombosetherapiekandidaten, kdnnten
der Gefalwandaufbau und der eventuell veranderte Aufbau des Thrombus
histologisch untersucht werden, um erste Anzeichen einer Wirkung besser zu
erkennen. Diese Wirkung kdénnte dann so genauer untersucht und eventuell

anderweitig verstarkt werden.

Zusétzlich muss beachtet werden, dass hier nur eine Transkriptomanalyse
vorgenommen wurde. Allerdings entspricht dies nicht dem Proteom, da Proteine
auch der post-transkriptionalen Regulation unterliegen. Daher koénnte eine
zusétzliche Proteomanalyse oder sogar eine Multiomics-Analyse das vollstandigste
Bild und neue Therapieansétze zeigen [193]. Selbst hier wiirden diese Mausdaten
jedoch an ihre Grenzen stoRen. Die Mehrzahl der Gene von Immunzellen besitzt
zwar eine konservierte Expression im Vergleich zwischen Mensch und Maus,
jedoch treten auch hier Ausnahmen auf, welche in weiteren Analysen und
Therapieansétzen berlcksichtigt werden mussen [194]. Die Vergleichbarkeit zur
humanen Thrombose und im spateren Verlauf die Vergleichbarkeit der Wirkung

von Therapeutika in Menschen, bleibt zu testen.
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2. Hinweise auf antiinflammatorische Therapieansatze in der

neutrophilen Knochenmarkreserve

Es zeigt sich ein Neutrophilencluster (Cluster 5 Abb. 1) welches auf Basis der
Analyse der Einzelzell-RNA-Daten nahezu ausschlie3lich von Knochenmarkzellen
gestellt wird. Hier ist die Neutrophilenreserve des Knochenmarks abgebildet. Cxcr4
ist fiir die Retention der Neutrophilen im Knochenmark verantwortlich [195]. Es ist
in den Daten des Volcano-Plot (Abb. 7) in Knochenmarkneutrophilen aus Mausen
mit Thrombose, im Vergleich zu ohne, geringer exprimiert. Neutrophile werden bei
Inflammation verstarkt aus dem Knochenmark mobilisiert [195]. Hier fuhrt die
Thrombosierung, vermutlich durch die damit einhergehende
Thromboinflammation, zu einem erhéhten Austrittsignal fur Neutrophile aus dem

Knochenmark.

Die Betrachtung der funktionellen Zuordnung der biologischen Prozesse anhand
der regulierten Gene zeigt im Knochenmark eine Hochregulierung von
Translationsprozessen, die verstarkte Immunantwort und eine Reaktion auf einen

erhdhten Bedarf an Energie.

Die gesteigerte Genexpression kann als Reaktion auf die thrombose-induzierte
systemische Entzundungsreaktion gesehen werden [196]. Es zeigt sich die
allgemeine verstarkte Immunreaktion auf den thrombotischen Prozess. Die
Annotation des Prozesses response to Interleukin-4 ist insofern interessant, da IL-4
ein paradoxes Interleukin ist und antiinflammatorische Effekte haben kann [197].
Die Annotation der biologischen Prozesse zur Energiegewinnung spiegelt die
Reaktion auf ein Energiedefizit oder den erhéhten Bedarf an Energie wieder.
Mitochondrieller  Elektronen  Transport ist Teil der mitochondriellen
ATP-Synthese, welche wiederum mit oxidativer Phosphorylierung gekoppelt ist.
Oxidative Phosphorylierung ist ein Teil der aeroben Respiration, eine Form der
zellularen Respiration, bei der Zellen durch Oxidation organischer Verbindungen
Energie generieren [181]. Der Prozess mitochondrial ATP synthesis coupled proton
transport hat neben dem Zusammenhang zur oxidativen Phosphorylierung
zusatzlich eine direkt positiv regulierende Wirkung auf das Mitochondrium [196].
Dies zeigt, dass die thrombose-induzierte systemische Reaktion mit einem
Energiedefizit im Vergleich zu nicht-thrombosierten Zustanden einhergeht. Ob das

Energiedefizit in einer Form Ursache oder Auswirkung der Thrombose darstellt,
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kann hier nicht geklart werden. Selbstverstandlich benétigen vermehrt ablaufende

Immunprozesse an sich bereits mehr Energie [198].

Eventuell stellen diese grundlegenden Abléufe im Knochenmark bereits eine
Madglichkeit zur antiinflammatorischen Ansatzen der Thrombosetherapie auf Ebene
der Knochenmarkneutrophilen, unabhangig der Thrombusneutrophilen, dar. Dies
ist hier nicht abschlieRend beantwortbar. Fir tiefere Analysen der
Sequenzierungsdaten mudsste die Knochenmark-Einzelzell-RNA-Sequenzierung
aus nicht-thrombosierten Mé&usen wiederholt werden, da in den Proben im
Vergleich zu Knochenmark thrombosierter Mduse, eine geringere Zellzahl zur
Sequenzierung zur Verfligung stand.
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3. Ausblick

Die vorhandene Rolle inflammatorischer und damit zusammenh&ngenden
Ablaufen, in an der Thrombose beteiligten Immunzellen wurde hier auf
Transkriptombasis dargestellt. Mit den hier vorgelegten Ergebnissen lassen sich
bereits mogliche ausschlaggebende Faktoren der Immunzellen in der Thrombose
identifizieren. Eine tiefergehende bioinformatische Analyse der Datensétze wird
weitere, breiter wirksame Ansatzpunkte zu Tage fordern. Die Analyse der
generierten Einzelzell-RNA-Sequenzierungsdaten bietet ein breites Feld an
Madglichkeiten. Die erneute Einzelzell-RNA-Sequenzierung von
Knochenmarkzellen nicht thrombosierter M&use muss hierfir vorgenommen
werden, aulBerdem wird das angewandte Mausmodell fir erste Tests
antiinflammatorischer Kandidaten neu bewertet werden missen. Wie bereits
beschrieben wurde mit dieser Arbeit zwar eine noch weiter zu analysierende
genetische Datenbank fir alle Belange der thrombose-induzierten Reaktionen in
Thrombus, Blut und Knochenmarkzellen geschaffen. Ein Pool an eventuell noch
nicht festgestellten Zusammenhangen und biologischen Prozessen, welche die
Thrombosetherapie nicht nur in antiinflammatorischer Sichtweise vorantreiben
konnte. Trotzdem wirde eine breiter aufgestellte Multiomics-Analyse ein
umfassenderes Bild liefern. Zusétzlich muss im weiteren Verlauf der
Therapieentwicklung die Vergleichbarkeit zu menschlicher Thrombosetherapie
gewabhrleistet werden. Hierfur missen humane Transkriptomdaten zu Rate gezogen

werden.
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VIlI. ZUSAMMENFASSUNG

Thrombose-induzierte inflammatorische Signaturen in  Neutrophilen und

Monozyten

In der hier vorliegenden Arbeit wurden mittels Einzelzell-RNA-Sequenzierung
thrombose-induzierte inflammatorische Abldufe in  Thrombusneutrophilen
und -monozyten, sowie in der neutrophilen Knochenmarkreserve, dargestellt. Die
gewonnenen Ergebnisse wurden zur Auswahl potentiell antiinflammatorischer
Thrombosetherapie verwendet. Hierfiir wurden Wildtypmause einer Operation zur
tiefen Venenthrombose unterzogen. Nach dem Eingriff wurden diesen Méausen
Thrombus-,  Knochenmark- und  Blutzellen entnommen und  der
Einzelzell-RNA-Sequenzierung  unterzogen. Mit der  Analyse  dieser
Sequenzierungsdaten wurden inflammatorische und damit zusammenhéngende

Prozesse und hierfir regulierte Gene identifiziert.

Der Fokus lag auf Thrombusneutrophilen und Thrombusmonozyten welche
ahnliche inflammatorische, hypoxische und angiogenetische Prozesse, jedoch
leicht unterschiedliche Genzuordnungen aufwiesen. Sie zeigten sich sowohl
pro-inflammatorisch und pro-thrombotisch, zusatzlich breits pro-angiogenetisch
und somit thrombolytisch.

In der neutrophilen Knochenmarkreserve zeigt sich auf Transkriptombasis eine
verstarkte Immunantwort und Translationsprozesse, ein erhohter Energiebedarf und
die verstarkte Mobilisierung von Neutrophilen als Reaktion auf die Thrombose.
Diese Reaktionen koénnten einen Ansatzpunkt zur Thrombosetherapie auf
Knochenmarkebene darstellen, welcher jedoch durch eingehendere Analysen

zielgerichteter definiert werden muss.

Die gewonnenen Erkenntnisse zu inflammatorischen Abladufen und den einzelnen
beteiligten Genregulationen in Thrombusneutrophilen- und monozyten, fihrten zur
Auswahl von zwei potentiellen antiinflammatorischen Therapieansatzen. Das
Transglutaminase-2- und das Osteopontingen waren in Thrombusneutrophilen und
Thrombusmonozyten stark exprimiert. Sie wurden im Mausmodell der tiefen
Venenthrombose, welches Dbereits zur Generierung der Einzelzell-RNA-
Sequenzierungsdaten verwendet wurde, inhibiert. Es zeigte sich keine VVerénderung

in den Parametern der Thrombose. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
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Inhibition eines einzelnen Gens keinen ausreichenden Effekt in diesem Mausmaodell
besitzt, um als effektive antiinflammatorische Thrombosetherapie oder -prévention

einsetzbar zu sein.

Die nun vorliegende Datenbank besitzt ein hohes Potential zur Identifikation neuer
inflammatorischer Zusammenhange und Abldufe bei Thrombose und damit
zusammenhangenden neuen therapeutischen Ansatzen. Die gewonnenen
Erkenntnisse zeigen inflammatorische, hypoxische und angiogenetische Ablaufe in
Immunzellen auf Transkriptombasis. Zusatzlich zeigen sie, dass voraussichtlich
breitere Therapieansétze notwendig sind, als hier angewandt, um den gewiinschten

antiinflammatorischen therapeutischen Effekt auf die Thrombose zu erzielen.
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VIIl. SUMMARY

Thrombosis-induced inflammatory signatures in neutrophils and monocytes

In the work presented here, thrombosis-induced inflammatory processes in
thrombus neutrophils and monocytes, as well as in the neutrophilic bone marrow
reserve, were shown using single-cell-RNA-sequencing. The results obtained were
used to select potential antiinflammatory thrombosis therapy targets. For this
purpose, wild-type mice underwent surgery to simulate deep vein thrombosis. After
the procedure, thrombus, bone marrow and blood cells were removed from these
mice and subjected to single-cell-RNA-sequencing. By analyzing this sequencing
data, inflammatory and related processes and the according regulated genes were
identified.

The focus was on thrombus neutrophils and thrombus monocytes which showed
similar inflammatory, hypoxic and angiogenetic processes but slightly different
gene assignments. They were both pro-inflammatory and pro-thrombotic, in
addition to being pro-angiogenic and thus thrombolytic. In the neutrophilic bone
marrow-reserve shows transcriptome-based enhanced immune response and
translational processes, increased energy requirements, and increased neutrophil
mobilization in response to thrombosis. These reactions could represent a starting
point for thrombosis therapy at the bone marrow level, which however, must be

defined in a more targeted manner through more detailed analyses.

The knowledge gained on inflammatory processes and the individually involved
gene regulations in thrombus neutrophils and thrombus monocytes was used to
select two potential antiinflammatory therapy approaches. The Transglutaminase-
2- and the Osteopontingene were highly expressed in thrombus neutrophils and
thrombus monocytes. They were inhibited in the mouse model of deep vein
thrombosis, previously used to generate the single-cell RNA sequencing data. There
was no change in the parameters of thrombosis. The results indicate that inhibition
of a single gene does not have a sufficient effect in this mouse model to be used as

an effective antiinflammatory thrombosis therapy or prevention.

The database now available has a high potential for identifying new inflammatory
connections and processes in thrombosis and new therapeutic approaches related to

it. The knowledge gained shows inflammatory, hypoxic and angiogenetic processes
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in immune cells on the basis of transcriptomes. Additionally it suggests that broader
therapeutic approaches than those used here are likely to be necessary in order to
achieve the desired antiinflammatory therapeutic effect on thrombosis.
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| CX3CR || chemokine C-X3-C motif receptor |
lcm || Zentimeter |
°C || Grad Celcius |
| DAMP || danger- oder damage-associated molecular pattern |
dL || Deziliter |
| DNA || Desoxyribonukleinséure |
|FACS || Fluorenscence activated cell sorting (Durchflusszytometrie) |
[FC || Fold Change |
| GABA || Gamma-Aminobuttersiure |
g || Gramm |
h || Stunden |
[HIF1a || Gen fiir Hypoxia-inducible factor 1-alpha |
| HMGB1 || high-mobility group protein B1 |
| HMOX1 || heme oxygenase 1 Gen |
L || Interleukin |
li.p. || intraperitoneal |
|JUN || Jun proto-oncogen, AP-1 transcription factor subunit |
kg || Kilogramm |
| KGW || Kérpergewicht |
[ || Liter |
| Ly-6C || lymphocyte antigen 6 complex locus ¢ |
[l || Mikroliter |
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|ml || Milliliter |
'mg || Milligramm |
|MIF || Gen fir Migration inhibitory factor |
n || Anzahl |
| NaCl || Natriumchlorid |
| NADPH || Red. Form von Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat |
|NET || neutrophil extracellular traps |
|NLRP3 ||NLR family pyrin domain containing 3 |
NO || Stickstoffmonoxid |
ns. || Nicht signifikant |
0TS || Orbital tightening scale |
|PAMP || Pathogen-associated molecular pattern |
|PBS || Phosphat buffered saline |
| PEG300 || Polyethylenglycol 300 |
| PF4 || Platelet growth factor 4 |
p.o. || Per 0s |
|PSGL1 || P-Selektin-Glykoprotein-Ligand 1 |
PTS || Postthrombotisches Syndrom |
[RNA || Ribonukleinséure |
[ROS || Reactive oxygen species |
[ rpm || Rounds per minute |
| IRNA || Ribosomale RNA |
|SLE || Systemischer Lupus Erythematosus |
| SPF || Specific pathogen free |
| SPP1 || Gen fiir secreted phosphoprotein 1 (=Osteopontin) |
| TGM2 || Gen fir Transglutaminase-2 |
| Tgm2 || Transglutaminase-2 |
| TNF || Tissue necrosis factor |
[TVT || Tiefe Venenthrombose |
UMAP Uniform Manifold Approximation and Projection for
Dimension Reduction
| VEGF || Gen fiir Vascular endothelial growth factor |
| Vit-K || Vitamin-K |
| Vol. || Volumen |
|VTE || Vengser Thromboembolismus |
| WP-Korperchen || Weibel-Palad-Kérperchen |
| || signifikant |
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