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Meiner Familie

"Nicht das Kind soll sich der Umgebung anpassen. Sondern wir sollten die Umgebung dem
Kind anpassen." (Maria Montessori)
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Einleitung

1 Einleitung

Wird ein Mensch zu friih geboren, das heifit vor Vollendung der 37. Schwangerschaftswo-
che, kann es sein, dass bestimmte Organe und Funktionen noch nicht vollstindig gereift
sind. Doch nicht nur die Organe bendtigen Zeit zum Reifen, auch das fetale Blut ist noch
nicht an die neuen Anforderungen aullerhalb des schiitzenden Uterus angepasst.

Je nach Reifegrad des Neugeborenen kann dies zu schwerwiegenden Komplikationen fiih-
ren.

Eine dieser Komplikationen ist die intraventrikulire Hadmorrhagie (IVH). Die Ursachen
dafiir sind vielfiltig, die Folgen z.T. schwerwiegend - sie reichen von Krampfanfillen und
Paresen bis hin zum Atemstillstand, sodass die IVH eine hohe Mortalitdt aufweist [1]. Bis
heute gibt es keine kausale Therapie fiir eine IVH, man kann sie lediglich supportiv behan-
deln und dies auch nur mit unzureichendem Erfolg [2]. Der Fokus liegt daher auf der Pré-
vention einer solchen Blutung; das reicht so weit, dass Frithgeborene moglichst nicht in
andere Krankenhduser verlegt werden, um unnétige Erschiitterungen durch die Fahrt dort-
hin zu vermeiden.

Betrachtet man fetale Thrombozyten, sieht man, dass diese schwer aktivierbar sind und auf
Blutungen nicht in dem Mafle reagieren, wie es vollstindig ausgereifte Thrombozyten tun.
Die fetale Himostase wirkt, was Blutungen nach erfolgter Frithgeburt anbelangt, noch nicht
an das Leben auBlerhalb des Uterus angepasst. So beruht die fetale Himostase (ebenso wie
die erwachsene) auf einem sensiblen Gleichgewicht, welches auf die Bediirfnisse des Feten
im Mutterleib fein abgestimmt ist. Thrombozyten miissen eine Blutung zwar schnell stop-
pen, beziehungsweise verhindern konnen, auf der anderen Seite darf es jedoch zu keiner
Uberaktivierung kommen. Dies wiirde zu einem pathologischen Verschluss von GefiBen
fiihren und somit zu einer Behinderung des Transports von Sauerstoff, Néhrstoffen und
Wachstumsfaktoren [3]. Gerade die regelrechte Versorgung des fetalen Gewebes ist fiir die
Entwicklung essenziell. Daher gilt es, thrombotische Ereignisse wihrend der Fetalzeit zu
verhindern [4].

Die Funktion fetaler Thrombozyten ist bis heute nicht in dem Malle erforscht wie die der
adulten Thrombozyten. Auch sind die Moglichkeiten, die Funktion fetaler Thrombozyten

zu unterstiitzen, sodass Frithgeborene suffizient auf Blutungen reagieren konnen, begrenzt.
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Diese Arbeit soll mithilfe eines neu etablierten Mikroskopiemodells in-vivo die Moglichkeit
priifen, die fetale Hamostase durch Immunglobuline (Ig) zu beeinflussen. Die Ergebnisse

werden mit in-vivo Untersuchung zur adulten Hdmostase verglichen.

1.1 Thrombozyten und Himostase

1.1.1 Morphologie und Funktion von Blutpliittchen

Thrombozyten sind kleine, kernlose Zellen, die 7-10 Tage im Blut zirkulieren und bei ge-
sunden Erwachsenen in einer Konzentration von 150.000-350.000/ul vorkommen [5].
Nicht nur in der Himostase spielen sie als schnell reagierende Zellen am Ort eines Gefal3-
schadens eine bedeutende Rolle, Thrombozyten nehmen auch in vielen anderen biologi-
schen Vorgéngen eine Schliisselrolle ein wie z.B. bei der Inflammation, bei der Atheroge-
nese, bei der antimikrobiellen Abwehr aber auch beim Tumorwachstum und der Metasta-
senbildung [6]. Thrombozyten werden im Knochenmark gebildet und in den Sinusoiden
des Knochenmarks von Megakaryozytenfortsitzen abgeschniirt. Thre Ruheform ist diskoid-
bikonkav. Mit einem Durchmesser von ungefahr 2-5um und einer Dicke von 0,5um geho-
ren sie zu den kleinsten korpuskuldren Bestandteilen des Blutes. Gehen die Thrombozyten
in ihre aktive Form iiber, werden sie sphirisch und bilden durch Membranausstiilpungen

sog. Pseudopodien aus. [5, 6]

Die Oberfliche des Thrombozyten besteht aus einer glatten Plasmamembran, der eine dicke
Glykokalix aufliegt. Die Oberfliche ist reich an Glykoproteinen, welche nétig sind, um mit
subendothelialen Strukturen zu interagieren, die aber auch fiir die Aktivierung, Adhésion
und Aggregation des Thrombozyten bendtigt werden. Wichtige Rezeptoren sind unter an-
derem die Glykoproteine Ib (Gplb) und IIb/Illa (GplIb/Illa), welche auf der Plittchenober-
fliche mit ungefdhr 25.000 (GpIb-1X-V) bzw. 80.000 (Gpllb/Illa) Molekiilen vertreten
sind. [5, 6]

Submembrands gelegene Mikrotubuli, welche von einem Geflecht aus Strukturproteinen
umgeben sind, sind verantwortlich fiir die diskoide Form des ruhenden Thrombozyten, sor-

gen aber auch fiir die Forménderung zum aktivierten Thrombozyten. Als Organellen bein-
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halten Plattchen Mitochondrien, Glykogenspeicher und verschiedene Speichergranula —
dichte Granula (dense bodies), a-Granula und Lysosomen. Die dichten Granula enthalten
niedermolekulare Verbindungen (ADP, ATP, Ca®" und Serotonin) und férdern die Throm-
bozytenaggregation. Die a-Granula sind zahlenméBig am stérksten vertreten und enthalten
zahlreiche Proteine, welche neben Hamostase und Thrombose noch weitere Prozesse beein-
flussen wie z.B. Inflammation, Atherosklerose, Chemotaxis, Angiogenese oder antimikro-

bielle Abwehr. Die Lysosomen speichern hydrolytische Enzyme. [6, 7]

Die Pseudopodien aktivierter Thrombozyten binden bei Endothelverletzung oder -in-
flammation an das sich dort anreichernde Fibrinogen. Uber Arp2/3-abhingige Migration
(Haptotaxis) konnen die Pseudopodien ihre Position so verdndern, dass sie eine moglichst
feste Bindung eingehen. Dies geschieht einerseits durch aktives Wandern an den Ort der
hochsten Fibrinogenkonzentration, andererseits konnen im Thrombozyten Integrin-Cluster
gebildet werden, um so auf Anderungen der Mikroumgebung zu reagieren. Dabei spielt der

Arp 2/3-Komplex des Cytoskeletts eine wichtige Rolle. [8]

1.1.2 Thrombozytire Oberflichenrezeptoren

Zur Signaliibertragung und somit Ausiibung ihrer Funktion bendtigen Thrombozyten Ober-
flichenrezeptoren. Die wichtigsten Rezeptoren sind hierbei Gpllb/Illa (CD41/61), GpVI
und der Gplb-IX-V-Komplex. Der Gplb-1X-V-Komplex besteht aus drei Glykoproteinen,
dem Gplb (o und B), dem GpIX und dem GpV. Dieser Rezeptorkomplex bindet an den
von-Willebrand-Faktor (vWF) aber auch an Thrombin, P-Selektin oder Faktor XI und XII
(Abb.1). [6]

GpllIb/IIla bindet an Fibrinogen, Fibronektin und vWF. Dadurch vermittelt es die Vernet-
zung der Thrombozyten untereinander und ist somit an der Aggregation beteiligt. Damit es
nicht zu ungewollten Thrombosen kommt, ist die Bindung an das GplIb/Illa nur nach Akti-
vierung moglich. Da Gpllb/Illa zur Familie der Integrine gehort, kann es nach Stimulation
von einer niedrigen (low) zu einer hohen (high) Aftinitdtskonformation wechseln, was zur
Interaktion mit Bindungspartnern fiihrt. Diese Konformationsdnderung wird durch inside-

out signaling induziert. [4, 6]
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GpVl ist einer der Hauptrezeptoren fiir Kollagen, aber es bindet auch an eine Vielzahl an-
derer Proteine wie Fibrin oder Laminin und vermittelt somit die Thrombozytenadhésion.

GpVI spielt sowohl in der vendsen als auch arteriellen Thrombusentstehung eine Rolle.[9,

10]

Fibrinogen

Thrombin

PSGL-1

N =

P-Selektin GpV1

Kollagen

Thrombozyt

Abbildung 1: Auswahl wichtiger Oberflichenrezeptoren des Thrombozyten. Im aktivierten
Thrombozyten bindet P-Selektin im Zuge der Thrombozyten-Leukozyten-Interaktion an den P-
Selektin Glykoprotein Ligand-1 (PSGL-1). Thrombin kann tiber die Bindung an Protease-aktivierte
Rezeptoren (PAR) den ruhenden Thrombozyten aktivieren. In seiner high-affinity Konformation
bindet der Gpllb/Illa z.B. an Fibrinogen und Fibronektin, was eine Bindung an andere Thrombozy-
ten und eine Thrombusstabilisierung bewirkt. Der Gplb-IX-V bindet an den vWF und initiiert so die
Adhision, GpVI kann unter anderem an Kollagen binden.

Selektine sind Zelladhdsionsmolekiile (cell adhesion molecules, CAM) und kommen in
Form von E-, L- und P-Selektin vor, wobei nur letzteres im Thrombozyten vorhanden ist.
P-Selektin wird im ruhenden Thrombozyten in den a-Granula gespeichert und bei Aktivie-
rung an die Oberflache mobilisiert. Wird P-Selektin nun an der Oberfldche des aktivierten
Thrombozyten exprimiert, kann es an P-Selektin Glykoprotein Ligand-1 (PSGL-1) auf
Leukozyten binden und dadurch mit den Entziindungszellen interagieren und diese in den

wachsenden Thrombus integrieren. [11]
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Eine weitere wichtige Rezeptorgruppe ist die der Protease-aktivierten Rezeptoren (PARs).
Die PARs sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren und werden in vier Untergruppen unter-
teilt (PAR 1-4). Im humanen Thrombozyten werden PAR1 und PAR4 exprimiert, die muri-
nen Thrombozyten weisen hingegen PAR3 und PAR 4 auf. Diese Rezeptoren interagieren
direkt mit der Serinprotease Thrombin, welche ein potenter Aktivator von Thrombozyten

ist und in der Gerinnungskaskade Fibrinogen in Fibrin spaltet. [4, 12]

1.1.3 Adhision an subendotheliale Matrix

Thrombozyten zirkulieren im peripheren Blut. Liegt ein Endothelschaden vor, ist der erste
Schritt, Thrombozyten an die GefdBwand zu rekrutieren. Verantwortlich fiir diesen Schritt

sind u.a. der vWF aus dem Plasma sowie GpVI und GplIb-IX-V des Thrombozyten (Abb. 2)
[6].

% A Gplb-IX-V
o o
® WwWF
@ @
w w Kollagen
Endothelzelle A
= o8
@ ® ® ® & ® M GpVI-Dimer
subendotheliale Matrix Endothelschaden

Abbildung 2: Thrombozytenadhision nach Endothelschaden. Freiwerdendes Kollagen bindet
an GpVI aber auch an vWF und verstirkt somit die Thrombozytenrekrutierung. Zusétzlich wird von
den Endothelzellen vWF freigesetzt, an den wiederum Thrombozyten binden konnen.

Der vWF ist ein Glykoprotein, welches im Plasma vorkommt, an das Endothel angelagert
ist und im Falle eines Gefdl3schadens an das freiwerdende Kollagen bindet. Durch den Blut-
fluss entsteht Schubspannung, die globuldres vWF entfaltet und die A1 Doméne, welche
die Bindungsstelle fiir Gplb enthilt, freigibt [13]. Das Gplb, das an den vWF bindet, ist
selbst mit dem Zytoskelett des Thrombozyten iiber Filamin verbunden, was eine starke
Verankerung des Gplb anzeigt [3]. Durch die Bindung des Gplb an den vWF werden Blut-
plattchen am Ort der Verletzung verankert. Ist die Bindung zu schwach, bricht sie auf und

5
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der Thrombozyt stromt weiter. Falls der Thrombozyt noch Kontakt zum Subendothel hat,
kann er zusétzlich Bindungen aufbauen und somit fest adhidrent werden [14]. Ein weiterer
wichtiger Mechanismus, welcher zur Thrombozytenadhésion fiihrt, ist die Bindung vom
GpVI an subendotheliales Kollagen. GpVI kann als Dimer eine starke direkte Bindung zu
Kollagen aufbauen. Zusitzlich kann GpVI die Thrombusstabilitit erhdhen, indem GpVI-
Monomere an und Fibrin(ogen) binden und somit das Thrombozyten-Spreading induzieren
[15]. Die Bindung an Kollagen fiihrt zudem zu einer Aktivierung des Integrins Gpla/lla
(a2B1) auf Thrombozyten, was die Bindung zu Kollagen weiter verstirkt [14]. Es kann
auch zu einer Adhdsion von Thrombozyten kommen, ohne dass thrombogene subendotheli-
ale Molekiile prasentiert werden. Gplb interagiert mit dem von aktivierten Endothelzellen
exprimierten VWF und P-Selektin. Diese Interaktionen spielen in der phototoxischen

Thrombusbildung eine wichtige Rolle [16, 17].

1.1.4 Thrombozytenaktivierung

Thrombozyten konnen durch eine Vielzahl an Agonisten aktiviert werden. Zu diesen geho-
ren unter anderem Kollagen, vWF, Thrombin, ADP und Thromboxan A2. Diese Molekiile
werden entweder vom umliegenden Gewebe oder von aktivierten Thrombozyten selbst
freigesetzt. Durch die Aktivierung werden mehrere Prozesse in Gang gesetzt: Die Throm-
bozyten bilden, bei ausreichendem Anstieg des freien intrazelluldren Kalziums, Pseudopo-
dien aus, was zu einer VergroBBerung der Oberfldache fiihrt. Weiterhin wird iiber freigesetzte
Arachidonsdure Thromboxan A2 gebildet, das wiederum die Thrombozytenaktivierung

verstirkt und zusédtzlich vasokonstriktorisch wirkt. [5, 6]

1.1.5 Thrombozytenaggregation

Die Thrombozytenaggregation bezeichnet das Anheften von Blutplittchen an bereits adha-
rente Thrombozyten. Wie schon beschrieben, werden die Pldttchen wéhrend der Adhédsion
aktiviert und setzen aus den Granula ihren prokoagulatorischen Inhalt frei, der wiederum
weitere frei zirkulierende Thrombozyten aktiviert. Die Aktivierung der Blutplittchen be-

wirkt eine Konformationsanderung des Integrins Gpllb/Illa zur high-affinity-Konformation,
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welche die Thrombozyten befdhigt, Fibrinogen zu binden und ein enges Netz zu bilden
(Abb. 3) [4, 6]. Faktor XIII-Interaktion sowie Thrombin-induzierte Fibrinbildung stabilisie-
ren und quervernetzen den Thrombus [12, 14]. Cell-Capturing sorgt fiir weiteres Wachstum
des Thrombus [18]. Durch das Ausformen der Filo- und Lamellipodien (spreading) findet
eine OberflichenvergroBerung und groBere Uberlappung der Thrombozyten statt [S, 19].
Hierbei sorgen die Lamellipodien fiir eine unspezifische Anlagerung auf die Wunde, wo-

hingegen die Filopodien zur Thrombozyteninteraktion beitragen [19].

A GpIb-IX-V
® VvWF
Kollagen
K GplIb/ITIa
ﬁﬁgﬁfﬁ == Fibrinogen
e e n Endothe%le n oL Dine

Abbildung 3: Thrombozytenaggregation. Nach Aktivierung des adhirenten Thrombozyten bildet
er Filopodien aus und kann mit dem GplIb/Illa in seiner hochaffinen Konformation iiber Fibrinogen
weitere Thrombozyten binden.

1.2 Thrombopoese

1.2.1 Adulte vs. fetale Megakaryopoese

Es gibt deutliche Unterschiede zwischen adulten und fetalen Thrombozyten. Angefangen
bei der Megakaryopoiese, bei der aus Megakaryozyten (MK) Thrombozyten gebildet wer-
den. Fetale MKs sind deutlich kleiner als adulte, zudem besitzen sie eine geringere Ploidi-
tit. Beide Parameter nehmen mit zunehmender Reifung des Feten zu. Trotz der geringeren
Ploiditédt weisen fetale MKs eine erhohte Proliferationsrate auf, verglichen zu adulten MKs.
Auch wenn fetale MK einige Zeichen der Unreife aufweisen, so konnen sie die meisten

liniendefinierenden Faktoren hochregulieren. Dies beinhaltet ebenso Oberflachenrezeptoren
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wie Granulabestandteile, welche fiir eine normale Thrombozytenform und -funktion not-
wendig sind. In fetalen MKs findet man, verglichen zu adulten MKs, &hnliche Level an
CD41, CD61 sowie CD42b. Dabei ist zu erwéhnen, dass der CD42-Komplex einen Marker
einer ausgepragten Differenzierung darstellt. Der grof3te Unterschied zwischen fetalen und
adulten MKs liegt jedoch bei der Thrombozytenproduktion. Hier weisen die fetalen eine
deutlich geringere Effizienz auf, denn trotz des reifen Zytoplasmas kann ein fetaler MK im
Schnitt nur ein Drittel der Thrombozyten produzieren, die von adulten MK generiert wer-
den. Dies ist wahrscheinlich auf die geringere Grof3e und Ploiditét der fetalen MKs zurtick-
zuftihren. Wihrend der Gestation kommt es zu einer Reifung der MKs. Mit der Zeit nimmt
die Féhigkeit, Thrombozyten zu produzieren, durch Hochregulierung bestimmter Tran-
skriptionsfaktoren (z.B. STATSA, ETS2 oder DLX1) stetig zu. Ein Wechsel hin zum ha-
mostatisch  aktiven Phénotyp wurde mit Hochregulierung der Faktoren IT-

GA6, CXCR4, VWF, SLC6A4 und MAOB beobachtet. [4, 20-22]

1.2.2 Thrombopoietin

Eine Schliisselrolle in der Megakaryopoiese und Thrombozytenproduktion spielt das Hor-
mon Thrombopoietin (Tpo). Es wird hauptsédchlich in der Leber gebildet, sowohl im Feten
als auch im Erwachsenen [23]. Die Hauptaufgaben von Tpo sind die Stimulation von MKs,
die Proliferation von MK-Vorlauferzellen, Formation von MK-Kolonien, sowie die Rei-
fung der MKs. Versuche haben gezeigt, dass Tpo allein die Gro3e, Ploidie und die zelltyp-
spezifischen Marker Gplb und Gpllb/Illa steigern kann. Megakaryozyten werden durch
Tpo auf die Thrombopoiese vorbereitet, wobei die finalen Schritte der Thrombozytenfor-
mation Tpo-unabhingig sind. [24-26] Megakaryozyten und Thrombozyten exprimieren
mehrere Rezeptoren, die fiir eine Interaktion mit Tpo bendtigt werden, wie beispielsweise
den Thrombopoietin-Rezeptor. Supraphysiologische Konzentrationen von Tpo (>100ng/ml)
konnten in-vitro Plittchenaggregation aktivieren, in physiologischer Konzentration konnte
Tpo die Thrombozyten fiir Stimulation mit anderen Agonisten vorbereiten. Bei niedrigen
Konzentrationen von 0,01-1ng/ml vermag Tpo die Adhdsion an vWF und Thrombusbil-

dung unter Blutfluss zu beschleunigen und zu stabilisieren [27-29].
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1.2.3 Thrombopoietin im Neonaten

In gesunden Neugeborenen sind die Tpo-Spiegel im Vergleich zum Erwachsenen erhoht
[30]. Hinzu kommt, dass neonatale MK-Vorldufer deutlich empfindlicher auf Tpo reagie-
ren, indem sie groBere MK-Kolonien bilden als adulte Zellen bei gleicher Tpo-
Konzentration [31]. Es wird angenommen, dass die erhdhte Sensibilitdt darauf beruht, dass
der Tpo Signalweg iiber mTOR (mechanistic Target of Rapamycin) im Neonaten hochregu-
liert ist [32].

1.3 Thrombozytenfunktion im Neonaten

Die Funktion adulter Thrombozyten wurde bereits eingehend erforscht. Im fetalen System
gibt es jedoch vergleichsweise wenig Studien und Erkenntnisse. Besonders in-vivo Experi-

mente werden aufgrund ihrer schweren Umsetzbarkeit nur selten durchgefiihrt.

1.3.1 Verminderte Fihigkeit zur Thrombusbildung

Ahnlich wie fetale Megakaryozyten sind auch fetale Thrombozyten in ihrer Funktion ein-
geschriankt im Vergleich zu adulten Thrombozyten. In-vitro Daten zeigen, dass Throm-
bozyten von Friih- sowie Reifgeborenen in der Aggregometrie deutlich verminderte Aggre-
gation aufweisen, wenn man sie mit physiologischen Agonisten (z.B. ADP, Kollagen,
Thromboxan) stimuliert [33, 34]. Dabei ist zu erwidhnen, dass diese Hyporeaktivitit auf
Stimuli mit dem Gestationsalter korreliert. Dem gegeniiber steht jedoch eine kiirzere Blu-
tungszeit und verstdrkte Ristocetin-induzierte Agglutination in reifen Neugeborenen vergli-
chen mit Erwachsenen [34]. Mdgliche Erkldarungen dafiir sind die hohe Plasmakonzentrati-
on und —aktivitit des vWF, sowie der erhohte Hamatokrit. Die vWF-Multimere sind zudem
deutlich vergroBert, was auf eine verminderte Aktivitit der vWF-spaltenden Protease zu-
rickzufiihren ist [35].

Neue intravitalmikroskopische Studien in Mausfeten haben gezeigt, dass fetale Thrombozy-
ten deutlich verringerte Thrombosebildung zeigen. Dies korrelierte mit dem Gestationsal-
ter. Je jiinger der Fetus, desto seltener sowie spiter zeigte sich eine Thrombusbildung. Falls
es zu einer Thrombusbildung kam, dauerte es bei den jlingeren Feten deutlich langer, bis

sich das Gefal komplett verschloss. Die Stabilitdt der Thromben war ebenfalls alterskorre-

9
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liert vermindert, was zur vollstindigen Wiederer6ffnung der mit Thrombose verschlossenen

Gefalle fiihrte [36].

1.3.2 Verinderte Expression der Oberflichenmolekiile

Die verminderte Aggregationsfahigkeit ldsst sich einerseits durch erniedrigte Thrombozy-
tenkonzentrationen im murinen Fetus erkldaren. Margraf et al. haben dies im murinen Mo-
dell gezeigt [36]. Die Thrombozytenaggregation wird allerdings auch durch die Expression
von Adhidsionsmolekiilen bestimmt. Auf unstimulierten fetalen Thrombozyten konnte ver-
minderte Oberflichenexpression von Gplb nachgewiesen werden, sowie eine Abnahme des
Gplb nach Stimulation mit Thrombin. Zwar weisen die fetalen Thrombozyten, verglichen
mit adulten, erhohte Basalwerte von GpllIb auf, es findet jedoch kaum eine Aktivierung zur
hochaffinen Form GplIb/Illa statt, wenn man mit Thrombin stimuliert. Ahnliche Ergebnisse
konnten auch bei Stimulation mit ADP oder Kalziumionophor erzielt werden. Dieser ver-
minderte Konformationswechsel kann mit einer erniedrigten Expression von Kindlin-3,
Talin-1 und Rapl in fetalen Thrombozyten erklidrt werden [36]. P-Selektin, ein Oberflé-
chenprotein, welches als Thrombozytenaktivierungsmarker genutzt wird [37], weist sowohl
beim adulten als auch beim fetalen ruhenden Thrombozyten niedrige Basalwerte auf. Nach
Aktivierung mit Thrombin oder Kalziumionophor konnte im adulten Thrombozyten eine
Hochregulierung beobachtet werden, im Feten blieb diese jedoch fast komplett aus. Dabei
muss erwihnt werden, dass die P-Selektin Spiegel auch insgesamt im Feten reduziert waren

[36].

1.3.3 Vermindertes Thrombozyten-Spreading im Fetus

Bei fetalen Thrombozyten wurden ein erhohtes mittleres Volumen und eine hohere Vertei-
lungsbreite des Durchmessers beobachtet als bei adulten. Bei Betrachtung des Thrombozy-
ten-Spreadings fillt auf, dass junge Feten (Gestationsalter E13.5) nach Stimulation mit
Thrombin eine deutlich reduzierte Spreadingkapazitit aufweisen [36]. Die Morphologie
unterscheidet sich hierbei ebenfalls. So durchlaufen adulte Thrombozyten die verschiede-
nen Stufen des Spreadings zunéchst in spindeldhnlicher Form unter Ausbildung von Fi-

lopodien. Darauf folgt die Ausweitung der Lamellipodien bevor die Thrombozyten schliel3-
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lich ihre endgiiltige Spiegeleiform annehmen [19]. Fetale Thrombozyten (E13.5) hingegen
formen groBtenteils nur kurze Filopodien und breiten sich kreisformig durch primére Aus-

weitung der Lamellipodien aus [36].

1.3.4 Gesteigerte Aggregation bei Transfusion adulter Thrombozyten in Feten

Bei der Transfusion adulter muriner Thrombozyten in die fetale Blutzirkulation der Maus
(Gestationsalter E14.5) wurde in 100% der Fille unmittelbar spontane Thrombenbildung
beobachtet. Im Gegensatz dazu konnte dieser Effekt nur in einem Drittel der Félle beobach-
tet werden, wenn altersentsprechende Thrombozyten (E14.5) transfundiert wurden. Bei
Transfusion adulter Thrombozyten in den adulten Blutkreislauf kann ebenfalls keine ge-
steigerte spontane Aggregation beobachtet werden. Dies ldsst den Schluss zu, dass die adul-
ten Thrombozyten durch die fetale Umgebung aktiviert werden und somit fetales Plasma
als stark prothrombotisch angesehen werden kann.

Obwohl fetale Thrombozyten im Vergleich zu adulten hyporeaktiv sind und eine vermin-
derte Adhédsion aufweisen, zeigen gesunde Reifgeborene im PFA-100 Test (Thrombozyten-
funktionstest) eine kiirzere Blutungszeit als Erwachsene. Diese Hyporeaktivitit, kombiniert
mit der Erkenntnis, dass adulte Thrombozyten unmittelbar aktiviert werden, sobald sie mit
fetalem Blut in Berlihrung kommen, fiihrt zu dem Schluss, dass fetales Blutplasma hyper-
koagulable Eigenschaften aufweist. So wird im gesunden Feten trotz der ,,Unreife” der

Thrombozyten eine ausreichende Gerinnung sichergestellt. [36]

1.3.5 Plazentaschranke und fetale Inmunglobulinspiegel

Das Blutplasma eines Feten hat eine andere Zusammensetzung als das eines Erwachsenen.
Das liegt daran, dass ein stdndiger Austausch zwischen maternalem und fetalem Blut iiber
die Plazenta stattfindet. Eine der Hauptfunktionen der Plazenta ist die Versorgung des her-
anwachsenden Feten mit Nihrstoffen und Sauerstoff [38]. Uber die Plazentaschranke wird
geregelt, welche Stoffe aus dem miitterlichen Kreislauf in den fetalen Kreislauf tibergehen
und andersherum. So konnen beispielsweise miitterliche Immunglobuline der Klasse G
(IgG) die Plazentaschranke iiberwinden, wahrend Immunglobuline der Klasse M (IgM) die

Plazentaschranke nicht passieren konnen. IgG werden ab dem zweiten Trimenon iiber
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Transzytose aktiv ins fetale Blut transportiert [39]. Die IgG-Konzentration im Feten er-
reicht bis zur 33. Schwangerschaftswoche fast die Hilfte der I[gG-Konzentration eines Er-
wachsenen [39, 40]. Ab der zwanzigsten Schwangerschaftswoche sind Feten in der Lage,
geringe Mengen an IgM (und IgG) selbst zu bilden, jedoch erreichen die IgM Spiegel nur

ein Zehntel der Plasmakonzentration eines Erwachsenen [41].

1.4 Immunthrombose

1.4.1 Die Rolle der Thrombozyten bei Infektion und Inflammation

Wie bereits erwdhnt, sind Thrombozyten an der Immunabwehr beteiligt. Sie konnen sofort
reagieren, wenn Bakterien in das Gefdllsystem eindringen. Pathogene besitzen sogenannte
pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPs), welche von Pattern-Recogition-
Rezeptoren wie z.B. den Toll-like Rezeptoren (TLRs) oder den nucleotide-binding oligome-
rization domain (NOD)-like Rezeptoren erkannt werden konnen. Thrombozyten exprimie-
ren sowohl TLRs als auch NODs und kiirzlich konnte gezeigt werden, dass diese Rezepto-
ren die Thrombozytenaktivierung iiber unterschiedliche Signalwege triggern und potenzie-
ren konnen. Dabei spielen besonders TLR1, TLR2, TLR4, TLR9 und NOD?2 eine wichtige
Rolle. Dieser Mechanismus der Thrombozytenaktivierung kann als Immunantwort parallel

zum angeborenen Immunsystem angesehen werden. [42, 43]

1.4.2 Thrombozyteninteraktion mit Leukozyten

Wenn Thrombozyten einen Thrombus formen, kdnnen sie Leukozyten und andere Immun-
zellen rekrutieren. Sie schiitten zahlreiche Mediatoren aus, die die Akkumulierung von
Leukozyten und ihre bakterizide Wirkung unterstiitzen. Solche Mediatoren sind unter ande-
rem CXC-Chemokinrezeptorliganden, CC-Chemokinrezeptorliganden, CD154 und der
TREM 1 Ligand (Ligand for triggering receptor expressed on myeloid cells I).

Thrombozyten kénnen auch direkt mit Leukozyten interagieren. Uber P-Selektin und den
P-Selektinliganden PSGL-1 beeinflussen sie Zellmigration und die leukozytire Bildung
von extrazelluldiren DNA-Stringen, die Histone und neutrophile antimikrobielle Proteine
enthalten. Durch diese sog. NETs (Neutrophil extracellular traps) werden Pathogene einge-

schlossen und getotet, gleichzeitig wird aber auch ein Feedback an andere Thrombozyten
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gesendet, um diese zu rekrutieren, zu aktivieren und eine Thrombose auszulosen. Dies ge-
schieht, indem Histone thrombozytiren TLRs présentiert werden. Zudem konnte die Bin-
dung des vVWF an NETs eine Plattform darstellen, welche weitere zirkulierende Throm-
bozyten und Leukozyten bindet und somit die Thrombusbildung fordert. [44]

Neutrophile Granulozyten kdnnen mithilfe von Proteasen die Blutgerinnung einleiten. Die-
se Proteasen deaktivieren iiber extrazelluldre Nukleosomen das antikoagulatorisch wirksa-
me TFPI (tissue factor pathway inhibitor) und aktivieren somit die tissue factor und Faktor
XII abhéngige Gerinnung. Durch Gefathrombosierung kénnen damit pathogene Erreger

davon abgehalten werden, sich im Korper auszubreiten. [45]

1.4.3 Thrombozyteninteraktion mit Bakterien

Granula enthalten Immunmodulatoren, wie zum Beispiel den Plittchenfaktor 4 (PF4), wel-
cher von Thrombozyten freigesetzt wird. PF4 kann an Bakterien binden und deren Pha-
gozytose durch Granulozyten fordern [46]. Es werden dariiber hinaus immunmodulatorisch
wirksame Liganden (z.B. CD154, welcher zusammen mit dem Endothelzellrezeptor CD40
eine Entzlindungsreaktion auslosen und aufrechterhalten kann) auf der Thrombozytenober-
fliche exprimiert [47, 48]. Weiterhin ist bekannt, dass das Komplementsystem iiber den
Komplementfaktor C3a Thrombozyten aktivieren kann [49]. Umgekehrt vermdgen akti-
vierte Thrombozyten das Komplementsystem zu aktivieren und iiber P-Selektin den Kom-
plementfaktor C3b zu binden [50]. Es konnte gezeigt werden, dass Thrombozyten die sich
im Blut befindlichen Bakterien (z.B. Listeria monozytogenes) mittels des Oberfldchenre-
zeptors Gplb und des Komplementfaktors C3 binden und dann mit CD8-positiven dendriti-
schen Zellen der Milz interagieren. Das Préasentieren der Bakterien durch den Thrombozy-
ten-C3-Komplex fiihrt dabei zu einer effektiveren Immunantwort dieser dendritischen Zel-
len [51].

Thrombozyten konnen an Bakterien auch direkt {iber Pldttchenrezeptoren wie Gpllb/Illa,
Gplba, FcyRIIA sowie dem Toll-like Rezeptor oder indirekt {iber Plasmaproteine (z.B.
vWF, Komplementfaktoren, Fibrinogen oder IgG) binden [52].
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Die Bindung von Bakterien an Thrombozyten kann in einer Thrombusbildung resultieren.
Dabei werden andere Thrombozyten und die Gerinnungskaskade aktiviert, zudem werden
die Bakterien dadurch gruppiert. Es entsteht ein Thrombus, der die Bakterien einschlief3t.
Durch Sekretion antimikrobieller Peptide werden die Pathogene dann direkt abgetdtet [53-
56]. Die Demarkation von Pathogenen durch den Wirt entwickelte sich hochstwahrschein-
lich als primdrer Abwehrmechanismus, um die Ausbreitung der Bakterien zu begrenzen.
Dieser Mechanismus wird jedoch von manchen Erregern (z.B. Staphylococcus aureus) un-
tergraben und ausgenutzt [57]. Viele Stéimme haben eine Resistenz gegeniiber diesen anti-
mikrobiellen Peptiden entwickelt, was dazu fiihrte, dass die Versuche, die Bakterien abzu-
toten, hiufig scheiterten [58, 59]. Daraus folgt, dass sich die Bakterien ungehindert vermeh-
ren konnen, geschiitzt durch mehrere Schichten von Thrombozyten und Fibrinogen, welche

die Pathogene vor Immunzellen schiitzen [60, 61].

1.4.4 Thrombose durch Immunglobuline

Zur Rolle der Immunglobuline bei der Entstehung der Thrombose ist bisher wenig bekannt.
Man geht bisher davon aus, dass Antikorper in der Himostase nicht mitwirken [62]. Es gibt
jedoch klinische Hinweise, die auf eine Beteiligung von Antikdrpern in der Thromboseent-
stehung schlieBen lassen: Zum einen konnen Autoantikorper, wie bei dem Antiphospholi-
pidsyndrom, indirekt arterielle und vendse Thromben verursachen [63], zum anderen gibt
es Antikorper, welche speziell gegen Thrombozyten gerichtet sind, wie bei der heparin-
induzierten Thrombozytopenie (HIT), und dadurch direkt Thrombozyten aktivieren [64].
Weiterhin gibt es Hinweise, dass unspezifische Immunglobuline prothrombogen wirken
konnen, da die Thrombose auch als schwerwiegende Nebenwirkung von intravendsen Im-
munglobulingaben (IVIG) aufgefiihrt wird [65].

Stark et al. untersuchten die zugrundeliegenden Mechanismen, welche fiir die Interaktion
zwischen Immunglobulinen und Thrombozyten sorgen. Es konnte gezeigt werden, dass
IgM Antikorper, ungeachtet der Antigenspezifitit, an den endothelialen Fcp-Rezeptor
(FcuR) binden konnen, was eine vermehrte Expression von vWF und P-Selektin auf der
Endotheloberfliche zur Folge hat. Dies fiihrt zu einer gesteigerten Thrombozytenadhision
an das Endothel {iber das GpIb und Aktivierung der Thrombozyten. P-Selektin fiihrt zudem

zu gesteigertem Leukozytenrollen und -rekrutierung sowie einer Komplementaktivierung
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[66, 67]. Dariiber hinaus konnen aktivierte Thrombozyten iiber Bindung an IgG das Kom-
plementsystem iiber C1q, C3 und C4 aktivieren, was wiederum die Thrombozytenaggrega-
tion und NET-Bildung unterstiitzt. IgG bindet dabei an Fibrin und Chondroitinsulfat A (CS-
A), welches auf der Oberfldche von aktivierten Thrombozyten exprimiert wird. Dies akti-
viert die klassische Komplementkaskade und fordert somit die Aktivierung von weiteren
Thrombozyten und Granulozyten. Zusammengefasst ldsst sich die Rolle der Immunglobu-
line in zwei Phasen untergliedern, in eine IgM-vermittelte Thrombozytenadhdsion und eine
IgG und komplementvermittelte Unterstiitzung der Aggregation und somit des Thrombus-

wachstums. (Stark et al., in Revision)
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2 Hypothese und Zielsetzung

Die Unterschiede zwischen adulten und fetalen Thrombozyten sind bisher nur unzureichend
erforscht und bekannt. Das bereits etablierte Mausmodell der in-vivo light-dye induzierten
Thrombusbildung im Feten hilft, dieses Problem anzugehen, da es die Mdoglichkeit bietet,
die Thrombusentstehung in-vivo zu beobachten und gegebenenfalls zu beeinflussen [36,
68]. Ausgehend von neuen Erkenntnissen gibt es eine direkte Korrelation zwischen der
Immunglobulinkonzentration und der tiefen Venenthrombose in der adulten Maus. In anti-
korperdepletierten Mausen waren Thrombosen seltener und dauerten auch in der Entste-
hung langer als in Mdusen mit normalen Immunglobulinspiegeln (Stark et al., in Revision).
Betrachtet man das fetale Blutplasma, so findet man ein System, welches kaum Immunglo-
buline besitzt und eine reduzierte Thrombusbildung zeigt. Ubertréigt man diese neuen Er-
kenntnisse nun auf das fetale System, so ergibt sich die Hypothese, dass die fetale Throm-
bozytenfunktion ebenfalls durch die Immunglobulinkonzentration beeinflusst werden konn-

te.
In dieser Arbeit soll daher gepriift werden,

1. ob es moglich ist, die Thrombusbildung in der Mikrozirkulation von adulten Wild-
typmausen durch Injektion von IgM-Antikérpern im Modell der /ight-dye induzier-
ten Mikrothrombose zu beschleunigen?

2. ob es einen Unterschied in der Thrombusbildung zwischen HyperlgM-Méusen, an-
tikorperdepletierten Méusen und Wildtypméusen im Modell der mikrovaskulédren
light-dye Schiadigung gibt?

3. ob man durch Anderung der IgM-Konzentration die Thrombusbildung im murinen

Fetus beeinflussen kann?
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3 Material, Versuchstiere und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerite

Chirurgisches Instrumentarium
DVD-Recorder

Digital-Multimeter
Feinwaagen

Heizplatte

Idexx ProCyte Dx hematology analyzer
Kapillarschleifer
Kauter

Magnetheizriihrer

Pipetten

Pipetten-Puller vertikal

Pump 11 Elite Infusion/Withdrawal
Programmable Single Syringe
Videorekorder

Vortexer

Wirmebad
Waage

Tabelle 1: Gerate

F.S.T. Fine Science Tools GmbH,

Heidelberg, Deutschland

Panasonic DVD Video Recorder LQ-MDS800;
Panasonic Europe GmbH, Wiesbaden, Deutschland
Voltcraft, Hirschau, Deutschland

Scaltec SBC32, Scaltec Instruments, Gottingen,
Deutschland

572-32 Kern, Kern&Sohn
Deutschland

CPA225D-0CE Sartorius, Sartorius Lab
Instruments GmbH, Goéttingen, Deutschland

GmbH, Balingen,

Isopad Icon-CHP; Tyco Thermal Controls, Siegen,
Deutschland (jetzt: Pentair Thermal Management)
Idexx Europe B.V., Hoofddorp, Niederlande

H. Saur Laborbedarf, Reutlingen, Deutschland
Electro-Cautery-Device, Gemini; Braintree
Scientific Inc., Braintree, MA, USA

PeqMIX Plus, Peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

H. Saur Laborbedarf, Reutlingen, Deutschland
Harvard Apparatus, Holliston, Massachusetts, USA

Panasonic MD 830; Panasonic Video Cassette
Recorder AG-5700; Panasonic Europe GmbH,
Wiesbaden, Deutschland

Ms1 Minishaker IKA-Werke GmbH, Staufen
Vortex-Genie 2; Scientific Industries Inc., Bohemia,
NY, USA

Julabo EM; Julabo, Seelbach, Deutschland

KE876, ADE Germany, Hamburg, Deutschland
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3.1.2 Mikroskope und Zubehor

in-vivo Mikroskop Olympus BX51 WI
Olympus U-RFL-T
Olympus BX-UCB
Olympus BX51 mercury lamp
Olympus U-25 ND6
Olympus U-25 ND25
Olympus TH4-200
Spiegel
Spiegel 2
SP-20 (Blitz)
EXFO Motorized Platform

Kappa CF8 HS DRELG (Kame-
ra Video)
LaVision ImagerPro X (Kamera
PC)
Fast Filter Wheel FW8-0023
Objektive Objektiv 10x
in-vivo Mikroskop
Objektiv 20x

Objektiv 40x
Objektiv 60x

Pripariermikroskop KL1500 LCD
Olympus SZX

Olympus DF PLAPO 1x-4
Tabelle 2: Mikroskope und Zubehor

18

Olympus, Hamburg, Deutschland

Intensitétsfilter

Intensitétsfilter

Durchlicht

M70/100

50%

Rapp Opto-Electronics, Hamburg
Gibraltar  Burleigh, Thorlabs,
Newton, NJ, USA

Kappa optronics GmbH,

Gleichen, Deutschland

LaVision  Biotec, Bielefeld,
Deutschland

Olympus UMPlan FI 10x/0.30W
00/-

Olympus XLUMPlan FI
20x/0.95W /0

Olympus LUMPIan FI/IR
40x/0.8W /0

Olympus LUMPIan FI/IR
60x/0.90W 0/0

Kaltlicht, Schott AG, Mainz,

Deutschland
Olympus, Hamburg, Deutschland
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3.2 Substanzen

3.2.1 Chemikalien

CaClz

Flow-Count Fluorospheres
(Polystyrol-Fluorosphéren)

nom. Durchmesser 10 um
Exzitation/ Emission (Max): 490nm/520nm
FITC-Dextran

Exzitation/ Emission (Max): 490nm/525nm
Heparin-Natrium 25000

in-vivo Superfusionspuffer (Klitzman
und Duling, 1979)

Isopropanol /2-Propanol

KCl

MgClL:

NaCl
NaHCO3

Mouse IgM 1mg/ml

Dexpanthenol 5% Augensalbe

Merck Millipore; Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland
Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
(Bezeichnung FD150S-1G)
Ratiopharm, Ulm, Deutschland

Bestehend aus: 10% v/v Losung 1 und 10% v/v
Losung 2 in demineralisiertem Wasser. Begasung
mit 95% Nz und 5% CO; mittels eines Sprudelstei-
nes;

Zusammensetzung Losung 1: 292,9 g NaCl, 13,3 g
KCl, 11,2 g CaCly, 7,7g MgCly; 16sen in 3,8 L de-
mineralisiertem Wasser Zusammensetzung Losung
2:57,7 g NaHCOg; 16sen in 3,8 L demineralisier-
tem Wasser)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land

Merck Millipore; Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Merck Millipore; Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Merck Millipore; Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

EMD Millipore Corporation, Temecula, USA
(Bezeichnung PP50, 2886892)

Bepanthen®, Bayer Vital GmbH, Leverkusen,
Deutschland

Tabelle 3: Verwendete Substanzen fiir Injektion und Applikation
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3.2.2 Narkosemittel

Substanz Bezeichnung Hersteller

Fentanyl Fentanyl-Janssen® Janssen-Cilag GmbH

Ketamin Ketavet® (100mg/ml) Pharmacia GmbH

Medetomidin Domitor®/Dorbene® Orion Corporation/Dr. E.
Graeub AG

Midazolam Dormicum® F. Hoffmann-La Roche AG

Xylazin Rompun® 2% Bayer Health Care

Tabelle 4: Verwendete Narkotika

3.2.3 Verbrauchsmaterial

Gegenstand Hersteller ‘

Falcon Tubes (5,15,50 ml) Falcon, Corning/BD

Glaskapillaren Clark Capillaries, GC150TF-10; Clark Elec-
tromedical Instruments, Pangbourne Read-
ing, UK

Kaniilen (verschiedene Grof3en) BD

Pipettenspitzen (1, 2, 5, 10, 25 ml) Corning

Spritzen (1, 10 ml) Braun®

Spritzen (2, 5, 20 ml) BD

Fine Bore Polyethene Tubing (0.28mm Portex, Smiths Medical International Ltd.
ID, 0.61mm OD)

Polyethylene Tubing (0.030% ID, 0.048% Intramedic®, Clay Adams, Becton Dickinson
0OD) and Company, Franklin Lakes, USA

Histoacryl Gewebekleber 0,5ml Braun®

Tabelle 5: Verbrauchsmaterial

3.2.4 Software

Software Hersteller

Endnote X9 Thomson Reuter, Toronto, Kanada

Imspector Pro LaVision Biotech, Bielefeld, Deutschland
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ImageJ 1.48 National Institute of Health, Maryland, USA
Microvessel velocity OD-RT CircuSoft Instrumentation, Hockessin, USA
Microsoft Office 2010 Microsoft, Redmond, USA

VirtualDub 1.10.4 Virtualdub.org

Tabelle 6: Verwendete Software

3.3 Versuchstiere

Die Tierversuche dieser Arbeit wurden von der Regierung von Oberbayern genehmigt (Az
55.2-1-54-2531-122-12 und -229-15). Fiir die Versuchsreihe mit adulten Tieren wurden
C57Bl6 als Wildtyp (WT) Kontrolltiere (Charles River, Sulzfeld, Deutschland; Janvier
Labs, Le Genest-Saint-Isle, Frankreich) verwendet. Das Alter der Mause betrug zwischen
11 und 38 Wochen, das Gewicht lag zwischen 23 und 43 Gramm.

Zusitzlich wurden fiir die adulte Versuchsreihe am Cremastermodell gentechnisch modifi-
zierte Miuse verwendet. Zum einen AID”" und zum anderen AID”" us”" (auch genannt
sigM AID™). Die M#use stammen von Prof. Dr. Admar Verschoor, Institut fiir Systemische
Entziindungsforschung, Universitdt Liibeck, Deutschland. Die activation-induced cytidine
deaminase knock-out Miuse (AID™") besitzen fast ausschlieBlich IgM-Antikérper, da der
Ig-Klassenwechsel von IgM zu IgG durch den Verlust von AID blockiert wird. Die AID”-
us™ double knock-out Miuse besitzen zwar polyklonale B-Lymphozyten, diese sind jedoch
nicht in der Lage, Antikorper zu bilden. [69, 70]. Das Alter der Miuse betrug zwischen 12
und 41 Wochen, das Gewicht zwischen 24 und 38 Gramm.

Terminierte Verpaarung mit C57Bl6

Fir die Versuche an Mausfeten wurden C57/Bl6 Wildtyp (WT) Tiere miteinander termi-
niert verpaart. Das Alter der Muttertiere war zum Zeitpunkt der Versuche zwischen 10 und
17 Wochen, das Gewicht der schwangeren Méause lag in diesem Zeitraum zwischen 31 und
39 Gramm. Zur Verpaarung wurden je zwei Weibchen zu einem Zuchtménnchen fiir eine
Nacht gesetzt. Die Kéfige verfiigten iiber einen lichtgeschiitzten Bereich, in den sich die
Tiere zuriickziehen konnten. Am Morgen wurde das Minnchen aus dem Kéfig entfernt. Die
Weibchen wurden darauthin untersucht, ob sich ein vaginaler Plug gebildet hat. Der Plug
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ist ein weillicher Pfropf, welcher den Eingang der Vagina nach erfolgter Begattung ver-
schlieft und aus verfestigtem méannlichem Ejakulat besteht [71]. Die Weibchen werden bei
Vorhandensein eines Plugs in einen separaten Kéfig gesetzt, der Tag der Plugkontrolle
wurde als E0.5 bezeichnet. Es folgte eine regelmiBige Kontrolle des Gewichts und des
Bauchumfanges zur Uberwachung des Schwangerschaftsverlaufes. Wenn die Feten das

erforderliche Alter erreicht hatten, wurden die Muttertiere in den Operationsraum gebracht.

Verpaarung (EO) Verlauf (E0.5-E14.5) (EExlfg'_ngt)
e2 Q +1 & iiber Nacht eSeparate Haltung ¢ AbschlieSende Kontrolle
e Plug-Kontrolle am Mor- der Schwangeren 9 e Transfer in Operations-
gen (E0.5) eKontrolle des Gewichts- raum
verlaufs ¢ Durchfiihrung des Expe-
riments

Abbildung 4: Ubersicht iiber terminierte Verpaarung

3.4 Narkose
3.4.1 Adultes Modell

Die Narkose der Miuse erfolgte mittels intraperitonealer (i.p.) Injektion des Narkosecock-
tails. Als Narkotikum wurde eine Mischung aus Ketamin und Xylazin (Initialdosis: 125nug/g
KG Ketamin, 25 pg/g KG Xylazin) verwendet. Zur Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte
eine wiederholte 1.p. Injektion der Narkosemischung (42mg/kg KG Ketamin, 8 mg/kg KG
Xylazin).

3.4.2 Fetales Modell

Die Narkose erfolgte mittels intramuskulérer (i.m.) Injektion in den Oberschenkel des Mut-
tertiers. Als Narkotikum wurde eine Mischung aus Medetomidin (0,5ug/g Korpergewicht),
Midazolam (5pg/g KG) und Fentanyl (0,05ng/g KG) als Initialdosis verabreicht. Es erfolg-
te zur Aufrechterhaltung der Narkose eine wiederholte i.m. Injektion der Narkosemischung

(Medetomidin 0,2pug/g KG, Midazolam 2pg/g KG, Fentanyl 0,02pug/g KG).
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3.5 Fertigung der Mikroinjektionskapillaren fiir fetale Injektionen

Fiir die Injektion von Substanzen in den fetalen Blutkreislauf wurden gldserne Mikroinjek-
tionskapillaren hergestellt. Dafiir wurden Glaskapillaren mit AuBendurchmesser von
1,5mm mithilfe eines vertikalen Pipetten-Pullers und eines Kapillarschleifers auf einen
Offnungsdurchmesser von kleiner als 0,Imm verkleinert und zugespitzt. Der Offnungs-
durchmesser variierte je nach GefaB3dicke und Verlauf. Die Spitze wurde dhnlich einer Ka-

niile spitz angeschliffen (Abb. 4).

Abbildung 5: Mikroinjektionskapillare. Ansicht unter dem Préparationsmikroskop. Man kann
den kaniilenartigen Schliff erkennen, der benétigt wird, um das Gefa3 zu punktieren. Aufnahme mit
5x Objektiv.

3.6 Versuchsablauf
3.6.1 Adultes Modell

3.6.1.1 Intubation/Tracheotomie
Das narkotisierte Tier wurde riicklings auf eine Heizplatte gelegt, welche eine stéindige

Korpertemperatur von 37°C gewahrleistete. Nachdem durch Schmerzreize die Narkosetiefe
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gepriift wurde (Fehlen des Zwischenzehenreflexes), wurden die Tiere an den Beinen mit
Tape fixiert. Die Augen wurden mittels Augensalbe bedeckt und der ventrale Hals wurde
mit 70%-igem Ethanol desinfiziert. Die Préparation geschah unter einem Préparationsmik-
roskop (Olympus SZX7). Es wurde am ventralen Hals ein 1 cm langer Longitudinalschnitt
unterhalb des Schildknorpels vorgenommen. Fettgewebe und Muskeln wurden stumpf ge-
spalten, sodass die Trachea freigelegt werden konnte. Diese wurde zwischen zwei Ring-
knorpeln er6ffnet. Danach wurde ein 3 cm langer Tubus (Intramedic Polyethylene Tubing
(0.030* ID, 0.048“ OD)) einige Millimeter tief eingeschoben und mit Féden fixiert (Abb.
5A).

3.6.1.2 Anlage des Karotiskatheters

Nach Anlage des Endotrachealtubus préiparierte man vorsichtig tiefer, um die A. carotis
freizulegen. Nach Losen des Fettgewebes und des anderen perivasalen Gewebes wurde der
Blutfluss mittels einer kleinen Klemme unterbrochen und nach kranial mit einem Faden
abgebunden. Es erfolgte eine kleine transversale Inzision der Karotis. Der heparinisierte
Karotiskatheter (Fine Bore Polyethene Tubing (0.28mm ID, 0.61mm OD) wurde anschlie-
Bend unter hochster VergroBerung des Mikroskops in das Gefdll vorgeschoben und in der
Karotis mit Fiden um das GefaB fixiert. Als Zeichen der korrekten Lage wurde nach Losen

der Klemme ein EinschieB3en von Blut in den Katheter beobachtet (Abb. 5B).

Abbildung 6: Narkotisierte Maus mit eréffnetem Hals (mit freundlicher Genehmigung der
AG Sperandio). A: In einem ersten Schritt erfolgte die Anlage eines Tracheostomas. B: Nach Si-

cherung der Atemwege wurde ein Gefdflzugang iiber die A. carotis geschaffen.
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3.6.1.3 Anlage eines Schwanzvenenkatheters

Als Alternative zur Katheterisierung der Arteria carotis wurde ein Schwanzvenenkatheter
angelegt. Als Katheter diente dabei ein diinner, heparinisierter Plastikschlauch (Fine Bore
Polyethene Tubing (0.28mm ID, 0.61mm OD)), welcher an einer feinen Kaniile (30G) be-
festigt war. Zundchst wurde der Schwanz der Maus in warmes Wasser getaucht, um eine
Dilatation der Venen zu erreichen. AnschlieBend wurde eine der beiden Schwanzvenen mit
der Kaniile punktiert und mit wenigen Mikrolitern physiologischer Kochsalzlsung gespiilt.
Bei ordnungsgemifBer Lage des Katheters wurde dieser mit Histoacryl Gewebekleber am

Schwanz fixiert.

3.6.1.4 Cremasterpriparation

Die Maus wurde riicklings auf die eigens fiir Cremasterversuche entwickelte Plexiglasplatte
gelegt. Das Skrotum wurde einseitig mit einer Schere eroffnet, der Hoden mitsamt Cremas-
termuskel aus dem Skrotum gezogen und durch einen Pin an der fiir den M. cremaster be-
stimmten Flache fixiert. Der Cremaster wurde mit 37°C-warmer Superfusionsldsung stin-
dig feuchtgehalten. Nach der Entfernung von Fettgewebe erfolgte eine Lingsinzision des
Muskels, um diesen auf der Platte aufspannen zu kénnen (Abb. 6). Der Hoden wurde vom

Cremastermuskel weitgehend mobilisiert und lateral auf der Platte fixiert.
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Abbildung 7: Darstellung des M. cremaster (mit freundlicher Genehmigung der AG Speran-

dio). A: Die Beine der Maus sind mit Tape fixiert, sodass sich die Maus beim Préparieren und
Transport zum Mikroskop nicht verschiebt. B: Der Cremastermuskel liegt aufgespannt auf der Ple-
xiglasplatte und ist mit kleinen Nadeln (Pins) fixiert. Hier kann man bereits makroskopisch Blutge-
faBe erkennen. C: Nach der Préparation wird die Maus fiir die Intravitalmikroskopie umgelagert.

3.6.1.5 Injektion mittels Perfusor
Vor Beginn der Intravitalmikroskopie fand die Injektion von murinen IgM 10ul/gKG (Kon-
trollgruppe: physiologische Kochsalzlosung) durch einen Perfusor (Pump 11 Elite, Harvard
Apparatus) statt, die Injektion ging iiber ca. 15 Minuten (Injektionsrate 20ul/min). Die
Konzentration der IgM Losung betrug 1 mg/ml.
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3.6.1.6 Intravitalmikroskopie
3.6.1.6.1 Messung der Blutflussgeschwindigkeit

Die Blutflussgeschwindigkeit im Gefall wurde bei 40-facher Vergroferung gemessen. Ein
optisches Dopplervelocimeter, Microvessel velocity OD-RT (CircuSoft Instrumentation),
wurde dabei anstelle eines Okulars eingesetzt und in korrekter Flussrichtung adjustiert. Da-
bei wird das zu untersuchende Gefdl3 auf die zwei Photodioden des Dopplervelocimeters
projiziert. Passiert ein Erythrozyt die erste Photodiode, wird eine Anderung der Lichtinten-
sitdt in der ersten Photodiode registriert. Als nichstes wird die gleiche Anderung (Intensi-
tatsprofil) bei der zweiten Photodiode registeriert und daraus die Blutflussgeschwindigkeit

in Echtzeit berechnet [72].

3.6.1.6.2 Injektion von FITC-Dextran
Nach der Messung der Flussgeschwindigkeit wurde 2,5%-1ges FITC-Dextran intravends in
einem Volumen von 1,5ul/g-KG injiziert. AnschlieBend wurde eine Minute gewartet, bis

sich das FITC-Dextran im Korper verteilte.

3.6.1.6.3 Messung der Fluoreszenz iiber dem Gefil3

Bei 60-facher Vergroferung wurde nun FITC-Dextran (max. Exzitation 490nm) unter
hochenergetischem Licht einer Quecksilberlampe angeregt. Zur Uberpriifung der gleich-
méiBigen Verteilung des FITC-Dextrans wurde eine Messung der Fluoreszenzintensitdt mit
Imspector Pro, einer Software zur quantitativen Datenauswertung mikroskopischer oder
spektroskopischer Daten, vorgenommen (Schonle A., 2006. Imspector Image Acquisition &
Analysis Software, v0.1). Es wurde eine Belichtungszeit von 3ms eingestellt. Als Ein-
schlusskriterium wurden Fluoreszenzen zwischen 1000 und 3000AU (Arbitrary Units) ge-
wahlt.

3.6.1.6.4 Videoaufzeichnung des Gefifles
Die Aufzeichnung des Videos erfolgte mit dem Computerprogramm VirtualDub. Aufge-

zeichnet wurde ab dem Zeitpunkt, an dem das FITC-Dextran angeregt und die Photointen-
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sitdt entsprechend der Versuchsreihe eingestellt wurden. Gemessen wurden die erste

Thrombozytenadhdsion (Onsef) und die stabile Thrombusbildung (finale Okklusion).

3.6.1.6.5 Messung des Gefalldurchmessers

Der Gefadurchmesser wurde bei der Auswertung des Videos bestimmt. Hierzu wurde das
Messprogramm Fiji verwendet [73]. Das Programm wurde vor jeder Auswertung auf das
verwendete Objektiv geeicht. Gemessen wurde der Durchmesser an drei Stellen des Gefa-
Bes - proximal, mittig und distal. Der Durchmesser berechnete sich aus dem Mittelwert der

gemessenen Grofen.

3.6.2 Fetales Modell

Das fetale Thrombosemodell im murinen Dottersack wurde in Anlehnung an das bereits

etablierte Modell von Margraf et al. 2017 [36] durchgefiihrt.

3.6.2.1 Praparation des Dottersacks

Die narkotisierten Muttertiere wurden wihrend der Versuche riicklings auf eine mit einer
Kompresse bedeckten Heizplatte gelegt, welche eine konstante Korpertemperatur von 37°C
gewihrleistete. Nachdem durch Schmerzreize die Narkosetiefe gepriift wurde, wurden die
Augen mittels Augensalbe bedeckt und die Préparationsfliche mit 70%-igem Ethanol des-
infiziert. Die Praparation geschah unter einem Préparationsmikroskop (Olympus SZX7).

Es wurde ein 1cm langer lateraler Abdominalschnitt durchgefiihrt und die Peritonealhohle
eroftnet. Bei Bedarf erfolgte Blutstillung mittels eines Elektrokauters. Dann wurde das Ute-
rushorn vorsichtig gefasst (Wattestdbchen) und aus der Bauchhdhle gezogen. Unter warmer
Superfusionslosung wurde der Uterus an einer Stelle zwischen zwei Feten vorsichtig mit
zwel stumpfen gebogenen Pinzetten auseinandergezogen, sodass ein kleiner Riss entstand.
Aus diesem Riss entwickelte sich ein Fotus im Dottersack heraus (Abb. 7). Dieser wurde
vorsichtig mittels Wattestidbchen auf einer vorbereiteten Priaparationsunterlage (beschichte-
tes und konstant superfundiertes modifiziertes Petri-Gefdl3) platziert, ohne die Plazenta ab-

zuldsen.
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Die intakte Zirkulation des Dottersacks und des Feten wurden dadurch gewéhrleistet, dass
der Dottersack und die Plazenta wihrend des ganzen Versuchs mit der Mutter verbunden
blieben.

Dottersack

Plazenta

Abbildung 8: Freigelegter Fetus mit Plazenta und Mutter verbunden (mit freundlicher Ge-
nehmigung von Dr. med. Andreas Margraf). Nach Eroffnung des Uterus wurde ein Fetus samt
Dottersack ausgelagert. Der Fetus war dabei noch iiber die Plazenta mit dem maternalen Kreislauf
verbunden. Zu sehen sind die Dottersackgefalie, von welchen spiter ein Seitenast fiir die Mikroin-
jektion von FITC-Dextran verwendet wurde. Das Alter des Feten betrug E15.5.

3.6.2.2 Mikroinjektion in fetale Dottersackgefifle

Nach Auslagerung des Feten samt Dottersack wurde unter dem Préparationsmikroskop ein
geeigneter Venenast in der Dottersackmikrozirkulation gesucht und unter stérkster Vergro-
Berung die Flussrichtung des Gefdlles bestimmt. Es wurde ein Seitenast gewihlt, der in

einen zum Feten fiilhrenden Hauptast miindete und mdoglichst gerade verlief. Der Venenast
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wurde in Flussrichtung punktiert und die verwendete Injektionslésung durch konstant leich-
ten Druck injiziert. Dabei war zu beachten, dass die Injektion langsam stattzufinden hatte,
um eine systemische Kreislaufiiberlastung zu vermeiden. Nach Injektion wurde der Gefal3-
defekt durch vorsichtigen Einsatz des Elektrokauters (Gemini Cautery System) verschlos-
sen, ohne den Dottersack zu verletzen. Die Injektionslosung bestand aus 2ul 25%-igem
FITC-Dextran (zur Thrombusinduktion), 1ul fluoreszierende Mikrospheren (zur spiteren
Bestimmung der Blutflussgeschwindigkeit) und 8ul 0,1% IgM Mausantikérper (bzw. phy-
siologische Kochsalzlosung in der Kontrollgruppe). Die Hochstinjektionsmenge wurde bei
11l festgesetzt, da hohere Volumengaben als Bolus einen erheblichen Einfluss auf den
fetalen Kreislauf haben (Russel et al.1968). Limitiert durch die Konzentration des Antikor-
pers (1mg/ml), wurde also eine absolute Menge von 8ug gegeben. Das Blutvolumen der
Feten des verwendeten Gestationsalters liegt bei ungefiahr 16-44ul [74], was zu einer unge-

fahren IgM-Konzentration von 0,15-0,3mg/ml fiihrt.

3.6.2.3 Intravitalmikroskopie und Thrombusinduktion

Nachdem der Dottersack préipariert und die Losung injiziert wurde, folgte die Lagerung auf
einer speziell gefertigten Mikroskopierplatte aus Plexiglas. Der Fetus wurde in eine kleine
mit Vaseline gefiillte Petrischale gelegt, welche zur Mutterseite hin eine Aussparung hatte,
damit kein Druck auf Fetus und Uterus ausgeilibt wird. Eine Auflagerung und Befestigung
mittels Deckglas (Menzel 24x40mm #1 Deckgliser) verminderte den Einfluss der Atembe-
wegungen der Mutter und stabilisierte so das Bild, ohne die fetale Zirkulation zu beein-
trachtigen. Der Fetus wurde konstant mit warmer Superfusionslosung umspiilt, welche eine

Auskiihlung und Austrocknung des Feten verhinderte.

3.6.2.3.1 Messung der Blutflussgeschwindigkeit

Die Blutflussgeschwindigkeit wurde in der fetalen Zirkulation mit Hilfe sogenannter fluo-
reszierender Mikrosphiren (Flow-Count Fluorospheres, Beckman Coulter) gemessen.
Hierzu wurde 1pl dieser 10um groBen Partikel zusammen mit den anderen Bestandteilen
der Versuchslosung injiziert (siehe 3.6.2.2). Diese Partikel wurden dann entsprechend ihres

Exzitationsmaximums bei 488 nm zum Leuchten angeregt. Eine kurze Videosequenz wurde
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aufgezeichnet, um spéter mit Hilfe des Messprogramms Fiji ermitteln zu konnen, welchen

Weg die Partikel pro Zeit zuriicklegten.

3.6.2.3.2 Messung der Fluoreszenz iiber dem Gefif3

Bei 60-facher VergroBerung wurde nun das FITC-Dextran mit dem dazugehorigen Lichtfil-
ter unter dem hochenergetischen Licht einer Quecksilberlampe angeregt. Dies fiihrte zu
einem Endothelschaden, was die Initiierung der Thrombose bedeutete. Zur Uberpriifung der
gleichméBigen Verteilung des FITC-Dextrans wurde eine Messung der Fluoreszenzintensi-

tdt vorgenommen. Als Programm diente die Imspector Pro Software.

3.6.2.3.3 Videoaufzeichnung und Bestimmung des Gefifldurchmessers

Die Messung erfolgte analog zu 3.6.1.6.4. und 3.6.1.6.5

3.6.2.4 Gewichtsbestimmung der Feten

Um das Gewicht der Feten zu bestimmen, wurden die verwendeten Feten eines Muttertieres
nach Beenden der Versuche vorsichtig aus dem Dottersack entfernt und in einer Petrischale
gesammelt und einzeln gewogen. Es wurde fiir jedes Muttertier auch ein Durchschnittsge-

wicht ihrer Feten bestimmt.

3.7 Untersuchung adulter Blutproben

3.71 Gewinnung der Blutproben

Vor und nach den in-vivo Versuchen wurde den méannlichen Méusen Blut abgenommen.

Die Blutproben wurden durch Entnahme iiber den Karotis-Katheter gewonnen.

3.7.2 Analyse der Blutproben

Die Analyse der Blutproben erfolgte mithilfe des Idexx Hematology Analyzer. Gemessen
wurden alle Zellen des Blutes, Erythrozyten, Thrombozyten sowie Leukozyten, wobei letz-
tere in ihre Untergruppen differenziert werden. In der vorliegenden Arbeit werden nur die
genannten Zellen ausgewertet, zudem die Himoglobinkonzentration, das mittlere Throm-

bozytenvolumen, die Thrombozytenverteilungsbreite und die neutrophilen Granulozyten.
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3.8 Statistik

Die erhobenen Daten wurden in Excel 2016 dokumentiert. Fiir die statistische Auswertung
wurde Graphpad Prism (Version 7.04, 2017) verwendet. Die fetalen und adulten Versuche
mit zwei Gruppen wurden durch den two-tailed Mann Whitney U Test ausgewertet, fiir die
Versuche mit drei Gruppen verwendeten wir die Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis (A-
NOVA on ranks) zur Gesamtanalyse und fiir die Einzelanalyse zwischen den Gruppen den
uncorrected Dunns Test. Zur Auswertung der Verschluss/Adhésionsraten verwendeten wir

den Chi?-Test und den exakten Test nach Fischer.
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4 Ergebnisse

4.1 Thrombozytenfunktion der adulten Maus in Abhingigkeit von IgM

Um zu zeigen, wie sich die Thrombozytenfunktion in Abhingigkeit von der Immunglobu-
linkonzentration im Plasma verhalt, untersuchten wir die Thrombusbildung in der Mikro-
zirkulation der adulten Maus im Cremastermuskelmodell. Zuerst fiihrte ich Vorversuche
mit Wildtypméusen und IgM-Injektion durch, nachfolgend wurden die Versuchsbedingun-

gen entsprechend angepasst und Knock-out Mause mit einbezogen.
4.1.1 Injektion von IgM bei hoher Photointensit:it

In diesem Vorversuch wurden 0,1%-ige Mouse IgM Immunglobuline (bzw. 0,9%-iges
NaCl) in einer Dosis von 10ul/g Korpergewicht langsam mittels Perfusor in Wildtypméause
injiziert. Bei einem Blutvolumen von 60-75ml/’kg KG wurden der Maus also 6-7% ihres
Blutvolumens langsam injiziert [75]. Im Anschluss injizierte ich 2,5%iges FITC-Dextran
1,5 ul/gKG langsam aus der Hand. Schlieflich wurde, nach Aufsuchen eines geeigneten
GefaBes (Abb. 8A), der Quecksilberstrahler aktiviert, um iiber phototoxische Gefal3verlet-
zung eine Thrombusbildung im Gefil} zu provozieren (Abb. §B).

A B

—~

O05-i2 12253 02 68 —~

O5- 12 12253740 44

Abbildung 9: Intravitalmikroskopie. A: Es wurde ein geeignetes Gefdll unter Durchlicht aufge-
sucht. B: Danach erfolgte die Injektion des Fluoreszenzfarbstoffes sowie die Anregung dieses Farb-
stoffes mittels Photonenenergie.
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4.1.1.1 Thrombozytenadhision — ,,Onset*

Die Bindung der Thrombozyten an die durch Phototoxizitdt geschddigte Gefalwand wurde
als Onset bezeichnet (Abb. 9A). Dies stellte den Beginn der Thrombusbildung dar. Der
genaue Ablauf und beteiligte Rezeptoren wurden unter /./.5 eingefiihrt. Untersucht wurde
die Zeit bis sich die Thrombozyten — nach Provokation eines Endothelschadens mittels
Photoenergie — an die GefdBwand anhefteten und somit die Thrombusbildung einleiteten.
Bei allen untersuchten Tieren zeigte sich fiir das Auftreten eines Onsets (Onset rate Kon-
trolle vs. IgM: 100% vs. 100%, p > 0,05) kein Unterschied zwischen den Gruppen. Die Zeit
bis zum Onset war in beiden Gruppen dhnlich (Onset time Kontrolle vs. IgM: 3,8min +
1,4min vs. 4,4min £ 1,4min; Mittelwert £ SEM, p > 0,05) (Abb. 9B).

A B

Zeit bis Onset

[min]
£
L

O5- 12 12157 2h8k Kontrolle IeM

Abbildung 10: Beginn der Thrombusbildung, ,,Onser. A: Der Onset wird als Beginn der
Thrombusbildung bezeichnet, am Oberrand und Unterrand des abgebildeten Gefa3es ist eine Adha-
sion der Thrombozyten und beginnender Thrombus zu sehen. B: Gemessen wurde die Zeit zwi-
schen Beginn der Aufzeichnung und sichtbarem Beginn der Thrombusbildung. Es zeigte sich kein
Unterschied im Onset zwischen den beiden Gruppen (n(Kontrolle) = 5, n(IgM) = 5; p > 0,05; two-
tailed Mann-Whitney U Test). Ein Onset zeigte sich in jedem untersuchten Gefal.

4.1.1.2 Vollstindiger GefiBlverschluss —,,Occlusion*

Die konstante Anregung der Thrombozyten durch FITC-Dextran fiihrte zur Rekrutierung
weiterer Thrombozyten und Bildung eines Thrombus, welcher das gesamte Gefdll ver-
schloss (Occlusion). Gemessen wurde die Zeit von Beginn des Versuchs bis zur Occlusion

des Gefales.
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Zeit bis zu finalem GefiaBverschluss

207

T

05-12 130221078 Kontrolle IgM

Abbildung 11: Vollstindiger Gefidflverschluss, ,,Occlusion. A: Vollstindige Thrombosierung
des GefiBes durch permanente Thrombozytenaktivierung und -rekrutierung. B:Es wurde die Zeit
gemessen, bis der Blutfluss durch die Okklusion komplett zum Stehen kam (Occlusion). In beiden
Gruppen zeigte sich ein rascher GefaB3verschluss in jedem der untersuchten Gefafle. Signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen zeigten sich nicht (n(Kontrolle) = 5, n(IgM) = 5; p > 0,05;
two-tailed Mann-Whitney U Test).

Die genauen Mechanismen wurden in der Einleitung unter /./.6 erldutert. Alle untersuchten
GefaBe zeigten eine vollstindige Occlusion (Abb. 10A). Die Zeit, die verging, bis das Ge-
faB komplett verschlossen war, unterschied sich zwischen den beiden Gruppen nicht we-
sentlich (Occlusion time Kontrolle vs. IgM: 13,1min £ 2,6min vs. 11,3min + 3,2min; Mit-

telwert £ SEM; p > 0,05) (Abb. 10B).

4.1.1.3 Mikrovaskulire Parameter

Als Kontrollparameter wurden der GefaBBdurchmesser, die Blutflussgeschwindigkeit und
die Fluoreszenzintensitit herangezogen (Tab. 7). Diese Parameter konnen die Thrombose-
bildung beeinflussen, daher wurde darauf geachtet, dass sie zwischen den Gruppen &hnlich

waren, um sie als Storgroflen ausschlieBen zu kdnnen.

30,2+ 3,3 2,6 £0,1 1880 =296
28,6 £ 1,8 24+0,1 1480+ 171
n.s. n.s. n.s.
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Tabelle 7: Mikrovaskulire Parameter der intravitalmikroskopischen Versuche. Es zeigten sich
in der Analyse keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf Gefda3durchmesser, Blutflussge-
schwindigkeit sowie Fluoreszenzintensitét. (Gefildurchmesser, Blutflussgeschwindigkeit und Fluo-
reszenzintensitit werden als Mittelwert + SEM angegeben; n(Kontrolle) = 5, n(IgM) = 5; p > 0,05;
two-tailed Mann-Whitney U Test)

4.1.1.4 Sonstige Parameter
Die Analyse des Gewichts und des Alters sind in Tabelle 8 dargestellt. Es zeigte sich kein

signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.

Gewicht (g) Alter (Wochen)
Kontrolle 31,8+3,0 19,8 +£4,9 (11 - 38)
IgM 26,8+ 1,4 16 £1,9 (11-19)
n.s. n.s.

Tabelle 8: Sonstige Parameter der Mausgruppen. Analysiert wurden das Gewicht und das Alter
der Mause. Hinsichtlich des Gewichts und Alters zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwi-
schen den Gruppen (Mittelwert = SEM; Gewicht: n(Kontrolle) = 5, n(IgM) = 5; Alter: n(Kontrolle)
=5, n(IgM) =4; p > 0,05; two-tailed Mann-Whitney U Test).

4.1.2 AID"vs. sIigM AID”bei niedriger Photointensitiit

Nachdem die Vorversuche mit Wildtypméusen (C57Bl6) bei hoher Photointensitédt keinen
Unterschied in der Thrombusbildung ergaben, wurden die Versuche im Cremastermodell
erneut durchgefiihrt. Diesmal wurden statt Wildtypméusen (C57B16) Knock-out Mause
verwendet. Diese Knock-out Miuse besaBen entweder nur IgM Immunglobuline (AID™")
oder keine Immunglobuline (sIigM AID™). Es wurde auBerdem die Lichtintensitiit auf ca.
ein Achtel der urspriinglich gewidhlten Intensitdt herabgesetzt, damit sich mogliche Effekte

deutlicher ausbilden konnten.

4.1.2.1 Beginn der Thrombusbildung — ,,Onset*

Im Auftreten eines Onsets zeigte sich kein Unterschied zwischen den antikorperdepletierten
Miusen (sIgM AID”") im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen (Onset rate AID™" vs.
C57BI6 vs. sigM AID”": 100% vs. 100% vs. 67%; p > 0,05) (Abb. 11A). Die Zeit bis zum

Onset (Onset time) war bei den antikorperdepletierten Mdusen jedoch signifikant verldngert

36



Ergebnisse

(AID”" vs. C57B16 vs. slgM AID”": 11,3min + 2,0min vs. 18,5min £ 6,0min vs. 44,8min +
9,2min; Mittelwert + SEM; p < 0,05) (Abb. 11B). Wenn ein Gefa3 nach 60 Minuten keinen

Onset zeigte, so wurde als Onsetzeit 70 Minuten eingetragen.
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Abbildung 12: Thrombusbildung (Onset). A: Es wurde die Zeit gemessen vom Beginn der Auf-
zeichnung bis zum Beginn der Thrombusbildung. Es kam zur gleichen Onsetrate zwischen den
Gruppen (n(AID*) = 6, n(C57BI16) = 6, n(sIgM AID") = 6; p > 0,05; Chi® Test). B: Die Zeit bis zum
Onset war bei den antikdrperdepletierten Mause signifikant verldngert. Die HyperlgM-Méause und
die Wildtyp-Miduse zeigten keine Unterschiede untereinander. (n(AID*) = 6, n(C57Bl6) = 6,
n(slgM AID") = 6; *p <0,05; **p <0,01; ANOVA on ranks)

4.1.2.2 Vollstindiger GefiBBverschluss — ,,Occlusion*

Es zeigte sich bereits bei der GefdlBverschlussrate der antikorperdepletierten Mause eine
signifikant niedrigere Rate (Abb. 12A), es kam in dieser Gruppe nach 60 Minuten zu keiner
einzigen Occlusion (AID”" vs. C57BI6 vs. sigM AID™: 83% vs. 67% vs. 0%; p < 0,01).
Betrachtete man die Verschlusszeiten, so sah man einen signifikanten Unterschied der sigM
AID”" Miuse zu den Miusen mit Antikdrpern, egal ob Wildtyp (C57B16) oder HyperlgM-
Typ (AID”), wobei der Unterschied zwischen AID”~ und sIgM AID” am groBten war
(AID”" vs. C57B16 vs. sigM AID”": 33,7 + 7,7min vs. 51,3 + 6,7min vs. >60,0min; Mittel-
wert = SEM; p < 0,01). Die AID”~ Miuse zeigten in diesem Modell die schnellste Occlusi-
on (Abb. 12B), wobei der Unterschied zur Wildtyp Kontrolle nicht signifikant war.
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Abbildung 13: Vollstindiger Gefifiverschluss, ,,Occlusion®. A: Es wurde die Zeit gemessen, bis
das Gefal vollstidndig thrombosiert war. Falls es nach 60 Minuten keine Thrombose gab, wurde der
Versuch beendet. Es konnte in der Gruppe der sigM AID* Méuse kein vollstandiger Gefaliver-
schluss beobachtet werden (n(AID*) = 6, n(C57B16) = 6, n(sIgM AID*) = 6; **p < 0,01; Chi? Test).
In den anderen beiden Gruppen unterschied sich die Rate der GefaBverschliisse nicht voneinander.
B: Bei der Zeit bis zum finalen Gefalverschluss zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen
der slgM AID” Gruppe und den anderen beiden Gruppen. Die C57Bl6 und AID* Gruppe unter-
schieden sich nicht voneinander (n(AID") = 6, n(C57B16) = 6, n(sIgM AID*) = 6; *p < 0,05; **p <
0,01; ANOVA on ranks).

4.1.2.3 Mikrovaskulire Parameter

Um Effekte der mikrovaskulidren Parameter auf die Ergebnisse in Abb. 12 auszuschlieBen,
wurden diese zwischen den Gruppen verglichen. Hierbei zeigten sich konstante Werte so-
wohl fiir den Durchmesser des Gefal3es als auch fiir die Blutflussgeschwindigkeiten und die
Fluoreszenzintensitdten in allen drei Gruppen. Es kann daher angenommen werden, dass

diese Parameter die Ergebnisse nicht beeinflussten.

Gefafldurchmes- | Flussgeschwindig- | Fluoreszenzintensitit

ser (um) keit (mm/s) (AU)

AID™ (n = 6) 32,6+ 0.8 2,4+0,1 1550 + 138
C57BI6 (n = 6) 352 42,0 2,6+02 1533 + 233
sIgM AID™ (n = 6) JRENEIIC 2,5+0,1 1717 £ 178

n.s. n.s. n.s.

Tabelle 9: Mikrovaskulire Parameter der intravitalmikroskopischen Versuche. Zum Anfang
des Versuchs wurden die mikrovaskuldren Parameter bestimmt. Es zeigten sich in der Analyse kei-
ne signifikanten Unterschiede innerhalb der drei Gruppen in Bezug auf GefiBdurchmesser, Blut-
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flussgeschwindigkeit sowie Fluoreszenzintensitit. (Mittelwert £ SEM; n(AID*) = 6, n(C57Bl16) = 6,
n(slgM AID") = 6; p > 0,05; Kruskal-Wallis Test).

4.1.2.4 Sonstige Parameter
Aufgefiihrt sind das Gewicht und das Alter. Es zeigte sich hinsichtlich des Gewichts inner-

halb der Gruppen kein signifikanter Unterschied. Das Alter der Tiere lag zwischen 12 und
41 Wochen.

_ Gewicht (g) Alter (Wochen)
AID” (n = 6) 3142 12-33

C57BI6 (n = 6) 28+ 1 12-19
sIgM AID”- (n = 6) p2LEa0 19 - 41

n.s.

Tabelle 10: Sonstige Parameter der Mausgruppen. Analysiert wurden Gewicht und Alter der
Mause. Hinsichtlich des Gewichts zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Grup-
pen. (Mittelwert = SEM; n(AID*) = 6, n(C57Bl6) = 6, n(sIgM AID*) = 6; p > 0,05; Kruskal-Wallis
Test). Das Alter lag in den angegebenen Bereichen. n(AID*) = 6, n(C57Bl6) = 6, n(sIgM AID) =6;
p < 0,05, unkorrigierter Dunns Test).

4.1.3 Blutwerte

Nach den in-vivo Versuchen folgte eine Blutanalyse der jeweiligen Miuse mithilfe des
IDEXX ProCyte Dx Hematology Analyzers. Hierbei wurden Thrombozytenzahl, MPV
(Mean Platelet Volume), PDW (Platelet Distribution Width), Erythrozytenzahl, Himoglo-
bingehalt, Leukozyten- und Neutrophilenzahl bestimmt. Die Thrombozytenzahl sollte aus-
schlieBen, dass mogliche Unterschiede in der Thrombusbildung aufgrund unterschiedlicher
Thrombozytenzahlen im Blut entstanden. Die Thrombozytenzahl zeigte jedoch keine signi-
fikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, ebenso wenig das mittlere Thrombozytenvo-

lumen (MPV) und die Thrombozytenverteilungsbreite (PDW) (Tab. 11).

_ Thrombozyten (K/pl) | MPV (1) PDW (f1)
AID™- (n = 2%) 799 + 71 6,0 + 0,1 72+0,1
C57BI6 (n = 4%) 635+ 207 72405 8,5+ 1,1 (n=3)

sIgM AID”- (n =5) BERIESES 6,2+0,2 7,3+£0,2
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Tabelle 11: Thrombozytenzahl, MPV, PDW. Es wurden die Thrombozyten nach Durchfiihrung
der Versuche untersucht. Hier variierte die Probenanzahl zwischen den Gruppen, da nicht fiir jedes
Tier Blut gewonnen werden konnte. Es zeigte sich insgesamt kein Unterschied zwischen den Grup-
pen. (Mittelwert £ SEM; n(AID*) = 2, n(C57B16) = 4, n(slgM AID*) = 5; p > 0,05; ANOVA on
ranks). *Daten nur fiir n = 2 bzw. n = 4 verfiigbar.

Die Erythrozytenzahl war in allen Gruppen édhnlich, das Himoglobin (Hb) bei den sIgM
AID”" M#usen war etwas niedriger als bei den Wildtypmiusen (Tab. 12).

_ Erythrozyten (M/pl) Hiimoglobin (g/dl)
AID”- (n = 2%) 10,2+0,9 14,7+13
C57BI6 (n = 4%) 10,8 £0,2 155+0,3

sIgM AID™- (n=5) PEESl] 13,5+0,7

Tabelle 12: Erythrozytenzahl und Hb-Wert. Die rote Zellreihe wurde auf den Himoglobingehalt
und die Erythrozytenzahl untersucht. Hierbei zeigte sich der Hb der sIigM AID* Méuse vermindert,
die Erythrozytenzahlen unterschieden sich nicht wesentlich. (Mittelwert + SEM; n(AID") = 2,
n(C57BI6) = 4, n(sIgM AID*) = 5; p > 0,05; ANOVA on ranks). *Daten nur fiir n =2 bzw. n=4
verfiigbar.

In der weiBen Zellreihe fiel auf, dass die sigM AID”" Miuse zwar keine verminderten Leu-
kozyten jedoch signifikant weniger neutrophile Granulozyten im peripheren Blut als die
Wildtypméuse aufwiesen (Tab. 13). Die Literatur liefert bisher keine Hinweise darauf, dass
niedrige Neutrophilenzahlen typisch fiir diese Knockout-Méuse sind.

_ Leukozyten (K/pl) Neutrophile Granulozyten (K/ul)
AID”- (n = 2%) 6,1 £0,1 3,1+£0,1

C57BI6 (n = 4%) 7,2+0,7 4,1+0,8
P N DGR 4.5+ 1,0 1,8+0,3
n.s. p <0,05

Tabelle 13: Leukozyten- und Neutrophilenzahl. Die Leukozytenzahlen unterschieden sich nicht
(p > 0,05; ANOVA on ranks), es zeigte sich jedoch eine verminderte Anzahl an neutrophilen Gra-
nulozyten in der sigM AID”- Gruppe verglichen mit der Gruppe der Wildtypmause. (Mittelwert +
SEM; n(AID*) = 2, n(C57B16) = 4, n(sIgM AID") = 5; p < 0,05; ANOVA on ranks). *Daten nur
fiir n = 2 bzw. n = 4 verfligbar.
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4.2 Thrombozytenfunktion in der fetalen Maus nach IgM-Injektion

Nachdem in den Versuchen mit adulten Knock-out Miusen ein Effekt von Antikdrpern auf
die Thrombusbildung gezeigt werden konnte, sollte dies im fetalen Modell der Dottersack-
mikrozirkulation gepriift werden. Die Antikorperspiegel im Feten gleichen am ehesten de-
nen der sIgM AID”" Maus, sodass anzunehmen wire, dass eine Erhéhung der IgM-Spiegel
durch Injektion eine Verbesserung der Thrombozytenfunktion bewirken kann. Dies wurde

im Folgenden untersucht.

4.2.1 Beginn der Thrombusbildung in IgM-behandelten Feten

Nach Injektion des Fluoreszenzfarbstoffes und Bestimmung der mikrovaskuléren Parameter
wurde der Versuch durch die dauerhafte Bestrahlung des Gefilles gestartet. Es wurden die
Zeit bis zum Beginn der Thrombusbildung und die Anzahl der Gefdle, bei denen die
Thrombusbildung beobachtet wurde, analysiert. Es zeigte sich hier kein signifikanter Un-
terschied, weder bei der Verschlussrate (Onset rate Kontrolle vs. IgM: 80% vs. 40%; p >
0,05) noch bei der Zeit bis zum Beginn der Thrombusbildung (Onsetzeit Kontrolle vs. IgM:
26,2min £ 11,7min vs. 52,8min + 10,8min; Mittelwert + SEM; p > 0,05; Mann-Whitney U
Test; n(Kontrolle) = 5; n(IgM) = 5). (Abb. 13). Wenn nach 60 Minuten kein Onset stattge-
funden hatte, wurde als Onsetzeit 70 Minuten gewahlt.
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Abbildung 14: Beginn der Thrombusbildung (Onsef). A: Bei der in-vivo light-dye Schadigung
fetaler DottersackgefdBBe zeigte sich kein signifikanter Unterschied bei der Rate der Thrombusbil-
dung (Kontrolle vs. IgM: 80% vs. 40%; n(IgM) = 5; p > 0,05; Exakter Test nach Fischer). B: Die
Zeit bis zum Beginn der Thrombusbildung (Onser) war ebenfalls in beiden Gruppen dhnlich (Kon-
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trolle vs. IgM: 26,2min + 11,7min vs. 52,8min + 10,8min; Mittelwert £ SEM; n(Kontrolle) = 5;
n(IgM) = 5; p > 0,05; two-tailed Mann-Whitney U Test).

4.2.2 Gefilokklusion bei IgM-behandelten Mausfeten

Wie bereits im adulten Modell beschrieben, flihrt die konstante Aktivierung der Throm-
bozyten letztendlich zum GefaB3verschluss. Dieser trat bei der Kontrollgruppe (NaCl) in 4/5
Gefdllen ein, nach IgM-Injektion in 2/5 GefdBlen (Occlusion rate Kontrolle vs. IgM: 80%
vs. 40%; p > 0,05; Exakter Test nach Fischer; n(Kontrolle) = 5; n(IgM) = 5). Die Zeit, die
verging, bis die Thrombozyten das Gefdll komplett verschlossen hatten (Occlusion time),
unterschied sich zwischen beiden Gruppen nicht signifikant (Occlusion time Kontrolle vs.
IgM: 31,4min £+ 10,4min vs. 57,6min + 8,6min; Mittelwert £ SEM; p > 0,05; Mann Whit-
ney U Test; n=15).
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Abbildung 15: Vollstindiger Gefiflverschluss (Occlusion). A: Bei der Anzahl an GefdBBen mit
finalem Verschluss konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (Kontrolle vs. IgM:
80% vs. 40%; n(IgM) = 5; p > 0,05; Exakter Test nach Fischer). B: Die Zeit bis zum vollstindigen
Verschluss des Gefdfles war in beiden Gruppen ebenfalls dhnlich (31,4 £ 10,4min vs. 57,6 +
8,6min; Mittelwert = SEM; n(Kontrolle) = 5; n(IgM) = 5; p > 0,05; two-tailed Mann-Whitney U
Test).
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4.2.3 Mikrovaskulire Parameter

Um die beobachteten Effekte in Relation setzen zu konnen, wurden die mikrovaskuldren
Parameter betrachtet. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Grup-
pen (p > 0,05), sodass davon auszugehen ist, dass die Versuchsbedingungen fiir beide

Gruppen gleich waren.

Gestations- Gefildurch-  Blutflussgeschwin-  Fluoreszenzin-

alter (d) messer (pum) digkeit (mm/s) tensitit (AU)
Kontrolle 5 159402  36,8+1,0 0,32 £ 0,06 10200 = 1240
IgM 5 15,5+0,3  40,0+2,7 0,56 +0,10 11400 + 1288
n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabelle 14: Mikrovaskulire Parameter der fetalen intravitalmikroskopischen Versuche. Es
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf Gestationsalter, GefdaBdurchmesser,
Blutflussgeschwindigkeit und Fluoreszenzintensitit. (Mittelwert + SEM; n(Kontrolle) = 5; n(IgM) =
5; p > 0,05; two-tailed Mann-Whitney U Test).

4.2.4 Sonstige Parameter

Die Feten wurden nach Beenden des Versuchs gewogen. Das durchschnittliche Gewicht der
Feten war in beiden Gruppen etwa gleich. Die Muttertiere hatten zwischen einem und 11

Feten, durchschnittlich 6 bzw. 7 Feten.

Gewicht Fetus (g) Anzahl Feten pro Muttertier ‘
Kontrolle (n=4*%) 0,57 +0,14 6+2
IgM (n = 4%) 0,57+0,18 7+1

n.s. n.s.

Tabelle 15: Gewicht und Anzahl der Feten. Das Gewicht und die Anzahl der Feten war iiber bei-
de Gruppen hinweg insgesamt konstant (n(Kontrolle) = 4; n(IgM) = 4; p > 0,05; two-tailed Mann-
Whitney U Test). *Daten nur fiir n = 4 verfiigbar.
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5 Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Immunglobuline, auch wenn sie bisher nicht mit
der Thrombozytenfunktion in Zusammenhang gebracht wurden, in der adulten Hdmostase
eine Rolle spielen. In den initialen Versuchen mit Wildtypmiusen im Cremastermodell
konnten wir keine Unterschiede in der Thrombusbildung bei hoheren IgM-Spiegeln sehen.
Nach Modifikation der Versuchsbedingungen konnten wir bei Ig-defizienten Mausen einen
signifikanten Effekt auf die Thrombusbildung im Vergleich zu Wildtypmé&usen beobachten.
So kam es in den Méausen ohne jegliche Antikorper zu einer deutlich verminderten Throm-
busbildung verglichen mit Mausen, welche ausschlieBlich IgM oder normale Immunglobu-
linspiegel besallen. Dieser Effekt konnte fiir die Thrombusbildung in der fetalen Mikrozir-
kulation nicht beobachtet werden. Hier kam es nach Anheben der IgM-Spiegel zu keiner

schnelleren Thrombusbildung.

5.1 Diskussion der Tiermodelle
5.1.1 Ethische Aspekte

Tierversuche werden in der Allgemeinbevolkerung stark diskutiert und hiufig in Frage ge-
stellt [76], besonders jene Versuche, die mit dem Tod der Tiere enden. Noch kritischer als
Tierversuche an erwachsenen Tieren (in diesem Fall Mause) sind Versuche an fetalen Tie-
ren zu sehen, da es sich hierbei um ungeborenes Leben handelt. Weil ein Fetus nicht in der
Lage ist, sich selbst zu versorgen, geschweige denn zu schiitzen, ist er auf den Schutz und
die Fiirsorge von auBlen angewiesen. Derartige Versuche werden nicht leichtfertig durchge-
fiihrt und stellen eine moralische Belastung fiir den Durchfiihrenden dar. Der Experimenta-
tor befindet sich bei allen Tierversuchen in einem ethischen Spannungsfeld. Einerseits hat
er die Pflicht durch sein Wissen und seine Féhigkeiten menschliches und tierisches Leid zu
mindern, andererseits soll er selbst anderen Lebewesen kein vermeidbares Leid zufiigen
("Tierversuche in der Forschung", Deutsche Forschungsgemeinschaft, 2016). Fiir in-vivo
Versuche der Mikrozirkulation haben sich als Versuchstiere Mause als besonders geeignet
gezeigt. Damit die Tiere wihrend des Eingriffs keine Schmerzen erleiden, werden die Ex-
perimente, sowie die anschlieBende Totung der Tiere in der vorliegenden Arbeit, nur in
Narkose durchgefiihrt.
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Alle hier erwédhnten Tierversuche wurden erst nach Priifung weniger invasiver Alternativen
begonnen und durch die Regierung von Oberbayern genehmigt.

Letztlich sind Tierversuche aktuell leider unabdingbar und notwendig, um den lebenden
Organismus studieren und begreifen zu konnen, da komplexe physiologische Vorginge,
wie die fetale Himostase, in-vitro nur begrenzt untersucht werden konnen. Diese Erkennt-
nisse kommen der Patientenversorgung zugute und helfen, neue therapeutische Ansétze zu
finden. Solche Ansitze, wie auch in dieser Arbeit untersucht, bediirfen einer vorausgehen-
den Untersuchung am lebenden Organismus, andernfalls ist eine Anwendung am Menschen

moralisch nicht vertretbar.

5.1.2 Technische Schwierigkeiten im adulten Cremastermodell

Die Versuchsmethoden an der adulten Maus waren bereits etabliert und stellten kaum tech-
nische Schwierigkeiten dar. Bei der Anlage eines Gefa3zugangs kam es bei der zweiten
Testreihe (AID”" vs. C57BI6 vs. sigM AID™) vereinzelt vor, dass die A. carotis nicht kathe-
terisiert werden konnte. In diesen Féllen wurde auf die Anlage eines Schwanzvenenkathe-
ters ausgewichen. Der Schwanzvenenkatheter ist ein intravendser GefaBBzugang, welcher
eingebrachte Substanzen nach Passieren des Lungenkreislaufs in das arterielle System ver-
teilt. Die Lunge kann in diesem Fall als Filter fiir diese Substanzen agieren. In der besagten
Testreihe wurde als einzig relevante Substanz FITC-Dextran verwendet. Die Fluoreszenzin-
tensitdten waren bei Injektion liber die Schwanzvene gegeniiber der Injektion mittels Karo-
tiskatheter dhnlich, wie Messungen der Fluoreszenzintensitit belegen. Somit entstanden
offensichtlich keine relevanten Verédnderungen der Versuchsbedingungen durch die beiden

Applikationsarten.

5.1.3 Technische Schwierigkeiten im fetalen Dottersackmodell

Das fetale Dottersackmodell wurde bereits etabliert [36, 68] und ist ausgereift, dennoch
bestehen bei diesem Modell einige Schwierigkeiten, die zu benennen sind. Bei der Pripara-
tion des Dottersacks wurde dieser aus dem Mutterleib auf eine Petrischale ausgelagert.
Dadurch fiel die Kérperwiarme der Mutter weg und der Dottersack war der Raumluft ausge-

setzt. Damit der Dottersack warm blieb und nicht austrocknete, wurde er mit warmer Su-
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perfusionslésung in einem pH-gepufferten Milieu konstant warm und feucht gehalten. Inso-
fern wurde dadurch ein relativ konstantes Milieu wihrend des Versuchs aufrechterhalten.
Die Injektion von Fliissigkeit in den fetalen Kreislauf stellte eine akute Volumenbelastung
fiir den fetalen Kreislauf dar. Es wurde bei der Injektion daher darauf geachtet, langsam
und stetig das Volumen in das Gefdl3 einzubringen, ohne zu groflen Druck auszuiiben. An-
fangs wurden Tests mit verschiedenen Volumina durchgefiihrt und somit ein noch sicher

verabreichbares Volumen (maximal 15ul) bestimmt.

Bei der Mikroinjektion wurde das Gefall mit einer feinen Injektionskapillare punktiert und
somit ein Trauma gesetzt. Die darauffolgende Kauterisierung stellte ebenfalls ein Trauma
fiir das Gefdfl und den Dottersack dar. Um das Trauma moglichst gering zu halten, wurde
ein kleiner Seitenast eines GefaBles gewdhlt, der entfernt vom zu beobachtenden Gefal3 lag.

So waren die Folgen der Gefdaverodung gering.

Bei den in-vivo Aufnahmen sorgten die Atembewegungen und Uteruskontraktionen der
Mutter fiir Bewegungsartefakte bei der Videoanalyse. Damit sich das Bild nicht zu stark
bewegte und das GefaB3 nicht aus dem Fokus riickte, wurde eine Haltevorrichtung einge-
setzt, die iiber ein Deckglas Druck auf den Fetus ausiibt. Durch diesen Druck auf den Dot-
tersack wurden auch Dottersackgefde unter Umstinden komprimiert, was den Blutfluss
beeintrachtigen konnte. Eine moglich verminderte Blutflussgeschwindigkeit wiirde eine
vermehrte Thrombozyten-Endothelinteraktion begiinstigen. Da jedoch die gleichen Blut-
flussbedingungen fiir alle Tiere beobachtet wurden, konnten die Ergebnisse dennoch mitei-
nander verglichen werden.

Die Messung des Blutflusses erfolgte nach dem Experiment in der Analyse der Aufzeich-
nung, indem die zuriickgelegte Strecke der fluoreszierenden Mikrosphéren in einem defi-
nierten Zeitraum gemessen wurde. Dies stellte jedoch nur eine Momentaufnahme dar, spéa-
tere physiologische Anderungen des Blutflusses konnten nicht erfasst werden.

Sollte jedoch wihrend des Versuchs eine unphysiologische Verdnderung des Blutflusses —
z.B. pulsatil-stockend — auftreten, so konnte dies dank der in-vivo Mikroskopie ad hoc fest-

gestellt und das Gefdl aus der Analyse ausgeschlossen werden.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

Immunglobuline werden in der Literatur und in der klinischen Praxis immer wieder mit
thrombotischen Komplikationen in Zusammenhang gebracht, so wird die Thrombose als
schwerwiegende Komplikation der intravendsen Immunglobulingabe sogar als Warnhin-
weis auf der Verpackung genannt [65]. Bisher waren die genauen Mechanismen unbekannt.
Stark et al. konnten jedoch zeigen, dass IgM-Antikorper an den endothelialen Fcu-Rezeptor
binden und im deep vein thrombosis Modell (DVT-Modell) eine Thrombose initiieren kon-
nen (Stark et al., in Revision). Wahrend die Entschliisselung einiger Mechanismen der anti-
korpervermittelten Thrombose fiir neue Ansétze der Thromboseprophylaxe genutzt werden
konnen, bleibt offen, wie sich Antikorper auf die fetale Thrombozytenfunktion bzw.
Thrombogenese auswirken und ob sich daraus Ansdtze zur Pravention oder Therapie einer
intraventrikuldren Blutung bei Frithgeborenen ergeben konnen.

Margraf et. al beschrieben die Ontogenese der Thrombozytenfunktion und zeigten dort,
dass sie sich entsprechend ihrer Anforderungen und ihres Umfelds anpasst. So exprimieren
fetale Thrombozyten deutlich weniger Oberfldchenrezeptoren, wie z.B. Gplb, GpVI oder
Gpllb/Illa, reagieren schwécher auf Stimulierung durch z.B. Thrombin, Kollagen oder
Thromboxan A2 und weisen vermindertes spreading, als Zeichen der Aktivierung, auf.
Konnte bei in-vivo Versuchen eine Thrombose in der Mikrozirkulation provoziert werden,
so war die Thrombusstabilitit in jiingeren Feten vermindert, verglichen zu dlteren. Diese
eingeschriankte Thrombusbildung fetaler Thrombozyten steht im Gegensatz zu einem hy-
perkoagulablen Blutplasma, welches ultra-large vWF Multimere enthdlt und eine hohe
Viskositiat aufweist. So findet man eine balancierte Homdostase vor, welche eine iiber-
schieBende Thrombose verhindert und gleichzeitig auf Blutung reagieren kann, solange
sich der Fetus in der schiitzenden Umgebung des Mutterleibs befindet. [4] Zu einer Blutung
kommt es vor allem, wenn der Fetus den Mutterleib verldsst und die Himostase noch nicht
an die neuen extrauterinen Anforderungen angepasst ist.

Um den Effekt von IgM auf fetale Thrombozyten zu priifen, wéhlten wir das in 3.6.2 be-
schriebene intravitalmikroskopische light-dye injury Modell, welches fiir die Provokation
von Thromben in der Mikrozirkulation bereits etabliert wurde. Da es in diesem Modell fiir
die antikorpervermittelte Thrombose bisher keine Erfahrungen gibt, sollte erst gepriift wer-

den, ob man hier bei adulten Tieren einen dhnlichen Effekt beobachten kann, bevor fetale
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Versuche angestellt wurden. Die Versuchsergebnisse in der Mikrozirkulation des Cremas-
termuskels der adulten Maus bestitigen teilweise die neuen Erkenntnisse von Stark et al.,
die in der Makrovaskulatur erhoben wurden. Zwar konnte bei den Versuchen mit Wild-
typméusen nach Anhebung der IgM-Plasmaspiegel durch intravendse IgM-Injektion kein
Effekt beobachtet werden, dafiir zeigte sich eine signifikant schnellere und zuverléssigere
Thrombose bei den AID” Miusen verglichen zu den sIgM AID”- Miusen. Die Injektion
von IgM-Antikorpern hatte auf das fetale System keine prothrombogene Wirkung.

5.2.1 Thrombusbildung in der adulten Wildtypmaus nach IgM-Injektion bei hoher

Photointensitit

Die in-vivo Untersuchung der Thrombozytenfunktion in Abhingigkeit von einem erhdhten
IgM-Plasmaspiegel (durch Injektion) wurde mit einem Verfahren zur phototoxischen In-
duktion eines Endothelschadens und darauffolgender Thrombozytenaktivierung vorge-
nommen (light-dye injury model). Bei einer Serumkonzentration von 0,22 mg/ml in der
normalen Wildtyp-Maus wird durch die IgM-Injektion diese Konzentration ungeféhr ver-
doppelt. Trotz der Steigerung des IgM-Plasmaspiegels konnte bei den Versuchen kein Ef-
fekt gegeniiber den Kontrollmédusen beobachtet werden, weder bei der initialen Thrombus-
bildung noch bei der GefiaBokklusion. Dies kann mehrere Ursachen haben:

Einerseits wurde zwar die IgM-Konzentration deutlich gesteigert, andererseits wurde die
gesamte Ig-Konzentration nur minimal erhoéht. Moglicherweise reicht dieser Unterschied
nicht aus, um einen signifikanten Effekt beobachten zu konnen. Eine weitere mogliche Ur-
sache war die gewdhlte Photointensitéit. Diese war mdglicherweise zu hoch, als dass sich
ein Effekt bemerkbar machen konnte, da die Thrombozyten so stark angeregt wurden, dass
eine IgM-Konzentrationssteigerung bei einer sich rapiden entwickelnden Thrombose
(Okklusion im Schnitt innerhalb von 13 Minuten) keinen Benefit brachte. Thrombosen
werden geméal der Virchow schen Trias durch drei Faktoren begiinstigt; durch die Blutzu-
sammensetzung (Hyperkoagulabilitit), Endothelschaden und verminderte Blutflussge-
schwindigkeit (Stase) [77]. Das oben genannte DVT-Modell von Stark et al. beruhte auf
einer Verminderung der Blutflussgeschwindigkeit in der Vena cava inferior (Makrovasku-
latur) und wurde iiber 48 Stunden durchgefiihrt. Aufgrund des ausbleibenden Effekts in

unserem Modell war eine Modifikation der Versuchsbedingungen fiir weitere Versuche
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erforderlich, bei der die moglicherweise ursdchlichen Grofen (Photointensitdt und IgM-

Plasmaspiegel) verdandert wurden.

5.2.2 Thrombusbildung in der adulten Knock-out Maus bei niedriger Photointensi-

tat

Betrachtet man die Mechanismen der antikérperververmittelten Thrombose, so kann man
diese laut Stark et al. in zwei Phasen aufteilen: Die IgM-vermittelte Adhdsion und Throm-
bozytenaktivierung und die IgG vermittelte Aggregation. IgM bindet dabei an den endothe-
lialen Fcp Rezeptor, was dazu fiihrt, dass das Endothel dort vermehrt P-Selektin und vWF
auf seiner Oberfliche exprimiert. An diese konnen Thrombozyten dann {iber Gplb adhirie-
ren [78]. Sind Thrombozyten bereits aktiviert, so kann sich IgG iiber exponiertes Fibrin
oder Chondroitinsulfat A (CS-A) direkt an Thrombozyten anlagern und iiber Komplement-
aktivierung (Clq und C3) weitere Thrombozyten rekrutieren und aktivieren. Beide Anti-
korperklassen interagieren somit indirekt mit Thrombozyten (Stark et al., in Revision). Inte-
ressanterweise gibt es auf humanen Thrombozyten auch den FcyRIIA, welcher direkt an die
Fc-Region von IgG-Immunkomplexen bindet. Dies fiihrt u.a. zur Gpllb/Illa Aktivierung,
Aggregation und einer erhohten Sensitivitit fiir Thrombozytenagonisten und spielt vor al-

lem in der Infektabwehr eine Rolle [79].

Das Anheben der IgM-Plasmaspiegel bei adulten Wildtypméausen hatte in unseren vorange-
gangenen Versuchen (vgl. 4.1.1) keinen Effekt auf die Thrombusbildung in der Cremaster-
mikrozirkulation. Deshalb wurden die Versuchsbedingungen veridndert. Wir reduzierten
dabei die Photointensitét auf ein Achtel der urspriinglichen Intensitét. Zusétzlich verwende-
ten wir adulte Knock-out Miuse, AID”" und sIgM AID™", fiir welche bereits in Starks DVT-
Modell ein Effekt der [gM-Antikorper gezeigt werden konnte (Stark et. al, in Revision), um
eine groflere Differenz zwischen den IgM-Spiegeln zu erzielen. Es zeigte sich bei Abwe-
senheit von IgM-Antikdrpern (sigM AID™") eine deutlich verzdgerte Thrombusbildung und
ein ginzlich ausbleibender GefiBverschluss. Miuse mit Antikdrpern (AID”- und Wildtyp)
hingegen wiesen eine normale Thrombozytenfunktion auf, sowohl bei der initialen Throm-
busbildung als auch bei der finalen Gefdokklusion. Die HyperlgM-Maduse zeigten gegen-
iiber den Wildtyp-Méusen jedoch keinen signifikanten Unterschied in der Thrombusbil-
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dung und GefaBokklusion. Daraus lédsst sich ableiten, dass die Abwesenheit von Antikor-
pern im Blut im light-dye injury model einen negativen Effekt auf die Thrombozytenfunkti-
on hat, wihrend es keine Rolle spielt, welche Antikdrperklassen sich im Blut befinden, so-
lange die Menge ausreichend ist. In antikdrperdepletierten Mausen haben wir in 67% eine
Adhésion beobachten konnen, diese war stark verzogert, verglichen mit den iibrigen Grup-
pen, jedoch nicht vollstindig unterdriickt. Es ist davon auszugehen, dass IgM bei der
Thrombozytenadhdsion eine unterstiitzende Rolle einnimmt und hierbei nicht ausschliel3-
lich dafiir verantwortlich ist. Die sIgM AID” besitzen zudem keine IgG Antikérper, folg-
lich ist eine IgG-vermittelte Aggregation und Komplementunterstiitzung nicht moglich.
Dies ist passend zu unseren Ergebnissen, bei denen wir keinen Gefd3verschluss bei diesen

Maiusen beobachten konnten.

Es ist zu erwiihnen, dass die Neutrophilenzahlen und das Himoglobin in den sIlgM AID™
Maiusen verglichen zu den Wildtypmiusen erniedrigt waren, wenn auch beide Parameter
innerhalb des Referenzbereichs von Wildtypméusen liegen [80]. Da neutrophile Granulozy-
ten ebenfalls an der Thrombose beteiligt sind, konnte dies eine Verzerrung des Effekts her-
beigefiihrt haben; so werden Neutrophile fiir das Bilden von NETs benétigt, welche ein
zentraler Bestandteil der Immunthrombose sind. Es gibt in der Literatur Hinweise auf eine
verminderte Thrombusbildung bei Neutropenie. Dies macht sich durch ein geringeres
Thrombusgewicht bemerkbar, jedoch schiitzt Neutropenie nicht génzlich vor einem Gefal3-
verschluss [81]. Fiir NET-Bildung im Rahmen der antikérpervermittelten Thrombose sind
laut Stark et al. die Komplementfaktoren C1, C3 und C4 notwendig, welche erst durch IgG
aktiviert werden. In Abwesenheit von IgG ist also davon auszugehen, dass grundsétzlich
eine verminderte NET-Bildung erfolgt und die niedrigen Neutrophilenzahlen nicht urséach-
lich fiir den beobachteten Effekt sind, zumal da die Neutrophilen, bezogen auf die Refe-

renzwerte, nicht vermindert waren [80]. (Stark et al., in Revision)

5.2.3 Thrombusbildung im murinen Fetus und neonatale Immunthrombose

Die fetale Thrombozytenfunktion wurde im verwendeten Tiermodell bereits von Margraf et
al. [36] in-vivo untersucht. Dort konnte gezeigt werden, dass die Fahigkeit der Thrombus-

bildung mit dem Gestationsalter stetig zunimmt. Dies kommt, neben einem Anstieg der
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Thrombozytenzahl, durch eine gesteigerte Expression von relevanten Oberflachenrezepto-
ren und die Reifung der intrazelluldren Signalwege zustande [4]. Reife Neugeborene haben
im Vollblut sogar eine verkiirzte Blutungszeit im PFA-100 System, verglichen zu Erwach-
senen. Dies wird mit den bereits gereiften Thrombozyten und den prokoagulatorischen Ei-
genschaften des neonatalen Plasmas begriindet. Diese Eigenschaften kommen u.a. durch
einen hoheren Hamatokrit, erhohte vWF-Spiegel sowie dem hauptsdchlichen Vorkommen
von ultra-large vWF zustande [33].

Im fetalen Thrombosemodell wurde versucht, die Thrombozytenfunktion zu beeinflussen,
indem die Plasmazusammensetzung veridndert wurde. Dafiir wurden unspezifische IgM-
Immunglobuline intravends verabreicht, um die IgM-Plasmaspiegel im Feten zu heben.

Die Kontrollgruppe, welcher physiologische Kochsalzlosung statt IgM injiziert wurde,
zeigte ein dhnliches Thrombozytenverhalten, wie bereits Margraf et al. fiir Feten des Alters
E14.5-E16.5 gesehen haben [36]. Es wurde eine Gruppengrofle von jeweils n = 5 gewihlt.
Anders als im adulten Modell konnte in der Gruppe der IgM-behandelten Feten keine ge-
steigerte Thrombosebildung beobachtet werden. Im Gegenteil, es zeigte sich sogar eine
tendenziell (unsignifikant) schlechtere Thrombozytenfunktion, sowohl in Bezug auf die
Thrombusbildung als auch die Okklusion. Dies wirft einerseits die Frage auf, wieso die
IgM-Antikorper keinen prothrombotischen Effekt auf die fetale Himostase ausiiben; ande-
rerseits, weshalb sich hier ein nicht signifikanter Trend abzeichnet, welcher vorgibt, IgM-
Injektion wiirde die Thrombozytenfunktion im Feten inhibieren.

Stark et. al zeigte, dass IgM-Antikdrper an den endothelialen FcpuR binden. Dies fiihrt dazu,
dass die Oberflichenexpression von vWF und P-Selektin aus den Weibel-Palade-Korpern
gesteigert wird, was die Adhédsion von Thrombozyten iiber GpIb an das Endothel begiins-
tigt. Zudem konnte gezeigt werden, dass Mduse ohne FcuR eine deutlich verminderte
Thromboseneigung haben, dhnlich wie antikdrperdepletierte Mause (Stark et al., in Revisi-
on). Fetale Thrombozyten haben bekanntermalBen sehr niedrige Gplb Expressionslevel,
selbst wenn man diese mit Thrombin stimuliert [36]. Es ist anzunehmen, dass dieser Me-
chanismus der vWF-vermittelten Thrombozytenaktivierung aufgrund der niedrigen Gplb
Expression nicht den erwarteten Effekt bringt. Zusitzlich stellt das fetale Plasma von
Grund auf eine hyperkoagulable Umgebung fiir Thrombozyten dar, sodass eine weitere
Stimulation durch vWF wenig Wirkung bréchte. Es ist auBerdem nicht bekannt, in welchem

Male der FcuR iiberhaupt auf fetalen Endothelzellen exprimiert ist, dies miisste in weiteren
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Schritten erforscht werden. Da IgM erst spit in der Gestation gebildet werden, kdnnte man
annehmen, dass bis dahin auch keine FcuR exprimiert werden und eine plotzliche Zugabe
von IgM keinen Effekt erzielen kann. Da IgM offensichtlich in der fetalen Hdmostase keine
unterstiitzende Rolle einnimmt, muss davon ausgegangen werden, dass eine Injektion ledig-
lich dazu fiihrt, dass das an sich schon hyperkoagulable Blutplasma durch die IgM-

Injektionslésung diluiert wird und somit die relative Konzentration des vWF abnimmt.

Betrachtet man nun die Blutflussgeschwindigkeit, welche laut Virchow neben der Blutzu-
sammensetzung und der Endothelstruktur eine Schliisselrolle bei der Thromboseentstehung
spielt, so kann man feststellen, dass sich hier ein reziproker Trend abzeichnet. Die Blut-
flussgeschwindigkeiten waren in der IgM-Gruppe nicht signifikant verdndert zur Kontroll-
gruppe, sodass nicht davon auszugehen ist, dass Veridnderungen der Blutstromung die
durch Ig hervorgerufene Thromboseneigung erkldren konnte.

Stark et. al zeigten fiir [gG eine wichtige Rolle in der Thromboseentstehung. IgG vermitteln
iiber Komplementaktivierung (C1q und C3) weitere Thrombozytenaktivierung und -aggre-
gation. Dabei bindet IgG iiber Fibrin und CS-A an aktivierte Thrombozyten. Gpllb/Illa
spielt fiir die Fibrin(ogen)bindung eine wichtige Rolle. Margraf et al. konnte jedoch zeigen,
dass im Feten die Konformationsdnderung hin zur high-affinity Konformation gestort ist
[4]. Betrachtet man die Komplementlevel im reifgeborenen Neonaten so findet man hier
verminderte Spiegel von Clq, C3 und C4. Die Bildung der Komplementfaktoren ist gesta-
tionsabhingig. Selbst bei Geburt findet man ein noch immatures Komplementsystem vor
[82, 83].

Es ist daher anzunehmen, dass die wechselseitige Beziehung zwischen IgG und dem Kom-
plementsystem in der fetalen Thromboseentstehung untergeordnet ist. Im Gegensatz zu
IgM befindet sich IgG der Mutter aufgrund der Plazentagéngigkeit im fetalen Plasma, wenn
auch in verminderter Konzentration [39]. Bezogen auf unsere Ergebnisse ist zumindest zu
erwdhnen, dass in allen GefdBlen, in denen eine Adhédsion von Thrombozyten (onsef) statt-
gefunden hat, nach gewisser Zeit auch ein vollstindiger Gefdverschluss vorlag. Dies steht
zumindest nicht im Widerspruch zu der Erkenntnis, dass IgG und Komplementfaktoren die
Aggregation und das Thrombuswachstum unterstiitzen. Inwiefern IgG und Komplement-
faktoren bei der fetalen Thrombusbildung wirklich eine Rolle gespielt haben, war nicht Teil

der Fragestellung und kann daher nur spekuliert werden.
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Betrachtet man die weiteren Mechanismen der Immunthrombose, so stellt sich die Frage,
wie sich diese in der fetalen Hamostase einordnen lassen. Ein wichtiger Treiber der Im-
munthrombose ist Gewebsthromboplastin TF, welcher den Startpunkt der extrinsischen
Gerinnung darstellt, indem er einen Komplex mit FVIla eingeht. Der TF findet sich auf
aktivierten Monozyten, Neutrophilen, Thrombozyten und Eosinophilen, wo er sich vorwie-
gend in inaktivierter Form findet. Aktiviert werden kann er durch Protein-Disulfid-
Isomerasen (PDI) [42]. In gesunden Reifgeborenen finden sich hohe Monozytenzahlen,
welche auf Stimulierung eine &hnliche TF-Expression wie beim Erwachsenen zeigen. Dies
wird als eine mogliche Erklarung fiir die verkiirzte clotting time bei Neugeborenen angese-
hen [84]. Bezogen auf die extrinsische Gerinnung, welche durch TF aktiviert wird, finden
sich verminderte Serumspiegel Vitamin K-abhingiger Gerinnungsfaktoren im reifen Neu-
geborenen. Diese steigen im Laufe der ersten Lebensmonate deutlich an [85], was trotz
erhohter TF-Expression fiir eine verminderte Potenz der extrinsischen Gerinnung spricht.

Ein weiterer wichtiger Effektor der Immunthrombose sind sogenannte NETs (siehe auch
1.4.2). Die Bildung von NETs wird NADPH-abhingig oder -unabhdngig, z.B. durch
Thrombozyten, getriggert [86, 87]. Nach in-vitro Stimulation mit pldttchenaktivierendem
Faktor (PAF), Lipopolysacchariden (LPS), Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA), E. coli
sowie Staphylococcus aureus konnte in frith- und reifgeborenen Neonaten nach einer Stun-
de keine NET-Bildung festgestellt werden [88], jedoch zeigte sich bei ldngerer Inkubation
nach 2-3 Stunden eine NET-Bildung, dhnlich wie bei Erwachsenen [89]. Da die Neugebo-
renensepsis hdufig einen foudroyanten Verlauf nimmt, ist die verzogerte NET-Bildung als
mitbeteiligt anzusehen. Nach Stimulation von Neutrophilen reifgeborener Neonaten mit [3-
Glucan and Candida albicans Hyphen bildeten sich NETs in weniger als einer Stunde [90].
Wichtiger thrombozytirer Trigger der NET-Bildung ist P-Selektin, welches an PSGL-1 auf
Neutrophilen bindet, zusitzlich ist das high mobility box group box I (HMGBI1) der
Thrombozyten an der NET-Bildung beteiligt [91, 92]. Beim murinen Feten sind die P-
Selektin Expression in Thrombozyten deutlich und die PSGL-1 Expression in Neutrophilen
leicht vermindert [4]. Fiir porzine, keimfrei gehaltene Frithgeborene konnten keine vermin-
derten HMGB1-Level gemessen werden, der HMGB1-Rezeptor RAGE (receptor for ad-
vanced glycation endproducts) war jedoch in diesen Tieren vermindert [93]. In humanen

Friihgeborenen konnten erhdhte (16sliche) RAGE Spiegel im Blut nachgewiesen werden
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[94]. Im Gegenzug konnen die Histone in den NETs weitere Thrombozyten iiber TLR2 und
TLR4 aktivieren. Es gibt keine Daten zur Expression der TLR in neonatalen Thrombozy-
ten. In neonatalen Neutrophilen ist die Expression von TLR2 &hnlich wie im Erwachsenen,
die TLR4 Expression ist vermindert, jedoch zeigten beide TLRs eine beeintrichtigte Sig-
nalkaskade nach Stimulierung [95].

Die Rolle der NETs — im Erwachsenen wie im Neonaten — in der Sepsis ist umstritten, da
eine Uberschieende NET-Bildung Thrombosen, Ischdmie und Gewebeschaden verursa-
chen kann [49], was die Organentwicklung des heranwachsenden Feten immens beeinflus-
sen wiirde und sogar zu einer erhohten Mortalitét fithren konnte. So konnten de Araujo et
al. im zokalen Ligations- und Punktions- (CLP) Sepsismodell durch die Verhinderung der
NET-Bildung im Neonaten mit dem neonatalen NET inhibitory factor (nNIF) dhnliches 6-
Tage Uberleben wie mit der Gabe von Meropenem (73% vs. 80%) erzielen, wohingegen
die Kontrollgruppe, welche weder nNIF noch Meropenem erhielt, ein 6-Tage Uberleben

von 0% hatte [96].

Es ist anzunehmen, dass die fetale Hdmostase nicht vollstindig ausgeriistet ist, eine Im-
munthrombose zu bilden. Da das Konzept der Immunthrombose neu und die Rolle der An-
tikorper in dieser Art der Thrombose noch nicht vollstindig geklért sind, lassen sich hier
nur Vermutungen anstellen, weshalb es im fetalen Kreislauf nicht zu einer Immunthrombo-
se kommt. Sicherlich tragen hierzu sowohl die eingeschrénkte Funktion von Plittchen und

von Neutrophilen bei [4, 97].

5.3 Klinische Bedeutung

Die vendse Thrombose ist mit jéhrlich geschétzt fast 690.000 neuen Féllen in Europa eine
weit verbreitete Krankheit, welche sich an jedem Ort der vendsen Zirkulation manifestieren
kann [98]. Besonders gefiirchtet ist die tiefe Beinvenenthrombose mit der Komplikation der
Lungenembolie [99]. Auch wenn die Risikofaktoren hierfiir schon weitgehend erforscht
sind und stetig neue prophylaktische Medikamente entwickelt werden, steigt die Inzidenz
der vendsen thrombotischen Ereignisse [100]. Obwohl auch das Immunsystem in der Ent-
stehung der Thrombose bekanntermalen eine Rolle spielt, sei es durch NETs oder andere

Neutrophilenfunktionen, wurden Antikorper hierbei bisher nicht beachtet [62]. In dieser
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Arbeit wurde aufgezeigt, dass das Vorhandensein von Antikorpern, beziechungsweise die
Abwesenheit dieser, eine signifikante Wirkung auf die Entstehung der Thrombose in der
adulten Mikrozirkulation der Maus hat. Aus dieser Erkenntnis ergeben sich moglicherweise
Hinweise, welche fiir neue Ansétze zur Thromboseprophylaxe im Menschen genutzt wer-
den konnen. Dabei ist es wichtig, die genauen Mechanismen herauszuarbeiten, um gezielt

auf beteiligte Rezeptoren einwirken zu kdnnen.

Bezogen auf die fetale Himostase konnte in den in-vivo Experimenten kein Zusammenhang
zwischen Immunglobulinen und Thrombose hergestellt werden. Im Hinblick auf hdmorrha-
gische Ereignisse des Neonaten, insbesondere die intraventrikuldre Himorrhagie, konnten
die in-vivo Versuche keine Hinweise fiir neue Therapiemdglichkeiten liefern. Bei fehlenden
Therapieoptionen steht weiterhin die Prévention durch die strikte Reduktion vermeidbarer

Risikofaktoren im Vordergrund.

5.4 Ausblick

Wir konnten in dieser Arbeit zeigen, dass Immunglobuline in der adulten Himostase eine
prothrombotische Rolle spielen, jedoch ohne die genauen Mechanismen zu kennen. Die
Arbeitsgruppe von Prof. Konstantin Stark widmete sich parallel dieser Fragestellung und
konnte zeigen, dass der endotheliale FcuR bei der [gM-abhingigen Thromboseneigung eine
wichtige Rolle spielt. Mit dem Wissen, dass Immunglobuline eine thrombogene Wirkung
haben, kann die bei der intravendsen Immunglobulintherapie (IVIG) hiufig beobachtete
Thrombose als keine zuféllige Nebenwirkung angesehen werden und wird zurecht mittels
Warnhinweis auf entsprechenden Produkten vermerkt [65]. Wir konnten keinen positiven
Effekt von Ig auf fetfale Thrombozyten aufdecken, zumindest nicht im verwendeten fetalen
Tiermodell, was dafiir spricht, dass die Immunthrombose aufgrund der eingeschrinkten
Funktion von Thrombozyten und Neutrophilen in der fetalen Hdmostase der Maus keine
Rolle spielt [4, 101]. Es miissen weitere Untersuchungen angestellt werden hinsichtlich der
FcuR-Expression im Fetus sowie der Interaktion von IgM mit dem fetalen Endothel. Zu-
satzlich miissen andere Anséitze verfolgt werden, mit dem Ziel, die fetale Thrombusbildung
zu unterstiitzen, sodass Blutungen, wie die [IVH, besser begrenzt werden konnen. Knupfer
et al. versuchten dies beispielsweise durch Gabe des aktivierten Faktors VII (aFVII) [102].
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Dabei muss in jedem Fall das delikate Gleichgewicht aus anti- und prothrombotischen Fak-
toren bei der fetalen Himostase beachtet werden. Denn eine iiberschieflende Hamostase,
wie sie beispielsweise bei Transfusion adulter Thrombozyten beobachtet werden kann,

bringt sehr wahrscheinlich mehr Schaden als Nutzen [4].
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6 Zusammenfassung/Schluss

Die fetale Himostase steht in einem sensiblen Gleichgewicht, bestehend aus hyporeaktiven
Thrombozyten und hyperkoagulablem Plasma. Dieses Gleichgewicht ist notwendig fiir die
Entwicklung des Feten, damit es weder zu Blutungen noch zur iiberschieBenden Hdmostase
kommt. Auch wenn adulte Thrombozyten bereits eingehend erforscht sind, ist die Regulati-
on fetaler Thrombozyten weiterhin nicht gut verstanden. Besonders in-vivo gibt es nur we-
nige Erkenntnisse. So ist die intraventrikuldre Blutung als Komplikation einer unreifen

Héamostase und eines fragilen GefaBBsystems zu sehen.

Eine konsequente Pravention durch Reduktion vermeidbarer Risikofaktoren, wie z.B. post-
nataler Transport, nicht abgeschlossene Steroidprophylaxe beim Frithgeborenen, Blut-
druckunregelméaBigkeiten, Hypokapnie, Hypothermie oder Infektion, ist weiterhin die er-

folgreichste Mafinahme zur Reduktion der IVH-Inzidenz [103].

Die Therapie der IVH spielt dabei eine untergeordnete Rolle. Insbesondere die Transfusion
adulter Thrombozyten stellt keine gute Losung dar, da diese hdufig mit einem schlechten
outcome assoziiert ist und iliberschieBende Thrombozytenaktivierung hervorruft, wie tierex-
perimentell gezeigt wurde [4]. Die IVH weist - bei fehlenden guten Praventionsmoglichkei-
ten - bis heute eine hohe Morbiditit und Mortalitit auf [33]. Nachdem es Hinweise auf eine
thrombogene Wirkung von Antikdrpern im adulten Blut gibt, untersuchten wir nun in-vivo
die Funktion adulter und fetaler Thrombozyten in Abhédngigkeit von der IgM-Konzentration

im Blut.

In Vorversuchen mit dem light-dye injury Modell konnte bei adulten Wildtypmé&usen nach
IgM-Injektion keine verdnderte Thrombozytenfunktion in einem Thrombosemodell in der
Mikrozirkulation des Cremastermuskels nachgewiesen werden. Bei Versuchen mit adulten
Knock-out Miusen im gleichen Modell konnte bei niedrigerer Photointensitit gezeigt wer-
den, dass die I[gM-Konzentration die Thrombozytenfunktion beeinflusst. So korrelierte die
Thrombusbildung direkt mit der Konzentration von IgM.

Fiir die fetalen Versuche mit Wildtypfeten wurde ein bereits etabliertes fetales Thrombo-
semodell in Mikrogefdaen des Dottersacks in-vivo (ebenfalls ein light-dye injury Modell)
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gewidhlt. Interessanterweise lie3 sich hierbei der im adulten Modell beschriebene Effekt

nicht beobachten. So war die Thrombusbildung nach IgM-Injektion nicht verbessert.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit ein Einfluss von IgM-Antikorpern auf die
Thrombozytenfunktion adulter Miuse im Cremastermodell gezeigt werden. Eine dhnliche
Korrelation konnte fiir fetale Thrombozyten hingegen nicht hergestellt werden. Dies soll
Ansporn fiir weitere Forschung sein, die fetale Himostase zu beeinflussen und andere The-

rapieansétze zu priifen.
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