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l. Einleitung 1

|. EINLEITUNG

Fiir eine Reihe von Tumorerkrankungen stellt die vendse Thrombose und ihre Folgen
eine hiufige Komplikation mit hoher Mortalitat dar . Das groBte Risiko tragen
Patienten, die an Pankreaskrebs erkranken 1. Vom Tumor selbst abgesehen ist die
venése Thrombose in dieser Population die hiufigste Todesursache °. Auf welche Art
und Weise maligne Tumore in diesem MaRe prokoagulatorisch wirken, ist nach wie vor
unklar . Es bestehen jedoch deutliche Hinweise, dass Tissue Factor tragende
Mikropartikel, die von malignen Tumorzellen in die Blutzirkulation abgegeben werden,
eine Rolle im Pathomechanismus spielen 714 Diese Rolle weiter aufzukldren und
mogliche Unterschiede zur Immunzell-vermittelten, nicht-tumorassoziierten, venésen
Thrombose aufzudecken, ist Ziel der vorliegenden Doktorarbeit. Neue Erkenntnisse
sollen insbesondere durch die immunhistochemische Untersuchung von Thromben
gewonnen werden, die in einem Stenose-induzierenden Mausmodell unter Einfluss
von Tumormikropartikeln entstanden sind. Die Tumormikropartikel stammen dabei
von einem hochmalignen Adenokarzinom des Pankreas und wurden der Maus
intravends zugeflhrt. Als Vergleichsgruppe dienen Mause, die Blut-Mikropartikel
erhielten.

Die Erforschung der Thrombuskomposition soll in Zusammenschau mit
Thrombusinzidenz und Thrombusgewicht dazu beitragen, den Pathomechanismus der
tumorassoziierten vendsen Thrombose weiter aufzuklaren. Denn das detaillierte
Verstandnis hiervon bietet die Grundlage fiir neuartige medikamentdse Ansatze, die
zielgerichtet wirken und dadurch weniger Nebeneffekte, insbesondere geringere

Blutungsneigungen, aufweisen.

Il. GRUNDLAGEN

1. Venodse Thrombose

Die ventse Thrombose ist eine das vendse GefdalRsystem betreffende, multikausale
Erkrankung. Es kommt zur Bildung eines Blutgerinnsels mit partieller oder vollstandiger
Einengung einer tiefen, intrafaszialen Vene. Im betroffenen Abschnitt hat dies einen

geringeren oder unterbrochenen Blutfluss in Richtung Herz zur Folge *°.
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Postthrombotisches Syndrom, chronisch vendse Insuffizienz und Lungenembolie sind
wesentliche Komplikationen, wobei vor allem Letztere fiir die betrachtliche Mortalitat

der vendésen Thrombose verantwortlich ist 6.

1.1 Epidemiologie, Risikosituationen und -faktoren

In Europa erkranken pro Jahr 148 von 100.000 Einwohner an einer vendsen
Thrombose. Die Inzidenz ist mit zunehmendem Alter steigend und abhdngig vom
individuellen Risikoprofil 17-19,

Im gesunden Menschen herrscht ein Gleichgewicht zwischen Gerinnungsneigung und
Blutungsneigung. Dieses ist fein abgestimmt und mehrstufig kontrolliert. Bei gewissen,
zu Gerinnung neigenden Risikosituationen und -faktoren (Tab. 1) kann dieses

Gleichgewicht verschoben sein und zu vendser Thrombose fiihren.

Thrombophile Risikosituationen

Alter

Frihere Thrombose oder
Lungenembolie

Trauma, Operation
Tumorerkrankungen

Ubergewicht

Zentraler Venenkatheter, Vena-cava-
Filter

Akute interne Erkrankung (z.B. akuter
Herzinfarkt, Herzinsuffizienz,
respiratorische Insuffizienz,
Infektionen)

Bettlagerigkeit, Immobilisation,
Ldhmungen

Lange Reisen in vorwiegend sitzender
Haltung

Dyslipoproteindmie

Chronisch entziindliche
Darmerkrankungen

Nephrotisches Syndrom

Thrombophile Risikofaktoren

Prothrombin-G20210A-Mutation
Faktor-V-Leiden-Mutation
Protein-S-Mangel, Protein-C-Mangel
Antithrombinmangel
Lupushemmstoff
Hyperhomozysteindmie

hoher TAFI-Spiegel (»thrombin
activatable fibrinolysis inhibitor«)

hohe Plasmaspiegel der Faktoren VIII, IX
oder XI

Dysfibrinogenamie; Hyperfibrinogendmie

Plasminogenmangel
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e Intravendser Drogenabusus

e Tamoxifen; Thalidomid

e Chemotherapie

e Heparininduzierte Thrombozytopenie
Typ Il

e Kontrazeptiva, orale 0strogenhaltige
Hormonersatztherapie

e Schwangerschaft und Wochenbett

e Varizen, oberflachliche
Venenentziindung, Varikophlebitis,
Venenanomalien

e Behget-Krankheit

e  Myeloproliferative Syndrome

e  Paroxysmale nachtliche Hdmoglobinurie

Tabelle 1: Thrombophile Risikosituationen und -faktoren, modifiziert nach 2

1.2 Pathomechanismus

Der Berliner Pathologe Rudolf Virchow war durch seine Forschung im 19. Jahrhundert
wesentlich an der Erkenntnis beteiligt, dass vendsen Thrombosen eine Trias aus
verlangsamter Blutstromung, GefaBwandalteration und Verdanderungen in der
Blutzusammensetzung zu Grunde liegt 2122, Diese Trias, welche etwa 100 Jahre spater
als Virchow’sche Trias in die Medizingeschichte Einzug fand, hat zwar immer noch
Gultigkeit, das Verstandnis vom Entstehungsmechanismus ist heute jedoch wesentlich
detaillierter 23. Nichtsdestotrotz bedarf noch vieles weiterer Aufklarung. Das heutige
Verstandnis vom Pathomechanismus der vendsen Thrombosen ist fur diese
Doktorarbeit von Bedeutung und wird daher an dieser Stelle genauer dargestellt.
Bevor wesentliche Schritte im Detail aufgezeigt werden, soll die folgende Ubersicht fiir

eine erste Orientierung sorgen (Abb. 1).
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Stase/ Hypoxie
und oder Inflammation

Aktivierung
von intaktem Endothel

Ruhendes Endothel

Aktiviertes Endothel

Adhisionsproteine
Neutrophile
- -
/ Mikropartikel

Extrinsischer
Weg

PolyP NETS
hagny

Intrinsischer
Weg

Gemeinsame
Endstrecke

Abbildung 1: vereinfachte Ubersicht des Pathomechanismus der vendsen Thrombose, modifiziert
nach 24,25

Nach der heutigen Auffassung wird intaktes Endothel infolge von Flussreduktion, Hypoxie und/ oder
Inflammation aktiviert. Hierdurch werden Immunzellen und Thrombozyten adharent. Bei Monozyten
fUhrt diese Adhasion zu vermehrter Expression von Tissue Factor auf der Zelloberflache. Tissue Factor
aktiviert den extrinsischen Weg der Gerinnungskaskade und ist fiir die Thrombusentstehung von
entscheidender Bedeutung. Auch Mikropartikel, kleine Zellwandausstiilpungen von aktivierten oder
apoptotischen Zellen koénnen Tissue Factor auf der Zelloberfliche tragen und so die
Thrombusentstehung beglinstigen. Neutrophile Granulozyten tragen weniger durch Tissue Factor zur
Thrombusbildung bei. Sie sind fiir die Thrombusbildung vielmehr durch ihre Ausbildung von NETs
(Neutrophil Extracellular Traps) und einer daraus resultierenden Aktivierung von Faktor Xl wichtig.
Indem adhérente Thrombozyten zum einen inorganische Polyphosphate (PolyP) freisetzen 2° und zum
anderen mit myeloiden Leukozyten interagieren und so die NETs Bildung férdern, spielen auch sie eine
wichtige Rolle im Pathomechanismus der venésen Thrombose. Die Folge von Zelladhdsion und
Aktivierung der Gerinnungskaskade ist die Ausbildung eines Thrombus, der reich an quervernetztem
Fibrin, myeloiden Immunzellen, Thrombozyten und Erythrozyten ist.

1.2.1 Endothelaktivierung und Adhasion von Immunzellen und Thrombozyten

Intaktes Endothel kann infolge von Flussreduktion, Hypoxie und/ oder Inflammation
aktiviert werden 2728, Flussreduktion und ausgepragte Hypoxie sind beispielsweise an
Venenklappen, dem haufigsten Ausgangspunkt von vendsen Thrombosen, zu

beobachten 2°-33 (Abb. 2).
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Abbildung 2: Blutstromung und hypoxische Regionen im Bereich von Venenklappen, modifiziert nach
23,27

Die Folge einer verlangsamten Blutstrdmung sind nicht nur verminderte Scherkréfte und verlangerte
Kontaktzeit von prothrombotischen Substanzen mit der GefdBwand, sondern auch eine zunehmende
Entsittigung von Erythrozyten mit hieraus resultierender Hypoxie 23334 In Versuchen von Hamer et al.
konnte erstmals nachgewiesen werden, dass bei statischer Blutstrémung in den Taschen von
Venenklappen Hypoxie vorherrscht. Diese ist in blau dargestellt und steigt mit zunehmender Tiefe
innerhalb der Taschen 32. Die rot und gelb gestrichelte Linie soll die Aktvierung des Endothels in
vereinfachter Form darstellen, welche sich auf Grund von verlangsamter Blutstromung und Hypoxie in
diesen Bereichen entwickelt 23.

Infolge der Aktvierung werden antikoagulatorische Eigenschaften des Endothels
herunter und prokoagulatorische Eigenschaften hochgefahren. Auf
antikoagulatorischer Seite stehen Faktoren wie Heparin-dhnliche Proteoglykane, Tissue
Factor Pathway Inhibitor, Thrombomodulin und endothelialer Protein C Rezeptor 3°

(Abb. 3).
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Abbildung 3: Darstellung von antikoagulatorischen Faktoren auf der Oberfliche von Endothelzellen,
modifiziert nach 3¢

a) Heparin &hnliche Proteoglykane, welche die Wirkung von Antithrombin (AT) an Thrombin (T)
verstarken kénnen 3¢ b) Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) bindet abhingig von FXa kompetitiv den
Komplex aus TF und FVlla. Durch diese neutralisierende Bindung wird die Wirkung von Thrombin
limitiert 3. ¢) Thrombomodulin (TM) bindet einerseits Thrombin (T) und fiihrt so zu dessen Inhibierung,
andererseits wird in diesem TM-T Komplex die Thrombin abhdngige Aktivierung von Protein C um den
Faktor 1000 amplifiziert. Eine weitere Amplifikation erfahrt diese Aktivierung durch den endothelialen
Protein C Rezeptor (EPCR), der zu einer optimierten rdaumlichen Anordnung der Substrate fiihrt.
Aktviertes Protein C wirkt durch seine hochspezifische proteolytische Aktivitat fur FV/FVa und FVlila
antikoagulatorisch 38,

Auf prokoagulatorischer Seite finden sich Adhasionsproteine wie P-Selektin, E- Selektin
und von Willebrand Faktor (vWF). Dabei stammen P-Selektin und vWF vor allem aus
einer endothelialen Speicherform, den Weibel Palade Kérperchen 272940 |nfolge dieser
Adhasionsproteine kdnnen Immunzellen und Thrombozyten an das aktivierte Endothel

binden.

1.2.2 Adhasion und Stimulation von Monozyten

Monozyten binden Uber ihren PSGL-1 Rezeptor an P-Selektin auf aktivierten
Endothelzellen. Dies flihrt zur Produktion von inflammatorischen Zytokinen und

vermehrten Expression von Tissue Factor 274! (Abb. 4).
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Abbildung 4: Monozytdre und endotheliale Signalwege bei Hypoxie induzierter venéser Thombose,
modifiziert nach ¥

Monozyten und Endothelzellen werden durch intermittierende oder chronische Hypoxie aktiviert. ROS
(reaktive Sauerstoff Spezies), die entweder von NOX (NADPH Oxidase) oder Mitochondrien produziert
werden, nehmen dabei eine besondere Rolle ein. In Monozyten fiihren diese liber Sauerstoff abhdngige
Transkriptionsfaktoren wie HIF-1 (Hypoxia-Inducible Factor-1), EGR-1 (Early Growth Factor Response-1)
und NF-kB (Nuclear Factor-kB) zur Expression von TF (Tissue Factor) und Zytokinen wie NO (Stickstoff),
IL-1 (Interleukin-1), TNF (Tumor Nekrose Faktor) und VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). Neben
der prokoagulatorischen Wirkung von Tissue Factor resultiert hieraus eine weitere Aktivierung von
Endothelzellen sowie eine gesteigerte GefaBpermeabilitat. In Endothelzellen fiilhren ROS zum sofortigen
endothelialen Einbau von P-Selektin aus WPB (Weibel-Palade Korperchen) sowie Uber zuvor genannte
Sauerstoff abhdngige Transkriptionsfaktoren zur de novo Synthese von unter anderem P-Selektin und E-
Selektin 2. In vitro zeigte sich, dass Endothelzellen ebenfalls (iber ROS und EGR-1 zu einer vermehrten
de novo Synthese und Oberflichenexpression von Tissue Factor angeregt werden kénnen 4%, Die in
vivo Daten hierzu sind nicht eindeutig. Wobei unter schwerer Sepsis, Tumorbedingungen oder lokalen
Flussturbulenzen eine endotheliale Tissue Factor Expression beobachtet werden konnte 444>,

1.2.3 Tissue Factor

Tissue Factor (TF, syn. Gewebethromboplastin) ist ein transmembrandses
Glykoprotein, das als alternativ gesplicte Form (asTF) und als full length Tissue Factor
(fITF) existiert. Wahrend asTF fir die Gerinnung keine Rolle spielt, ist fITF fir die
Aktivierung der Gerinnungskaskade von entscheidender Bedeutung #°. Dartiber hinaus
hat fITF Einfluss auf Tumorwachstum, Inflammation und Angiogenese #’. Die
Bezeichnung Tissue Factor bezieht sich daher in der vorliegenden Doktorarbeit stets

auf fITF. Dieser kann in zwei Formen vorliegen, einer nicht oder kaum koagulatorischen
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(,crypted”) Form und einer koagulatorisch aktiven Form. In Ersterer findet er sich auf
der Oberflache von ruhenden, nicht stimulierten Zellen. In Letztere geht er erst durch
Stimulation Giber und erhilt so seine volle prokoagulatorische Aktivitat 8. Auch wenn
noch nicht abschlieRend geklirt ist, wie dieser Ubergang erfolgt, geht man am ehesten

von der Proteindisulfidisomerase (PDI) als entscheidenden Faktor aus 49°° (Abb. 5).

Koagulatorisch Koagulatorisch Koagulatorisch
inaktive Form aktive Form inaktive Form
Fvila Fvii
TF Disulfid- vy ah T

Isomersiation

Abbildung 5: Ubergang von koagulatorisch inaktivem Tissue Factor zu koagulatorisch aktivem Tissue
Factor — vermutlicher Mechanismus unter Einfluss von PDI, modifiziert nach %8

In einer Isomerisierungsreaktion durch das Enzym PDI wird die Thiol-Gruppe (-SH) in eine Disulfidbriicke
(S-S) umgewandelt. Dies fiihrt zu einer Konformationsanderung, welche die Bindung von FVlla erlaubt. 5!

PDI wird von aktivierten Thrombozyten und Endothelzellen gebildet und lasst sich auch
auf NETs nachweisen (Abb. X) 3. In der koagulatorisch aktiven Form bildet Tissue
Factor zusammen mit FVlla einen enzymatischen Komplex, der die Proteinsubstrate
FIX und FX aktiviert und damit die Gerinnungskaskade tiber den extrinsischen Weg in
Gang setzt *1. Tissue Factor wird konstitutiv an Zelloberflichen von unterschiedlichen
extravaskuldren Zellen, wie Fibroblasten, Perizyten und glatten Muskelzellen gebildet
>35> Tissue Factor liegt damit in GefaBwanden und um diese herum vor, so dass bei
Gefdllverletzung subendothelial unmittelbar ausreichende Mengen fir die
Gerinnungsaktivierung vorhanden sind. Intravaskuldar hingegen sind im gesunden
Organismus nur sehr geringe Mengen an Tissue Factor zu finden. Der grofite Teil
hiervon scheint auf Mikropartikeln von Thrombozyten und Monozyten, wie auch auf
Monozyten selbst vorzuliegen #’. Dabei gibt es keine Hinweise, dass der hier zu
findende Tissue Factor im gesunden Organismus hamostatisch wirksam ist 6. Unter

pathologischen Bedingungen lassen sich dagegen intravaskuldr signifikant erhéhte
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Mengen an koagulatorisch aktivem Tissue Factor finden. Zu diesen Bedingungen
zahlen kardiovaskuldare Erkrankungen, Inflammation, Sichelzellandmie, aber auch
Tumorerkrankungen 7%, Je nach pathologischem Stimulus kann Tissue Factor somit
auf Monozyten, Thrombozyten, neutrophilen Granulozyten, Endothelzellen oder
Tumorzellen zu finden sein 1. Dieser intravaskulare Pool an Tissue Factor kann deutlich
vergroBert werden, indem Zellen wie Monozyten und Tumorzellen Mikropartikel

bilden, die ebenfalls Tissue Factor auf der Oberfliche tragen 5293,

1.2.4 Mikropartikel

Mikropartikel sind kleine (100-1000 nm) vesikulare Membranfragmente, die sich von
der Plasmamembran aktivierter oder apoptotischer Zellen ablésen. Sie mussen von
Exosomen abgegrenzt werden, welche kleiner (50-100 nm) und endosomalen
Ursprungs sind . Die Oberfliche der Mikropartikel ist negativ geladen und reich an
anionischen Phospholipiden wie Phosphatidylserin und Phosphatidylethanolamin .
Zudem besitzen sie Oberflaichenrezeptoren und cytoplasmatische wie nukledre
Molekiile ihrer Mutterzelle. Dies erklart die unterschiedlichen Eigenschaften von
Mikropartikeln und erlaubt zudem eine Zuordnung zu ihren urspriinglichen Zellen.
Aktivierenden Einfluss auf die Blutgerinnung haben Mikropartikel vor allem durch ihre
Phospholipidkomposition und Tissue Factor auf der Oberflache. Einen Beitrag zur
Kommunikation zwischen unterschiedlichen Zellen leisten Mikropartikel, indem sie
Oberflachenrezeptoren, mRNA und micro RNA von ihrer Mutterzelle auf Zielzellen

Ubertragen kénnen. Damit wird ihnen auch eine Rolle bei Inflammation, Angiogenese

und Immunantworten zugesprochen 967 (Abb. 6).
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Abbildung 6: Mikropartikel in schematischer Darstellung, mit freundlicher Genehmigung von Dr. Irene
Schubert, LMU Miinchen

Mikropartikel mit cytoplasmatischen Bestandteilen, Phosphatidyl-reicher Oberflache, Tissue Factor
Rezeptoren der Mutterzelle

Im Blut von gesunden Menschen sind Mikropartikel in geringen Mengen zu finden.
Zunachst wurde beschrieben, dass die Uberwiegende Zahl von Thrombozyten
abstammt 8. Neuere Daten gehen jedoch von Megakaryozyten als Ursprung aus 689,
In deutlich gréBeren Mengen liegen Mikropartikel unter pathologischen Bedingungen
wie kardiovaskuldaren Erkrankungen, Inflammation, Diabetes mellitus oder
Tumorerkrankungen vor. Dabei koénnen sie von Monozyten, Thrombozyten,
neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten, Erythrozyten, Endothelzellen oder
Tumorzellen abstammen 7%72, Koagulatorisch aktiver Tissue Factor ist dabei vor allem
auf Mikropartikeln von Monozyten und Tumorzellen zu finden 7374, Die Mikropartikel
von Thrombozyten und Erythrozyten scheinen vor allem durch ihre Faktor Xll
Aktivierung fur die Thrombin-Generierung relevant zu sein 3.

Die besondere Rolle der tumorassoziierten Mikropartikel in Bezug auf den
Entstehungsmechanismus von vendsen Thrombosen ist Teil der vorliegenden
Doktorarbeit. Die bisherigen Erkenntnisse zu tumorassoziierten Mikropartikeln

werden daher unter dem eigenen Gliederungspunkt 2.2 im Detail dargestellt.
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1.2.5 Adhasion und Stimulation von neutrophilen Granulozyten

Wie Monozyten binden auch neutrophile Granulozyten tber PSGL-1 an P-Selektin auf
Endothelzellen 7>. Anders als bei Monozyten fiihrt diese Adhasion jedoch kaum zur
Expression von Tissue Factor. Und dennoch spielen sie eine wichtige Rolle im
Pathomechanismus der venésen Thrombose 3. Von Bruehl und Kollegen konnten in
einem Mausmodell mit Flussreduktion in der Vena cava caudalis zeigen, dass
neutrophile Granulozyten NETs (Neutrophil Extracellular Traps) ausbilden und
hierdurch zur Thrombusentwicklung beitragen (Abb. 7). NETs kdnnen einerseits an
VWF binden, TFPI Uber Neutrophilen Elastase abbauen und die stark durch
Thrombomodulin amplifizierte Protein C Aktivierung reduzieren 7¢7°, Andererseits
konnen NETs durch ihre negativ geladene Oberflache Faktor Xl aktivieren und so
direkten Einfluss auf die Stabilitdt des quervernetzten Fibrinnetzwerks nehmen 33,

Dabei scheint die Aktivierung von Faktor Xl weitestgehend unabhdngig von Faktor XI

der intrinsischen Gerinnungskaskade abzulaufen .

1.2.6 Adhasion und Interaktion von Thombozyten

Entgegen der friheren Auffassung spielen auch Thrombozyten im Pathomechanismus
der vendsen Thrombose eine wichtige Rolle. So binden sie nicht nur Gber ihren GPlba
Rezeptor an VWF auf aktiviertem Endothel, sondern rekrutieren Monozyten und
neutrophile Granulozyten zum wachsenden Thrombus, regen neutrophile
Granulozyten zur Ausbildung von NETs an, schiitten PDI aus und aktivieren Faktor XII

tber Polyphosphate (PolyP) (Abb. 7) >3,
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W Thrombozyten
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Abbildung 7: Zusammenwirken von Monozyten, neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten in der
Entstehung vendser Thrombosen, modifiziert nach 3!

1.2.7 Thrombus mit charakteristischer Komposition

Als Folge von beschriebener Zelladhdsion und Gerinnungsaktivierung entsteht ein
charakteristischer vendser Thrombus mit lamindrer Schichtung und weilen sowie
roten Arealen 273182  Dje roten Anteile entsprechen vor allem quervernetztem Fibrin
und darin eingefangenen Erythrozyten 8. Die weiRen Areale sind besonders reich an

Thrombozyten & (Abb. 8).

=Tay LN '

‘; Wand der Venenklappe
':yl' N .
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AL,

Rote Areale und -
Lammare Schlchtung

TS AT 7 e

Abbildung 8: Histologischer Schnitt einer Vene mitsamt Venenklappe in HE Firbung, modifiziert nach
27

A zeigt die Wand der Venenklappe zwischen luminaler und sinuidaler Seite. Im Venenklappen Sinus und
dem Lumen der Vene zeigt sich ein vendser Thrombus mit charakteristischer Komposition. B zeigt weilRe
Areale mit hoher Dichte an Thrombozyten. C zeigt neben der laminaren Schichtung aus kernlosen und
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kernhaltigen Bereichen auf rote Areale mit quervernetztem Fibrin und darin eingefangenen
Erythrozyten.

Dieser charakteristische Aufbau von humanen, nicht-tumorassoziierten venosen
Thrombosen zeigt sich auch in dem Mausmodell, das dieser Doktorarbeit zugrunde
liegt >3 (Abb. 9). In diesem erfolgt eine standardisierte Einengung der Vena cava
caudalis der Maus durch partielle Ligatur. Das Endothel bleibt dabei intakt, alleine der
Blutfluss ist reduziert. Indem auf diese Weise ein Milieu entsteht, das dem im Sinus
von Venenklappen gleicht, entwickelt sich ein Thrombus, der in kinetischen und
histologischen Merkmalen spontan entstehenden vendsen Thrombosen beim

Menschen entspricht >384,

a)

ssn|jn|g

Abbildung 9: Makro- und mikroskopische Ansicht eines venésen Thrombus 48 h nach Ligatur der
murinen Vena cava caudalis, mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Massberg und Dr.
Chandraratne, LMU Miinchen

a) Venoser Thrombus nach operativer Entnahme; b) Histologischer Langsschnitt in Hamatoxylin-Eosin
(HE) Farbung; gelbe Pfeile zeigen auf weiRe Areale mit hoher Dichte an Thrombozyten, griine Pfeile
zeigen auf rote Areale mit quervernetztem Fibrin und darin eingefangenen Erythrozyten, Querbalken:
Imm
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2. Venose Thrombose im Zusammenhang mit Krebserkrankungen

Nachdem vendse Thrombosen im Allgemeinen beschrieben und wesentliche Aspekte
des Pathomechanismus dargestellt wurden, soll nun auf venése Thrombosen speziell
bei Tumorerkrankungen eingegangen werden. Einer der Ersten, der das Auftreten
vendser Thrombosen in Verbindung mit Tumorerkrankungen brachte, war der
franzosische Arzt Armand Trousseau. Er beschrieb im Jahre 1865 einen

Zusammenhang von Magenkrebs und vendser Thrombose °.

2.1 Epidemiologie, spezielle Risikosituationen und -faktoren

Aus Studien mit Patientenkollektiven aus Amerika, Holland, Danemark und England
geht hervor, dass Krebspatienten im Vergleich zur Normalbevdélkerung ein 4- bis 7-
fach erhohtes Risiko haben, eine venése Thrombose zu entwickeln . Betrachtet man
den Anteil, den Patienten mit Krebserkrankung an der Gesamtmenge von Patienten
mit vendser Thrombose ausmachen, so betragt dieser etwa 15-20 % °. Abhingig von
der primdren Tumorerkrankung entwickeln etwa 4-20% der Krebspatienten eine
symptomatische venése Thrombose 2. Dabei ist die Inzidenz innerhalb der ersten
Monate nach Krebsdiagnose am hochsten 87, Bei aggressiven Tumoren, die friih
metastasieren und mit kurzer Uberlebenszeit assoziiert sind, ist das Risiko besonders
hoch #. Hierzu zahlen allen voran Tumore von Pankreas, Lunge und Magen . Des
Weiteren besitzen primadre Tumore von Gehirn, Niere und Ovar sowie Lymphome und
Myelome ein erhéhtes Risiko 8992, Insgesamt stellen venése Thrombosen und ihre
Folgen schwerwiegende Komplikationen bei Krebserkrankung dar. So haben sie nicht
nur Einfluss auf die Lebensqualitat, sondern sind auch zweithdufigste Todesursache
nach der Krebserkrankung selbst °. Bei Patienten mit Krebserkrankung liegen haufig
mehrere thrombophile Risikosituationen gleichzeitig vor. Hierzu zahlen chirurgische
Eingriffe, zentralvendse Katheter, Chemotherapie und Immobilisation bzw.
Bettldgerigkeit °3°*. Je nach Individuum liegen noch weitere Risikosituation und -
faktoren vor (Tab. 1). Abgesehen von den genannten Punkten stellt auch der Tumor an
sich einen bedeutenden Risikofaktor fiir das Auftreten von venésen Thrombosen dar
9, Dieses Risiko ist zum einen abhingig von der Art, der Lokalisation, der Histologie,
der Ausbreitung und dem zeitlichen Bestehen des Tumors 6%, Zum anderen ist es

davon abhangig, welchen Einfluss der Tumor auf den betroffenen Organismus hat und
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wie dieser hierauf reagiert °*. Obwohl der Zusammenhang von vendsen Thrombosen
und malignen Erkrankungen bereits im 19. Jahrhundert wahrgenommen wurde, sind

die molekularen und zellularen Mechanismen im Detail noch immer unklar.

2.2 Assoziation von Tissue Factor positiven Mikropartikeln und venésen Thrombosen

Auf der Suche nach speziellen Faktoren, die in Tumorpatienten vermehrt zu venoéser
Thrombose flihren, wurden in Forschungen der jliingeren Vergangenheit Mikropartikel
von Tumorzellen ausfindig gemacht, die koagulatorisch aktiven Tissue Factor auf der

Oberflache tragen (TF+ MP) (Abb. 10).

- Blut
é I Metastasierung |
Tumorzelle /

e

d Vendse
Monozyt —_— ““i“‘ —

Thrombose
' &7
Mikropartikel T

Tissue Faktor

‘ GefdaRwand

>
BlutgefiR Subendothelial
: =4

Endothelzelle

Abbildung 10: Tissue Factor positive Mikropartikel von Tumorzellen und Wirtszellen als mogliche
Trigger der tumorassoziierten vendsen Thrombose, modifiziert nach ?

Hinweise auf Tissue Factor als einen hierbei bedeutsamen Faktor ergaben bereits
Untersuchungen von Kakkar et al. aus dem Jahr 1995. Im Plasma von 106 Patienten mit
unterschiedlichen Tumorerkrankungen (davon 27 mit Pankreastumor) wurden im
Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich erhohte Plasmaspiegel an Tissue Factor und
Faktor Vlla gemessen. Faktor Xlla war lediglich bei Patienten unter Chemotherapie und

in fortgeschrittenem Krebsstadium leicht erhoht messbar 9. Auch in histologischen
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Untersuchungen von Pankreastumoren konnte die Expression von Tissue Factor
nachgewiesen werden. Im gesunden Pankreas hingegen war keine Expression von
Tissue Factor nachweisbar 1%,

Durch die Erkenntnis, dass Tumorzellen Tissue Factor tragende Mikropartikel bilden
konnen, wurde in zahlreichen Studien untersucht, ob diese in Verbindung mit der
Entstehung von vendsen Thrombosen bei Tumorpatienten stehen. In retrospektiven
Studien konnte gezeigt werden, dass Patienten mit Krebserkrankung im Vergleich zu
Gesunden hohere Plasmaspiegel an TF+ MP haben. Dabei ging aus den
Untersuchungen von Manly et al. hervor, dass bei Patienten, die an Pankreastumor
erkrankt sind, die héchsten Spiegel an TF+ MP vorlagen. Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass Patienten mit Krebserkrankung und vorliegender ventser Thrombose
(bzw. ihrer Komplikationen) hohere TF+ MP Spiegel haben als Krebspatienten ohne
vendse Thrombose bzw. ihrer Komplikationen 814, Die prospektive Studie von Khorana
et al.,, in die Patienten mit fortgeschrittenem oder metastasiertem Pankreastumor
eingeschlossen wurden, deutete ebenfalls auf die Assoziation von TF+ MP und vendsen
Thrombosen hin. Darliber hinaus gab sie Hinweise, dass erhohte Plasmaspiegel von
TF+ MP sogar einen pradiktiven Wert fiir das Auftreten von vendsen Thrombosen bei

101 Die kirzlich veréffentlichte,

Patienten mit Pankreastumor haben koénnen
prospektive Studie von Woei et al., in die zwischen den Jahren 2000 und 2009
Patienten mit der Diagnose Adenokarzinom des Pankreas eingeschlossen wurden,
zeigte, dass die Tissue Factor Aktivitat von Mikropartikeln im Plasma von Patienten mit
venoser Thrombose im Vergleich zu denjenigen ohne ventdse Thrombose deutlich
erhoht und dartber hinaus mit dem Ausmald von thromboembolischen Ereignissen,
Metastasierung und kiirzerem Uberleben korreliert war 102,

Damit liegen mehrfach Hinweise vor, dass TF+ MP von Tumorzellen eine wesentliche

Rolle im Entstehungsmechanismus von venésen Thrombosen einnehmen. Die starkste

Assoziation ist dabei fiir Pankreastumore zu finden >7:73:103,



lll. Zielsetzung 17

I1l. ZIELSETZUNG

Zahlreiche Studien zeigen auf, dass Tumormikropartikel wesentlich an der Entstehung
von vendsen Thrombosen bei Tumorpatienten beteiligt sind. Deren genaue Rolle im
Pathomechanismus ist jedoch nach wie vor unklar.

Die vorliegende Doktorarbeit soll vor allem durch die immunhistochemische
Untersuchung der Thrombuskomposition dazu beitragen, den Pathomechanismus von
Tumormikropartikel-assoziierter vendser Thrombose weiter aufzukldaren. Aktuell ist
weitestgehend unklar, ob die Mechanismen der tumorassoziierten vendsen
Thrombose denen der Immunzell-vermittelten, nicht-tumorassoziierten venosen
Thrombose gleichen. Pathomechanistische Unterschiede kénnten zu neuen
pharmakologischen Ansdtzen fiihren, die zielgerichtet Tumorpatienten vor vendsen
Thrombosen schitzen und im Vergleich zur aktuell Gblichen Prophylaxe mit weniger
nachteiligen Effekten einhergehen.

Die makroskopische und allem voran immunhistochemisch-mikroskopische
Untersuchung der Thrombuskomposition erfolgt an Thromben, die unter Einwirkung
von Mikropartikeln eines hochmalignen Adenokarzinoms des Pankreas im Stenose-
induzierenden Mausmodell entstanden sind. Die Analyse von zellularen und
molekularen Bestandteilen innerhalb des Thrombus soll zusdtzlich um eine
computerbasierte Methode zur quantitativen Bestimmung von Thrombozyten erganzt
werden. Mithilfe von Inhibierungs-, Knock-Out- und Zelldepletionsverfahren soll
aufgedeckt werden, welchen Einfluss GPlba, Thrombozyten, P-Selektin, neutrophile
Granulozyten, FXIl, TF auf Mikropartikeln sowie myeloider TF auf die
Thrombuskomposition haben. Schliefllich soll diese in Zusammenschau mit
Thrombusinzidenz und Thrombusgewicht Rickschlisse auf den Pathomechanismus
der Tumormikropartikel-assoziierten vendsen Thrombose zulassen und mogliche
Unterschiede zur Immunzell-vermittelten, nicht-tumorassoziierten  venodsen

Thrombose aufzeigen.
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IV. MATERIAL UND METHODEN

1. Mausmodell zur Induktion vendser Thrombosen mittels Flussreduktion

Das von Brihl et al. etablierte Mausmodell zur Erforschung von Pathomechanismen
vendser Thrombosen war auch Grundlage fir die Versuche der vorliegenden
Doktorarbeit >3#%. In diesem fihrt die Ligatur der Vena cava caudalis kaudal der
Mindung der Vena renalis sinistra, abhdngig von jeweiliger Standardisierung, zu einer
Flussreduktion von 70-80%. Die Seitendste bleiben dabei stets unangetastet. Tiere mit
Anzeichen fiir eine Blutung werden ausgeschlossen. Als Folge von verlangsamter
Blutstromung, Hypoxie und Endothelaktivierung entwickelt sich in etwa 60% Prozent
der Tiere innerhalb von 48 Stunden ein vendser Thrombus. Das Milieu, in welchem ein
Thrombus in diesem Mausmodell entsteht, dhnelt dem einer Venenklappe und vermag
daher replizierbar Thromben zu generieren, welche in zeitlichem Verlauf und
histologischem Aufbau dem Grof3teil spontan entstehender Thromben im humanen
Organismus entsprechen >3,

Mikropartikel wurden der Maus 6 und 18 Stunden nach Ligatur in die Vena coccygea
lateralis injiziert. 48 Stunden nach Ligatur wurde die Vena cava caudalis auf
standardisierte = Weise = entnommen. Im  direkten  Anschluss erfolgten
Gewichtsbestimmung und Einlage in ein longitudinal eréffnetes Stlick Plastikschlauch.
Dieses wurde mit Tissue Tek (Tissue-Tek O.C.T. Compound, Sakura, Alphen aan den
Rijn, NL) bedeckt und anschlieBend in flissigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur
weiteren Bearbeitung im Sinne der immunhistologischen Untersuchung wurden diese

bei -80° C gefrierkonserviert.

2. Versuchstiere

Bis auf die weiter unten beschriebenen genetisch verdanderten Tiere wurden alle
Experimente an C57BI/6 Wildtyp Mausen bzw. den in ihnen entstandenen Thromben
durchgefuhrt. Herkunft dieser Mduse war Charles River Laboratories. Das Alter der
verwendeten Versuchstiere lag zum Zeitpunkt der Experimente zwischen 10 und 14
Wochen. Samtliche Mause wurden unter speziell pathogenfreien Bedingungen

gehalten. Alle mit dieser Doktorarbeit verbundenen Tierversuche waren von der
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Regierung von Oberbayern gemall § 8 des Deutschen Tierschutzgesetzes genehmigt

(Aktenzeichen: 55.2-1-54-2531-144-08 und 55.2-1-54-2531-145-12).

IL4-R/Iba Mause konnten von Jerry Ware (Department of Physiology and Biophysics,
University of Arkansas for Medical Sciences, Little Rock, AR, USA) bezogen werden und
wurden wie von Kanaji et al. beschrieben generiert 1%, Bei diesen Tieren ist die
extrazelluldre Domadne des thrombozytdren GPlba durch die a-Untereinheit des
humanen IL-4-Rezeptors ausgetauscht. Auf diese Weise ist eine Interaktion mit vWF,
dem Hauptliganden von GPlba, verhindert %6197 Dariiber hinaus wurde beschrieben,
dass GPIba auch Bedeutung fir die Bindung an P-Selektin auf aktiviertem Endothel, fir
die Interaktion mit neutrophilen Granulozyten via MAC-1, als auch fir Interaktionen
mit Thrombin und Kininogen hat 1%, Demnach sind in diesen Versuchstieren auch

solche Bindungen und Interaktionen beeintrachtigt.

B6.129s7-Selp (tmi1Bay)/J, kurz SELP7- Mause wurden ebenfalls von Charles River
bezogen. Deren Generierung erfolgte wie von Mayadas et al. beschrieben 1. Bei
diesen Knock-Out Tieren fehlt der Adhdsionsrezeptor P-Selektin auf Thrombozyten und

Endothelzellen.

Low-hTF und HCV Mause wurden von Nigel Mackman (Department of Medicine,
University of North Carolina at Chapel Hill, Chapel Hill, USA) zur Verfligung gestellt und
waren wie in den zitierten Veroéffentlichungen generiert 19111 Low-hTF Mause
exprimieren keinen murinen Tissue Factor, besitzen jedoch gerade so viel humanen
Tissue Factor (etwa 1% an murinem Tissue Factor von Wildtyp Mausen), um nicht an
spontaner Blutung zu versterben. HCV Mause besitzen ebenfalls keinen murinen
Tissue Factor, haben jedoch auf Grund der vollstandigen genetischen Information fir
die Generierung von humanem Tissue Factor, bis auf fehlende kardiale Tissue Factor

Expression, keinen Mangel an humanem Tissue Factor 112,

Um LysMCre+ baw. Cre- TEflox/flox N5yse zu generieren, wurden LysM®® Mause aus dem
Jackson Labaratory mit TFo/flox M3usen von Nigel Mackman auf zuvor beschriebene

Art und Weise gekreuzt 13113 |n diesen speziellen Knock-Out Madusen kann mittels Cre
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Rekombinase die Expression von Tissue Factor in myeloiden Zellen ermdglicht oder

unterbunden werden 114,

3. Ursprung, Aufbereitung und Markierung der verwendeten Mikropartikel

Fir die Erforschung der Thrombuskomposition bei Tumormikropartikel-assoziierter

vendser Thrombose wurden Mikropartikel der L3.6pl Zelllinie ausgewahlt. Diese
entstammt einem humanen, hochmalignen Adenokarzinom des Pankreas 1*>. Neben
L3.6pl-MP wurden Mikropartikel aus Vollblut gesunder humaner Spender und
Mikropartikel der murinen KPC Zellinie eingesetzt. Bei KPC Mdusen handelt es sich um
einen genetisch veranderten Mausstamm. In diesem entwickelt sich spontan ein
Adenokarzinom des Pankreas, das in seinem genetischem Kompendium humanen

Adenokarzinomen des Pankreas dhnelt 116,

Samtliche Mikropartikel, die im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit zum Einsatz
kamen, wurden in der Arbeitsgruppe von Professor Bernd Engelmann am Institut flr

Laboratoriumsmedizin der Ludwig-Maximilians-Universitat wie folgt generiert:

Blut Mikropartikel stammten aus gespendetem Vollblut gesunder Menschen. Nach
Entnahme wurde dieses mit Citrat antikoaguliert und hierauf fir 15 min bei 160 x g
ohne Bremse zentrifugiert. Das zellfreie Plasma wurde zwei weitere Male bei 855 x g
fir 20 min ohne Bremse zentrifugiert. Um letztlich die Mikropartikel zu isolieren,
wurde der zuvor gewonnene Uberstand fiir 30 min bei 17740 x g ohne Bremse
zentrifugiert. Das die Mikropartikel enthaltene Pellet wurde in PBS resuspendiert.
AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der Proteinkonzentration mittels
kolorimetrischer Methode (Bio Rad - colorimetric protein assay). Angepasst an das
hieraus resultierende Ergebnis wurden die Mikropartikelsuspensionen zu Portionen a

150 pg Protein aufbereitet. Bei 8° C war eine Lagerung fiir ca. eine Woche moglich.

Um L3.6pl-MP und KPC-MP zu gewinnen, wurde der Uberstand aus den jeweiligen
Zelllinien je zwei Mal flir 20 min bei 1430 x g zentrifugiert. Der auf diese Weise
entstandene Uberstand wurde fiir 30 min bei 17740 x g ohne Bremse zentrifugiert. Das

weitere Vorgehen entsprach dem der Blut Mikropartikel Gewinnung.
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Um die Mikropartikel fiir die spatere immunhistologische Analyse sichtbar zu machen,
wurden diese vor Injektion mit DCF (5-(and-6)-carboxy-2',7'-dichlorofluorescein
diacetat) markiert. Das initial farblose DCF vermag es, in Zellen bzw. Mikropartikel zu
diffundieren. In Verbindung mit dort vorhandenen Esterasen kommt es zu einer
Deacetylierung, woraufhin eine griine Fluoreszenz bei einem Emissionsmaximum von
etwa 530 nm entsteht 17, Diese Markierung sah im Detail wie folgt aus: Lichtgeschiitzt
und unter Raumtemperatur wurde das Pellet in PBS Suspension fir 2 min mit 5 pl
einer 4,48 mM DCF- Losung inkubiert. Nach Waschung mit PBS erfolgte eine 30-
minutige Zentrifugation mit 17440 x g. AbschlieRend erfolgte die Resuspension in 200

ul sterilem NaCl.

4. Antikérper und Inhibitoren

Die im Folgenden aufgefiihrten Antikérper und Inhibitoren wurden in Versuchen mit
C57/Bl6 Wildtyp Mausen angewandt.

Die Depletion von neutrophilen Granulozyten erfolgte mittels Anti-Maus Ly-6G
Antikorper (5 mg/kg KG; rat anti-mouse Ly-6G, clone 1A8, eBioscience), die von
myeloiden Leukozyten mittels Anti-Maus Gr-1 Antikérper (5 mg/kg KG; rat anti-mouse
IgG2b, clone RB6-8C5, eBioscience). Als Kontrolle hierfiir dienten jeweils von der Ratte
abstammende IgG 2b kappa Isotyp Antikorper (eBioscience).

Die Depletion von Thrombozyten wurde durch die intravendse Gabe von Anti-Maus
GPlba (Ratte Anti-Maus CD42b, 2 mg/kg KG, Emfret analytics) ermdglicht. Als Kontrolle
dienten Ratten IgG Antikérper der gleichen Firma >3.

Der Erfolg der genannten Depletionen wurde im automatischen Blutzellzahlgerat der
Firma Sysmex im Citrat Blut bestdtigt. Dabei stammte das Blut aus einer kardialen
Punktion, die im Rahmen der operativen Entnahme der Vena cava caudalis 48h nach
Ligatur erfolgte.

Faktor XII wurde mittels PCK (H-D-Pro-Phe-Arg-Chloromethylketone, Bachem AG,
Bubendorf) inhibiert. Dieser wurde unmittelbar vor Induktion der Stenose sowie in
Folge alle 24 Stunden in einer Dosierung von 10mg/kg KG intravends verabreicht. Die
Kontrolltiere erhielten stattdessen jeweils 200 pl Kochsalz.

Durch einstiindige Inkubation von L3.6pl-MP mit Anti-TF Antikorper (45 pg/150 pg

Protein, Maus anti-human CD142, BD Pharmingen) konnte der Tissue Factor von
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Mikropartikeln inhibiert werden. In der Kontrollgruppe wurden Maus IgG1, kappa

Isotyp Antikorper (BD Pharmingen) verwendet.

5. Immunbhistologie
5.1 Anfertigung von Gefrierschnittpraparaten

Fir die immunhistologische Untersuchung des Thrombus wurden Gefrierschnitte von
der Vena cava caudalis angefertigt. Die einzelnen Schritte unter Verwendung eines auf
-25°C herunter gekihlten Kryostats (CM 1850, Leica, Nussloch) sahen wie folgt aus:

Nachdem die Vena cava caudalis der Gefrierkonservierung bei -80° C entnommen war,
wurde das mit Tissue Tek ummantelte Gefdll mit zusatzlichem Tissue Tek auf einem
speziellen Haltestempel fixiert. Je nach Achse der GefaR-Fixierung konnten durch
entsprechende Kryostat-Bedienung serielle Quer- oder Langsschnitte von 5 um Dicke
angefertigt werden. Im Anschluss wurden diese auf gekennzeichnete Objekttrager mit
spezieller Beschichtung (Superfrost Plus, Menzel, Braunschweig) tGbertragen und bis
zur immunhistologischen Farbung bei -20° C lichtgeschitzt gelagert. Fir Querschnitte

lag dabei eine Sortierung in kraniale, mittlere und kaudale GefalRabschnitte vor.

5.2 Indirekte Immunfluoreszenzmarkierung

Zur Aufklarung der Thrombuskomposition galt es, ausgewadhlte zelluldre und nicht-
zelluldre Strukturen zusatzlich zur reinen VergroRerung am Mikroskop erkennbar zu
machen. Zu diesem Zweck wurde in der vorliegenden Arbeit die indirekte
Immunfluoreszenzmarkierung angewandt. Bei diesem Verfahren bindet ein xenogener
Antikorper an die gesuchte Zielstruktur. Nachdem durch ein Waschverfahren samtliche
nicht an der Zielstruktur gebundenen Antikorper entfernt werden, kommt ein zweiter
Antikorper zum Einsatz. Neben der Eigenschaft durch entsprechende Xenogenitat
einzig an das Fc-Fragment des Primadrantikorpers zu binden, ist an diesem
Sekundarantikérper ein fluoreszierendes Molekiil gebunden. Unter Verwendung eines
Fluoreszenz Mikroskops leuchtet dieses bei geeigneter Wellenlange auf und macht so
die gesuchte Struktur indirekt sichtbar 118119,

Die Markierung im Sinne der indirekten Immunfluoreszenz wurde nach einem

etablierten Protokoll durchgefiihrt 12°, Die einzelnen Schritte sind im Folgenden
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dargestellt. Allgemein wurde durch Verwendung spezieller Kammern darauf geachtet,
dass die Schnittpraparate bestmoglich vor Lichteinstrahlung und Austrocknung
geschitzt sind.

Im ersten Schritt wurden die Schnittpraparate auf ihren Objekttragern mit einem
Fettstift (Dako Pen, Dako, Hamburg) mit ausreichendem Abstand umfahren. Auf diese
Weise konnte garantiert werden, dass die folgenden Losungen direkt am Prdparat
wirken und nicht unkontrolliert auf dem Objekttrager verlaufen.

Nach einer 3-minltigen Fixierung bei Raumtemperatur mittels 4% Formalinlésung
(Thermo Scientific, Rockford, Illinois, USA) folgten dreifache Waschvorgange mit PBS
(Invitrogen, Darmstadt) und 0,1% Tween (Tween 20, Sigma- Aldrich, Taufkirchen). Die
bereits mit Tween begonnene Blockierung moglicher unspezifischer Bindungen wurde
abhadngig vom folgenden Primarantikdrper um proteasefreie Albuminfraktion (Roth,
Karlsruhe), Glycin (Roth, Karlsruhe) oder gegen Fc-Fragmente von Maus Antikorpern
gerichtete anti-mouse CD16/32 Antikorper (affinity purified rat anti-mouse CD16/32,

Clone 93, eBioscience, San Diego, Kalifornien, USA) erganzt (Tab. 2).

CD45 Ly-6G F4/80 CDh41 Fibrinogen CD54
Albuminfraktion 3% 3% 3% - 1% 3%
Glycin - - - - 2% -
anti-mouse CD16/32 1:100 1:100 1:100 1:100° - -

Tabelle 2: Agenzien bzw. deren Kombination zur Blockierung unspezifischer Bindungen in
Abhéngigkeit vom folgenden Primarantikorper
Angaben in Prozent beziehen sich auf erzeugte Lésungen in PBS, 2 einzig in PBS gemischt

Nach einer Einwirkzeit von 30 min konnte die Blockldsung vorsichtig abgeklopft und
der jeweilige Primarantikorper aufpipetiert werden (Tab. 3-8). Zusatzlich wurde eine
entsprechende  Isotypkontrolle  mit  unspezifischem  Antikérper derselben
Antikorperklasse sowie eine Negativkontrolle mit alleinigem PBS angelegt. Nach einer
Einwirkdauer von einer Stunde wurde wie zuvor gewaschen. Anschliefend wurde der

Sekundarantikorper aufgetragen (Tab. 3-8).
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Primarantikorper Sekundarantikérper
Antigen CDA45
Spezies Ratte Esel anti-Ratte
Konzentration 0,5 mg/ml 2 mg/ml
Verdiinnung 1:1000 1:200
Klon / Fluorochrom 30-F11 Alexa 594
Anbieter eBioscience Invitrogen

Tabelle 3: Markierung von CD 45
Glykoprotein, das ausgenommen von adulten Erythrozyten und Thrombozyten von allen
hamatopoetischen Zellen exprimiert wird 12!

Primarantikorper Sekundarantikorper
Antigen Ly-6G
Spezies Ratte Esel anti-Ratte
Konzentration 0,2 mg/ml 2 mg/ml
Verdiinnung 1:500 1:200
Klon / Fluorochrom 1A8 Alexa 594
Anbieter BD Pharmingen Invitrogen

Tabelle 4: Markierung von Ly-6G bzw. GR-1
AusschlieBlich von neutrophilen Granulozyten exprimiertes Glycosylphosphatidyl Inositol Protein
(GPI-Protein) 12

Primarantikorper Sekundarantikorper
Antigen F4/80 FITC?
Spezies Ratte Ziege anti-Fluorescein?®
Konzentration 0,5 mg/ml 1 mg/ml
Verdiinnung 1:100 1:200
Klon / Fluorochrom BMS8 Alexa 488
Anbieter eBioscience Invitrogen

Tabelle 5: Markierung von F4/80

Extrazellulires Membranmolekil auf adulten Makrophagen %3; @ Sekundarantikérper bindet hier nicht
direkt an das Fc-Fragment des Primérantikérpers, sondern an ein hieran fixiertes fluoreszierendes
Molekail, Fluoresceinisothiocyanat, Fluorescein (FITC)
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Primarantikorper Sekundarantikérper
Antigen Ch41
Spezies Ratte Esel anti-Ratte
Konzentration 0,2 mg/ml 2 mg/ml
Verdiinnung 1:25 1:200
Klon / Fluorochrom MWReg 30 Alexa 594
Anbieter BD Pharmingen Invitrogen

Tabelle 6: Markierung von CD 41 bzw. GPIlb

Von Thrombozyten und Megakaryozyten exprimiertes transmembranes Glycoprotein 12

Primarantikorper Sekundarantikérper
Antigen Fibrin(-ogen)
Spezies Hase Esel anti-Hase
Konzentration 6 mg/ml 2 mg/ml
Verdiinnung 1:300 1:200
Klon / Fluorochrom A0080 Alexa 594
Anbieter DAKO Invitrogen

Tabelle 7: Markierung von Fibrin, Fibrinogen und Fibrinogen Fragment D und E '?°

Primarantikorper Sekundarantikorper
Antigen CD 54
Spezies Ratte Esel anti-Ratte
Konzentration 0,2 mg/ml 2 mg/ml
Verdiinnung 1:100 1:200
Klon / Fluorochrom YN1/1.7.4 Alexa 594
Anbieter eBioscience Invitrogen

Tabelle 8: Markierung von CD 54 bzw. ICAM-1
Von Endothelzellen, Monozyten, Lymphozyten und dendritischen Zellen exprimiertes transmembranes
Glycoprotein 1%

Nach einstiindiger Inkubationszeit wurde zur Darstellung der Zellkerne das blau

fluoreszierende DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride, Invitrogen,
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Darmstadt) in einer Verdinnung von 1:3000 fir 30 Sekunden hinzugefiigt. Nach
abschlieBendem Waschvorgang wurden die Schnittpraparate mit 1-2 Tropfen
Eindeckmedium (Mounting Medium, DAKO, Hamburg) bedeckt, mit einem Deckglas
versehen und bis zur fluoreszenzmikroskopischen Auswertung fern von Lichteinfluss

aufbewahrt.

6. Fluoreszenzmikroskopie

Die durch indirekte Immunfluoreszenz markierten Schnittpraparate wurden an einem
Fluoreszenzmikroskop der Marke Leica (Leica DMRB, Bensheim, Deutschland) mit
unterschiedlichen optischen VergréBerungen analysiert. Mithilfe einer hieran
montierten Kamera (AxioCam, Firma Zeiss, Gottingen, Deutschland) konnten digitale
Aufnahmen erzeugt und mittels Firmen zugehdoriger Software auf einen verbundenen

Computer Gbertragen werden.

7.1 Quantifizierung von Leukozyten innerhalb eines Thrombus

Um Leukozyten im Gesamten und neutrophile Granulozyten sowie Monozyten im
Einzelnen innerhalb eines Thrombus quantitativ zu erfassen, wurden jeweils kraniale,
mittlere und kaudale Abschnitte eines Thrombus immunhistologisch auf zuvor
beschriebene Weise aufbereitet. In der hierauf folgenden fluoreszenzmikroskopischen
Analyse wurde der Thrombus in vier gleich groRe Bereiche unterteilt. Aus je einem
dieser Bereiche wurde eine digitale Uberlagerungsaufnahme bei 40-facher
VergroéRerung erzeugt. Im Anschluss wurden alle fur DAPI und CD45, Ly-6G oder F4/80
positiven Zellen in diesem Bereich ausgezdhlt. Nachdem der Mittelwert aus den 4

Bereichen erstellt wurde, erfolgte die Umrechnung auf Zellzahl pro mm?.

7.2 Quantifizierung von Thrombozyten

Um den Thrombozyten Anteil innerhalb eines Thrombus quantitativ zu erfassen,
wurden auch hier jeweils kraniale, mittlere und kaudale Abschnitte eines Thrombus
immunhistologisch  aufbereitet und entsprechend markiert. Mithilfe des
Fluoreszenzmikroskops wurde jeweils eine digitale Ubersichtsaufnahme der fiir CD41

fluoreszierenden Bereiche erstellt. Eine Auszahlung wie zur Erfassung von einzeln
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abzugrenzenden Zellen war aufgrund der teils flachenhaften Verteilung von
Thrombozyten nicht moglich. Als hierfiir geeignet stellte sich das Computerprogramm
fur wissenschaftliche Bildanalyse ,Cap Image” dar '?’. Dieses Programm ermaéglicht
neben der Berechnung von frei definierten Flachen die Bestimmung von einzelnen
schwarzen Pixeln innerhalb einer definierten Flache. Zur Standardisierung der
Quantifizierungsmethode wurden Berechnungen anhand des Yin und Yang Symbols
vorgenommen (Abb. 11-13). Hier zeigte sich eine Messgenauigkeit von 99,2% was die

Eignung des Verfahrens bestatigte.

Abbildung 11: Screenshot Cap Image 8.6.3 - Bestimmung der rechteckigen Gesamtflidche
Gesamtflache (rote Umrandung): 12,9mm?

Abbildung 12: Screenshot Cap Image 8.6.3 - Bestimmung aller schwarzen Pixel innerhalb der
Gesamtflache
Ergebnis in Spalte an rechtem Rand: A= 1,26mm?
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Abbildung 13: Screenshot Cap Image 8.6.3 - Bestimmung der umfahrenen runden Fliche (rote Linie)
Ergebnis in Spalte an rechtem Rand: A= 2,5mm?

Fir die aufgezeigte ,Cap Image” Berechnung wurde die CD41 positive
Ubersichtsaufnahme mittels ,Image J“ Software in schwarz und weill umgewandelt.
Dabei stellte schwarz die fiir CD41 positiven Bereiche dar (Abb. 14-16).

Die Ergebnisse wurden in Prozent ermittelt, und ein Mittelwert aus kaudalem,

mittlerem und kranialem Querschnitt wurde errechnet.

Abbildung 14: Screenshot Cap Image 8.6.3 - Bestimmung der rechteckigen Gesamtflidche
Gesamtflache (rote Umrandung): 102,19mm?
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Abbildung 15: Screenshot Cap Image 8.6.3 - Bestimmung von CD41 positiven Bereichen innerhalb der
Gesamtflache
Ergebnis in Spalte an rechtem Rand: A= 8,21mm?
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Abbildung 16: Screenshot Cap Image 8.6.3 - Bestimmung der gesamten Fliche des
Thrombusquerschnitts (rote Linie)
Ergebnis in Spalte an rechtem Rand: A= 26,7mm?

8. Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung wurde Uberwiegend das Programm SigmaStat 3.5
(Systat Software, Inc, Chicago, USA) angewandt. Mittels t-Test bzw. Mann-Whitney
Rangsummentest wurden jeweils zwei Gruppen auf einen Unterschied miteinander
verglichen. Voraussetzung fiir die Anwendung des t-Tests mit einseitiger Testvariante
war eine Normalverteilung nach Shapiro Wilk sowie eine entsprechende

Varianzhomogenitdt. Sofern eines dieser Kriterien nicht erflllt werden konnte, kam
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der Mann-Whitney Rangsummentest zur Anwendung. Mehrere Gruppen wurden mit

One Way Anova und Fisher-LSD posthoc Test verglichen.

V. ERGEBNISSE

1. Tumorodse L3.6pl-MP fiihren im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer

makroskopisch und mikroskopisch veranderten Thrombuskomposition

In der Untersuchung von Thromben, welche sich 48 Stunden nach Beginn der
Flussreduktion und zweizeitiger Schwanzveneninjektion von L3.6pl-MP in C57BI/6
Mausen bildeten, liell sich bereits makroskopisch ein Unterschied im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Injektion von humanen und murinen Blut Mikropartikeln) erkennen
(Abb. 17). Zum einen waren die Thromben sichtbar groRer, zum anderen war keine
klare Schichtung in rote und weille Areale wie in Thromben der Kontrollgruppe mehr

zu erkennen. Vielmehr stellte sich eine Gberwiegend rote Struktur dar.

Abbildung 17: Makroskopische Ansicht venéser Thromben in Situ 48h nach Ligatur der Vena cava
caudalis unter Einfluss von Blut-MP bzw. L3.6pl-MP

schwarze Pfeile zeigen auf die Ligatur; gestrichelte Linien markieren den jeweiligen Thrombus im GefaR;
Querbalken: 1 mm

Der makroskopische Unterschied in der GroRRe der Thromben ging mit den Ergebnisses

aus Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe einher, in denen Mause der L3.6pl-MP
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Gruppe im Vergleich zur genannten Kontrollgruppe nicht nur eine signifikant héhere
Thrombusinzidenz, sondern auch ein signifikant héheres Thrombusgewicht zeigten 104,
Der Unterschied im Aufbau der Thromben verdeutlichte sich in der detaillierten
mikroskopischen Untersuchung nach immunhistologischer Aufbereitung. So stellte sich
in der L3.6pl-MP Gruppe im Vergleich zur Blut-MP Gruppe nicht nur eine signifikant
reduzierte Menge an Thrombozyten und Leukozyten bzw. neutrophilen Granulozyten
und Monozyten dar (Abb. 18 a,b), sondern auch deren Lokalisation im Thrombus war

eine ganzlich andere (Abb. 19).
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Abbildung 18: Quantitative Auswertung von Leukozyten, neutrophilen Granulozyten, Monozyten und
Thrombozyten innerhalb von Blut-MP und L3.6pl-MP assoziierten vendsen Thromben

a) Leukozyten (CD45), Monozyten (F4/80) und neutrophile Granulozyten (Ly-6G) pro mm2; b)
Thrombozyten Anteil innerhalb der Thromben in Prozent; n= jeweils 5
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L3.6pl-MP

DARI : L3.6pl-MP

L3.6pl-MP

Fibrin(-ogen) —— | L3.6pl-MP ; Fibrin(-ogen) —

L3.6pl-MP

Ly6G —— | L3.6p-MP

Abbildung 19: Immunhistologische Visualisierung der Thrombuskomposition von L3.6pl-MP und Blut-
MP assoziiertem vendsen Thrombus

blau: DAPI = Zellkern; rot: CD41 = Thrombozyten, ICAM-1 = Endothel, Fibrin(-ogen) = Fibrin(-ogen), CD45
= Leukozyten, Ly6G = neutrophile Granulozyten; griin: L3.6pl-MP; Uberlagerung; n= 3-5; Querbalken:
200 um

Wohingegen die Thrombozyten in der Blut-MP Gruppe variabel und ohne klare
Anordnung im Thrombus verteilt waren, fanden sich diese in der L3.6.pl-MP Gruppe
vor allem als schmale Schicht nahe am Endothel. Diese divergente Anordnung in
endothelnahe und luminale Zone war in dhnlicher Art und Weise auch in der
Verteilung der Leukozyten zu erkennen. Besonders deutlich wurde diese Aufteilung in
der immunhistologischen Farbung auf Fibrin(-ogen). So fand sich in der L3.6.pl-MP
Gruppe eine auffallig dichte Fibrin(-ogen) Schicht nahe am Endothel. Luminal erschien
diese eher lose und war von der endothelnahen Schicht deutlich abgrenzbar.
Interessanterweise lieRen sich genau am Ubergang der beiden Schichten L3.6pl-MP

nachweisen (Abb. 20).
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Abbildung 20: Mikropartikel am Ubergang von dichter zu loser Fibrin(-ogen) Struktur
Uberlagerte Darstellung von Fibrin(-ogen) (rot), DAPI (= Zellkern, blau) und L3.6pl-MP (griin) in Ubersicht
und AusschnittvergrofRerung nach immunhistologischer Farbung eines L3.6pl-MP assoziierten vendsen
Thrombus; gestrichelte Linie markiert den Ubergang von dichter zu loser Fibrin(-ogen) Struktur, weiRe
Pfeile weisen auf die Mikropartikel an dessen Ubergang hin; n = 4; Querbalken: 100 pm

In der Blut-MP Gruppe fand sich eine derartige Fibrin(-ogen) Verteilung bzw. Struktur
dagegen nicht. Fibrin(-ogen) lag hier ubiquitadr in teils dichteren, teils lockereren
Strukturen vor. Die lockere Struktur war dabei vor allem in leukozytenreichen
Regionen zu beobachten.

Die beschriebenen Unterschiede in der Fibrin(-ogen) Verteilung waren nicht nur in den
Querschnitten zu erkennen, sondern auch im immunhistologisch markierten

Langsschnitt (Abb. 21 und 22).

Blut-MP

Fibrin(-ogen)

Abbildung 21: Immunhistologische Visualisierung eines venésen Thrombus unter Einfluss von Blut-MP
im Langsschnitt
rot: Fibrin(-ogen) = Fibrin(-ogen); blau: DAPI = Zellkern; Uberlagerung; n = 3; Querbalken: 1 mm
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L3.6pl-MP

Fibrin(-ogen)

Abbildung 22: Immunhistologische Visualisierung eines L3.6pl-MP induzierten venésen Thrombus im
Langsschnitt
rot: Fibrin(-ogen) = Fibrin(-ogen); blau: DAPI = Zellkern; Uberlagerung; n = 3; Querbalken: 1 mm

Um Interaktionen zwischen L3.6pl-MP und zelluldren Strukturen zu erkennen, wurde
mittels weiterer optischer VergrofRerungen gezielt nach solchen gesucht. Dabei zeigten
sich direkte Kontakte zwischen MP und Endothelzellen. Zwischen MP und myeloiden
Leukozyten oder Thrombozyten waren dagegen immunhistologisch keine Kontakte zu

erkennen (Abb. 23).
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ICAM-1 L3.6pl-MP

L3.6pl-MP

Fibrin(-ogen) L3.6pl-MP

CD45 L3.6pl-MP Uberl.

L36pl-MP Uberl.

Abbildung 23: Immunhistologische Farbung eines L3.6pl-MP induzierten vendsen Thrombus zur
Beurteilung der Interaktion von Mikropartikeln mit Endothelzellen, myeloiden Zellen und
Thrombozyten

gestrichelte Linie verdeutlicht das Endothel, weiRe Pfeile weisen auf Mikropartikel am Ubergang von
dichter zu loser Fibrin(-ogen) Struktur; blau: DAPI = Zellkern; rot: CD41 = Thrombozyten, ICAM-1 =
Endothel, Fibrin(-ogen) = Fibrin(-ogen), CD45 = Leukozyten, Ly6G = neutrophile Granulozyten; griin:
L3.6pl-MP; Uberlagerung; n = 3-5, Querbalken: 50 pm

2. Die xenogene Abstammung der L3.6pl-MP fiihrt zu keiner Verzerrung der

Ergebnisse

Um zu erkennen, ob die humane Abstammung der L3.6pl-MP fir die deutlich
abweichende Thrombuskomposition verantwortlich sein koénnte, wurde die
Auswirkung von Mikropartikeln untersucht, die der murinen Pankreastumor Zelllinie
KPC abstammen. In 8 Mausen je Gruppe konnte im Vergleich zu humanen L3.6.pl-MP
kein signifikanter Unterschied hinsichtlich Thrombusinzidenz und -gewicht gemessen
werden. Die histologische Struktur von Thromben, die unter Einwirkung von murinen

KPC Mikropartikeln entstanden sind, wurde in 4 Tieren untersucht und entsprach
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jener, die nach L3.6pl-MP Gabe zu beobachten war (Abb. 24). In ebenfalls 4 Tieren je
Gruppe erfolgte die Bestimmung von Leukozytenmengen. Auch hier lag kein

signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen vor (Abb. 25).

Fibrin(-ogen)——

Abbildung 24: Immunhistologische Visualisierung eines KPC-MP assoziierten venésen Thrombus in
iberlagerter Ubersicht und AusschnittvergroBerung

rot: CD41 = Thrombozyten, Fibrin(-ogen) = Fibrin(-ogen); blau: DAPI = Zellkern; n= 4; Querbalken: 200
pum
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Abbildung 25: Quantitative Auswertung von Leukozyten und neutrophilen Granulozyten innerhalb
von L3.6pl-MP und KPC-MP assoziierten vendsen Thromben
Leukozyten (CD45) und neutrophile Granulozyten (Ly-6G) pro mm?%; n = 4
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3. Die Rolle bekannter zellulirer und molekularer Faktoren in der abweichenden

Thrombuskomposition unter Einfluss von L3.6pl-MP

Die aufgezeigten Unterschiede in der Thrombuskomposition lieRen vermuten, dass der
Thrombusentstehung unter Einfluss von tumordsen L3.6pl-MP ein Pathomechanismus
zugrunde liegt, der von der nicht-tumorassoziierten vendsen Thrombose abweicht. Um
differierende Mechanismen zu erkennen, wurden in den folgenden Versuchsreihen
bekannte zelluldare und molekulare Faktoren der nicht-tumorassoziierten vendsen
Thrombose auf ihre Bedeutung bei der Thrombusentstehung unter L3.6pl-MP Einfluss
untersucht. Dabei war aus Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe bekannt, dass die
Depletion von neutrophilen Granulozyten, die Depletion von Thrombozyten, das
Fehlen von GP1ba, P-Selektin, FXIl oder myeloidem TF im Vergleich zu entsprechenden
Kontrollgruppen keinen signifikanten Einfluss auf Thrombusinzidenz und -gewicht

hatte 194, Signifikanten Einfluss hierauf hatte einzig die Inhibition von TF auf L3.6pl-MP

104

3.1 GPlba und Thrombozyten

Die immunhistologische Untersuchung der Thromben von GPIb/IL-4R Mausen liel
erkennen, dass im Vergleich zur Kontrollgruppe weniger Thrombozyten am Endothel
adhdrent waren, sich aber luminal mehr Thrombozyten fanden (Abb. 26). Die
Gesamtmenge an Thrombozyten war im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant
verandert. Diese Beobachtung driickte sich auch in der quantitativen Analyse aus (Abb.
27a). Die Gesamtmenge an Leukozyten war hiervon ebenfalls nicht beeinflusst, die
Menge an neutrophilen Granulozyten war dagegen signifikant erniedrigt (Abb. 27b).
Unbeeinflusst vom Defekt im GPlba Rezeptor blieben die markanten zwei Schichten in

der Fibrin(-ogen) Farbung (Abb. 26).
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Abbildung 26: Immunhistologisch visualisierte Ubersicht eines L3.6pl-MP assoziierten vendsen
Thrombus in GPlb/IL-4R Miusen

rot: CD41 = Thrombozyten, Fibrin(-ogen) = Fibrin(-ogen); blau: DAPI = DNA; Uberlagerung; n = 4;
Querbalken: 200 um
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Abbildung 27: Quantitative Auswertung von Leukozyten, neutrophilen Granulozyten und
Thromboyzten innerhalb von L3.6pl-MP assoziierten venésen Thromben in Kontroll- und GPIb/IL-4R
Gruppe

a) Thrombozyten Anteil innerhalb der Thromben in Prozent; b) Leukozyten (CD45) und neutrophile
Granulozyten (Ly-6G) pro mm?; n = 4

In der Untersuchung der Thrombuskomposition von Thrombozyten depletierten Tieren
waren deutlichere Veranderungen erkennbar. Zum einen bestanden die markanten
zwei Schichten in der Fibrin(-ogen) Farbung nicht mehr fort (Abb. 28). Zum anderen

war im Vergleich zur Isotyp Kontrollgruppe nicht nur die Akkumulation von
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neutrophilen Granulozyten, sondern auch die von Leukozyten im Gesamten signifikant

reduziert (Abb. 29).

Thrombozyten Depletion

— | Fibrin(-ogen)——| Uberl:

DAPI —— | Fibrin(-ogen)——

Abbildung 28: Immunhistologisch visualisierte Ubersicht eines L3.6pl-MP assoziierten vendsen
Thrombus in Thrombozyten depletierten Mausen und Isotyp Kontrolle
blau: DAPI = Zellkern, rot: Fibrin(-ogen) = Fibrin(-ogen); Uberlagerung; n = 4; Querbalken: 200 pm
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Abbildung 29: Quantitative Auswertung von Leukozyten und neutrophilen Granulozyten innerhalb
von L3.6pl-MP assoziierten venésen Thromben in Kontroll- und Thrombozyten depletierter Gruppe
Leukozyten (CD45) und neutrophile Granulozyten (Ly-6G) pro mm?%; n = 4

3.2. P-Selektin

Um die Rolle von P-Selektin auf die Thrombuskomposition unter L3.6pl-MP Einfluss zu
untersuchen, wurden SELP /- Mause verwendet. Dabei zeigte sich im Vergleich zur

Kontrollgruppe, dass durch das Fehlen von P-Selektin die Akkumulation von myeloiden
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Leukozyten am Endothel verringert war. Auch die markanten zwei Schichten in der
Fibrin(-ogen) Struktur waren nur noch in abgeschwachter Ausprdagung zu erkennen
(Abb. 30). Auf die Gesamtmenge an rekrutierten Leukozyten und neutrophilen
Granulozyten hatte die Abwesenheit von P-Selektin jedoch keine Auswirkungen (Abb.

31a). Auch die Verteilung und die Gesamtmenge an Thrombozyten blieben im

Vergleich zu den Kontrolltieren weitestgehend unbeeinflusst (Abb. 30, 31b).

ICAM-1

Fibrin(-ogen)

CD45 .
DAPI Ly6G Uberl.

Abbildung 30: Immunhistologische visualisierte Ubersicht und AusschnittvergréRerung von L3.6pl-MP
assoziiertem vendsen Thrombus in SELP /- Mausen

blau: DAPI = Zellkern; rot: ICAM-1 = Endothel, CD41 = Thrombozyten, Fibrin(-ogen) = Fibrin(-ogen), CD45
= Leukozyten, Ly6G = neutrophile Granulozyten; griin: L3.6pl-MP; Uberlagerung; n = 4; Querbalken:
200 um
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Abbildung 31: Quantitative Auswertung von Leukozyten, neutrophilen Granulozyten und
Thromboyzten innerhalb von L3.6pl-MP assoziierten vendsen Thromben in Kontroll- und SELP”
Gruppe

a) Thrombozyten Anteil innerhalb der Thromben in Prozent; b) Leukozyten (CD45) und neutrophile
Granulozyten (Ly-6G) pro mm?;, n=4

3.3 Neutrophile Granulozyten

Die Thromben von Tieren, deren neutrophile Granulozyten vor Versuchsbeginn
depletiert wurden, zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant weniger
Leukozyten. Die Menge an Thrombozyten war hiervon nicht signifikant beeinflusst
(Abb. 32 a,b). In der qualitativen Analyse der Thrombuskomposition waren im
Vergleich zur Kontrollgruppe unter Abwesenheit von neutrophilen Granulozyten kaum
Auswirkungen zu erkennen. Einzig die Fibrin(-ogen) Struktur luminal imponierte etwas
dichter. Die zweischichtige von luminal zu endothelnah deutlich abgrenzbare Fibrin(-
ogen) Struktur blieb hiervon unbeeintrachtigt. Auf die Verteilung der Thrombozyten im
Thrombus hatte die Depletion der neutrophilen Granulozyten keinen wesentlichen

Einfluss (Abb. 33,34).
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Abbildung 32: Quantitative Auswertung von Thromboyzten und Leukozyten innerhalb von L3.6pl-MP
assoziierten venosen Thromben in Kontroll- und neutrophilen Granulozyten depletierter Gruppe
a) Thrombozyten Anteil innerhalb der Thromben in Prozent; b) Leukozyten (CD45) pro mm?; n = 4
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Abbildung 33: Immunhistologisch visualisierte Ubersicht eines L3.6pl-MP assoziierten vendsen
Thrombus in mit anti-Ly6G Antikdrpern behandelten Mausen

blau: DAPI = Zellkern, rot: CD41 = Thrombozyten, Fibrin(-ogen) = Fibrin(-ogen); Uberlagerung;
Querbalken: 200 um
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Abbildung 34: Immunhistologisch visualisierte Ubersicht eines L3.6pl-MP assoziierten vendsen
Thrombus in mit Isotyp Antikérpern behandelten Mausen

blau: DAPI = Zellkern, rot: CD41 = Thrombozyten, Fibrin(-ogen) = Fibrin(-ogen); Uberlagerung; n = 4;
Querbalken: 200 um

Als Erganzung zu dieser Versuchsreihe wurde untersucht, ob neben der Exklusion von
neutrophilen Granulozyten das zusatzliche Fehlen von Monozyten Einfluss auf die
Entstehung von vendsen Thrombosen unter Einwirkung von L3.6pl-MP hat. Mittels
anti-Gr-1 Antikorpern erfolgte in der Versuchsgruppe mit 6 Mausen die Depletion von
neutrophilen Granulozyten und Monozyten. In der Kontrollgruppe gleicher Grofe
wurden Isotyp Antikdrper angewandt. In beiden Gruppen entwickelten alle Tiere
vendse Thromben. Auch bei der Bestimmung des Thrombusgewichts lag bei einem p-

Wert von kleiner 0,05 kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen vor.

3.4 FXII

Um die Bedeutung von Faktor XlI fiir die Thrombuskomposition unter Einfluss von
L3.6pl-MP zu untersuchen, wurde Mausen nach der Verabreichung von L3.6pl-MP der
FXIl-Inhibitor PCK injiziert. Dieser Ausschluss von FXII von der Thrombogenese hatte
sichtliche Veranderungen im Fibrin(-ogen) Netzwerk zur Folge. Dabei wirkte die
endothelnahe Fibrin(-ogen) Struktur nicht nur abgeschwacht, sondern auch die
flachige Vernetzung schien in Teilen nicht mehr aufrecht gehalten werden zu kénnen.
Die flachige Struktur der Thrombozyten war nahe am Endothel ebenfalls nicht mehr zu

beobachten, sondern zeigte sich mehrfach unterteilt (Abb. 35). In der quantitativen



V. Ergebnisse a4

Analyse zeigte sich die Menge an neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant vermindert. Die Gesamtmenge an Leukozyten

war dagegen nicht signifikant verandert (Abb. 36 a,b).

PCK

DAPI Fibrino(-gen}—— | Uberl.

Abbildung 35: Immunhistologisch visualisierte Ubersicht eines L3.6pl-MP assoziierten vendsen
Thrombus in mit Faktor XIl Inhibitor PCK behandelten Mausen

blau: DAPI = Zellkern, rot: CD41 = Thrombozyten, Fibrin(-ogen) = Fibrin(-ogen); Uberlagerung; n = 4;
Querbalken: 200 um
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Abbildung 36: Quantitative Auswertung von Thrombozyten, Leukozyten und neutrophilen
Granulozyten innerhalb von L3.6pl-MP assoziierten venésen Thromben in Kontroll- und PCK Gruppe

a) Thrombozyten Anteil innerhalb der Thromben in Prozent; b) Leukozyten (CD45) und neutrophile
Granulozyten (Ly-6G) pro mm?; n = 4

3.5 Tissue Factor auf L3.6pl- Mikropartikel

Welche Rolle dem Tissue Factor auf L3.6pl-MP in der abweichenden

Thrombuskomposition zukommt, konnte untersucht werden, indem L3.6pl-MP vor der
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Schwanzvenen-Injektion mit Anti-TF Antikérpern preinkubiert wurden. In der
Kontrollgruppe erfolgte die Preinkubation mit Isotyp Antikérpern.

Als Folge der Inhibition von TF auf L3.6pl-MP stellte sich nicht nur ein makroskopisch
sichtlich  kleinerer Thrombus, sondern auch eine deutlich verdnderte
Thrombuskomposition dar. Im Vergleich zu den Kontrolltieren war zum einen die
zweischichtige Fibrin(-ogen) Struktur nicht mehr erkennbar (Abb. 37). Zum anderen
war auch die Menge an myeloiden Leukozyten signifikant erhdht. Die Menge an
Thrombozyten war ebenfalls erhéht, diese jedoch nicht in statistisch signifikantem
MalRe (Abb. 38). Letztlich entsprach die Thrombuskomposition der Versuchstiere

nahezu jenen Mausen, die Blut-Mikropartikel oder keine Mikropartikel erhielten.

anti-TF Isotyp

Fibrin(-ogen)/DAPI CD41/DAPI

Abbildung 37: Immunhistologisch visualisierte Ubersicht eines L3.6pl-MP assoziierten vendsen
Thrombus in mit anti-TF und Isotyp Antikérpern behandelten Mausen

blau: DAPI = Zellkern, rot: CD41 = Thrombozyten, Fibrin(-ogen) = Fibrin(-ogen); Uberlagerung; n = 4;
Querbalken: 200 um
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Abbildung 38: Quantitative Auswertung von Leukozyten und neutrophilen Granulozyten innerhalb
von L3.6pl-MP assoziierten venésen Thromben in Kontroll- und anti-TF Gruppe
Leukozyten (CD45) und neutrophile Granulozyten (Ly-6G) pro mm?%; n = 4

3.6 Maus inharenter Tissue Factor

Auf Grund der genannten Ergebnisse imponiert der Tissue Factor auf L3.6pl-MP als
einzig entscheidender Faktor im Pathomechanismus. Gegen diese Annahme und fur
einen darlber hinaus bedeutenden Faktor sprachen allerdings die Beobachtungen,
dass die Injektion von L3.6pl-MP unmittelbar vor Flussreduktion zu keiner vermehrten
Thrombusbildung fiihrt. Folglich galt es zu untersuchen, ob moglicherweise der von der
Maus selbst abstammende Tissue Faktor Anteil am Pathomechanismus hat. Hierzu
wurden 7 Low-hTF Mause in der Versuchsgruppe und 7 HCV Mause in der
Kontrollgruppe verwendet. In der Versuchsgruppe entwickelten nur 71 Prozent der
Tiere vendse Thrombosen. In der Kontrollgruppe waren es dagegen alle Tiere. Auch
das Gewicht der Thromben, die in Low-hTF Mausen entstanden, war im Vergleich zu
den Thromben der Kontrolltiere reduziert. Dieser Unterschied war mit einem p-Wert
kleiner 0,05 statistisch signifikant. Passend zu den Ergebnissen aus der
Gewichtsbestimmung fiel auf, dass die Thromben der Versuchsgruppe im Vergleich zu
den Kontrolltieren makroskopisch kleiner waren. In der immunhistologischen
Untersuchung war dagegen keine wesentlich abweichende Thrombuskomposition zu
erkennen (Abb. 39). Die an Zellen und Fibrin(-ogen) reiche Schicht an der GefaBwand
war ebenso intakt wie bei den Kontrolltieren. Auch hinsichtlich der Leukozytenzahlen

war zwischen beiden Gruppen keine signifikante Differenz vorhanden (Abb. 40).



V. Ergebnisse 47

low-hTF

Abbildung 39: Immunhistologisch visualisierte Ubersicht eines L3.6pl-MP assoziierten vendsen
Thrombus in low-hTF und HCV Mausen

blau: DAPI = Zellkern, rot: CD41 = Thrombozyten, Fibrin(-ogen) = Fibrin(-ogen); Uberlagerung;
Querbalken: 200 um
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Abbildung 40: Quantitative Auswertung von Leukozyten und neutrophilen Granulozyten innerhalb
von L3.6pl-MP assoziierten venésen Thromben in HCV und low hTF Gruppe
Leukozyten (CD45) und neutrophile Granulozyten (Ly-6G) pro mm?%; n = 4

low-hTF

Die Beobachtungen dieser Versuchsreihe zeigten, dass der Maus inhdrente Tissue
Factor zwar kaum Bedeutung fiir die charakteristische Thrombuskomposition hat, fiir
die volle prothrombotische Wirkung der L3.6pl-MP dagegen sehr wohl benétigt wird.

Um herauszufinden, ob der hierfiir verantwortliche inharente Tissue Factor myeloiden
Ursprungs ist, wurden spezielle Knock-Out M&use eingesetzt. Anhand dieser LysM ¢re*

TF flovflox M3use, deren myeloide Zellen keinen Tissue Factor exprimieren, konnte die
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Rolle des von Blutzellen abstammenden Tissue Factor auf die Thrombuskomposition
unter L3.6pl-MP untersucht werden. Als Kontrolle dienten LysM ¢ TF flovflox Mzuse.

In der qualitativen Untersuchung der Thrombuskomposition fielen einzig mehrere
Fibrin(-ogen) Schichten auf, zwischen denen sich diinne Schichten von Thrombozyten
fanden (Abb. 41). Auf Leukozytenmenge und -verteilung hatte das Fehlen des Tissue
Factor von myeloiden Zellen in der Versuchsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe

keinen signifikanten Einfluss (Abb. 42).

LySMCre+T Ffl/fl LySMCre—TFﬂ/fI

Abbildung 41: Immunhistologisch visualisierte Ubersicht eines L3.6pl-MP assoziierten vendsen
Thrombus in LysM € TF flo/flox ynd LysM Cre* TF flox/flox pzysen

blau: DAPI = Zellkern, rot: CD41 = Thrombozyten, Fibrin(-ogen) = Fibrin(-ogen); Uberlagerung;
Querbalken: 200 um

Fibrin(-ogen)/DAPI CD41/DAPI

ns
1.600

ns
1.2001
8001
4001 |_L‘ ﬁ
0

LySM Cre- LySM Cre+
TFA TEM

mmm CD45
—Ly6G

Zellen/mm?

Abbildung 42: Quantitative Auswertung von Leukozyten und neutrophilen Granulozyten innerhalb
von L3.6pl-MP assoziierten venosen Thromben in LysM € TF flo/flox ynd LysM e+ TF flo/flox mzusen
Leukozyten (CD45) und neutrophile Granulozyten (Ly-6G) pro mm?%; n = 4
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VI. DISKUSSION

Patienten, die an malignen Tumoren, insbesondere an Adenokarzinomen des
Pankreas, erkranken, haben im Vergleich zur Normalbevélkerung ein deutlich erhéhtes
Risiko, eine vendse Thrombose zu entwickeln. In dieser Population haben venodse
Thrombosen und ihre Folgeerkrankungen betrachtlichen Einfluss auf Morbiditat und
Mortalitat 4. Der Zusammenhang zwischen Tumorerkrankungen und dem Auftreten
vendser Thrombosen wurde zwar schon im 19. Jahrhundert erkannt °, der hierfur
verantwortliche Pathomechanismus ist jedoch nach wie vor unklar ©. Aus der
Forschung der jingeren Vergangenheit mehren sich die Hinweise, dass Tissue Factor
tragende Mikropartikel, die von malignen Tumorzellen in die Blutzirkulation
abgegeben werden, eine bedeutende Rolle in diesem Pathomechanismus spielen 814,
Zu dieser Forschung zdhlen auch Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe. Aus
diesen ging hervor, dass im Stenose-induzierenden Mausmodell die intraventse Gabe
von MP der humanen Pankreastumor-Zelllinie L3.6pl zu einer deutlich erhdhten
Thromboseinzidenz im Vergleich zu Blut-MP flhren. Die prothrombotische Wirkung
der L3.6pl-MP drickte sich dabei auch in einem signifikant héheren Thrombusgewicht
aus 104,

Von diesem Forschungsthema weitestgehend unbericksichtigt blieb bislang die
Einbeziehung der Thrombuskomposition jener Tumormikropartikel-assoziierten
vendsen Thrombosen. In der vorliegenden Arbeit konnte im Stenose-induzierenden
Mausmodell gezeigt werden, dass die Thrombuskomposition in diesen Thromben
deutlich von der unter Blut-MP Einfluss entstandenen Thromben abweicht. Durch
unterschiedliche Inhibitions-, Knock-Out- und Depletionsverfahren wurde aufgedeckt,
welchen Anteil etablierte zellulare und molekulare Faktoren der vendsen Thrombose
an dieser abweichenden Thrombuskomposition haben. Als entscheidender Faktor im
Pathomechanismus stellte sich der Tissue Factor auf L3.6pl-MP heraus. In
Zusammenschau mit Daten zu Thrombusinzidenz und -gewicht war dariber hinaus
erkennbar, dass dieser erst im Synergismus mit einem der Maus entstammenden
Tissue Factor nicht myeloiden Ursprungs, seine volle prothrombotische Potenz
entfalten kann. Myeloide Leukozyten, Thrombozyten, FXIl und Adhdsionsmolekiile wie

P-Selektin und GPlba (allesamt Faktoren, die bei der Entstehung nicht-
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tumorassoziierter vendser Thrombosen von wesentlicher Bedeutung sind) spielen bei

der Thrombogenese unter L3.6pl-MP Einfluss keine entscheidende Rolle mehr.

1. Die verdnderte Thrombuskomposition in L3.6pl-MP assoziierten vendsen

Thrombosen weist auf einen abweichenden Pathomechanismus hin

Die makroskopisch erkennbaren Unterschiede zwischen Thromben der L3.6pl-MP
Gruppe und der Blut-MP Gruppe gaben bereits erste Hinweise, dass der
Thrombusbildung unter Einfluss der tumorésen MP ein abweichender
Pathomechanismus zugrunde liegen kdnnte. Die deutlich gréBeren Thromben der
L3.6pl-MP Gruppe mit ihren Uberwiegend roten und vermindert weien Arealen
deuteten auf eine potenzierte Thrombusbildung mit hohem Anteil an quervernetztem
Fibrin(-ogen) und reduzierter Menge an Thrombozyten hin.

Weitaus deutlicher wurden die Unterschiede in der Thrombuskomposition durch die
immunhistologische Analyse. Im Vergleich zur Kontrollgruppe waren in Thromben der
L3.6pl-MP  Gruppe nicht nur signifikant weniger myeloide Leukozyten und
Thrombozyten zu finden, sondern auch deren Verteilung im Thrombus war eine
ganzlich andere. Wahrend sich Thrombozyten und myeloide Leukozyten in der Blut-MP
Gruppe nahezu ubiquitdr im Thrombus verteilt fanden, waren diese in der L3.6pl-MP
Gruppe vor allem endothelnah und kaum luminal zu finden. Diese abweichende
Verteilung war besonders markant in der Fibrin(-ogen) Farbung zu sehen.
Interessanterweise fanden sich genau am Ubergang dieser zwei Schichten gehiuft
L3.6pl-MP. Neben dieser auffdlligen Lokalisation waren L3.6pl-MP vereinzelt auch
direkt an Endothelzellen zu finden. Unmittelbare Ndhe oder direkte Kontakte zu
anderen Zellen wie Thrombozyten oder myeloiden Leukozyten stellten sich dagegen
nicht dar. Xenogene Effekte auf Grund der humanen Abstammung der L3.6pl-MP
konnten fiir die Abweichungen in der Thrombuskomposition nicht verantwortlich
gemacht werden, da murine KCP-MP eine dhnliche Thrombuskomposition aufwiesen
und sich auch hinsichtlich Thrombusinzidenz und -gewicht kein signifikanter
Unterschied zeigte.

Schliefllich legten diese Beobachtungen die Hypothese nahe, dass L3.6pl-MP eine
Uberschiefende Fibrin(-ogen) Bildung herbeifiihren, die Thrombozyten und myeloide

Leukozyten von der weiteren Thrombusbildung ausschlieBt bzw. ihren Einfluss
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entbehrlich macht. Durch Experimente, in denen Inhibitions-, Knock-Out- und
Depletionsverfahren zur Anwendung kamen, lieBen sich weitere Einsichten im Sinne
dieser pathomechanistischen Hypothese gewinnen und deutliche Unterschiede zur

nicht-tumorassoziierten vendsen Thrombose erkennen.

2. Zelluldre und molekulare Einflussfaktoren auf die abweichende

Thrombuskomposition

Aus zurlickliegenden Untersuchungen der Arbeitsgruppe am gleichen Tiermodell lagen
Erkenntnisse vor, welche zelluldaren und molekularen Faktoren fiir den
Pathomechanismus der nicht-tumorassoziierten venésen Thrombose von Bedeutung

>3, Der Anteil dieser bekannten Faktoren an der abweichenden

sind
Thrombuskomposition unter L3.6pl-MP Einfluss konnte durch entsprechende
Versuchsreihen untersucht und in Zusammenschau mit Thrombusinzidenz und -

gewicht pathomechanistisch interpretiert werden.

2.1 Thrombozyten und GPlba beeinflussen die Thrombuskomposition, ohne die

Thrombusinzidenz zu beeinflussen

An gleichem Mausmodell ohne Einfluss tumordser Mikropartikel konnte gezeigt
werden, dass Thrombozyten und ihr Adhdsionsrezeptor GPlba fiir die Entstehung der
vendsen Thrombose von wesentlicher Bedeutung sind >3. Unter Einwirkung von L3.6pl-
MP wirkten sich jedoch weder ein Defekt im thrombozytaren Adhasionsrezeptor GPlba
noch die Depletion der Thrombozyten signifikant auf Thrombusinzidenz und -gewicht
aus 14,

Aus den immunhistologischen Untersuchungen der Thrombuskomposition geht
hervor, dass selbst unter Einfluss von L3.6pl-MP ein intakter GPlba Rezeptor auf
Thrombozyten fir die Adhdrenz der Thrombozyten am Endothel wie auch fir die
Adhadrenz von neutrophilen Granulozyten an Thrombozyten von Bedeutung ist. Fir die
Entstehung der markanten zwei Schichten in der Fibrin(-ogen) Verteilung scheint der
GPlba Rezeptor jedoch ohne Relevanz zu sein. Voll funktionsfahige Thrombozyten sind

dagegen sehr wohl fiir die Entstehung dieser zwei Schichten von Bedeutung. In

Anbetracht der bekannten Rolle von Thrombozyten in der Thrombusentstehung ist



VI. Diskussion 52

daher denkbar, dass Thrombozyten durch ihre Oberfliche sowie die durch PolyP
getriggerte und Uber FXIl ablaufende Thrombinbildung auf die initiale bzw.
endothelnahe Fibrin(-ogen) Struktur Einfluss nehmen 2680128129 "\wije zu beobachten
war, wirkte sich das Fehlen der Thrombozyten nicht nur auf die Fibrin(-ogen) Struktur,
sondern auch auf die Gesamtmenge an rekrutierten Leukozyten aus. Wahrend ein
defekter thombozytarer GPIba Rezeptor zwar keine Adhdsion, allerdings noch ein
Rolling von Leukozyten auf Thrombozyten erlaubt, ist diese Interaktion in
Thrombozyten depletierten Mausen ganzlich unterbunden und kénnte sich daher auch
unter dem Einfluss von L3.6pl-MP auf die Leukozytenrekrutierung auswirken 130131,
Auch die geringere Menge an P-Selektin, die durch fehlende Thrombozyten
hervorgerufen wird, kénnte Anteil an dieser Beobachtung haben 132,

Im Ansatz ldsst sich damit auch hier jene Rolle von Thrombozyten bzw. ihres
Adhasionsrezeptors GPIba erkennen, wie sie aus der nicht-tumorassoziierten vendsen
Thrombose bekannt ist. Und dennoch zeigt sich deutlich, dass unter dem Einfluss der
L3.6pl-MP keiner der beiden Faktoren Einfluss auf die letztliche Thrombusentstehung
hat. Hinsichtlich der Rolle des Adhdsionsrezeptors GPlba geht diese Beobachtung auch
mit den Versuchen von Thomas et al. einher. Hier konnten vendse Thrombosen unter
dem Einfluss von Pankreastumor MP durch einen Defekt im GPlba Adhdsionsrezeptor

nicht verhindert werden 133,

Da die medikamentdose Plattchenhemmung bei
Tumorpatienten keinen protektiven Einfluss auf die Thrombusentstehung nehmen
konnte, sprechen auch diese klinischen Erkenntnisse fiir die Beobachtungen der hier
vorgelegten Versuchsreihe 134135, Nichts desto trotz liegen auch Hinweise vor, die fir
die Bedeutung von Thrombozyten sprechen. So konnte in einer kirzlich publizierten
Arbeit in vitro demonstriert werden, dass Thrombozyten durch MP der humanen
Pankreastumor Zelllinien L3.6pl und BxPc-3 aktiviert werden. Zudem wies Clopidrogrel
bei in vivo Versuchen protektive Effekte in der frihen Thrombusentstehung auf 136,
Letztlich wird hierdurch deutlich, dass die Bedeutung von Thrombozyten in der
tumorassoziierten vendsen Thrombose noch nicht abschlieBend geklart ist. Als Ursache

flir diese abweichenden Ergebnisse konnen die verschiedenen Versuchsmodelle

ebenso wie die Unterschiede in den untersuchten Tumor-Zelllinien gesehen werden.
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2.2 L3.6pl-MP induzieren venése Thrombosen unabhangig von P-Selektin

In der Entstehung der nicht-tumorassoziierten venésen Thrombose nehmen neben
Thrombozyten auch myeloide Leukozyten eine herausragende Rolle ein. Dabei haben
neutrophile Granulozyten insbesondere durch die Bildung von NETs 77’8, Monozyten
vor allem durch die Expression von Tissue Factor >3 Einfluss auf die Thrombogenese.
Deren Rekrutierung an aktiviertes Endothel erfolgt dabei maRgeblich durch P-Selektin
27,53.

Unter Einfluss von L3.6pl-MP hat die Abwesenheit von P-Selektin allerdings keinen
signifikanten Einfluss auf Thrombusinzidenz und -gewicht 14, Damit scheint die L3.6pl-
MP assoziierte vendse Thrombose unabhangig von P-Selektin abzulaufen. Dies spricht
gegen die Ergebnisse von Thomas et al., die im Tiermodell mit FeCls induzierter
GefaRverletzung zeigen konnten, dass tumordse Panc02-MP mit Endothelzellen und
Thrombozyten interagieren und abhdngig von P-Selektin zur tumorassoziierten
Thrombusbildung fiihren 137, Die fehlenden Kontakte zwischen Thrombozyten und
L3.6pl-MP sprachen auch in der immunhistologischen Analyse gegen diese Hypothese.
Aufgrund der beobachteten Beriihrungspunkte zwischen Endothelzellen und L3.6pl-
MP ware hier jedoch eine P-Selektin vermittelte Interaktion denkbar gewesen.
Allerdings bekraftigen auch die Versuche von Wagner et al. im Stenose-induzierenden
Mausmodell unter Einfluss von MP der Panc02-Zelllinie, dass sich die
prokoagulatorische Wirkung von tumordsen TF+MP unabhdngig von P-Selektin
entwickelt 33, Die beobachteten Kontakte zwischen L3.6p-MP und Endothelzellen
scheinen daher einem anderen Mechanismus zu unterliegen. Die Diskrepanz zu den
Ergebnissen von Thomas et al. kénnten auch hier durch die unterschiedlichen
Tiermodelle begriindet sein. Im FeCls Modell wird eine direkte Gefdllverletzung mit
Freilegung der subendothelialen Matrix hervorgerufen. Im Stenose-induzierenden
Mausmodel bleibt die GefiRwand dagegen intakt 384138139 Dje Aktivierung des
Endothels erfolgt auf Grund von Stase sowie Hypoxie. Insofern dhnelt dieses
Mausmodell mehr den Gegebenheiten, unter denen sich vendse Thrombosen beim
Menschen und als Folge von vermehrter Bettlagerigkeit und Inaktivitdt vor allem bei

Tumorpatienten entwickeln 140-142,



VI. Diskussion 54

2.3 Die Entstehung der Tumormikropartikel-assoziierten venésen Thrombose ist

unabhdngig von myeloiden Leukozyten

Neben den zuvor genannten Erkenntnissen deuten die Versuche mit SELP /- Mausen
auch darauf hin, dass bei tumorassoziierter Thrombose die Rekrutierung von
myeloiden Leukozyten an aktiviertes Endothel ohne Bedeutung ist. Dies zeigt sich auch
dadurch, dass die fehlende Leukozytenrekrutierung am Endothel bis auf eine
Abschwachung der zweischichtigen Fibrin(-ogen) Struktur keine wesentlichen
Veranderungen in der Thrombuskomposition hervorruft. Indem auch die Depletion
von neutrophilen Granulozyten keine Auswirkungen auf die Thrombusinzidenz hat,
wird diese Annahme weiter bekraftigt 1. In der Zunahme des Thrombusgewichts in
Abwesenheit von Neutrophilen wird allerdings die Thrombus-abbauende Eigenschaft

dieses Zelltyps erkennbar 143

. In der Analyse der Thrombuskomposition lassen sich
diese Beobachtungen weiter veranschaulichen. Wahrend die leichte Zunahme der
luminalen Fibrin(-ogen) Struktur auf einen reduzierten Thrombusabbau deutet,
sprechen die ansonsten kaum vorhandenen Verdanderungen flr die untergeordnete
Rolle der neutrophilen Granulozyten in diesem Setting. Da die Neutropenie bei
Tumorpatienten einen Risikofaktor fur vendse Thrombosen darstellt, gehen diese
Beobachtungen auch mit klinischen Beobachtungen einher 149144 Als Erkldrung hierfur
konnten die Erkenntnisse aus experimentellen Arbeiten dienen. Hier zeigt sich, dass
der inflammatorische Prozess, der fiir die Auflosung vendser Thromben nétig ist, durch
eine Neutropenie negativ beeinflusst wird 14>146,

Die Versuche mit Tieren, in denen myeloide Leukozyten im Gesamten depletiert
wurden, unterstreichen die zuvor genannten Annahmen. Zudem wird hier die
unbedeutende Rolle von Monozyten fiir die Thrombusbildung ersichtlich. Wahrend
Monozyten durch ihre Tissue Factor-Expression entscheidend an der Entstehung der
nicht-tumorassoziierten venésen Thrombose beteiligt sind °3'%#7, erscheint dieser
Mechanismus unter L3.6pl-MP Einwirkung bedeutungslos. Dies spricht entweder fir
eine untergeordnete Rolle von Tissue Factor oder dafiir, dass dieser einer anderen
Quelle entstammt, die den Tissue Factor auf Monozyten als unbedeutend erscheinen

[dsst.
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3. Tissue Factor auf L3.6pl-Mikropartikel beeinflusst mafBgeblich die

Thrombuskomposition

Tissue Factor auf L3.6pl-MP kommt die entscheidende Rolle im Pathomechanismus zu.
Dessen Inhibition fuhrt nicht nur zu einem signifikanten Absinken von
Thrombusinzidenz und -gewicht 1%, sondern lasst auch eine Thrombuskomposition
entstehen, die nahezu ganzlich der unter Blut-MP bzw. keinem MP Einfluss gleicht.
Diese ist gekennzeichnet durch eine vermehrte Akkumulation von myeloiden
Leukozyten und Thrombozyten sowie einen Verlust der Zweischichtung. Hiermit wird
ersichtlich, dass die ausgepragt prothrombotische Wirkung der L3.6pl-MP maligeblich
Uber Tissue Factor bzw. den extrinsischen Aktivierungsweg der Gerinnungskaskade
ablauft.

Diese herausragende Rolle von Tissue Factor wird noch weiter verstarkt, indem sich
auch Faktor XII und damit auch der intrinsische Weg der Gerinnungskaskade fiir die
Thrombusentstehung als unbedeutend erweisen. Wahrend sich noch in den in vivo
Versuchen von Briihl et al. durch Inaktivierung von Faktor XIl ein vielversprechender
medikamentdser Ansatz fiir die nicht-tumorassoziierte vendse Thrombose andeutet °3,
kann dieser unter L3.6pl-MP Einfluss nicht mehr gelten. Faktor XIl kann neben der
Aktivierung des intrinsischen Weges durch Erhéhung der Fibrindichte direkten Einfluss
auf die Thrombusstruktur nehmen 8. Diese bekannte Rolle wird zwar auch in der
Thrombuskomposition unter L3.6pl-MP Einfluss erkennbar; da sich hierunter allerdings

104 "wird deutlich, dass

keine Auswirkungen auf Thrombusinzidenz und -gewicht zeigen
letztlich Faktor XlII nicht an der prothrombotischen Wirkung der tumorésen MP

beteiligt ist.

4. Die prothrombotische Wirkung von L3.6pl-MP ist abhangig vom Synergismus

zwischen intrinsischem und Tumor-MP Tissue Factor

Auf Grund der genannten Erkenntnisse imponiert der Tissue Factor auf L3.6pl-MP als
einzig entscheidender Faktor im Pathomechanismus. Gegen diese Annahme und fir
einen dariliber hinaus bedeutenden Faktor spricht jedoch die Beobachtung, dass die
Injektion von L3.6pl-MP unmittelbar vor Flussreduktion zu keiner vermehrten
Thrombusbildung fiihrt. Damit wird ersichtlich, dass infolge der Flussreduktion

Veranderungen auftreten, die fur die volle Wirkung von L3.6pl-MP erforderlich sind.
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Auf der Suche nach hierbei involvierten Faktoren fiel der von der Maus selbst
entstammende Tissue Factor auf. Denn Mause, die keinen murinen Tissue Factor,
jedoch gerade so viel humanen Tissue Factor besitzen, um nicht an spontaner Blutung
zu versterben, zeigen im Vergleich zur Kontrollgruppe eine reduzierte
Thrombusinzidenz und ein vermindertes Thrombusgewicht. Dieser Einfluss geht
allerdings nicht mit Verdanderungen in der Thrombuskomposition einher. Damit wird
ersichtlich, dass der Maus inharente Tissue Factor fir die frihe Thrombusentstehung
nach Flussreduktion bedeutsam ist. Alle weiteren Veranderungen, die sich in der Folge
auf die Thrombuskomposition auswirken, scheinen dagegen gdnzlich vom Tissue
Factor der L3.6pl-MP abhédngig zu sein.

Doch welchen Ursprung hat dieser dem Anschein nach initial relevante und von der
Maus abstammende Tissue Factor? In der Thrombusentstehung unter reiner
Flussreduktion stammt der GroRteil an Tissue Factor von Monozyten ab °3%¢ Da
allerdings deren Depletion unter dem Einfluss von L3.6pl-MP ohne Auswirkungen
bleibt, spricht dies gegen Blutzellen als Quelle. Die Versuche mit LysM Cre* TF flox/flox
Mausen, deren myeloide Zellen keinen Tissue Factor exprimieren, unterstreichen diese
Annahme, so dass letztlich von einer anderen Quelle als der des Blutes auszugehen ist
104 Eine Freilegung von subendothelialem Tissue Factor ist im Stenose-induzierenden
Mausmodell, im Gegensatz zum FeClI3 Verletzungsmodell, nicht oder allenfalls in
geringem AusmaR zu erwarten °384138139 Djes konnte gut durch die Versuchsreihe
belegt werden, in der L3.6pl-MP 24h und 48h nach Sham Operation injiziert wurde und
keines von 8 Versuchstieren eine vendse Thrombose entwickelte %4, Damit ist auch
nicht anzunehmen, dass der gesuchte Maus inhdrente Tissue Factor dem Subendothel
entstammt. Folglich riickt die von Endothelzellen ausgehende Tissue Factor Expression
als mogliche Quelle in den Vordergrund. In vitro konnte mehrfach gezeigt werden, dass
Endothelzellen Tissue Factor exprimieren kénnen 4243, In Vivo war dies allerdings nur in
bestimmten Situationen wie beispielsweise bei schwerer Sepsis, malignen Tumoren
und bei lokalen Flussturbulenzen der Fall #*%. Letztere Situationen sind, zumindest
zum Teil, auch in dem Mausmodell der vorliegenden Arbeit unter L3.6pl-MP Einfluss
gegeben. Dies wiederum unterstitzt die Hypothese, dass der von der Maus
abstammende Tissue Factor, der im Synergismus mit dem von L3.6pl-MP zur vollen

prothrombotischen Wirkung fiihrt, von Endothelzellen abstammt. Neben der Tissue
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Factor Expression durch Endothelzellen selbst wird auch ein Transfer von Tissue Factor
tragenden Mikropartikeln auf Endothelzellen diskutiert und von einigen Autoren fur
die diskrepanten Ergebnisse verantwortlich gemacht %8, Da L3.6pl-MP in der
immunhistologischen Untersuchung von Thromben der vorliegenden Arbeit direkt am
Endothel zu beobachten waren, ware ein solcher Transfer durchaus auch hier
vorstellbar. Auch wenn damit mogliche Quellen des Maus inhdrentem Tissue Factor
angedeutet sind, kann dies letztlich nur durch weitere in vivo und in vitro

Untersuchungen geklart werden.

Insgesamt deuten die aufgezeigten Unterschiede zur Immunzell-vermittelten vendsen
Thrombose an, dass zur Prophylaxe von ventdsen Thrombosen bei Krebspatienten
andersartige medikamentdse Strategien erforderlich sind. Um negative Auswirkungen
wie verstarkte Blutungsneigung zu vermeiden, ist es notwendig in Zukunft
Zielstrukturen zu finden, die vor Thrombose schiitzen und dabei moglichst wenig
Einfluss auf die Hamostase nehmen ®#9151 Fir die nicht-tumorassoziierte vendse
Thrombose stellen FXIl und NETs von Leukozyten derartige Zielstrukturen dar, die
moglicherweise Einzug in die medikamentése Prophylaxe finden 152, Durch die
vorliegende Arbeit wird allerdings ersichtlich, dass diese unter dem Einfluss von Tumor
Mikropartikeln nicht in Frage kommen. Vielversprechend erscheinen dagegen Ansatze,
die entweder auf tumorassoziierte Tissue Factor positive Mikropartikel oder deren

Tissue Factor direkt zielen.

VII. ZUSAMMENFASSUNG

Krebspatienten tragen ein hohes Risiko, an venéser Thrombose zu erkranken. Dieses
ist abhdngig von der Art des Tumors und besonders hoch fir Patienten mit
Pankreaskarzinom. Der hieraus resultierende Einfluss auf Morbiditdt und Mortalitat ist
erheblich. Wenngleich der Zusammenhang von venésen Thrombosen und
Tumorerkrankung seit dem 19. Jahrhundert bekannt ist, sind die hierbei involvierten
Pathomechanismen bis heute nicht vollstdndig verstanden. Wahrend die vendse
Thrombose unter reiner Flussreduktion einem inflammatorischen Prozess gleicht,

deuten Erkenntnisse der jingeren Forschung darauf hin, dass Tissue Factor tragende
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Mikropartikel, die von malignen Tumorzellen in die Blutzirkulation abgegeben werden,
eine bedeutende Rolle im Pathomechanismus von vendsen Thrombosen bei
Krebspatienten spielen. Von diesem Forschungsthema weitestgehend unbericksichtigt
blieb bislang die Einbeziehung der Thrombuskomposition jener Tumormikropartikel-
assoziierten vendsen Thrombosen. In der vorliegenden Arbeit konnte im Stenose-
induzierenden Mausmodell gezeigt werden, dass die Thrombuskomposition, die sich
nach intravendser Gabe von Mikropartikeln der Pankreastumor-Zelllinie L3.6pl
entwickelt, deutlich von der unter Blut Mikropartikel Einfluss abweicht. Durch
unterschiedliche Inhibitions-, Knock-Out- und Depletionsverfahren konnten
wesentliche Unterschiede zur Immunzell-vermittelten, nicht-tumorassoziierten
vendsen Thrombose aufgedeckt werden: Myeloide Leukozyten, Thrombozyten, FXII
und Rezeptoren wie P-Selektin und GPlba (allesamt Faktoren, die unter reiner
Flussreduktion unabdingbar sind) haben zwar teils noch Einfluss auf die
Thrombuskomposition, flr die thrombogene Potenz der L3.6pl-MP sind sie allerdings
vollkommen vernachldssigbar. Als entscheidender Faktor fir die abweichende
Thrombuskomposition stellte sich der Tissue Factor auf L3.6pl-MP heraus. In
Zusammenschau mit Daten zu Thrombusinzidenz und -gewicht war dariber hinaus
erkennbar, dass dieser erst im Synergismus mit einem der Maus entstammenden
Tissue Factor nicht myeloiden Ursprungs seine volle prothrombotische Potenz
entfalten kann. Die hiermit in vivo aufgezeigten Unterschiede zur Immunzell-
vermittelten vendsen Thrombose verdeutlichen, dass andersartige medikamentose
Strategien erforderlich sind, um einerseits die Entstehung von vendsen Thrombosen
bei Krebspatienten zu verhindern und andererseits Blutungsrisiken wie bei Einsatz von

Antikoagulanzien zu vermeiden.
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