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I. EINLEITUNG 

Für eine Reihe von Tumorerkrankungen stellt die venöse Thrombose und ihre Folgen 

eine häufige Komplikation mit hoher Mortalität dar 1-4. Das größte Risiko tragen 

Patienten, die an Pankreaskrebs erkranken 1. Vom Tumor selbst abgesehen ist die 

venöse Thrombose in dieser Population die häufigste Todesursache 5. Auf welche Art 

und Weise maligne Tumore in diesem Maße prokoagulatorisch wirken, ist nach wie vor 

unklar 6. Es bestehen jedoch deutliche Hinweise, dass Tissue Factor tragende 

Mikropartikel, die von malignen Tumorzellen in die Blutzirkulation abgegeben werden, 

eine Rolle im Pathomechanismus spielen 7-14. Diese Rolle weiter aufzuklären und 

mögliche Unterschiede zur Immunzell-vermittelten, nicht-tumorassoziierten, venösen 

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 

intravenös zugeführt. Als Vergleichsgruppe dienen Mäuse, die Blut-Mikropartikel 

erhielten.  

Die Erforschung der Thrombuskomposition soll in Zusammenschau mit 

Thrombusinzidenz und Thrombusgewicht dazu beitragen, den Pathomechanismus der 

tumorassoziierten venösen Thrombose weiter aufzuklären. Denn das detaillierte 

Verständnis hiervon bietet die Grundlage für neuartige medikamentöse Ansätze, die 

zielgerichtet wirken und dadurch weniger Nebeneffekte, insbesondere geringere 

Blutungsneigungen, aufweisen.  

 

II. GRUNDLAGEN  

1. Venöse Thrombose 

Die venöse Thrombose ist eine das venöse Gefäßsystem betreffende, multikausale 

Erkrankung. Es kommt zur Bildung eines Blutgerinnsels mit partieller oder vollständiger 

Einengung einer tiefen, intrafaszialen Vene. Im betroffenen Abschnitt hat dies einen 

geringeren oder unterbrochenen Blutfluss in Richtung Herz zur Folge 15. 
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Postthrombotisches Syndrom, chronisch venöse Insuffizienz und Lungenembolie sind 

wesentliche Komplikationen, wobei vor allem Letztere für die beträchtliche Mortalität 

der venösen Thrombose verantwortlich ist 16.  

 

1.1 Epidemiologie, Risikosituationen und -faktoren  

In Europa erkranken pro Jahr 148 von 100.000 Einwohner an einer venösen 

Thrombose. Die Inzidenz ist mit zunehmendem Alter steigend und abhängig 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 venöser Thrombose führen. 

 

 

Thrombophile Risikosituationen 

 

Thrombophile Risikofaktoren 

• Alter 

• Frühere Thrombose oder 

Lungenembolie 

• Trauma, Operation  

• Tumorerkrankungen  

• Übergewicht 

• Zentraler Venenkatheter, Vena-cava-

Filter 

• Akute interne Erkrankung (z.B. akuter 

Herzinfarkt, Herzinsuffizienz, 

respiratorische Insuffizienz, 

Infektionen)�  

• Bettlägerigkeit, Immobilisation, 

Lähmungen  

• Lange Reisen in vorwiegend sitzender 

Haltung  

• Dyslipoproteinämie  

• Chronisch entzündliche 

Darmerkrankungen  

• Nephrotisches Syndrom  

• Prothrombin-G20210A-Mutation  

• Faktor-V-Leiden-Mutation  

• Protein-S-Mangel, Protein-C-Mangel 

• Antithrombinmangel  

• Lupushemmstoff  

• Hyperhomozysteinämie  

• hoher TAFI-Spiegel (»thrombin 

activatable fibrinolysis inhibitor«)� 

• hohe Plasmaspiegel der Faktoren VIII, IX 

oder XI 

• Dysfibrinogenämie; Hyperfibrinogenämie  

• Plasminogenmangel 
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• Intravenöser Drogenabusus  

• Tamoxifen; Thalidomid  

• Chemotherapie  

• Heparininduzierte Thrombozytopenie 

Typ II  

• Kontrazeptiva, orale östrogenhaltige 

Hormonersatztherapie  

• Schwangerschaft und Wochenbett�  

• Varizen, oberflächliche 

Venenentzündung, Varikophlebitis, 

Venenanomalien  

• Behçet-Krankheit  

• Myeloproliferative Syndrome  

• Paroxysmale nächtliche Hämoglobinurie 

 
Tabelle 1: Thrombophile Risikosituationen und -faktoren, modifiziert nach 20 

 

1.2 Pathomechanismus  

Der Berliner Pathologe Rudolf Virchow war durch seine Forschung im 19. Jahrhundert 

wesentlich an der Erkenntnis beteiligt, dass venösen Thrombosen eine Trias aus 

verlangsamter Blutströmung, Gefäßwandalteration und Veränderungen in der 

Blutzusammensetzung zu Grunde liegt 21,22. Diese Trias, welche etwa 100 Jahre später 

als Virchow´sche Trias in die Medizingeschichte Einzug fand, hat zwar immer noch 

Gültigkeit, das Verständnis vom Entstehungsmechanismus ist heute jedoch wesentlich 

detaillierter 23. Nichtsdestotrotz bedarf noch vieles weiterer Aufklärung. Das heutige 

Verständnis vom Pathomechanismus der venösen Thrombosen ist für diese 

Doktorarbeit von Bedeutung und wird daher an dieser Stelle genauer dargestellt. 

Bevor wesentliche Schritte im Detail aufgezeigt werden, soll die folgende Übersicht für 

eine erste Orientierung sorgen (Abb. 1). 



II. Grundlagen 

 

4 

 

Abbildung 1: vereinfachte Übersicht des Pathomechanismus der venösen 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 adhärent. Bei Monozyten 

führt diese Adhäsion zu vermehrter Expression von Tissue Factor auf der Zelloberfläche. Tissue Factor 
aktiviert den extrinsischen Weg der Gerinnungskaskade und ist für die Thrombusentstehung von 

entscheidender Bedeutung. Auch Mikropartikel, kleine Zellwandausstülpungen von aktivierten oder 

apoptotischen Zellen können Tissue Factor auf der Zelloberfläche tragen und so die 

Thrombusentstehung begünstigen. Neutrophile Granulozyten tragen weniger durch Tissue Factor zur 

Thrombusbildung bei. Sie sind für die Thrombusbildung vielmehr durch ihre Ausbildung von NETs 

(Neutrophil Extracellular Traps) und einer daraus resultierenden Aktivierung von Faktor XII wichtig. 

Indem adhärente Thrombozyten zum einen inorganische Polyphosphate (PolyP) freisetzen 26 und zum 
anderen mit myeloiden Leukozyten interagieren und so die NETs Bildung fördern, spielen auch sie eine 

wichtige Rolle im Pathomechanismus der venösen Thrombose. Die Folge von Zelladhäsion 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 Adhäsion von Immunzellen und Thrombozyten  

Intaktes Endothel kann infolge von Flussreduktion, Hypoxie und/ oder Inflammation 

aktiviert werden 27,28. Flussreduktion und ausgeprägte Hypoxie sind beispielsweise an 

Venenklappen, dem häufigsten Ausgangspunkt von venösen Thrombosen, zu 

beobachten 29-33 (Abb. 2).      
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Abbildung 2: Blutströmung und hypoxische Regionen im Bereich von Venenklappen, modifiziert nach 
23,27 
Die Folge einer verlangsamten Blutströmung sind nicht nur verminderte Scherkräfte und verlängerte 

Kontaktzeit von prothrombotischen Substanzen mit der Gefäßwand, sondern auch eine zunehmende 

Entsättigung von Erythrozyten mit hieraus resultierender Hypoxie 28,33,34. In Versuchen von Hamer et al. 

konnte erstmals nachgewiesen werden, dass bei statischer Blutströmung 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 Blutströmung 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-ähnliche Proteoglykane, Tissue 

Factor Pathway Inhibitor, Thrombomodulin und  endothelialer Protein C Rezeptor 35 

(Abb. 3).  
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Abbildung 3: Darstellung von antikoagulatorischen Faktoren auf der Oberfläche von Endothelzellen, 
modifiziert nach 36  
a) Heparin ähnliche Proteoglykane, welche die Wirkung von Antithrombin (AT) an Thrombin (T) 

verstärken können 36 b) Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) bindet abhängig von FXa kompetitiv den 

Komplex aus TF und FVIIa. Durch diese neutralisierende Bindung wird die Wirkung von Thrombin 
limitiert 37. c) Thrombomodulin (TM) bindet einerseits Thrombin (T) und führt so zu dessen Inhibierung, 

andererseits wird in diesem TM-T Komplex die Thrombin abhängige Aktivierung von Protein C um den 

Faktor 1000 amplifiziert. Eine weitere Amplifikation erfährt diese Aktivierung durch den endothelialen 

Protein C Rezeptor (EPCR), der zu einer optimierten räumlichen Anordnung der Substrate führt. 

Aktviertes Protein C wirkt durch seine hochspezifische proteolytische Aktivität für FV/FVa und FVIIIa 

antikoagulatorisch 38. 

 

Auf prokoagulatorischer Seite finden sich Adhäsionsproteine 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 Körperchen 27,39,40. Infolge dieser 

Adhäsionsproteine können Immunzellen und Thrombozyten an das aktivierte Endothel 

binden.  

 

1.2.2 Adhäsion und Stimulation von Monozyten  

Monozyten binden über ihren PSGL-1 Rezeptor an P-Selektin auf aktivierten 

Endothelzellen. Dies führt zur Produktion von inflammatorischen Zytokinen und 

vermehrten Expression von Tissue Factor 27,41 (Abb. 4).   
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Abbildung 4: Monozytäre und endotheliale Signalwege bei Hypoxie induzierter venöser Thombose, 
modifiziert nach 27  

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 führen diese über Sauerstoff abhängige 
Transkriptionsfaktoren wie HIF-1 (Hypoxia-Inducible Factor-1), EGR-1 (Early Growth Factor Response-1) 

und NF-κB (Nuclear Factor-κB) 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 Gefäßpermeabilität. In Endothelzellen führen ROS zum sofortigen 

endothelialen Einbau von P-Selektin aus WPB (Weibel-Palade Körperchen) sowie über zuvor genannte 

Sauerstoff abhängige Transkriptionsfaktoren zur de novo Synthese von unter anderem P-Selektin und E-
Selektin 27. In vitro zeigte sich, dass Endothelzellen ebenfalls über ROS und EGR-1 zu einer vermehrten 

de novo Synthese und Oberflächenexpression von Tissue Factor angeregt werden können 42,43. Die in 

vivo Daten hierzu sind nicht eindeutig. Wobei unter schwerer Sepsis, Tumorbedingungen oder lokalen 

Flussturbulenzen eine endotheliale Tissue Factor Expression beobachtet werden konnte 44,45. 

 

1.2.3 Tissue Factor 

Tissue Factor (TF, syn. Gewebethromboplastin) ist ein transmembranöses 

Glykoprotein, das als alternativ gesplicte Form (asTF) und als full length Tissue Factor 

(flTF) existiert. Während asTF für die Gerinnung keine Rolle spielt, ist flTF für die 

Aktivierung der Gerinnungskaskade von entscheidender Bedeutung 46. Darüber hinaus 

hat flTF Einfluss auf Tumorwachstum, Inflammation und Angiogenese 47. Die 

Bezeichnung Tissue Factor bezieht sich daher in der vorliegenden Doktorarbeit stets 

auf flTF. 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 Oberfläche von ruhenden, nicht stimulierten Zellen. In Letztere geht er erst durch 

Stimulation über und erhält so seine volle prokoagulatorische Aktivität 48. Auch wenn 

noch nicht abschließend geklärt ist, wie dieser Übergang erfolgt, geht man am ehesten 

von der Proteindisulfidisomerase (PDI) als entscheidenden Faktor aus 49,50 (Abb. 5).  

 

 

Abbildung 5: Übergang von koagulatorisch inaktivem Tissue Factor zu koagulatorisch aktivem Tissue 
Factor – vermutlicher Mechanismus unter Einfluss von PDI, modifiziert nach 48 
In einer Isomerisierungsreaktion durch das Enzym PDI wird die Thiol-Gruppe (-SH) in eine Disulfidbrücke 

(S-S) umgewandelt. Dies führt zu einer Konformationsänderung, welche die Bindung von FVIIa erlaubt. 51 

 

PDI wird von aktivierten Thrombozyten und Endothelzellen gebildet und lässt sich auch 

auf NETs nachweisen (Abb. X) 51-53. In der koagulatorisch aktiven Form bildet Tissue 

Factor zusammen mit FVIIa einen enzymatischen Komplex, der die Proteinsubstrate 

FIX und FX aktiviert und damit die Gerinnungskaskade über den extrinsischen Weg in 

Gang setzt 41. Tissue Factor wird konstitutiv an Zelloberflächen von unterschiedlichen 

extravaskulären Zellen, wie Fibroblasten, Perizyten und glatten Muskelzellen gebildet 

54,55. Tissue Factor liegt damit in Gefäßwänden und um diese herum vor, so dass bei 

Gefäßverletzung subendothelial unmittelbar ausreichende Mengen für die 

Gerinnungsaktivierung vorhanden sind. Intravaskulär hingegen sind im gesunden 

Organismus nur sehr geringe Mengen an Tissue Factor zu finden. Der größte Teil 

hiervon scheint auf Mikropartikeln von Thrombozyten und Monozyten, wie auch auf 

Monozyten selbst vorzuliegen 47. Dabei gibt es keine Hinweise, dass der hier zu 

findende Tissue Factor im gesunden Organismus hämostatisch wirksam ist 56. Unter 

pathologischen Bedingungen lassen sich dagegen intravaskulär signifikant erhöhte 
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Mengen an koagulatorisch aktivem Tissue Factor finden. Zu diesen Bedingungen 

zählen kardiovaskuläre Erkrankungen, Inflammation, Sichelzellanämie, aber auch 

Tumorerkrankungen 57-60. Je nach pathologischem Stimulus kann Tissue Factor somit 

auf Monozyten, Thrombozyten, neutrophilen Granulozyten, Endothelzellen oder 

Tumorzellen zu finden sein 61. Dieser intravaskuläre Pool an Tissue Factor kann deutlich 

vergrößert werden, indem Zellen wie Monozyten und Tumorzellen Mikropartikel 

bilden, die ebenfalls Tissue Factor auf der Oberfläche tragen 62,63.  

 

1.2.4 Mikropartikel 

Mikropartikel sind kleine (100-1000 nm) vesikuläre Membranfragmente, die sich von 

der Plasmamembran aktivierter oder apoptotischer Zellen ablösen. Sie müssen von 

Exosomen abgegrenzt werden, welche kleiner (50-100 nm) und endosomalen 

Ursprungs sind 64. Die Oberfläche der Mikropartikel ist negativ geladen und reich an 

anionischen Phospholipiden wie Phosphatidylserin und Phosphatidylethanolamin 65. 

Zudem besitzen sie Oberflächenrezeptoren und cytoplasmatische wie nukleäre 

Moleküle ihrer Mutterzelle. Dies erklärt die unterschiedlichen Eigenschaften von 

Mikropartikeln und erlaubt zudem eine Zuordnung zu ihren ursprünglichen Zellen. 

Aktivierenden Einfluss auf die Blutgerinnung haben Mikropartikel vor allem durch ihre 

Phospholipidkomposition und Tissue Factor auf der Oberfläche. Einen Beitrag zur 

Kommunikation zwischen unterschiedlichen Zellen leisten Mikropartikel, indem sie 

Oberflächenrezeptoren, mRNA und micro RNA von ihrer Mutterzelle auf Zielzellen 

übertragen können. Damit wird ihnen auch eine Rolle bei Inflammation, Angiogenese 

und Immunantworten zugesprochen  66,67 (Abb. 6). 
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1.2.5 Adhäsion und Stimulation von neutrophilen Granulozyten 

Wie Monozyten binden auch neutrophile Granulozyten über PSGL-1 an P-Selektin auf 

Endothelzellen 75. Anders als bei Monozyten führt diese Adhäsion jedoch kaum zur 

Expression von Tissue Factor. Und dennoch spielen sie eine wichtige Rolle im 

Pathomechanismus der venösen Thrombose 53.  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 können einerseits an 

vWF binden, TFPI über Neutrophilen Elastase abbauen und die stark durch 

Thrombomodulin amplifizierte Protein C Aktivierung reduzieren 76-79. Andererseits 

können NETs durch ihre negativ geladene Oberfläche Faktor XII aktivieren und so 

direkten Einfluss auf die Stabilität des quervernetzten Fibrinnetzwerks nehmen 53. 

Dabei scheint die Aktivierung von Faktor XII weitestgehend unabhängig von Faktor XI 

der intrinsischen Gerinnungskaskade abzulaufen 80.  

 

1.2.6 Adhäsion und Interaktion von Thombozyten  

Entgegen der früheren Auffassung spielen auch Thrombozyten im Pathomechanismus 

der venösen Thrombose eine wichtige Rolle. So binden sie nicht nur über ihren GPIbα 

Rezeptor an vWF auf aktiviertem Endothel, sondern rekrutieren Monozyten und 

neutrophile Granulozyten zum wachsenden Thrombus, regen neutrophile 

Granulozyten zur Ausbildung von NETs an, schütten PDI aus und aktivieren Faktor XII 

über Polyphosphate (PolyP) (Abb. 7) 53,81.  
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Abbildung 7: Zusammenwirken von Monozyten, neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten in der 
Entstehung venöser Thrombosen, modifiziert nach 81  

 

1.2.7 Thrombus mit charakteristischer Komposition 

Als Folge von beschriebener Zelladhäsion und Gerinnungsaktivierung entsteht ein 

charakteristischer venöser Thrombus mit laminärer Schichtung und weißen sowie 

roten Arealen 27,31,82. Die roten Anteile entsprechen vor allem quervernetztem Fibrin 

und darin eingefangenen Erythrozyten 83. Die weißen Areale sind besonders reich an 

Thrombozyten 84 (Abb. 8).  

 

 

Abbildung 8: Histologischer Schnitt einer Vene mitsamt Venenklappe in HE Färbung, 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 venöser Thrombus mit charakteristischer Komposition. B zeigt weiße 

Areale mit hoher Dichte an Thrombozyten. C zeigt neben der laminären Schichtung aus kernlosen und 
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2. Venöse Thrombose im Zusammenhang mit Krebserkrankungen  

Nachdem venöse Thrombosen im Allgemeinen beschrieben und wesentliche Aspekte 

des Pathomechanismus dargestellt wurden, soll nun auf venöse Thrombosen speziell 

bei Tumorerkrankungen eingegangen werden. Einer der Ersten, der das Auftreten 

venöser Thrombosen in Verbindung mit Tumorerkrankungen brachte, war der 

französische Arzt Armand Trousseau. Er beschrieb im Jahre 1865 einen 

Zusammenhang von Magenkrebs und venöser Thrombose 5.  

 

2.1 Epidemiologie, spezielle Risikosituationen und -faktoren 

Aus Studien mit Patientenkollektiven aus Amerika, Holland, Dänemark und England 

geht hervor, dass Krebspatienten im Vergleich zur Normalbevölkerung ein 4- bis 7- 

fach erhöhtes Risiko haben, eine venöse Thrombose zu entwickeln 1-4. Betrachtet man 

den Anteil, den Patienten mit Krebserkrankung an der Gesamtmenge von Patienten 

mit venöser Thrombose ausmachen, so beträgt dieser etwa 15-20 % 85. Abhängig von 

der primären Tumorerkrankung entwickeln etwa 4-20% der Krebspatienten eine 

symptomatische venöse Thrombose 86. Dabei ist die Inzidenz innerhalb der ersten 

Monate nach Krebsdiagnose am höchsten 1,87. Bei aggressiven Tumoren, die früh 

metastasieren und mit kurzer Überlebenszeit assoziiert sind, ist das Risiko besonders 

hoch 88. Hierzu zählen allen voran Tumore von Pankreas, Lunge und Magen 1. Des 

Weiteren besitzen primäre Tumore von Gehirn, Niere und Ovar sowie Lymphome und 

Myelome ein erhöhtes Risiko 89-92. Insgesamt stellen venöse Thrombosen und ihre 

Folgen schwerwiegende Komplikationen bei Krebserkrankung dar. So haben sie nicht 

nur Einfluss auf die Lebensqualität, sondern sind auch zweithäufigste Todesursache 

nach der Krebserkrankung selbst 5. Bei Patienten mit Krebserkrankung liegen häufig 

mehrere thrombophile Risikosituationen gleichzeitig vor. Hierzu zählen chirurgische 

Eingriffe, zentralvenöse Katheter, Chemotherapie und Immobilisation bzw. 

Bettlägerigkeit 93,94. 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 für das Auftreten von venösen Thrombosen dar 

95. Dieses Risiko ist zum einen abhängig von der Art, der Lokalisation, der Histologie, 

der Ausbreitung und dem zeitlichen Bestehen des Tumors 96-98. Zum anderen ist es 

davon abhängig, welchen Einfluss der Tumor auf den betroffenen Organismus hat und 
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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 100.  

Durch die Erkenntnis, dass Tumorzellen Tissue Factor tragende Mikropartikel bilden 

können, wurde in zahlreichen Studien untersucht, ob diese in Verbindung mit der 

Entstehung von venösen Thrombosen bei Tumorpatienten stehen. In retrospektiven 

Studien konnte gezeigt werden, dass Patienten mit Krebserkrankung im Vergleich zu 

Gesunden höhere Plasmaspiegel an TF+ MP haben. Dabei ging aus den 

Untersuchungen von Manly et al. hervor, dass bei Patienten, die an Pankreastumor 

erkrankt sind, die höchsten Spiegel an TF+ MP vorlagen. Des Weiteren konnte gezeigt 

werden, dass Patienten mit Krebserkrankung und vorliegender venöser Thrombose 

(bzw. ihrer Komplikationen) höhere TF+ MP Spiegel haben als Krebspatienten ohne 

venöse Thrombose bzw. ihrer Komplikationen 8-14. 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 venösen 

Thrombosen hin. Darüber hinaus gab sie Hinweise, dass erhöhte Plasmaspiegel von 

TF+ MP sogar einen prädiktiven Wert für das Auftreten von venösen Thrombosen bei 

Patienten mit Pankreastumor haben können 101. Die kürzlich veröffentlichte, 

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 Aktivität von Mikropartikeln im Plasma von Patienten mit 

venöser Thrombose im Vergleich zu denjenigen ohne venöse Thrombose deutlich 

erhöht und darüber hinaus mit dem Ausmaß von thromboembolischen Ereignissen, 

Metastasierung und kürzerem Überleben korreliert war 102.  

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

Rolle im Entstehungsmechanismus von venösen Thrombosen einnehmen. Die stärkste 

Assoziation ist dabei für Pankreastumore zu finden 5,7,73,103. 
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III.  ZIELSETZUNG 

Zahlreiche Studien zeigen auf, dass Tumormikropartikel wesentlich an der Entstehung 

von venösen 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 venöser Thrombose weiter aufzuklären. Aktuell ist 

weitestgehend unklar, ob die Mechanismen der tumorassoziierten venösen 

Thrombose denen der Immunzell-vermittelten, nicht-tumorassoziierten venösen 

Thrombose gleichen. Pathomechanistische Unterschiede könnten zu neuen 

pharmakologischen Ansätzen führen, die zielgerichtet Tumorpatienten vor venösen 

Thrombosen schützen und im Vergleich zur aktuell üblichen 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 zellulären und 

molekularen Bestandteilen innerhalb des Thrombus soll zusätzlich um eine 

computerbasierte Methode zur quantitativen Bestimmung von Thrombozyten ergänzt 

werden. Mithilfe von Inhibierungs-, Knock-Out- und Zelldepletionsverfahren soll 

aufgedeckt werden, welchen Einfluss GPIbα, Thrombozyten, P-Selektin, neutrophile 

Granulozyten, FXII, TF auf Mikropartikeln sowie myeloider TF auf die 

Thrombuskomposition haben. Schließlich soll diese in Zusammenschau mit 

Thrombusinzidenz und Thrombusgewicht Rückschlüsse auf den Pathomechanismus 

der Tumormikropartikel-assoziierten venösen Thrombose zulassen und mögliche 

Unterschiede zur Immunzell-vermittelten, nicht-tumorassoziierten venösen 

Thrombose aufzeigen.  
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IV. MATERIAL UND METHODEN 

1. Mausmodell zur Induktion venöser Thrombosen mittels Flussreduktion 

Das von Brühl et al. etablierte Mausmodell zur Erforschung von Pathomechanismen 

venöser Thrombosen war auch Grundlage für die Versuche der vorliegenden 

Doktorarbeit 53,84. In diesem führt die Ligatur der Vena cava caudalis kaudal der 

Mündung der Vena renalis sinistra, abhängig von jeweiliger Standardisierung, zu einer 

Flussreduktion von 70-80%. Die Seitenäste bleiben dabei stets unangetastet. Tiere mit 

Anzeichen für eine Blutung werden ausgeschlossen. Als Folge von verlangsamter 

Blutströmung, Hypoxie und Endothelaktivierung entwickelt sich in etwa 60% Prozent 

der Tiere innerhalb von 48 Stunden ein venöser Thrombus. Das Milieu, in welchem ein 

Thrombus in diesem Mausmodell entsteht, ähnelt dem einer Venenklappe und vermag 

daher replizierbar Thromben zu generieren, welche in zeitlichem Verlauf und 

histologischem Aufbau dem Großteil spontan entstehender Thromben im humanen 

Organismus entsprechen  53.  

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 eröffnetes Stück Plastikschlauch. 

Dieses wurde mit Tissue Tek (Tissue-Tek O.C.T. Compound, Sakura, Alphen aan den 

Rijn, NL) bedeckt und anschließend in flüssigem 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 veränderten Tiere wurden alle 

Experimente an C57Bl/6 Wildtyp Mäusen bzw. den in ihnen entstandenen Thromben 

durchgeführt. Herkunft dieser Mäuse war Charles River Laboratories. Das Alter der 

verwendeten Versuchstiere lag zum Zeitpunkt der Experimente zwischen 10 und 14 

Wochen. Sämtliche Mäuse wurden unter speziell pathogenfreien Bedingungen 

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

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

 

IL4-R/Iba Mäuse 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 105. Bei diesen Tieren ist die 

extrazelluläre Domäne des thrombozytären GPIbα durch die α-Untereinheit des 

humanen IL-4-Rezeptors ausgetauscht. Auf diese Weise ist eine Interaktion mit vWF, 

dem Hauptliganden von GPIbα, verhindert 106,107.  Darüber hinaus wurde beschrieben, 

dass GPIbα auch Bedeutung für die Bindung an P-Selektin auf aktiviertem Endothel, für 

die Interaktion mit neutrophilen Granulozyten via MAC-1, als auch für Interaktionen 

mit Thrombin und Kininogen hat 108. Demnach sind in diesen Versuchstieren auch 

solche Bindungen und Interaktionen beeinträchtigt.   

 

B6.129s7-Selp (tm1Bay)/J, kurz SELP-/- Mäuse wurden ebenfalls von Charles River 

bezogen. Deren Generierung erfolgte wie von Mayadas et al. beschrieben 109. Bei 

diesen Knock-Out Tieren fehlt der Adhäsionsrezeptor P-Selektin auf Thrombozyten und 

Endothelzellen.  

 

Low-hTF und HCV Mäuse wurden von Nigel Mackman (Department of Medicine, 

University of North Carolina at Chapel Hill, Chapel Hill, USA) zur Verfügung gestellt und 

waren wie in den zitierten Veröffentlichungen generiert 110,111. Low-hTF Mäuse 

exprimieren keinen murinen Tissue Factor, besitzen jedoch gerade so viel humanen 

Tissue Factor (etwa 1% an murinem Tissue Factor von Wildtyp Mäusen), um nicht an 

spontaner Blutung zu versterben. HCV Mäuse besitzen ebenfalls keinen murinen 

Tissue Factor, haben jedoch auf Grund der vollständigen genetischen Information für 

die Generierung von humanem Tissue Factor, bis auf fehlende kardiale Tissue Factor 

Expression, keinen Mangel an humanem Tissue Factor 112. 

 

Um LysMCre+ bzw. Cre- TFflox/flox Mäuse zu generieren, wurden LysMCre Mäuse aus dem 

Jackson Labaratory mit TFflox/flox Mäusen von Nigel Mackman auf zuvor beschriebene 

Art und Weise gekreuzt 111,113. In diesen speziellen Knock-Out Mäusen kann mittels Cre 
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Rekombinase die Expression von Tissue Factor in myeloiden Zellen ermöglicht oder 

unterbunden werden 114.  

 

3. Ursprung, Aufbereitung und Markierung der verwendeten Mikropartikel 

Für die Erforschung der Thrombuskomposition bei Tumormikropartikel-assoziierter  

venöser Thrombose wurden Mikropartikel der L3.6pl Zelllinie ausgewählt. Diese 

entstammt einem humanen, hochmalignen Adenokarzinom des Pankreas 115. Neben 

L3.6pl-MP wurden Mikropartikel aus Vollblut gesunder humaner Spender und 

Mikropartikel der murinen KPC Zellinie eingesetzt. Bei KPC Mäusen handelt es sich um 

einen genetisch veränderten Mausstamm. In diesem entwickelt sich spontan ein 

Adenokarzinom des Pankreas, das in seinem genetischem Kompendium humanen 

Adenokarzinomen des Pankreas ähnelt 116.   

 

Sämtliche Mikropartikel, die im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit zum Einsatz 

kamen, wurden in der Arbeitsgruppe von Professor Bernd Engelmann am Institut für 

Laboratoriumsmedizin der Ludwig-Maximilians-Universität wie folgt generiert:  

 

Blut Mikropartikel stammten aus gespendetem Vollblut gesunder Menschen. Nach 

Entnahme wurde dieses mit Citrat antikoaguliert und hierauf für 15 min bei 160 x g 

ohne Bremse zentrifugiert. Das zellfreie Plasma wurde zwei weitere Male bei 855 x g 

für 20 min ohne Bremse zentrifugiert. Um letztlich die Mikropartikel zu isolieren, 

wurde der zuvor gewonnene Überstand für 30 min bei 17740 x g ohne Bremse 

zentrifugiert. Das die Mikropartikel enthaltene Pellet wurde in PBS resuspendiert. 

Anschließend erfolgte die Bestimmung der Proteinkonzentration mittels 

kolorimetrischer Methode (Bio Rad - colorimetric protein assay). Angepasst an das 

hieraus resultierende Ergebnis wurden die Mikropartikelsuspensionen zu Portionen à 

150 μg Protein aufbereitet. Bei 8° C war eine Lagerung für ca. eine Woche möglich.  

 

Um L3.6pl-MP und KPC-MP zu gewinnen, wurde der Überstand aus den jeweiligen 

Zelllinien je zwei Mal für 20 min bei 1430 x g zentrifugiert. Der auf diese Weise 

entstandene Überstand wurde für 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 für die spätere 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 grüne Fluoreszenz bei einem Emissionsmaximum von 

etwa 530 nm entsteht 117. Diese Markierung sah im Detail wie folgt aus: Lichtgeschützt 

und unter Raumtemperatur wurde das Pellet in PBS Suspension für 2 min mit 5 μl 

einer 4,48 mM DCF- Lösung inkubiert. Nach Waschung mit PBS erfolgte eine 30-

minütige Zentrifugation mit 17440 x g. Abschließend erfolgte die Resuspension in 200 

µl sterilem NaCl.  

 

4. Antikörper und Inhibitoren 

Die im Folgenden aufgeführten Antikörper und Inhibitoren wurden in Versuchen mit 

C57/Bl6 Wildtyp Mäusen angewandt.  

Die Depletion von neutrophilen Granulozyten erfolgte mittels Anti-Maus Ly-6G 

Antikörper (5 mg/kg KG; rat anti-mouse Ly-6G, clone 1A8, eBioscience), die von 

myeloiden Leukozyten mittels Anti-Maus Gr-1 Antikörper (5 mg/kg KG; rat anti-mouse 

IgG2b, clone RB6-8C5, eBioscience). Als Kontrolle hierfür dienten jeweils von der Ratte 

abstammende IgG 2b kappa Isotyp Antikörper (eBioscience).  

Die Depletion von Thrombozyten wurde durch die intravenöse Gabe von Anti-Maus 

GPIbα (Ratte Anti-Maus CD42b, 2 mg/kg KG, Emfret analytics) ermöglicht. Als Kontrolle 

dienten Ratten IgG Antikörper der gleichen Firma 53.  

Der Erfolg der genannten Depletionen wurde im automatischen Blutzellzählgerät der 

Firma Sysmex im Citrat Blut bestätigt. 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 intravenös verabreicht. Die 

Kontrolltiere erhielten stattdessen jeweils 200 μl Kochsalz. 

Durch einstündige Inkubation von L3.6pl-MP mit Anti-TF Antikörper (45 μg/150 μg 

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 Antikörper (BD Pharmingen) verwendet.  

 

5. Immunhistologie 

5.1 Anfertigung von Gefrierschnittpräparaten 

Für die immunhistologische Untersuchung des Thrombus wurden Gefrierschnitte von 

der Vena cava caudalis angefertigt. Die einzelnen Schritte unter Verwendung eines auf 

-25°C herunter gekühlten 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 Gefäß mit zusätzlichem Tissue Tek auf einem 

speziellen Haltestempel fixiert. Je nach Achse der Gefäß-Fixierung konnten durch 

entsprechende Kryostat-Bedienung serielle Quer- oder Längsschnitte von 5 μm Dicke 

angefertigt werden. Im Anschluss wurden diese auf gekennzeichnete Objektträger mit 

spezieller Beschichtung (Superfrost Plus, Menzel, Braunschweig) übertragen und bis 

zur immunhistologischen Färbung bei -20° C lichtgeschützt gelagert. Für Querschnitte 

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

 

5.2 Indirekte Immunfluoreszenzmarkierung 

Zur Aufklärung der Thrombuskomposition galt es, ausgewählte zelluläre und nicht-

zelluläre Strukturen zusätzlich zur reinen Vergrößerung am Mikroskop erkennbar zu 

machen. Zu diesem Zweck wurde in der vorliegenden Arbeit die indirekte 

Immunfluoreszenzmarkierung angewandt. Bei diesem Verfahren bindet ein xenogener 

Antikörper an die gesuchte Zielstruktur. Nachdem durch ein Waschverfahren sämtliche 

nicht an der Zielstruktur gebundenen Antikörper entfernt werden, kommt ein zweiter 

Antikörper zum Einsatz. Neben der Eigenschaft durch entsprechende Xenogenität 

einzig an das Fc-Fragment des Primärantikörpers zu binden, ist an diesem 

Sekundärantikörper ein fluoreszierendes Molekül gebunden. Unter Verwendung eines 

Fluoreszenz Mikroskops leuchtet dieses bei geeigneter Wellenlänge auf und macht so 

die gesuchte Struktur indirekt sichtbar 118,119.  

Die Markierung im Sinne der indirekten Immunfluoreszenz wurde nach einem 

etablierten Protokoll durchgeführt 120. Die einzelnen Schritte sind im Folgenden 
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dargestellt. Allgemein wurde durch Verwendung spezieller Kammern darauf geachtet, 

dass die Schnittpräparate bestmöglich vor Lichteinstrahlung und Austrocknung 

geschützt sind. 

Im ersten Schritt wurden die Schnittpräparate auf ihren Objektträgern mit einem 

Fettstift (Dako Pen, Dako, Hamburg) mit ausreichendem Abstand umfahren. Auf diese 

Weise konnte garantiert werden, dass die folgenden Lösungen direkt am Präparat 

wirken und nicht unkontrolliert auf dem Objektträger verlaufen.  

Nach einer 3-minütigen Fixierung bei Raumtemperatur mittels 4% Formalinlösung 

(Thermo Scientific, Rockford, Illinois, USA) folgten dreifache Waschvorgänge mit PBS 

(Invitrogen, Darmstadt) und 0,1% Tween (Tween 20, Sigma- Aldrich, Taufkirchen). Die 

bereits mit Tween begonnene Blockierung möglicher unspezifischer Bindungen wurde 

abhängig vom folgenden Primärantikörper um proteasefreie Albuminfraktion (Roth, 

Karlsruhe), Glycin (Roth, Karlsruhe) oder gegen Fc-Fragmente von Maus Antikörpern 

gerichtete anti-mouse CD16/32 Antikörper (affinity purified rat anti-mouse CD16/32, 

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

 
       

 CD45 Ly-6G F4/80 CD41 Fibrinogen CD54 

Albuminfraktion 3% 3% 3% - 1% 3% 

Glycin - - - - 2% - 

anti-mouse CD16/32 1:100 1:100 1:100 1:100a - - 

Tabelle 2: Agenzien bzw. deren Kombination zur Blockierung unspezifischer Bindungen in 
Abhängigkeit vom folgenden Primärantikörper 
Angaben in Prozent beziehen sich auf erzeugte Lösungen in PBS, a einzig in PBS gemischt 

 

Nach einer Einwirkzeit von 30 min konnte die Blocklösung vorsichtig abgeklopft und 

der jeweilige Primärantikörper aufpipetiert werden (Tab. 3-8). Zusätzlich wurde eine 

entsprechende Isotypkontrolle mit unspezifischem Antikörper derselben 

Antikörperklasse sowie eine Negativkontrolle mit alleinigem PBS angelegt. Nach einer 

Einwirkdauer von einer Stunde wurde wie zuvor gewaschen. Anschließend wurde der 

Sekundärantikörper aufgetragen (Tab. 3-8).  
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Darmstadt) in einer Verdünnung von 1:3000 für 30 Sekunden hinzugefügt. Nach 

abschließendem Waschvorgang wurden die Schnittpräparate 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 Schnittpräparate wurden an einem 

Fluoreszenzmikroskop der Marke Leica (Leica DMRB, Bensheim, Deutschland) mit 

unterschiedlichen optischen Vergrößerungen analysiert. Mithilfe einer hieran 

montierten Kamera (AxioCam, Firma Zeiss, Göttingen, Deutschland) konnten digitale 

Aufnahmen erzeugt und mittels Firmen zugehöriger Software auf einen verbundenen 

Computer übertragen 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 große Bereiche unterteilt. Aus je einem 

dieser Bereiche wurde eine digitale Überlagerungsaufnahme bei 40-facher 

Vergrößerung erzeugt. Im Anschluss wurden alle für DAPI und CD45, Ly-6G oder F4/80 

positiven Zellen in diesem Bereich ausgezählt. Nachdem der Mittelwert aus den 4 

Bereichen erstellt wurde, erfolgte die Umrechnung auf Zellzahl pro mm2. 

 

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 Übersichtsaufnahme der für CD41 

fluoreszierenden Bereiche erstellt. Eine Auszählung wie zur Erfassung von einzeln 
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abzugrenzenden Zellen war aufgrund der teils flächenhaften Verteilung von 

Thrombozyten nicht möglich. Als hierfür geeignet stellte sich das Computerprogramm 

für wissenschaftliche Bildanalyse „Cap Image“ dar 127. Dieses Programm ermöglicht 

neben der Berechnung von frei definierten Flächen die Bestimmung von einzelnen 

schwarzen Pixeln innerhalb einer definierten Fläche. 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 bestätigte.  

 

 

Abbildung 11: Screenshot Cap Image 8.6.3 - Bestimmung der rechteckigen Gesamtfläche  
Gesamtfläche (rote Umrandung): 12,9mm2 

 

 

Abbildung 12: Screenshot Cap Image 8.6.3 - Bestimmung aller schwarzen Pixel innerhalb der 
Gesamtfläche  
Ergebnis in Spalte an rechtem Rand: A= 1,26mm2 
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Abbildung 13: Screenshot Cap Image 8.6.3 - Bestimmung der umfahrenen runden Fläche (rote Linie) 
Ergebnis in Spalte an rechtem Rand: A= 2,5mm2   

 

Für die aufgezeigte „Cap Image“ Berechnung wurde die CD41 positive 

Übersichtsaufnahme mittels „Image J“ Software in schwarz und weiß umgewandelt. 

Dabei stellte schwarz die für 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 Gesamtfläche  
Gesamtfläche (rote Umrandung): 102,19mm2 

 



IV. Material und Methoden 

 

29 

 

Abbildung 15: Screenshot Cap Image 8.6.3 - Bestimmung von CD41 positiven Bereichen innerhalb der 
Gesamtfläche  
Ergebnis in Spalte an rechtem Rand: A= 8,21mm2 

 

 

Abbildung 16: Screenshot Cap Image 8.6.3 - Bestimmung der gesamten Fläche des 
Thrombusquerschnitts (rote Linie) 
Ergebnis in Spalte an rechtem Rand: A= 26,7mm2   

 

8. Statistische Auswertung  

Für die statistische Auswertung wurde überwiegend 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 für die Anwendung des t-Tests mit einseitiger Testvariante 

war eine Normalverteilung nach Shapiro Wilk sowie eine entsprechende 

Varianzhomogenität. Sofern eines dieser Kriterien nicht erfüllt 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. Tumoröse L3.6pl-MP führen im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer 

makroskopisch und mikroskopisch veränderten Thrombuskomposition 

In der Untersuchung von Thromben, welche sich 48 Stunden nach Beginn der 

Flussreduktion und zweizeitiger Schwanzveneninjektion von L3.6pl-MP in C57Bl/6 

Mäusen bildeten, ließ 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 größer, zum anderen war keine 

klare Schichtung in rote und weiße Areale wie in Thromben der Kontrollgruppe mehr 

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

 

 

Abbildung 17: Makroskopische Ansicht venöser 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 Gefäß; 

Querbalken: 1 mm 

 

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

aus Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe einher, in denen Mäuse der L3.6pl-MP 
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Abbildung 19: Immunhistologische Visualisierung der Thrombuskomposition von L3.6pl-MP und Blut-
MP assoziiertem venösen Thrombus 

blau: DAPI   Zellkern; rot: CD41   Thrombozyten, ICAM-1   Endothel, Fibrin(-ogen)   Fibrin(-ogen), CD45 

 �Leukozyten, Ly6G  �neutrophile Granulozyten; grün: L3.6pl-MP; Überlagerung; n= 3-5; Querbalken: 

200 μm 
 

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 ähnlicher Art und Weise auch in der 

Verteilung der Leukozyten zu erkennen. Besonders deutlich wurde diese Aufteilung in 

der immunhistologischen Färbung auf Fibrin(-ogen). So fand sich in der L3.6.pl-MP 

Gruppe eine auffällig dichte Fibrin(-ogen) Schicht nahe am Endothel. Luminal erschien 

diese eher lose und war von der endothelnahen Schicht deutlich abgrenzbar. 

Interessanterweise ließen sich genau am Übergang der beiden Schichten L3.6pl-MP 

nachweisen (Abb. 20).  
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Abbildung 22: Immunhistologische Visualisierung eines L3.6pl-MP induzierten venösen Thrombus im 
Längsschnitt  
rot: Fibrin(-ogen) ≅ Fibrin(-ogen); blau: DAPI ≅ Zellkern; Überlagerung; n = 3; Querbalken: 1 mm 
 

Um Interaktionen zwischen L3.6pl-MP und zellulären Strukturen zu erkennen, wurde 

mittels weiterer optischer Vergrößerungen 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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Abbildung 23: Immunhistologische Färbung eines L3.6pl-MP induzierten venösen Thrombus zur 
Beurteilung der Interaktion von Mikropartikeln mit Endothelzellen, myeloiden Zellen und 
Thrombozyten  
gestrichelte Linie verdeutlicht das Endothel, weiße Pfeile weisen auf Mikropartikel am Übergang 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; grün: 

L3.6pl-MP; Überlagerung; n = 3-5, Querbalken: 50 μm 

 

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

Ergebnisse 

Um zu erkennen, ob die humane Abstammung der L3.6pl-MP für die deutlich 

abweichende Thrombuskomposition verantwortlich sein könnte, wurde die 

Auswirkung von Mikropartikeln untersucht, die der murinen Pankreastumor Zelllinie 

KPC abstammen. In 8 Mäusen 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).  

 

 

Abbildung 24: Immunhistologische Visualisierung eines KPC-MP assoziierten venösen Thrombus in 
überlagerter Übersicht und Ausschnittvergrößerung 

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

μm 

 

 

Abbildung 25: Quantitative Auswertung von Leukozyten und neutrophilen Granulozyten innerhalb 
von L3.6pl-MP und KPC-MP assoziierten venösen Thromben 
Leukozyten (CD45) und neutrophile Granulozyten (Ly-6G) pro mm2; n = 4 
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3. Die Rolle bekannter zellulärer und molekularer Faktoren in der abweichenden 

Thrombuskomposition unter Einfluss von L3.6pl-MP 

Die aufgezeigten Unterschiede in der Thrombuskomposition ließen vermuten, dass der 

Thrombusentstehung unter Einfluss von tumorösen L3.6pl-MP ein Pathomechanismus 

zugrunde liegt, der von der nicht-tumorassoziierten venösen Thrombose abweicht. Um 

differierende Mechanismen zu erkennen, wurden in den folgenden Versuchsreihen 

bekannte zelluläre und molekulare Faktoren der nicht-tumorassoziierten venösen 

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 GP1bα, P-Selektin, FXII oder myeloidem TF im Vergleich zu entsprechenden 

Kontrollgruppen keinen signifikanten Einfluss auf Thrombusinzidenz und -gewicht 

hatte 104. Signifikanten Einfluss hierauf hatte einzig die Inhibition von TF auf L3.6pl-MP 

104.  

 

3.1 GPIbα und Thrombozyten  

Die immunhistologische Untersuchung der Thromben von GPIb/IL-4R Mäusen ließ 

erkennen, dass im Vergleich zur Kontrollgruppe weniger Thrombozyten am Endothel 

adhärent waren, sich aber luminal mehr Thrombozyten fanden (Abb. 26). Die 

Gesamtmenge an Thrombozyten war im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant 

verändert. Diese Beobachtung drückte 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 GPIbα Rezeptor blieben die markanten zwei Schichten in 

der Fibrin(-ogen) Färbung (Abb. 26). 
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neutrophilen Granulozyten, sondern auch die von Leukozyten im Gesamten signifikant 

reduziert (Abb. 29).  

 

 

Abbildung 28: Immunhistologisch visualisierte Übersicht eines L3.6pl-MP assoziierten venösen 
Thrombus in Thrombozyten depletierten Mäusen und Isotyp Kontrolle 
blau: DAPI ≅ Zellkern, rot: Fibrin(-ogen) ≅ Fibrin(-ogen); Überlagerung; n = 4; Querbalken: 200 μm 

 

 

Abbildung 29: Quantitative Auswertung von Leukozyten und neutrophilen Granulozyten innerhalb 
von L3.6pl-MP assoziierten venösen Thromben in Kontroll- und Thrombozyten depletierter Gruppe 
Leukozyten (CD45) und neutrophile Granulozyten (Ly-6G) pro mm2; n = 4 

 

3.2. P-Selektin  

Um die Rolle von P-Selektin auf die Thrombuskomposition unter L3.6pl-MP Einfluss zu 

untersuchen, wurden SELP -/- Mäuse 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 abgeschwächter Ausprägung 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).  

 

 

Abbildung 30: Immunhistologische visualisierte Übersicht und Ausschnittvergrößerung von L3.6pl-MP 
assoziiertem venösen Thrombus in SELP -/- Mäusen  

blau: DAPI   Zellkern; rot: ICAM-1   Endothel, CD41   Thrombozyten, Fibrin(-ogen)   Fibrin(-ogen), CD45 

 �Leukozyten, Ly6G  �neutrophile Granulozyten; grün: L3.6pl-MP; Überlagerung; n = 4; Querbalken: 

200 μm 
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Abbildung 34: Immunhistologisch visualisierte Übersicht eines L3.6pl-MP assoziierten venösen 
Thrombus in mit Isotyp Antikörpern behandelten Mäusen 
blau: DAPI ≅ Zellkern, rot: CD41 ≅ Thrombozyten, Fibrin(-ogen) ≅ Fibrin(-ogen); Überlagerung; n = 4; 

Querbalken: 200 μm 

 

Als Ergänzung zu dieser Versuchsreihe wurde untersucht, ob neben der Exklusion von 

neutrophilen Granulozyten das zusätzliche Fehlen von Monozyten Einfluss auf die 

Entstehung von venösen Thrombosen unter Einwirkung von L3.6pl-MP hat. Mittels 

anti-Gr-1 Antikörpern erfolgte in der Versuchsgruppe mit 6 Mäusen die Depletion von 

neutrophilen Granulozyten und Monozyten. In der Kontrollgruppe gleicher Größe 

wurden Isotyp Antikörper angewandt. In beiden Gruppen entwickelten alle Tiere 

venöse 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 XII für die Thrombuskomposition unter Einfluss von 

L3.6pl-MP zu untersuchen, wurde Mäusen nach der Verabreichung von L3.6pl-MP der 

FXII-Inhibitor PCK injiziert. Dieser Ausschluss von FXII von der Thrombogenese hatte 

sichtliche Veränderungen im Fibrin(-ogen) Netzwerk zur Folge. Dabei wirkte die 

endothelnahe Fibrin(-ogen) Struktur nicht nur abgeschwächt, sondern auch die 

flächige Vernetzung schien in Teilen nicht mehr aufrecht gehalten werden zu können. 

Die flächige Struktur der Thrombozyten war nahe am Endothel ebenfalls nicht mehr zu 

beobachten, sondern zeigte sich mehrfach unterteilt (Abb. 35). In der quantitativen 
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Schwanzvenen-Injektion mit Anti-TF Antikörpern preinkubiert wurden. In der 

Kontrollgruppe erfolgte die Preinkubation mit Isotyp Antikörpern.  

Als Folge der Inhibition von TF auf L3.6pl-MP stellte sich nicht nur ein makroskopisch 

sichtlich kleinerer Thrombus, sondern auch eine deutlich veränderte 

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 erhöht. Die Menge an 

Thrombozyten war ebenfalls erhöht, diese jedoch nicht in statistisch signifikantem 

Maße (Abb. 38). Letztlich entsprach die Thrombuskomposition der Versuchstiere 

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

 

 

Abbildung 37: Immunhistologisch visualisierte Übersicht eines L3.6pl-MP assoziierten venösen 
Thrombus in mit anti-TF und Isotyp Antikörpern behandelten Mäusen 
blau: DAPI ≅ Zellkern, rot: CD41 ≅ Thrombozyten, Fibrin(-ogen) ≅ Fibrin(-ogen); Überlagerung; n = 4; 

Querbalken: 200 μm 
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Abbildung 38: Quantitative Auswertung von Leukozyten und neutrophilen Granulozyten innerhalb 
von L3.6pl-MP assoziierten venösen Thromben in Kontroll- und anti-TF Gruppe 
Leukozyten (CD45) und neutrophile Granulozyten (Ly-6G) pro mm2; n = 4 

 

3.6 Maus inhärenter 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 für 

einen darüber hinaus bedeutenden Faktor sprachen allerdings die Beobachtungen, 

dass die Injektion von L3.6pl-MP unmittelbar vor Flussreduktion zu keiner vermehrten 

Thrombusbildung führt. Folglich galt es zu untersuchen, ob möglicherweise der von der 

Maus selbst abstammende Tissue Faktor Anteil am Pathomechanismus hat. Hierzu 

wurden 7 Low-hTF Mäuse in der Versuchsgruppe und 7 HCV Mäuse in der 

Kontrollgruppe verwendet. In der Versuchsgruppe entwickelten nur 71 Prozent der 

Tiere venöse Thrombosen. In der Kontrollgruppe waren es dagegen alle Tiere. Auch 

das Gewicht der Thromben, die in Low-hTF Mäusen 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 Gefäßwand 

war ebenso intakt wie bei den Kontrolltieren. Auch hinsichtlich der Leukozytenzahlen 

war zwischen beiden Gruppen keine signifikante Differenz vorhanden (Abb. 40).  
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Abbildung 39: Immunhistologisch visualisierte Übersicht eines L3.6pl-MP assoziierten venösen 
Thrombus in low-hTF und HCV Mäusen 
blau: DAPI ≅ Zellkern, rot: CD41 ≅ Thrombozyten, Fibrin(-ogen) ≅ Fibrin(-ogen); Überlagerung; 

Querbalken: 200 μm 

 

 

Abbildung 40: Quantitative Auswertung von Leukozyten und neutrophilen Granulozyten innerhalb 
von L3.6pl-MP assoziierten venösen Thromben in HCV und low hTF Gruppe 
Leukozyten (CD45) und neutrophile Granulozyten (Ly-6G) pro mm2; n = 4  

 

Die Beobachtungen dieser Versuchsreihe zeigten, dass der Maus inhärente Tissue 

Factor zwar kaum Bedeutung für die charakteristische Thrombuskomposition hat, für 

die volle prothrombotische Wirkung der L3.6pl-MP dagegen sehr wohl benötigt wird.  

Um herauszufinden, ob der hierfür verantwortliche inhärente Tissue Factor myeloiden 

Ursprungs ist, wurden spezielle Knock-Out Mäuse eingesetzt. Anhand dieser LysM Cre+ 

TF flox/flox Mäuse, 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 Cre- TF flox/flox Mäuse.  

In der qualitativen Untersuchung der Thrombuskomposition fielen einzig mehrere 

Fibrin(-ogen) Schichten auf, zwischen denen sich dünne 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). 

 

 

Abbildung 41: Immunhistologisch visualisierte Übersicht eines L3.6pl-MP assoziierten venösen 
Thrombus in LysM Cre- TF flox/flox und LysM Cre+ TF flox/flox Mäusen 
blau: DAPI ≅ Zellkern, rot: CD41 ≅ Thrombozyten, Fibrin(-ogen) ≅ Fibrin(-ogen); Überlagerung; 

Querbalken: 200 μm 
 

 

Abbildung 42: Quantitative Auswertung von Leukozyten und neutrophilen Granulozyten innerhalb 
von L3.6pl-MP assoziierten venösen Thromben in LysM Cre- TF flox/flox und LysM Cre+ TF flox/flox Mäusen 
Leukozyten (CD45) und neutrophile Granulozyten (Ly-6G) pro mm2; n = 4 
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VI. DISKUSSION  

Patienten, die an malignen Tumoren, insbesondere an Adenokarzinomen des 

Pankreas, erkranken, haben im Vergleich zur Normalbevölkerung ein deutlich erhöhtes 

Risiko, eine venöse Thrombose zu entwickeln. In dieser Population haben venöse 

Thrombosen und ihre Folgeerkrankungen beträchtlichen Einfluss auf Morbidität und 

Mortalität 1-4. Der Zusammenhang zwischen Tumorerkrankungen und dem Auftreten 

venöser Thrombosen wurde zwar schon im 19. Jahrhundert erkannt 5, der hierfür 

verantwortliche Pathomechanismus ist jedoch nach wie vor unklar 6. Aus der 

Forschung der jüngeren 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 8-14. 

Zu dieser Forschung zählen auch Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe. Aus 

diesen ging hervor, dass im Stenose-induzierenden Mausmodell die intravenöse Gabe 

von MP der humanen Pankreastumor-Zelllinie L3.6pl zu einer deutlich erhöhten 

Thromboseinzidenz im Vergleich zu Blut-MP führen. Die prothrombotische Wirkung 

der L3.6pl-MP drückte sich dabei auch in einem signifikant höheren Thrombusgewicht 

aus 104.  

Von diesem Forschungsthema weitestgehend unberücksichtigt blieb bislang die 

Einbeziehung der Thrombuskomposition jener Tumormikropartikel-assoziierten 

venösen 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 zelluläre und molekulare Faktoren der venösen 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 darüber 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, FXII und Adhäsionsmoleküle wie 

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

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

 

1. Die veränderte Thrombuskomposition in L3.6pl-MP assoziierten venösen 

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 tumorösen MP ein abweichender 

Pathomechanismus zugrunde liegen könnte. Die deutlich größeren Thromben der 

L3.6pl-MP Gruppe mit ihren überwiegend roten und vermindert weißen 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 

gänzlich andere. Während sich Thrombozyten und myeloide Leukozyten in der Blut-MP 

Gruppe nahezu ubiquitär 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) Färbung zu sehen. 

Interessanterweise fanden sich genau am Übergang dieser zwei Schichten gehäuft 

L3.6pl-MP. Neben dieser auffälligen Lokalisation waren L3.6pl-MP vereinzelt auch 

direkt an Endothelzellen zu finden. Unmittelbare Nähe 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 für die Abweichungen in der Thrombuskomposition nicht verantwortlich 

gemacht werden, da murine KCP-MP eine ähnliche Thrombuskomposition aufwiesen 

und sich auch hinsichtlich Thrombusinzidenz und -gewicht kein signifikanter 

Unterschied zeigte.  

Schließlich legten diese Beobachtungen die Hypothese nahe, dass L3.6pl-MP eine 

überschießende Fibrin(-ogen) Bildung herbeiführen, die Thrombozyten und myeloide 

Leukozyten von der weiteren Thrombusbildung ausschließt bzw. ihren Einfluss 
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entbehrlich macht. Durch Experimente, in denen Inhibitions-, Knock-Out- und 

Depletionsverfahren zur Anwendung kamen, ließen sich weitere Einsichten im Sinne 

dieser pathomechanistischen Hypothese gewinnen und deutliche Unterschiede zur 

nicht-tumorassoziierten venösen Thrombose erkennen.  

 

2. Zelluläre und molekulare Einflussfaktoren auf die abweichende 

Thrombuskomposition  

Aus zurückliegenden Untersuchungen der Arbeitsgruppe am gleichen Tiermodell lagen 

Erkenntnisse vor, welche zellulären und molekularen Faktoren für den 

Pathomechanismus der nicht-tumorassoziierten venösen Thrombose von Bedeutung 

sind 53. Der Anteil dieser bekannten Faktoren an der abweichenden 

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 GPIbα beeinflussen die Thrombuskomposition, ohne die 

Thrombusinzidenz zu beeinflussen 

An gleichem Mausmodell ohne Einfluss tumoröser Mikropartikel konnte gezeigt 

werden, dass Thrombozyten und ihr Adhäsionsrezeptor GPIbα für die Entstehung der 

venösen Thrombose von wesentlicher Bedeutung sind 53. Unter Einwirkung von L3.6pl-

MP wirkten sich jedoch weder ein Defekt im thrombozytären Adhäsionsrezeptor GPIbα 

noch die Depletion der Thrombozyten signifikant auf Thrombusinzidenz und -gewicht 

aus 104. 

Aus den immunhistologischen Untersuchungen der Thrombuskomposition geht 

hervor, dass selbst unter Einfluss von L3.6pl-MP ein intakter GPIbα Rezeptor auf 

Thrombozyten für die Adhärenz der Thrombozyten am Endothel wie auch für die 

Adhärenz von neutrophilen Granulozyten an Thrombozyten von Bedeutung ist. Für die 

Entstehung der markanten zwei Schichten in der Fibrin(-ogen) Verteilung scheint der 

GPIbα Rezeptor jedoch ohne Relevanz zu sein. Voll funktionsfähige Thrombozyten sind 

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

Anbetracht der bekannten Rolle von Thrombozyten in der Thrombusentstehung ist 
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daher denkbar, dass Thrombozyten durch ihre Oberfläche sowie die durch PolyP 

getriggerte und über FXII ablaufende Thrombinbildung auf die initiale bzw. 

endothelnahe Fibrin(-ogen) Struktur Einfluss nehmen 26,80,128,129. Wie 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. Während ein 

defekter thombozytärer GPIbα Rezeptor zwar keine Adhäsion, allerdings noch ein 

Rolling von Leukozyten auf Thrombozyten erlaubt, ist diese Interaktion in 

Thrombozyten depletierten Mäusen gänzlich unterbunden und könnte sich daher auch 

unter dem Einfluss von L3.6pl-MP auf die Leukozytenrekrutierung auswirken 130,131. 

Auch die geringere Menge an P-Selektin, die durch fehlende Thrombozyten 

hervorgerufen wird, könnte Anteil an dieser Beobachtung haben 132.  

Im Ansatz lässt sich damit auch hier jene Rolle von Thrombozyten bzw. ihres 

Adhäsionsrezeptors GPIbα erkennen, wie sie aus der nicht-tumorassoziierten venösen 

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 Adhäsionsrezeptors GPIbα geht diese Beobachtung auch 

mit den Versuchen von Thomas et al. einher. Hier konnten venöse Thrombosen unter 

dem Einfluss von Pankreastumor MP durch einen Defekt im GPIbα Adhäsionsrezeptor 

nicht verhindert werden 133. Da die medikamentöse Plättchenhemmung bei 

Tumorpatienten keinen protektiven Einfluss auf die Thrombusentstehung nehmen 

konnte, sprechen auch diese klinischen Erkenntnisse für die Beobachtungen der hier 

vorgelegten Versuchsreihe 134,135. Nichts desto trotz liegen auch Hinweise vor, die für 

die Bedeutung von Thrombozyten sprechen. So konnte in einer kürzlich 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 frühen Thrombusentstehung auf 136. 

Letztlich wird hierdurch deutlich, dass die Bedeutung von Thrombozyten in der 

tumorassoziierten venösen Thrombose noch nicht abschließend geklärt ist. Als Ursache 

für diese abweichenden Ergebnisse können die verschiedenen Versuchsmodelle 

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

In der Entstehung der nicht-tumorassoziierten venösen Thrombose nehmen neben 

Thrombozyten auch myeloide Leukozyten eine herausragende Rolle ein. Dabei haben 

neutrophile Granulozyten insbesondere durch die Bildung von NETs 77,78, Monozyten 

vor allem durch die Expression von Tissue Factor 53 Einfluss auf die Thrombogenese. 

Deren Rekrutierung an aktiviertes Endothel erfolgt dabei maßgeblich 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 104. Damit scheint die L3.6pl-

MP assoziierte venöse Thrombose unabhängig von P-Selektin abzulaufen. Dies spricht 

gegen die Ergebnisse von Thomas et al., die im Tiermodell mit FeCl3 induzierter 

Gefäßverletzung zeigen konnten, dass tumoröse Panc02-MP mit Endothelzellen und 

Thrombozyten interagieren und abhängig von P-Selektin zur tumorassoziierten 

Thrombusbildung führen 137. Die fehlenden Kontakte zwischen Thrombozyten und 

L3.6pl-MP sprachen auch in der immunhistologischen Analyse gegen diese Hypothese. 

Aufgrund der beobachteten Berührungspunkte zwischen Endothelzellen und L3.6pl-

MP wäre hier jedoch eine P-Selektin vermittelte Interaktion denkbar gewesen. 

Allerdings bekräftigen auch die Versuche von Wagner et al. im Stenose-induzierenden 

Mausmodell unter Einfluss von MP der Panc02-Zelllinie, dass sich die 

prokoagulatorische Wirkung von tumorösen TF+MP unabhängig von P-Selektin 

entwickelt 133. 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. könnten auch hier durch die unterschiedlichen 

Tiermodelle begründet sein. Im FeCl3 Modell wird eine direkte Gefäßverletzung mit 

Freilegung der subendothelialen Matrix hervorgerufen. Im Stenose-induzierenden 

Mausmodel bleibt die Gefäßwand dagegen intakt 53,84,138,139. Die Aktivierung des 

Endothels erfolgt auf Grund von Stase sowie Hypoxie. Insofern ähnelt dieses 

Mausmodell mehr den Gegebenheiten, unter denen sich venöse Thrombosen beim 

Menschen und als Folge von vermehrter Bettlägerigkeit und Inaktivität vor allem bei 

Tumorpatienten entwickeln 140-142.  
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2.3 Die Entstehung der Tumormikropartikel-assoziierten venösen Thrombose ist 

unabhängig von myeloiden Leukozyten 

Neben den zuvor genannten Erkenntnissen deuten die Versuche mit SELP -/- Mäusen 

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 

Abschwächung der zweischichtigen Fibrin(-ogen) Struktur keine wesentlichen 

Veränderungen in der Thrombuskomposition hervorruft. Indem auch die Depletion 

von neutrophilen Granulozyten keine Auswirkungen auf die Thrombusinzidenz hat, 

wird diese Annahme weiter bekräftigt 104. 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. Während die leichte Zunahme der 

luminalen Fibrin(-ogen) Struktur auf einen reduzierten Thrombusabbau deutet, 

sprechen die ansonsten kaum vorhandenen Veränderungen für die untergeordnete 

Rolle der neutrophilen Granulozyten in diesem Setting. Da die Neutropenie bei 

Tumorpatienten einen Risikofaktor für venöse Thrombosen darstellt, gehen diese 

Beobachtungen auch mit klinischen Beobachtungen einher 140,144. Als Erklärung hierfür 

könnten die Erkenntnisse aus experimentellen Arbeiten dienen. Hier zeigt sich, dass 

der inflammatorische Prozess, der für die Auflösung venöser Thromben nötig ist, durch 

eine Neutropenie negativ beeinflusst wird 145,146.  

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 für die Thrombusbildung ersichtlich. Während 

Monozyten durch ihre Tissue Factor-Expression entscheidend an der Entstehung der 

nicht-tumorassoziierten venösen Thrombose beteiligt sind 53,147, erscheint dieser 

Mechanismus unter L3.6pl-MP Einwirkung bedeutungslos. Dies spricht entweder für 

eine untergeordnete Rolle von Tissue Factor oder dafür, dass dieser einer anderen 

Quelle entstammt, die den Tissue Factor auf Monozyten als unbedeutend erscheinen 

lässt.  
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3. Tissue Factor auf L3.6pl-Mikropartikel beeinflusst maßgeblich die 

Thrombuskomposition  

Tissue Factor auf L3.6pl-MP kommt die entscheidende Rolle im Pathomechanismus zu. 

Dessen Inhibition führt nicht nur zu einem signifikanten Absinken von 

Thrombusinzidenz und -gewicht 104, sondern lässt auch eine Thrombuskomposition 

entstehen, die nahezu gänzlich 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 ausgeprägt prothrombotische Wirkung der L3.6pl-MP maßgeblich 

über Tissue Factor bzw. den extrinsischen Aktivierungsweg der Gerinnungskaskade 

abläuft.  

Diese herausragende Rolle von Tissue Factor wird noch weiter verstärkt, indem sich 

auch Faktor XII und damit auch der intrinsische Weg der Gerinnungskaskade für die 

Thrombusentstehung als unbedeutend erweisen. Während sich noch in den in vivo 

Versuchen von Brühl et al. durch Inaktivierung von Faktor XII ein vielversprechender 

medikamentöser Ansatz für die nicht-tumorassoziierte venöse Thrombose andeutet 53, 

kann dieser unter L3.6pl-MP Einfluss nicht mehr gelten.  Faktor XII kann neben der 

Aktivierung des intrinsischen Weges durch Erhöhung der Fibrindichte direkten Einfluss 

auf die Thrombusstruktur nehmen 80. Diese bekannte Rolle wird zwar auch in der 

Thrombuskomposition unter L3.6pl-MP Einfluss erkennbar; da sich hierunter allerdings 

keine Auswirkungen auf Thrombusinzidenz und -gewicht zeigen 104, wird deutlich, dass 

letztlich Faktor XII nicht an der prothrombotischen Wirkung der tumorösen MP 

beteiligt ist.  

 

4. Die prothrombotische Wirkung von L3.6pl-MP ist abhängig 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 für 

einen darüber hinaus bedeutenden Faktor spricht jedoch die Beobachtung, dass die 

Injektion von L3.6pl-MP unmittelbar vor Flussreduktion zu keiner vermehrten 

Thrombusbildung führt. Damit wird ersichtlich, dass infolge der Flussreduktion 

Veränderungen auftreten, die für 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 Mäuse, 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 Veränderungen in der Thrombuskomposition einher. Damit wird 

ersichtlich, dass der Maus inhärente Tissue Factor für die frühe Thrombusentstehung 

nach Flussreduktion bedeutsam ist. Alle weiteren Veränderungen, die sich in der Folge 

auf die Thrombuskomposition auswirken, scheinen dagegen gänzlich vom Tissue 

Factor der L3.6pl-MP abhängig 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 Großteil an Tissue Factor von Monozyten ab 53,148. 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 

Mäusen, 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 FeCl3 Verletzungsmodell, nicht oder allenfalls in 

geringem Ausmaß zu erwarten 53,84,138,139. Dies 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 venöse Thrombose entwickelte 104. Damit ist auch 

nicht anzunehmen, dass der gesuchte Maus inhärente Tissue Factor dem Subendothel 

entstammt. Folglich rückt die von Endothelzellen ausgehende Tissue Factor Expression 

als mögliche Quelle in den Vordergrund. In vitro konnte mehrfach gezeigt werden, dass 

Endothelzellen Tissue Factor exprimieren können 42,43. In Vivo war dies allerdings nur in 

bestimmten Situationen wie beispielsweise bei schwerer Sepsis, malignen Tumoren 

und bei lokalen Flussturbulenzen der Fall 44,45. Letztere Situationen sind, zumindest 

zum Teil, auch in dem Mausmodell der vorliegenden Arbeit unter L3.6pl-MP Einfluss 

gegeben. Dies wiederum unterstützt die Hypothese, dass der von der Maus 

abstammende Tissue Factor, der im Synergismus mit dem von L3.6pl-MP zur vollen 

prothrombotischen Wirkung führt, 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 für 

die diskrepanten Ergebnisse verantwortlich gemacht 148. Da L3.6pl-MP in der 

immunhistologischen Untersuchung von Thromben der vorliegenden Arbeit direkt am 

Endothel zu beobachten waren, wäre ein solcher Transfer durchaus auch hier 

vorstellbar. Auch wenn damit mögliche Quellen des Maus inhärentem Tissue Factor 

angedeutet sind, kann dies letztlich nur durch weitere in vivo und in vitro 

Untersuchungen geklärt werden.  

 

Insgesamt deuten die aufgezeigten Unterschiede zur Immunzell-vermittelten venösen 

Thrombose an, dass zur Prophylaxe von venösen Thrombosen bei Krebspatienten 

andersartige medikamentöse Strategien erforderlich sind. Um negative Auswirkungen 

wie verstärkte Blutungsneigung zu vermeiden, ist es notwendig in Zukunft 

Zielstrukturen zu finden, die vor Thrombose schützen und dabei möglichst wenig 

Einfluss auf die Hämostase nehmen 6,149-151. Für die nicht-tumorassoziierte venöse 

Thrombose stellen FXII und NETs von Leukozyten derartige Zielstrukturen dar, die 

möglicherweise Einzug in die medikamentöse Prophylaxe finden 151,152. Durch die 

vorliegende Arbeit wird allerdings ersichtlich, dass diese unter dem Einfluss von Tumor 

Mikropartikeln nicht in Frage kommen. Vielversprechend erscheinen dagegen Ansätze, 

die entweder auf tumorassoziierte Tissue Factor positive Mikropartikel oder deren 

Tissue Factor direkt zielen.  

 

VII. ZUSAMMENFASSUNG 

Krebspatienten tragen ein hohes Risiko, an venöser Thrombose zu erkranken. Dieses 

ist abhängig von der Art des Tumors und besonders hoch für Patienten mit 

Pankreaskarzinom. Der hieraus resultierende Einfluss auf Morbidität und Mortalität ist 

erheblich. Wenngleich der Zusammenhang von venösen Thrombosen und 

Tumorerkrankung seit dem 19. Jahrhundert bekannt ist, sind die hierbei involvierten 

Pathomechanismen bis heute nicht vollständig verstanden. Während die venöse 

Thrombose unter reiner Flussreduktion einem inflammatorischen Prozess gleicht, 

deuten Erkenntnisse der jüngeren 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 venösen Thrombosen bei 

Krebspatienten spielen. Von diesem Forschungsthema weitestgehend unberücksichtigt 

blieb bislang die Einbeziehung der Thrombuskomposition jener Tumormikropartikel- 

assoziierten venösen Thrombosen. In der vorliegenden Arbeit konnte im Stenose-

induzierenden Mausmodell gezeigt werden, dass die Thrombuskomposition, die sich 

nach intravenöser 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 

venösen Thrombose aufgedeckt werden: Myeloide Leukozyten, Thrombozyten, FXII 

und Rezeptoren wie P-Selektin und GPIbα (allesamt Faktoren, die unter reiner 

Flussreduktion unabdingbar sind) haben zwar teils noch Einfluss auf die 

Thrombuskomposition, für die thrombogene Potenz der L3.6pl-MP sind sie allerdings 

vollkommen vernachlässigbar. Als entscheidender Faktor für die abweichende 

Thrombuskomposition stellte sich der Tissue Factor auf L3.6pl-MP heraus. In 

Zusammenschau mit Daten zu Thrombusinzidenz und -gewicht war darüber 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 venösen Thrombose verdeutlichen, dass andersartige medikamentöse 

Strategien erforderlich sind, um einerseits die Entstehung von venösen Thrombosen 

bei Krebspatienten zu verhindern und andererseits Blutungsrisiken wie bei Einsatz von 

Antikoagulanzien zu vermeiden.    
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