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Einleitung

1 EINLEITUNG

Die thrombotisch thrombozytopenische Purpura (TTP) ist eine seltene,
lebensbedrohliche Erkrankung, die durch immer wieder auftretende Schibe von
mikrovaskuldren Thrombosen gekennzeichnet ist. Die Entdeckung und Auflésung der
Funktion und Struktur von ADAMTS13 (a disintegrin and metalloprotease with
thrombospondin-1-like domains 13) flhrte zu der Erkenntnis, dass ein Mangel oder
auch ein vollstandiges Fehlen dieser Protease zwar eine Voraussetzung fir die
Entwicklung der Erkrankung darstellt, nicht jedoch die alleinige Ursache fir einen
akuten Schub ist. Es sind einige TTP-Patienten beschrieben, die eine angeborene
Defizienz der ADAMTS13 Protease haben, jedoch viele Jahre frei von
Krankheitssymptomen sind. Bei diesen Patienten konnte die Erkrankung meist erst
durch das zusatzliche Auftreten eines Triggerfaktors, der einen akuten Schub ausléste,
diagnostiziert werden. Dies ist vergleichbar mit den Ergebnissen von Motto et al.
(2005) und Banno et al. (2006), die unabhangig voneinander ADAMTS13-defiziente
Mause gezlchtet haben [1-3]. Obwohl im Blut dieser Tiere die Protease Adamts13
nicht vorhanden ist und ultralange von Willebrand Faktor (UL VWF) Multimere
auftraten, entwickelten sich diese Mause normal ohne klinische Anzeichen einer TTP.
Beide Forschergruppen kamen somit Ubereinstimmend zu dem Ergebnis, dass eine
ADAMTS13-Defizienz als alleiniger Faktor nicht ausschlaggebend fir die Erkrankung
TTP ist, sondern weitere Triggerfaktoren bendtigt werden. Einige davon sind bekannt,
wie z.B. Infektionen und Medikamente. Der Mechanismus dieser Auslésung ist jedoch
noch unbekannt. Ziel dieser Arbeit soll es daher sein, ein Mausmodell zur weiteren
Erforschung der Triggerfaktoren der TTP zu etablieren, um anschlieBend diese bereits
bekannten, sowie evtl. neu aufgetretene Triggerfaktoren zu untersuchen und somit die

Pathogenese der Erkrankung naher zu erforschen.

1.1 ADAMTS13

ADAMTS13 steht fir ,a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin-1-like
domains” und ist eine Plasmaprotease, die den VWF als spezifisches Substrat spaltet.
Weitere Interaktionspartner sind bisher nicht bekannt [4].

1.1.1 STRUKTUR UND SYNTHESE
ADAMTS13 gehért zur Familie der zink-abhangigen ADAMTS Metalloproteasen [5].

Bisher sind 19 ADAMTS Gene im menschlichen Genom bekannt [5]. Die genaue
Funktion der einzelnen Mitglieder dieser Proteasenfamilie ist nur zum Teil bekannt. Sie
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Einleitung

spielen unter anderem eine wichtige Rolle im Auf — bzw. Abbau der extrazellularen
Matrix und sind daher an verschiedenen Prozessen wie Angiogenese, Reproduktion
und Organogenese beteiligt [6]. ADAMTS13 ist ein Mitglied dieser Familie, das intensiv

erforscht wurde und immer noch wird [7].

Bereits 1982 wurde das Vorkommen einer VWF-spaltenden Protease vermutet, was
1996 sowohl durch Furlan als auch durch Tsai unabhangig voneinander bestatigt
werden konnte [8-10]. Die genaue Aminosaurenstruktur sowie das Gen der Protease
konnte 2001 von Zheng und Levy aufgeklart werden [11, 12].

Das ADAMTS13-Gen liegt auf Chromosom 9 (9g34) und die GréBe der genomischen
DNA betragt 37 kBp [11]. Das Protein besteht aus 1427 Aminosduren und enthalt die
gemeinsamen Doméanen der Mitglieder der ADAMTS-Familie: ein Signalpeptid, ein
Propeptid, eine Metalloproteasendomane, eine Disintegrindoméne, eine cysteinreiche
(cys) Doméane mit einer RGD-Sequenz, einen Spacer, 8 Thrombospondin-ahnliche
(Tsp-like) Motive und 2 C-terminale CUB-Domanen. CUB steht fir ,complement
components C1r/C1s, urichin epidermal growth factor, and bone-morphogenic protein-
1 [11]. Die CUB-Domaéanen sind bisher einzigartig fir die Proteasen der ADAMTS-
Familie [13].

Das Propeptid von ADAMTS13 hat eine Bindungsstelle fir Furin und wird wahrend der
Sekretion der Protease abgespalten, sodass das N-terminale Ende der maturen
ADAMTS13 Protease im Plasma mit der Metalloproteasendoméane beginnt [11]. Dies
ist eine Besonderheit von ADAMTS13 im Vergleich zu anderen Mitgliedern der
ADAMTS-Familie, bei denen das Propeptid die enzymatische Aktivitdt der Protease
unterbindet oder eine wichtige Rolle in der Proteinfaltung hat. ADAMTS13 ist auch mit
seinem Propeptid proteolytisch aktiv und nach Abspalten des Propeptids wird die
Aktivitat nicht verandert, sodass die Rolle des Propeptids bisher ungeklart ist [14]. Die
Metalloproteasendoméane enthélt das aktive Zentrum mit den Kationen Zink und
Calcium [11, 15].

Die C-terminale Doméane mit der Disintegrindomane, dem ersten Tsp-like Motiv, der
Cys-reichen Doméane und dem Spacer ist bedeutend fur die Erkennung und Spaltung
des VWFs [16]. Ohne Spacer ist die enzymatische Aktivitdt deutlich verringert. Die
RGD Sequenz in der Cys-reichen Doméne ist eine potentielle Bindungstelle flr
Integrine, wobei die Sekretion und Aktivitat durch eine Mutation von RGD zu RGE nicht
verandert wird [17, 18].
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Die Aufgaben der weiteren C-terminalen Domé&nen sind noch nicht ausreichend
bekannt, wobei vermutet wird, das sie eine Rolle in der Erkennung des VWF spielen
[19].

ADAMTS13 wird hauptsachlich in den Sternzellen der Leber gebildet, sodass die Leber
bisher als wichtigste Produktionsquelle fir ADAMTS13 angesehen wird [20, 21]. Aber
auch in anderen Zellen, unter anderem in Thrombozyten, Endothelzellen und glatten
Muskelzellen der Gefal3e, konnte die Expression nachgewiesen werden [22-24].

Die Plasmakonzentration beim Menschen betragt ca. 0,5 — 1,0 pg/ml mit einer
Halbwertszeit von 2 — 4 Tagen [25, 26].

ADAMTS13 — Gen (Chromosom 9, 29 Exons, 37 kBp)

!

ADAMTS13 — mRNA (4,7 kBp)

{

ADAMTS13 Protein, 1427 Aminosduren
(berechnete Molekilmasse: 145 kDa, tatsachliche Molekiilmasse: 190 kDa infolge
von Glykosylierung)

Metallo-
protease

Dis 1 Cys Spacer 2

! ]

1

I Notwendiger Abschnitt um VWF zu spalten

P
Haupt - Epitop fir

Autoantikorper bei
erworbener TTP

Abbildung 1: Humanes ADAMTS13-Gen und Protein modifiziert nach Zheng et al.
2001 [11] und Banno und Miyata 2008 [7]. S Signalpeptid; P Propeptid; Dis
Disintegrindoméne; Cys cysteinreiche Doméane; CUB complement components
C1r/C1s, urichin epidermal growth factor and bone morphogenic protein

1.1.2 MURINES ADAMTS13
Bei Mausen konnten zwei verschiedene Mausstamm spezifische Adamts13-Gene

gefunden werden [27]. In den Mausstammen 129/Sv, FVB/NJ und CAST/EiJ wurde
dasselbe Adamts13-Gen nachgewiesen wie beim Menschen. Es enthélt 29 Exone und
codiert fur ein Protein (Adamts13L) mit derselben Domanenstruktur wie die humane
ADAMTS13. Andere Mausstamme dagegen besitzen in Intron 23 des Adamts13-Gens
ein sogenanntes intrazisternales A-Partikel (IAP) Retrotransposon. Hierbei handelt es
sich um ein endogenes transponierbares Element, das ca. 2000-mal im Mausgenom
vorkommt. Retrotransposone besitzen eine hohe Ahnlichkeit mit Retroviren und
kénnen die Transkription beeinflussen. Bei Adamts13 fuhrt dies zum Einbau eines
vorzeitigen Stoppcodons und somit zur Bildung einer verkirzten Adamts13 Protease
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(Adamts13S). Es fehlen zwei C-terminale Tsp1-Motive und zwei CUB -Doméanen, was
sich in einer deutlich verminderten Adamts13 Aktivitat &duBert [28]. Die verklrzte
Adamts13 Form kommt unter anderem in den Mausstammen C57BL/6, BALB/c, DBA/2
und C3H/He vor (Abbildung 2) [27].

Exon 23 Exon 24
Adamts13 - Gen

STOP
v

Murines Adamts13L Protein, 1426 Aminosduren Pseudo - 24
(129/sv und andere)

Metallo-

Cys Spacer 2 .

protease

Murines Adamts13S Protein, 1037 Aminosauren
( €57BL/6 und andere)

Metallo- . verkiirztes C-
Dis 1 Cys Spacer terminales Ende

protease

Abbildung 2: Murines Adamts13 modifiziert nach Zheng et al. 2001 [11] und Banno und
Miyata 2008 [7]. S Signalpeptid; P Propeptid; Dis Disintegrindoméne; Cys cysteinreiche
Domaéane; CUB complement components C1r/C1s, urichin epidermal growth factor and
bone morphogenic protein; IAP intrazisternales A-Partikel Retrotransposon

1.1.3 FUNKTION
Der VWF ist bisher das einzige bekannte Substrat von ADAMTS13. Die Bindung erfolgt

tber die CUB-Doméane von ADAMTS13 in der A3-Doméane des VWFs, welcher dann in
der A2-Doméne zwischen den Aminosduren Tyr1605 — Met1606 gespalten wird [11].
Hierzu bendtigt ADAMTS13 Calcium und Zink-lonen, die die Aktivitat verstarken [29].
Die Bindungstelle des VWFs ist unter physiologischen Bedingungen aufgrund seiner
Faltung nicht zuganglich. Die UL VWF Multimere haben jedoch eine veranderte
Konformation, sodass die A3-Domane zuganglich wird. Nach der Sekretion aus den
Weibel-Palade-Kérperchen sind UL VWF Multimere zunachst Gber P-Selektin im
Endothel verankert und werden hier von ADAMTS13 direkt gespalten [30-33]. Die
Spaltung fihrt dazu, dass die verbleibenden kleineren VWF Multimere nicht reaktiv
sind und erst unter pathologischen Bedingungen aktiviert werden.

Auch frei im Plasma geléster VWF kann von ADAMTS13 gespalten werden. Dies
erfolgt vor allem, wenn der VWF als Komplex gebunden an Thrombozyten vorliegt [34].
Ein weiterer wichtiger Faktor ist Scherstress, der eine Konformationsédnderung des
VWFs bewirkt und diesen dadurch fir ADAMTS13 besser zuganglich macht [35-37].
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Werden die UL VWF Multimere infolge einer verminderten ADAMTS13 Aktivitat nicht
ausreichend gespalten, fihrt dies zu einer erhéhten Gerinnungsneigung und kann
somit eine TTP auslésen [8, 38, 39]. Die hoch reaktiven UL VWF Multimere binden
vermehrt Thrombozyten, was mit einer Mikrothrombenbildung einhergeht. Gleichzeitig
kommt es durch den erhdhten Verbrauch der Thrombozyten 2zu einer
Thrombozytopenie. Die mechanische Schadigung der Erythrozyten im Bereich der
Mikrothrombosen fihrt zur hamolytischen Anamie und die Okklusion der GefaBe kann
mit Organschaden einhergehen [40].

Die Korrelation zwischen verminderter ADAMTS13 Aktivitat und TTP ist allerdings noch
nicht ausreichend geklart, da einerseits nicht alle TTP-Patienten eine erniedrigte
ADAMTS13 Aktivitat aufweisen und andererseits eine erniedrigte ADAMTS13 Aktivitat
nicht zwangslaufig mit der Ausbildung einer TTP einhergeht [41].

1.2 DER VON WILLEBRAND FAKTOR (VWF)

Der VWF ist ein Glykoprotein, das eine wichtige Rolle im Blutgerinnungssystem spielt.
Einerseits bewirkt er die Adhasion von Thrombozyten an das GefaBendothel,
andererseits verhindert er, als Tragerprotein des Faktor VIII, dessen vorzeitigen Abbau
[42-45].

1.2.1 MOLEKULARER AUFBAU
Das Gen des VWF liegt auf Chromosom 12 und besteht aus 178 kBp, die sich auf 52

Exone und Introne verteilen [46]. Das primare Translationsprodukt ist ein Polypeptid,
das aus 2813 Aminosauren besteht [47]. Nach Abspaltung des Propeptides besteht
das mature VWF-Monomer aus 2050 Aminosauren [48]. Der VWF ist modular
aufgebaut, wobei die kleinste VWF-Untereinheit (Monomer) aus vier Doméanen (A-D)
gebildet wird (Abbildung 3) [49].
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VWF - Gen (Chromosom 12, 52 Exons, 178 kBp)

i

VWF — mRNA (8,7 kBp)

Pra - 1

Propeptid VWEF - Untereinheit

Gp lb-IX
Kollagen

Heparin
|

1 764 Kollagen Gp llb-llla 2813
ADAMTS13

Tyr1605 - Met1606

Abbildung 3: Die Domanenstruktur des VWF-Molekils modifiziert nach
Schneppenheim und Budde [50] und Tsai [40] mit ihren funktionellen Gruppen. kBp
Kilobasenpaare, mRNA Messenger-RNA

Die A1-Doméne enthalt das Epitop fur die Bindung von Thrombozyten Uber den
Glykoproteinrezeptor Ib-IX. Das Epitop fur die Bindung des Thrombozytenrezeptors Ilb-
Illa liegt dagegen in Domane C1, welche auch die RGD Sequenz enthalt [40]. RGD
steht fir die Aminosdurensequenz Arginin, Glycin und Asparaginsaure. Sie kommt in
verschiedenen Proteinen der extrazellularen Matrix vor und dient der Integringrezeptor-

vermittelten Zelladh&sion.

In der A1- und A3-Doméane befinden sich zwei Bindungsstellen fir Kollagen [51-54].
Darliber hinaus befindet sich in der A1-Doméne zuséatzlich eine Bindungstelle fur
Heparin [55].

Die Bindungsstelle fur Faktor VI liegt in der D’- bis D3-Doméane im N-terminalen Teil
der VWF-Untereinheit und interagiert mit dem sulfatierten N-terminalen Abschnitt der
leichten Kette des Faktors VIl [56-58]

Die von Willebrand Faktor spaltende Protease ADAMTS13 greift in der A2-Doméne
des VWFs zwischen den Aminosduren Tyr1605 und Met1606 an [9].

1.2.2 SYNTHESE UND SEKRETION
Die Bildung des VWFs erfolgt ausschlieBlich in Endothelzellen und Megakaryozyten,

den Vorlauferzellen der Thrombozyten [59]. Der VWF kommt im Korper in drei Formen
vor: im Plasma gel6st, an die Basalmembran (extrazelluldare Matrix) gebunden und

intrazellular gespeichert in den Granula der Endothelzellen und Thrombozyten [60].
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Der im Plasma zirkulierende Anteil des VWFs stammt zu ca. 90% aus Endothelzellen
[40].

Das proVWF Monomer wird im endoplasmatischen Retikulum gebildet und Uber
Disulfidbriicken am C-terminalen Ende zu Dimeren verknlpft. Die Dimere gelangen in
den Golgi-Apparat, in dem Homopolymere und Multimere gebildet werden. Dies erfolgt
Uber zusétzliche Disulfidbriicken in der Nahe des N-Terminus [59].

Der GroBteil des VWFs wird in speziellen Zellorganellen der Endothelzellen, den
Weibel-Palade-Kérperchen gespeichert [61]. In Thrombozyten wird er in den a-Granula
gespeichert und bei Aktivierung der Thrombozyten ins Plasma ausgeschittet [62, 63].
Ein geringer Anteil des VWFs wird kontinuierlich von den Endothelzellen in das
Subendothelium und Blutplasma abgegeben [60, 64]. Die stimulierte Sekretion aus den
Weibel-Palade-Kérperchen erfolgt durch Mediatoren wie Thrombin, Histamin, Zytokine,
vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF) und vasoaktive Hormone [65, 66].
Dabei werden zwei unterschiedliche Signaltransduktionswege ausgeldst. Thrombin,
Histamin, Zytokine und VEGF fihren Gber einen noch unbekannten Mechanismus zu
einem intrazelluliren Ca®*-Anstieg. Vasoaktive Hormone wie Epinephrin und
Vasopressin flhren lber einen Anstieg der zyklischen Adenosinmonophosphat (CAMP)
— Konzentration zur Freisetzung des VWFs [50].

In Zellkultur-Versuchen konnte gezeigt werden, dass Hypoxie und hohe Scherkréfte die
Sekretion verstarken [67]. Therapeutisch kann die Freisetzung des VWFs durch
Desmopressin stimuliert werden, was unter anderem zur Therapie der von-Willebrand-
Krankheit und der Hamophilie A genutzt wird [68]. Stickstoffmonoxid (NO) hemmt die
VWEF-Sekretion, wahrscheinlich auf Grund seiner Eigenschaft, die Aktivitat

verschiedener Membranfusionsproteine zu hemmen [50].

Die Sekretion erfolgt in Form ultralanger VWF Multimere. Diese werden unter
Scherstress umgehend durch die Protease ADAMTS13 in der A2-Doméane zwischen
den Aminos&uren Tyr1605 und Met1606 zu kleineren, weniger reaktiven Multimeren
gespalten [9]. Die GroBe der VWF Multimere im zirkulierenden Blut variiert zwischen
500 kDa und 20.000 kDa, wobei groBe Multimere hdmostatisch aktiver sind als kleinere
Multimere [40, 69]. Die kleinsten Spaltprodukte infolge der Proteolyse durch
ADAMTS13 sind Homodimere mit einer GréBe von 140 und 176 kDa. Allerdings
konnten Homodimere mit einer GréBe von 140 kDa im Blutplasma bisher nicht
nachgewiesen werden [40].
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1.2.3 FUNKTION
Der VWF spielt eine wichtige Rolle in der Hamostase, da er die Adhasion und

Aggregation von Thrombozyten an verletztes Endothel vermittelt. Er interagiert
einerseits mit den freigelegten Kollagenfibrillen der GefaBwand und bindet andererseits
Thrombozyten Uber die hochaffine Bindungsstelle in der A1-Doméne fir den
thrombozytéaren Glykoproteinrezeptor Ib-IX (Gp Ib-IX) [70]. Diese Thrombozyten-
Bindungsstelle des VWFs wird erst nach Bindung der Kollagenfibrillen und unter hohen
Scherkréaften durch Konformationséanderungen des Molekils frei [35]. Dadurch wird
eine spontane Bindung des VWFs an die Membran zirkulierender Thrombozyten im
Plasma verhindert.

Der VWF stellt somit eine Bricke zwischen verletztem Endothel und Thrombozyten
dar. Damit die primdre H&mostase normal ablaufen kann, muss er in voll
multimerisierter Form vorliegen. Fehlen die groBen Multimere, kann die Briickenbildung
nicht stattfinden [71, 72].

In der C1-Doméane besitzt der VWF eine weitere Bindungsstelle fiir den Glykoprotein
[Ib-1lla-Komplex der Thrombozyten. Dieser ist primar als Fibrin-/ Fibrinogen-Rezeptor
aktiv und hat eine héhere Affinitét zu Fibrin / Fibrinogen als zu VWF [73-75].

Eine weitere wichtige Funktion des VWFs ist die als Trager des Faktors VIII [45, 76].
Faktor VIII kommt im Blut zu ca. 95% gebunden an VWF vor wohingegen nur 1-5% frei
im Plasma zirkulieren. Der VWF bindet Faktor VIII Gber eine Bindungsstelle in der D’-
Domane [56, 77]. Durch diese Bindung wird Faktor VIII vor dem proteolytischen Abbau
geschitzt und seine Halbwertszeit von 3 Stunden auf 12 bis 14 Stunden verlédngert
[45, 78]. Liegt die VWF Konzentration unter 30%, kann Faktor VIII nicht mehr
stabilisiert werden, sodass es zu Stérungen der Hamostase kommt.

Ein weiteres Protein, das VWF bindet, ist Osteoprotegerin. Dieses Protein wurde 1997
erstmals beschrieben. Es wird in Endothelzellen synthetisiert und bereits gebunden an
VWF ins Plasma abgeben. Es scheint eine regulatorische Funktion im
Knochenstoffwechsel zu haben [79].

Qualitative oder quantitative Veradnderungen des VWFs flihren zur von-Willebrand-
Krankheit [80]. Hierbei handelt es sich um eine der haufigsten hamorrhagischen
Diathesen, die durch  Schleimhautblutungen, gastrointestinale  Blutungen,
Menorrhagien und verldngerte Blutungen nach Verletzungen und Operationen
gekennzeichnet ist. Die von-Willebrand-Krankheit wird in 3 Typen unterteilt. Bei Typ 1
liegt ein quantitativer Defekt des VWFs vor, bei Typ 2 dagegen ein qualitativer Defekt
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des VWFs. Bei der seltenen Typ 3 von-Willebrand-Krankheit fehlt der VWF komplett,
sowohl im Plasma als auch in Thrombozyten [81].

1.3 THROMBOTISCHE MIKROANGIOPATHIEN

Unter den Thrombotischen Mikroangiopathien (TMA) werden verschiedene
Erkrankungen zusammengefasst, die sich durch die gemeinsamen Symptome einer
hamolytischen Anamie und ausgepragte Thrombozytopenie mit Organstérungen
unterschiedlicher Schwere &uBBern [59, 82].

Die beiden Hauptvertreter der TMA sind die thrombotisch-thrombozytopenische
Purpura (TTP) und das hamolytisch-urdmische Syndrom (HUS) [59, 83]. Die
Symptome einer TMA werden auBerdem sehr haufig in Verbindung mit
Schwangerschaft, Tumorerkrankungen, Chemotherapie, HIV-Infektionen, maligner
Hypertension sowie in Folge einer hamatopoetischen Stammzelltransplantation
beobachtet. Es kdnnen alle Altersgruppen betroffen sein [82].

Die verschiedenen Formen der TMA werden anhand der klinischen Symptome sowie
der pathophysiologischen Mechanismen unterschieden. Aufgrund der Uberschneidung
der klinischen Symptome ist die Differenzierung der TMA, insbesondere zwischen TTP
und HUS, sehr schwierig [83]. Generell kann man sagen, dass HUS vermehrt bei
Kindern auftritt und durch die Trias Thrombozytopenie, mikroangiopathische
hamolytische Anamie und renale Dysfunktion charakterisiert ist. Die TTP hingegen
stellt eine disseminierte Form der thrombotischen Mikroangiopathien dar, welche durch
Thrombozytopenie, mikroangiopathische Hamolyse mit fragmentierten Erythrozyten
und durch neurologische oder kardiologische Defizite gekennzeichnet ist [41].

Die TMA weisen eine hohe Heterogenitat auf, besitzen jedoch einen gemeinsamen
pathophysiologischen Auslésemechanismus: die Schadigung des Endothels mit
gleichzeitiger Aktivierung desselben. Als Ausldser der Endothelschadigung kommen
unterschiedliche Faktoren in Frage, unter anderem Infektionen, Medikamente,
Immunkomplexe und Tumorzellen, aber auch viele weitere, zum Teil noch unbekannte,
Faktoren [82].

Eine Mdglichkeit der Einteilung der TMA ist die Einteilung nach der Grundursache der
Erkrankung, wie in Tabelle 1 dargestellt ist.
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Tabelle 1: Einteilung der TMA nach der Grundursache der Erkrankung modifiziert nach

Kiss [84]
1. Primére TTP 1. Autoimmunerkrankung, Vaskulitis
e Hereditar

¢ |diopathisch

3. Schwangerschaft / Wochenbett

5. In Verbindung mit
Krebserkrankungen

7. Shigatoxin-assoziiert
(E. coli 0157:H7) = “D+HUS”

Eine andere Mdglichkeit der Einteilung der TMA erfolgt anhand labordiagnostischer
Parameter, wobei die ADAMTS13-Aktivitét eine wichtige Rolle spielt.
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Tabelle 2: Einteilung der TMA anhand der ADAMTS13 Aktivitat modifiziert nach Coppo
und Veyradier [82]. HELLP: Haemolysis, Elevated Liver enzyme levels, Low
Platelet count; APS: Antiphospholipid Syndrom; HIT: Heparin-induzierte
Thrombozytopenie;  VOD:  veno-occlusive  disease /  Vendse
Verschlusskrankheit; DIG: disseminierte intravasale Gerinnung /
Verbrauchskoagulopathie; HIV: Humanes Immundefizienz-Virus

e Primare TTP e HUS mit e andere TMA Syndrome
o Hereditar Enterobakterien e HIV
o Idiopathisch (auch als ,D+HUS* o Krebs (meist
e Sekundare TTP bezeichnet) disseminiert)
o HIV * Atypische HUS mit e Medikamenteninduziert
o Krebs Komplement- e idiopathisch*
o Schwangerschaft Dysfunktion e HELLP Syndrom
/ Wochenbett ¢ mit Streptokokkus e APS/HIT/ VOD/
pneumoniae e Schwere DIG

e mit Vitamin B12
Metabolismus-
stérungen

1.3.1 DIE THROMBOTISCH-THROMBOZYTOPENISCHE PURPURA (TTP)
Die TTP ist eine lebensbedrohliche Multisystemerkrankung, die durch hamolytische

Andmie und Thrombozytopenie mit thrombotischer Verlegung der Endstrombahn
charakterisiert ist [84]. Sie wurde 1924 durch den Arzt Eli Moschcowitz erstmals
beschrieben [85]. Sie ist eine sehr schwere Form der TMA und endet unbehandelt in
90% der Félle tédlich [86]. Durch die Anwendung des Plasmaaustauschs als Therapie
der TTP ist die Mortalitat auf 10 — 20% gesunken [87]. Die TTP wird mit einer Inzidenz
von 3-10/mio als seltene Erkrankung eingestuft, ist aber nach heutigen Erkenntnissen
nur viel zu selten diagnostiziert [59]. Unterschieden wird zwischen primarer und
sekundarer TTP, wobei die primare Form nochmals in die hereditare und die
idiopathische Form unterteilt wird.

1.3.1.1 GESCHICHTLICHER HINTERGRUND
Der Arzt Eli Moschcowitz beschrieb 1924 erstmals das Krankheitsbild eines 16-jahrigen

Madchens, das infolge abrupten Auftretens petechialer Hauteinblutungen, Anamie,
Fieber und neurologischen Stérungen in das Mount Sinai Hospital in New York City
eingeliefert wurde. Durch das rasche Fortschreiten der Erkrankung starb das Madchen
bereits nach 2 Wochen an der Erkrankung. In der Autopsie konnten multiple hyaline
Thromben nachgewiesen werden, die ausschlieBlich in terminalen Arteriolen und
Kapillaren auftraten. Spéater konnte gezeigt werden, dass diese Mikrothromben
hauptsachlich aus Thrombozyten und VWF bestanden. Moschcowitz vermutete
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damals, dass ein starker Giftstoff, welcher sowohl agglutinierende als auch
hamolytische Eigenschaften hat, die Erkrankung ausldste [85].

Amorosi und Ultmann fassten 1966 in einer Verdffentlichung 250 Falle von TTP-
Patienten zusammen und entwickelten dabei eine Pentade klinischer und
labordiagnostischer Parameter zur Diagnose der TTP: mikroangiopathische
hamolytische Anamie mit fragmentierten Erythrozyten (auch Fragmentozyten oder
Schistozyten genannt) im Blutausstrich sowie Thrombozytopenie, Fieber,
neurologische Stérungen und renale Dysfunktion [86]. Diese Kriterien werden auch
heute noch als wichtige Anhaltspunkte fur die Diagnose einer TTP angesehen, wobei
die Triade Thrombozytopenie, Fragmentozyten im Blutausstrich und stark erhéhte
Serum-LDH Werte mittlerweile ausreichen, um den Verdacht einer TTP zu erheben
[88].

Nachdem dber 50 Jahre nach der Erstbeschreibung der TTP die Mortalitdét der
Erkrankung bei fast 100% lag, berichteten Pisciotta et al. 1977 von drei Patienten,
welche mit Plasmaaustauschtherapie behandelt wurden [89]. Diese zeigte deutliche
Erfolge und im selben Jahr wurde eine Plasma-basierte Therapie als ,Durchbruch® in
der Behandlung der TTP angesehen. Der Plasmaaustausch ist auch heute noch
Goldstandard bei der Therapie der TTP.

Der Zusammenhang der Erkrankung mit UL VWF Multimeren wurde 1982 von Moake
et al. beschrieben [38]. Diese konnten in Plasmaproben von vier Patienten mit
familidrer, chronisch-rezidivierender TTP UL VWF Multimere nachweisen. Sie
vermuteten, dass diese die Ausléser der systemischen Thrombozytenbindung an UL
VWEF darstellen und dass Patienten mit chronisch-rezidivierender TTP mdglicherweise
einen Defekt im Abbau der Multimere aufweisen. Diese Hypothese konnte von Furlan
et al. und Tsai in den darauf folgenden Jahren bestéatigt werden [8, 90-92]. 1996
entdeckten Furlan und Tsai unabhangig voneinander die VWF-spaltende Protease und
entwickelten Tests zum Nachweis dieser. Sie berichteten davon, dass in den akuten
Phasen der Erkrankung die Aktivitdt der VWF-spaltenden Protease nicht bzw. kaum
messbar ist. AuBerdem konnten 1998 bei der Untersuchung eines Patienten mit sehr
niedriger Aktivitdit der VWF-spaltenden Protease, IgG Antikérper gegen diese
nachgewiesen werden, welche zur Proteasedefizienz fihrten [92].

2001 konnten Zheng et al. die Aminosdurensequenz der VWF-spaltende Protease
aufklaren und Levy et al. identifizierten das dazu gehérige Gen. Heute wird die VWF-
spaltende Protease als ADAMTS13 bezeichnet [11, 12, 93].
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1.3.1.2 PATHOPHYSIOLOGIE

Histologisch ist die TTP gekennzeichnet durch das Auftreten von Thrombozyten und
von Willebrand Faktor-reichen Mikrothromben in den Arteriolen und Kapillaren
verschiedener Organsysteme, insbesondere in Gehirn, Herz, Niere, Pankreas, Milz,
Mesenterium und Nebenniere [94, 95]. Einer der wichtigsten dabei zugrunde liegenden
molekularen Mechanismen ist ein Defekt in der Regulation der Aktivitat des VWFs.
Wichtigster Mediator ist hierbei die Protease ADAMTS13.

Bei der TTP kommt es an Orten mit hohem Scherstress, aufgrund einer reduzierten
ADAMTS13-Aktivitat, zur Ansammlung hoch reaktiver UL VWF Multimere. Es bilden
sich multiple hyaline Mikrothromben, die vor allem aus Thrombozyten und VWF
bestehen und schlieBlich zu einer Verlegung der Endstrombahn flihren (Abbildung 4).
Uberdies kommt es in den betroffenen Bereichen zu einer Endothelschadigung und
mechanischen  Zerstérung der  Erythrozyten, was schlieBlich in einer
extrakorpuskularen hamolytischen Anamie sowie in Ischamien der betroffenen Organe
endet [40].

Diese pathophysiologischen Vorgéange fihren zu den in der Klinik beobachteten
Symptomen der TTP, welche je nach betroffenen Organen sehr unterschiedlich sein
kénnen [40].
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oder fehlende
ADAMTS13 Aktivitat
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Abbildung 4: Pathophysiologie der primaren TTP modifiziert nach Hellmann, Hallek,
Scharrer [96].
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1.3.1.3 TYPISIERUNG

Wie bereits erwahnt, wird zwischen einer primaren TTP und einer sekundaren TTP
unterschieden. Ausgangspunkt dieser Einteilung ist die ADAMTS13 Aktivitat. Diese ist
bei der primaren TTP stark erniedrigt und teilweise auch nicht mehr messbar, wo
hingegen bei der sekundaren TTP die ADAMTS13 Aktivitdt normal oder nur leicht
erniedrigt sein kann. Die primare TTP wird zusatzlich in hereditédr und idiopathisch
unterteilt [96].

Der hereditéaren Form, die auch als Upshaw-Schulman-Syndrom bezeichnet wird, liegt
ein angeborener ADAMTS13 Mangel infolge von Genmutationen zugrunde [97].
Mittlerweile sind Gber 130 Genmutationen bekannt, die diesen Mangel auslésen
kénnen [12, 40, 96, 98-100]. Die Erkrankung manifestiert sich meist in den ersten drei
Lebensjahrzenten.

Die idiopathische Form ist durch das Auftreten von Autoantikdrpern gegen ADAMTS13
gekennzeichnet. Diese binden hauptsachlich an die cysteinreiche Region der
ADAMTS13 und flihren so zum Aktivitatsverlust der Protease [101].

Sekundare Formen der TTP kdnnen durch eine Vielzahl von Erkrankungen oder
Medikamente ausgeldst werden. Als medikamentdse Ausléser sind unter anderem
Medikamente aus der Gruppe der Thienopyridine, Chemotherapeutika und
Calcineurininhibitoren beschrieben [102]. Insbesondere immunologische Erkrankungen
sowie Schwangerschaft und die Wochenbettphase kénnen zur Entwicklung einer
sekundaren TTP fuhren [103].

1.3.1.4 KLINISCHES ERSCHEINUNGSBILD UND DIAGNOSE
Die TTP auBert sich klinisch zunachst durch eine Thrombozytopenie unterschiedlichen

Schweregrads mit einer Coombs-negativen  h&molytischen  Anadmie. Die
Hamolyseparameter Haptoglobin, Laktatdehydrogenase (LDH) und indirektes Bilirubin
liegen im pathologischen Bereich. Im peripheren Blutausstrich ist ein deutlich erhdhter
Fragmentozytenanteil kennzeichnend, welcher in Folge einer mechanischen
Schadigung  der  Erythrozyten  aufgrund  der  Endothelverletzung  und
Mikrothrombenbildung auftritt [96].

Ischamiebedingte Organausfalle betreffen vor allem Herz und Gehirn und &uBern sich
klinisch unter anderem in Halluzinationen, sensomotorischen Ausfallen, Koma,

Desorientiertheit und kardialen Beschwerden [104].

Hinzu kommt h&ufig noch Fieber, welches durch die Zytokinfreisetzung in Folge der
Verletzung und Mikrothrombosierung der kleinen GefalRe ausgeldst wird [96].
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Tabelle 3: Klinische und labordiagnostische Parameter zur Diagnose der TTP nach
Hellmann [96]

Laborparameter Symptome

e Haptoglobin erniedrigt e Kopfschmerzen

e LDH erhéht e Vigilanzstérungen

e Bilirubin indirekt erhdht e Fokale neurologische Defizite
¢ Freies Hamoglobin erhdht e Petechiale Blutungen

e Fragmentozyten > 15 %o im Blutausstrich e Ubelkeit, Erbrechen, Diarrhd
e Kreatinin erhdht e Abdominelle Schmerzen

e Thrombozytopenie e Fieber

e Anamie

e Proteinurie/Hamaturie

Die Diagnose der primaren TTP erfolgt als Ausschlussdiagnose, wenn eine
mikroangiopathische hamolytische Andmie mit Thrombozytopenie nachgewiesen
werden kann, andere Ursachen einer sekundadren TTP jedoch fehlen [87]. Die
Messung einer verminderten oder sogar fehlenden ADAMTS13-Aktivitdt sowie das
Vorkommen von UL VWF Multimeren im Plasma, bestatigen die Verdachtsdiagnose
einer primaren TTP. Der Nachweis von Autoantikérpern gegen ADAMTS13 erlaubt die
Differenzierung zwischen priméar hereditar und idiopathisch [72].

Bei der sekundaren TTP ist die ADAMTS13-Aktivitat haufig nur gering vermindert.

1.3.1.5 THERAPIE
Durch Einfihrung des Plasmaaustauschs als Therapie der TTP 1977 konnte die

Mortalitat der Erkrankung von 90% auf 10 — 20% gesenkt werden [89]. Auch heute
noch ist der Plasmaaustausch mittels Plasmapherese Therapiestandard in der
Behandlung der TTP [87, 105, 106]. Dies erfolgt durch Anwendung von Fresh Frozen
Plasma (FFP), welches im Volumenbereich von 8-10 FFP gegeben wird, wobei 1 FFP
190-250 ml enthélt. Die Therapie muss solange fortgefUhrt werden, bis sich
Thrombozytenzahl und LDH Uber 2 Tage normalisiert haben [96].

Ziel dieser Therapie ist einerseits die Zufiihrung von ADAMTS13 und andererseits die
Elimination der Autoantikérper gegen ADAMTS13 und der UL VWF Multimere im
Plasma.

Da es sich bei der TTP um einen hdmatologischen Notfall handelt, sollte die Therapie
so schnell wie mdglich, bereits bei Verdachtsdiagnose, begonnen werden. Ist die
Mdoglichkeit des Plasmaaustauschs nicht gegeben, so muss zunachst mit einer
Plasmatransfusion von 15-30 ml/kg begonnen werden. In klinischen randomisierten
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Studien wurde nachgewiesen, dass der Plasmaaustausch der Plasmatransfusion
Uberlegen ist, sodass TTP-Patienten schnellst mdglich an ein hamatologisches
Zentrum mit Hamaphereseeinheit Gberwiesen werden sollten [87].

Bei starker Anamie ist die Gabe von Erythrozytenkonzentrat sinnvoll, um
ischamiebedingte Organschaden zu vermeiden [96]. Die Wirksamkeit von
Kortikosteroiden zur Unterdriickung der Autoantikérperbildung konnte zwar in
randomisierten, kontrollierten Studien noch nicht belegt werden, einige Fallberichte
deuten jedoch darauf hin [105]. Die Splenektomie wurde schon vor der Entdeckung
von ADAMTS13 zur Behandlung von TMA durchgefiihrt. Sie stellt auch heute noch
eine Therapiemdglichkeit der TTP dar [107]. Insbesondere bei Patienten mit hohen
Rezidivraten konnte eine Verbesserung durch Splenektomie erzielt werden und die
Haufigkeit der Ruckfalle von 2,3 Ereignissen pro Jahr auf 0,1 Ereignisse pro Jahr
gesenkt werden [108]. Jedoch ist die Rezidivfreiheit meist auf 6 Jahre beschranki.

Der Einsatz von Rituximab stellt eine vielversprechende Therapiemdglichkeit bei
primarer TTP dar. Rituximab ist ein chim&rer monoklonaler Antikérper, der gegen das
B-Lymphozyten spezifische Oberflachenprotein CD20 gerichtet ist. Rituximab wurde
schon wirksam bei anderen Autoimmunerkrankungen eingesetzt und auch bei TTP
konnte  bei  therapie-refraktdren  Patienten  nach  Plasmapherese  und
immunsuppressiver Behandlung ein Therapieansprechen gezeigt werden [109, 110].
Randomisierte, kontrollierte, klinische Studien zum Einsatz von Rituximab bei der
primaren TTP wurden jedoch wegen zu geringen Rekrutierungsraten inzwischen
abgesetzt [111, 112].

AuBerdem wurde das Aptamer ARC1779, das sehr spezifisch und potent die Aktivitat
des VWF unterdrlickt, bereits bei TTP-Patienten getestet [113]. ARC1779 ist ein
kleines Oligonukleotid, das an die A1 Doméane des VWF bindet und somit die Bindung
zwischen VWF und dem Glykoprotein 1b der Thrombozyten verhindert. In einer
klinischen Studie wurde es unter anderem erfolgreich bei einem Patienten mit zunachst
therapie-refraktarer TTP eingesetzt. Unter der Behandlung mit ARC1779 konnte ein
deutlicher Anstieg der Thrombozytenzahl erreicht werden [114]. Somit scheint es sich
hierbei um einen neuen, vielversprechenden Stoff zur Therapie der TTP zu handeln.

In Mausmodellen fir TTP wurde auBerdem das bei chronisch obstruktiver Bronchitis
eingesetzte Medikament N-Acetylcystein (NAC) getestet. NAC spaltet Muzin
Multimere, die &hnlich wie UL VWF Multimere polymerisieren. Die Injektion von NAC in
ADAMTS13-defiziente Méause fihrte zu einer raschen Auflésung der zuvor mittels
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Kalzium-lonophor-Behandlung ausgelésten Mikrothromben sowie zu einer Abnahme
der UL VWF Multimere im Plasma dieser Tiere [115].

Auch eine Zell-basierte Gentherapie wurde schon erfolgreich bei ADAMTS13-
defizienten M&usen durchgefihrt [116, 117].

1.3.1.6 PROGNOSE
Mit Einflihrung der Plasmaaustauschtherapie als Standardtherapie der TTP sank die

Mortalitat von 90% auf 10 — 20% [89]. Allerdings handelt es sich bei der TTP um eine
schubartig verlaufende Krankheit, sodass immer wieder akute Schibe auftreten
kénnen. Die Haufigkeit der Schiibe ist von Patient zu Patient sehr unterschiedlich und
auch die Abstéande zwischen den Schuben differieren stark [118]. Patienten mit einer
stark verringerten ADAMTS13 Aktivitat (£10%) wahrend der Remission haben ein
dreifach héheres Ruckfallrisiko im Vergleich zu Pateinten mit héheren ADAMTS13
Aktivitdten wahrend der Remission [119, 120]. Ein Zusammenhang zwischen anti-
ADAMTS13-Antikérpern und erhdhter Rickfallrate konnte ebenfalls nachgewiesen
werden [120, 121]. Abgesehen davon, dass sich die klinischen Symptome der TTP
wahrend der Remission bei den meisten Patienten weitgehend normalisieren, leiden
viele TTP Patienten unter dauerhaften Angststérungen, Depressionen und
neurokognitiven Defiziten [118].

1.4 ApAMTS13-DEFIZIENTE MAUSE ALS MODELL DER ANGEBORENEN
TTP

Zur weiteren Erforschung der Funktion von ADAMTS13 sowie der Erkrankung TTP
haben zwei unabhangige Arbeitsgruppen Adamtsi3-defiziente Mause (Adamts13™)
geziichtet. Die Arbeitsgruppe von Banno et al. [2] ziichtete Adamts13” Mause mit
einem 129/Sv Hintergrund durch Austausch der Exone 3-6 des Adamis13-Gens mit
einer Neomyzin-Resistenz-Kassette. Wie bereits in Kapitel 1.1.2 erwahnt, haben
129/Sv Mause die komplette Form von Adamts13 (Adamts13L), mit einer identischen
Domanen Organisation wie die humane ADAMTS13 [27]. Die Arbeitsgruppe von Motto
et al. [1] ziichtete die Adamts13” Mause zunachst auf einem gemischtem C57BL/6J
und 129/Sv Hintergrund durch Austausch der Exone 1-6 des Adamts13-Gens mit einer
Neomyzin-Resistenz-Kassette. Diese Mause wurden dann weiter mit CASA/Rk
Méausen gekreuzt. CASA/Rk Méause haben physiologisch 5 — 10-mal héhere VWF
Konzentrationen im Blut als C57BL/6 und 129/Sv Mause.

Beide Gruppen konnten zeigen, dass die Adamts13” Mause keine nachweisbare
Adamts13 Aktivitat mehr im Plasma hatten. Die M&use waren lebensféahig und fertil und
die Nachkommen beider Adamts13” Mause (mit 129/Sv und gemischtem 129/Sv und
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C57BL/6J Hintergrund) zeigten die erwartete Geschlechterverteilung 1:2:1 nach den
Mendelschen Gesetzen. In hamatologischen und histologischen Untersuchungen
konnten keinerlei Anzeichen einer TTP nachgewiesen werden. Die Mause entwickelten
keine Thrombozytopenie, keine hamolytische Andmie und mikrovaskuldre Thrombosen
in Niere, Herz und Gehirn waren auch nicht nachweisbar [1, 2]. Nach Rickkreuzung
der Adamts13” Mause mit gemischtem Hintergrund mit den CASA/Rk Mausen iber
zwei Generationen zeigten einzelne Mause spontan TTP-typische Symptome. Sie
entwickelten eine schwere Thrombozytopenie, hamolytische Andmie mit
Fragmentozyten im Blutausstrich, VWF-reiche und Fibrin-arme hyaline Mikrothromben
in Gehirn, Herz und Niere und starben friiher als Wildtyp Mause [1].

Im Plasma der Adamts13” M&use mit 129/Sv Hintergrund waren UL VWF Multimere
vorhanden, die bei den Wildtyp Kontrollen nicht vorlagen [2]. Die Adamts13” Mause
mit gemischtem Hintergrund zeigten dagegen keinen Unterschied im Multimermuster
im Vergleich zu ihren Kontrollm&usen. Sowohl die Knockout als auch die Wildtyp
Méause hatten UL VWF Multimere im Plasma. Erst nach Rickkreuzung mit CASA/Rk
Mausen waren Unterschiede im Multimermuster, vergleichbar mit TTP beim Menschen,
nachweisbar [1].

Beide Forschungsgruppen konnten in unterschiedlichen in-vitro und in-vivo Versuchen
einen prothrombotischen Status der Adamts13” Mause nachweisen. Banno et al. [2]
zeigten dies durch eine gréBere Thrombusbildung im Vollblut der Adamts13” Mause in
einer mit Kollagen-beschichteten Flusskammer sowie durch einen erhéhten
Thrombozytenverbrauch nach Injektion von Kollagen plus Epinephrin in die
Schwanzvenen der Mause. Motto et al. [1] und Chauhan et al. [122] untersuchten die
VWF-bedingte Thrombozyten-Endothel-Interaktion in Venolen der Mesenterialgefa3e
und beobachteten hier langere VWF-Strdnge sowie eine verlangerte
Thrombozytenadhasion an VWF bei Adamts13” Mausen. Beide Gruppen kamen somit
Ubereinstimmend zu dem Ergebnis, dass eine ADAMTS13-Defizienz zwar notwendig,
nicht aber ausreichend ist, um eine TTP auszuldsen und dass sich die Adamts13”
Mause sehr gut zur Untersuchung von Triggerfaktoren der TTP eignen.

Zwei Triggerfaktoren der TTP in M&usen wurden bereits gefunden und untersucht.
Shigatoxin (Stx), was toxisch auf das Endothel wirkt, I6ste in den mit CASA/Rk
zuriickgekreuzten Adamts13” Mausen eine starke Thrombozytopenie, hamolytische
Anamie und die Bildung von Mikrothrombosen in kleinen GefaBen verschiedener
Organe aus. In Adamts13” M&usen mit gemischten C57BL/6J und 129/Sv Hintergrund
zeigte Stx dagegen keine TTP-typischen Veranderungen. Ein Zusammenhang
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zwischen den VWF-Konzentrationen der Mause und ihrer Anfalligkeit fir TTP konnte
nicht nachgewiesen werden [1].

Die Injektion von hochdosiertem (2000 VWF:RCoU/kg Kérpergewicht) rekombinantem
humanem VWF (rhVWF) in Adamts13” Mause mit gemischtem C57BL/6J und 129/Sv
Hintergrund flhrte innerhalb weniger Minuten zu einer starken Thrombozytopenie,
einem Abfall des Hamatokrits und Anstieg der Laktat Dehydrogenase. Im Blutausstrich
der Mause waren Fragmentozyten nachweisbar. Histologische Untersuchungen
zeigten Myokardnekrosen und Thrombozytenaggregate im Herzen. Mikrothombosen in
Gehirn und Niere, vergleichbar mit TTP beim Menschen, konnten dagegen nicht
nachgewiesen werden [123].

Eine Zusammenfassung der Adamts13” Mause als Modell zur Untersuchung der
angeborenen TTP ist in Tabelle 4 dargestellt. Neben dem prothrombotischen Status
der Adamts13” Mause wurde auch ein proinflammatorischer Status in Adamts13”
Mausen mit gemischten C57BL/6J und 129/Sv Hintergrund festgestellt. Dieser zeigte
sich durch ein erh6htes Rollen von Leukozyten in unstimulierten MesenterialgefaBen
und eine erhdhte Adhadsion von Leukozyten in TNF-a-stimulierten Venolen der
MesenterialgefaBe. Die Einwanderung von neutrophilen Granulozyten in die
Bauchhdhle nach Thioglykollat-induzierter Peritonitis war bei Adamts13” Méausen
starker ausgepragt als bei den entsprechenden Wildtyp Ma&usen. In einem
Entzindungsmodell der Haut war dies ebenfalls zu beobachten [124]. In
verschiedenen Mausmodellen fir Herzinfarkt [125, 126], Schlaganfall [127-130] und
Artherosklerose [131, 132] konnte der proinflammatorische Status dieser Mause weiter
bestatigt werden.
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Tabelle 4: Ubersicht der Mausmodelle fiir die Untersuchung der angeborenen TTP

Adamts13 S Adamts13 L Adamts13 L

UL-VWF + UL-VWEF - UL-VWEF -

Keine TTP TTP [1] Nicht untersucht
EntW|ckIung [1]
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2 MAUSE UND MATERIALIEN

2.1 MAUSE

Die in dieser Arbeit verwendeten Adamts13-defizienten Mause (Adamts13™) wurden
als eingefrorene Embryonen aus Japan von NIBIO (National Institute of Biomedical
Innovation) bezogen. Die Revitalisierung der Embryonen wurde in der Zentralen
Versuchstiereinrichtung (ZVTE) der Universitat Mainz durchgefihrt. Die weitere Zucht
und Haltung erfolgte ebenfalls in den Einrichtungen der ZVTE.

Die Adamts13” Mause wurden erstmals von Banno et al. 2006 in Japan geziichtet und
beschrieben [2]. Bei diesen Mausen wurden die Exone 3-6 des Adamts13 Gens,
welche fir die katalytische Doméne der ADAMTS13 Protease kodieren, durch eine
Neomyzin-Resistenz-Kassette ersetzt. Dies wurde in embryonalen Stammzellen
durchgefihrt, die von Mausen mit einem 129/Sv Hintergrund stammten. Die
Adamts13” Mause wurden dann weiter auf einen 129/Sv genetischen Hintergrund iiber
10 Generationen zurlick gekreuzt.

Flr die entsprechenden 129/Sv Wildtyp Kontrollmause wurden von Charles River
zwei Zuchtpaare (129S2/Sv Pas CRL) bezogen und ebenfalls weitere Nachkommen in
den Einrichtungen der ZVTE geziichtet und gehalten.

Als Versuchstiere wurden sowohl weibliche als auch mannliche Mause in einem Alter
von 8-16 Wochen und einem durchschnittlichen Gewicht von 25 + 5 g verwendet. Die
Tierversuche wurden nach den allgemein giltigen Gesetzen und Verordnungen zum
Tierschutz, Tierschutzgesetz (TierSchG), flnfter Abschnitt, Tierversuche § 7-9
durchgefuhrt. Der Tierversuchsantrag wurde vom Landesuntersuchungsamt
Rheinland-Pfalz unter der Nummer G 11-1-024 und mit der Kurzbezeichnung
ADAMTS13/TTP genehmigt.
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2.2.1 ANTIKORPER
In Tabelle 5 sind alle Antikbper aufgelistet, die fur diese Arbeit verwendet wurden.

Tabelle 5: Antikdrper

Mause und Materialien

Von Human Polyklonal A 0082 - Dako-
Willebrand (Kaninchen) Cytomation
Faktor Danemark
Von Human Polyklonal P 0226 HRP Dako-
Willebrand (Kaninchen) Cytomation
Faktor Danemark
Kaninchen Kaninchen  Polyklonal D 0487 AP Dako-
Immun- (Ziege) Cytomation
globuline Déanemark
ADAMTS13 Human Polyklonal - - Baxter

(Ziege) Innovations

GmbH

2.2.2 PRIMER

Alle Primer, die in dieser Arbeit verwendet wurden und in Tabelle 6 aufgelistet sind,
wurden von der Firma Invitrogen synthetisiert und in lyophilisierter Form geliefert. Sie
wurden in dd H,O zu einer Konzentration von 100 uM gelést und bei -20 °C gelagert.
Far die PCR erfolgte eine weitere Verdinnung der Primer auf 10 pM.

Tabelle 6: Primer fiir die Genotypisierung der Adamts13” und Wildtyp Mause

Adamts 5°F 5-ACC CTATCT CTG GCC TGT Genotypisierungs PCR
ATT CCT-'3

Adamts 5'R1 5-TAC TGA CTT GTG ACC ACA Genotypisierungs PCR
AGC CCT-'3

Adamts 5'R2 5-ATC GAG TCT AGC TTG GCT  Genotypisierungs PCR
GGA CGT-"3

mouAdamts13_for 5-ACT GTT GAG AAACCC ATC  gRT-PCR
CCT-"8

mouAdamts13_rev 5-TTG GCC GTGATATTC GGA gRT-PCR
GTA-3
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L32_for 5°-CCT CTG GTG AAG CCC gRT-PCR
AAG ATC-'3
L32_rev 5-TCT GGG TTT CCG CCAGTT  gRT-PCR

T-3

2.2.3 VERBRAUCHSMATERIALIEN

Die fur diese Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle 7 aufgelistet.

Tabelle 7: Verbrauchsmaterialien

Handschuhe Latex
Handschuhe Nitril

Mikrotiterplatte, 96-well
(Maxisorp und unbehandelt, transparent
und weif3, Flach- und Rundboden)

PCR-Reaktionsgefal3e flr
Genotypisierung

PCR ReaktionsgefaBe fiir RT-PCR, 96-
well

ReaktionsgefaBe 1,5ml und 2ml

Pipettenspitzen (mit und ohne Filter)
10ul, 200ul, 1000l

Micro-Haematokritréhren, Na-
heparinisiert

DIN ISO 12772

Microvette® CB 300 K2E Kalium-EDTA
S-Monovetten® Citrat 3,13%

Objekttrager, Menzel Glaser, 76 x 26 mm
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Sempercare
Sempercare

NUNC

Axon Labortechnik
BioRad

Sarstedt AG & Co.

Star Lab und
epT.l.P.S.® Eppendorf

Assistent

Sarstedt
Sarstedt

Thermo Scientific
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2.2.4 CHEMIKALIEN

Die fur diese Arbeit verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 8 aufgelistet.

Tabelle 8: Chemikalienliste

Adrenalin 1:1000 Jenapharm

Agarose LGT Typ VII, 2-Hydroxyethylagarose, Sigma Aldrich

Aqua B. Braun Spullésung Braun

Bis-Tris, >99,0% Carl Roth

Calcium lonophore A23187 Abcam

Chininhydrochlorid-Dihydrat Merck

Diaminobenzidin (DAB) Carl Roth

DMSO Sigma Aldrich

Essigsaure 100 % Carl Roth

Filterpapier 35x45 Model 583 Gel Dryer BioRad

GelRed™ Nucleic Acid stain Biotrend Chemikalien GmbH

Glycin >99,9% CELLPURE® Carl Roth

Histone (aus Kalber Thymus), lyophilisiert CellSystems Biotechnologie
Vertrieb GmbH
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Kollagen Reagens HORM® Nycomed

 Lipopolysaccharide von Ecoli 05585 (LPS)  Sigma
LumiGLO® Reagent 20X and 20X Peroxide Cell Signaling

Magnesumetioid  CamRan
May-Grinwalds Eosin-Methylenblaulésung Merck

Mercaptoethanol 9%, p2.  CanRomn
Methanol Carl Roth

Naimehlorid >99.9% CELLPURE®  CanlRoth
Natriumdihydrogen-phosphat Carl Roth

MNawonawe  CamRam
Nitrocellullosemembran Trans-Blot® Transfer BioRad
Medium

Dgmpreresemeosnis e
Positivkontrolle des ACTIFLUOR™ ADAMTS13 American Diagnostica GmbH
activity kits

Rompun® 2% (Wirkstoff Xylezin)  Bayer
Roti®-Histofix 4% Carl Roth

CSesare  CalRan
SDS Carl Roth

R b Ao S
Tetramethylbenzidine Liqg. Subs. Sigma Aldrich

RS CatRam
Tris HCI Carl Roth

(ToneXx-0  CamRam
Tween 20 Molecular biology grade Carl Roth
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2.2.5 PUFFER
Tabelle 9 listet die fir diese Arbeit verwendeten Puffer.

Tabelle 9: Puffer

Neutralisationspuffer 40 mM Tris-HCI
pH5

1-fach TAE Puffer 20 ml 50-fach TAE
980 ml dd H,O

Reaktionspuffer 5 mM Bis-Tris
25 mM CaCl,
0,005% Tween-20
pH 6,0

1% Trenngel 400 mg Agarose (Sigma, Typ VII)
40 ml Trenngelpuffer

0,75% Sammelgel 187,5 mg Agarose (Seakam, HGT(P))
25 ml Sammelgelpuffer
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1-fach Probenpuffer 2% SDS
10 mM Tris
1 mM EDTA
pH 8,0

Elektrophoresepuffer 0,1% SDS
50 mM Tris
384 mM Gilycin
Waschpuffer 20 mM Tris
150 mM NaCl
0,1% Tween-20
pH 7,6
Coating-Puffer 0,1 M Na,HPO, x 2 H,O
pH 9,3

Blockpuffer 1% BSA
137 mM NaCl
2,7 mM KCI
10 mM NagHPO4 X2 HQO
2 mM KH,PO,
0,2% Tween-20
pH 7,4
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2.2.6 KITSYSTEME
FOr diese Arbeit wurden die in Tabelle 10 aufgelisteten Kitsysteme nach

Herstellerangaben verwendet.

Tabelle 10: Kitsysteme

HotStarTaq Plus Master QIAGEN Amplifikation von DNS fur

Mix Kit (Hilden, Deutschland) Genotypisierungs-PCR

RNase-Free DNase Set QIAGEN DNase Verdau wahrend
(Hilden, Deutschland) RNS Isolation

iQ™SYBR® Green BIO RAD Amplifikation von cDNS

Supermix (Mdnchen, Deutschland) fir gRT-PCR

2.2.7 GERATE

Die flr diese Arbeit verwendeten Geréte sind in Tabelle 11 aufgelistet.

Tabelle 11: Gerate

Software DYNEX Revelation™ QuickLink

Fluorimeter Fluoroskan Ascent FL, Thermo
Labsystems

Elektrophoreseapparatur Electropheresis Power Supply - EPS
601, Amersham Biosciences

Blotgerat Power Pac™ HC, BIO RAD
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Automatischer Hamatologie-Analysator Sysmex KX-21N HEMAVET 950FS

Spektrophotometer NANODROP 2000c, Thermo Scientific

Pipettenspitzen epT.l.P.S.® 10pl, 200pl, 1000y,
Eppendorf

Magnetrthrer neoMag-Standard-Magnetrihrer, D-
6011, neoLab®

Tischzentrifuge REMI Elektrotechnik Limited

Mikrowelle MD 12801, studio

Riittelplatte ORBITAL SHAKER DOS-10L, neoLab®

Kihlung Umwalzthermostat, Model 1162A, VWR
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3 METHODEN

3.1 DNS GEWINNUNG UND PCR-GENOTYPISIERUNG

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, engl. Polymerase Chain Reaction) ist eine
Methode zur Vervielfaltigung spezifischer kurzer DNS Abschnitte. Sie wurde 1993 von
Kary Mullis entwickelt und zwei Jahre spater von Saiki veréffentlicht [133]. Seitdem ist
sie eine wichtige Methode der Molekularbiologie, die unter anderem dazu eingesetzt
wird,  Erbkrankheiten = und  Viruserkrankungen nachzuweisen, genetische

Fingerabdriicke zu erstellen sowie Gene zu klonieren.

Die vervielféltigten DNS Abschnitte kénnen im Anschluss an die PCR mittels
Agarosegelelektrophorese sichtbar gemacht werden. Das Prinzip beruht auf der
unterschiedlich schnellen Wanderung verschieden groBer Fragmente in einem
elektrischen Feld. GroBBe negativ geladene Molekiile wandern hierbei langsamer als
kleine negativ geladene Molekile vom Minus- zum Pluspol.

Eine Genotypisierung mittels PCR zum Ausschluss von Zuchtfehlern erfolgte
stichprobenartig bei jedem 5. Wurf, da es sich bei den Adamts13-defizienten Mausen
um homozygote Knockout M&use handelte und auch nur diese untereinander weiter

verpaart wurden.

Hierfir wurden ca. 3 mm lange Schwanzspitzen der Mause verwendet. Aus diesen
wurde mit 40 pl Lysispuffer unter 20-minltiger Hydrolyse bei 95 °C und anschlieBender
Neutralisation mit 40 pl Neutralisationspuffer genomische DNS freigesetzt. Davon
wurden 3 pl fir die genotypisierungs PCR eingesetzt.

Das Protokoll der genotypisierungs PCR wurde vom ,National Institute of Biomedical
Innovation®, Osaka, Japan zur Verfligung gestellt. Die Genotypisierung wurde mit den
folgenden 3 Primern fur die Adamts13 Allele durchgefiihrt:

Adamts 5'F  5°-ACC CTATCT CTG GCC TGT ATT CCT-"3
Adamts 5'R1 5°-TAC TGA CTT GTG ACC ACA AGC CCT-"3
Adamts 5'R2 5°-ATC GAG TCT AGC TTG GCT GGA CGT-'3

Das Primerpaar Adamts 5'F und Adamts 5°'R1 bildet ein Produkt mit einer GréBe von
616 Bp, das von Wildtyp Allelen stammt. Das Primerpaar Adamts 5°F und Adamts
5°R2 flhrt zu einem Produkt mit 350 Bp, das von Knockout Allelen stammit.

Die Primer wurden auf eine Konzentration von 10uM verdiinnt, wovon dann jeweils 1 pl

fir die PCR Reaktionsmischung eingesetzt wurde (Endkonzentration 0,5 uM).
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Die Reaktionsmischung enthielt auBerdem 10 ul HotStarTaq Plus Master Mix (Qiagen)
und 4 ul Wasser.

Die PCR erfolgte unter den in Tabelle 12 aufgefihrten Bedingungen.

Tabelle 12: PCR Protokoll der Genotypisierung von Adamts13” und Wildtyp Mausen

15 min 95 °C 1x

20 sec 94 °C 35x

20 sec 57 °C

40 sec 72 °C

5 min 72 °C 1x
o0 4°C 1x

Nach der PCR wurden je 10 ul der Reaktionsmischungen zusammen mit einem 5 kb
Standard auf ein 1,5%-iges Agarosegel aufgetragen, die Produkte bei einer konstanten

dTM

Spannung von 80 V aufgetrennt und anschlieBend mit Hilfe von GelRed ™ Nucleic Acid

Gel Stain unter UV-Licht sichtbar gemacht.

3.2 QRT-PCR

Die quantitative Real-time PCR (qRT-PCR) dient der Vervielféltigung von
Nukleinsduren mit der zusatzlichen Mdéglichkeit ihrer zeitgleichen Quantifizierung. Dies
wird durch interkalierende DNS-Farbstoffe (z.B. SYBR Green) erreicht, deren
Farbintensitat in Korrelation zur Menge der vervielfaltigten DNS steht. Fir die relative
Quantifizierung wird zusatzlich zum untersuchten Gen eine interne Kontrolle, auch
,=House-Keeping“ Gen genannt, mit gemessen. Dies sollte ein Gen sein, dessen
Expression in der zu untersuchenden Probe mdglichst konstant ist. In dieser Arbeit
wurde hierfir L32 gewahlt. Dieses Gen kodiert fir ein B-Protein, das mit der groBBen
Untereinheit des Ribosoms assoziiert ist. Die Expression der untersuchten Gene wird
zunéchst als Ct-Wert (engl. Cycle threshold fir Schwellenwert-Zyklus) angegeben.
Dieser gibt den Anfang des Wachstums einer exponentiellen Wachstumskurve an. Die
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Amplifikation spezifischer DNS-Fragmente wahrend der PCR wird in drei Phasen
unterteilt. In der ersten Phase der Amplifikation ist die Menge an DNS noch so gering,
dass die Wahrscheinlichkeit eines Aufeinandertreffens von DNS-Fragment, Primer und
Polymerase &uBerst gering ist. Somit findet in dieser Phase nur eine sehr geringe
Vervielféltigung der DNS-Fragmente statt. Ist ein bestimmter Schwellenwert an DNS-
Fragmenten erreicht (Ct-Wert), so kommt es in der zweiten Phase der Amplifikation zu
einem exponentiellen Anstieg der DNS-Fragmente und somit auch zu einem
exponentiellen Anstieg des Fluoreszenzsignals. Diese Phase ist sehr kurz, da eine zu
groBe Menge an DNS-Fragmenten letztendlich zu einem Verbrauch der Substrate fihrt
und diese durch die Hitze auch langsam zerstort werden. Nur in der exponentiellen
Phase der PCR herrschen somit optimale Reaktionsbedingungen, sodass eine
Quantifizierung auch nur in dieser Phase mdglich wére.

In der vorliegenden Arbeit wurde, auf Grund des zu erwartenden vollsténdigen Fehlens
von Adamts13 bei Adamts13” Mausen, diese Methode lediglich zum qualitativen
Nachweis spezifischer Adamts13-RNS verwendet, sodass keine Berechnung
unterschiedlicher RNS-Expressionen durchgefihrt wurde.

Die Leber wurde bisher als Hauptexpressionsort fliir Adamts13 beschrieben [20], es
konnte aber auch schon Adamts13 in Thrombozyten und Endothelzellen nachgewiesen
werden [22, 23], sodass hierfir RNS aus Leber und Knochenmark von Wildtyp und
Adamts13” Mausen isoliert und in cDNS umgeschrieben wurde. AnschlieBend wurde
die gRT-PCR mit den Primern mouAdamts13_for und mouAdamtsi3_rev durchgefihrt.
Um sicher zu gehen, dass gleichviel cDNS von Wildtyp und Adamts13” Mausgewebe
verwendet wurde, wurde gleichzeitig eine gRT-PCR fir L32 mit den L32_for und
L32_rev Primern durchgefuhrt.

Mit Hilfe der Schmelzkurvenanalyse kann die spezifische Replikation des gewlinschten
cDNS Fragments Uberprift werden. Da die zu untersuchenden cDNS Abschnitte fir
L32 und fir Adamts13 eine unterschiedliche Anzahl an Basenpaaren haben, erfolgt
eine Denaturierung der Doppelstrange zu einzelstrangigen Molekilen bei
unterschiedlich hohen Temperaturen. Je héher die Anzahl der Basenpaare ist, desto
héher liegt auch die Schmelztemperatur. Sobald die Fragmente denaturieren, wird der
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green freigesetzt, was mit einer Emission von
Fluoreszenzlicht bei 521 nm gemessen werden kann und sich im Schaubild als Peak
darstellt. Die Héhe des Peaks gibt einen quantitativen Anhaltspunkt tber die Menge
des gebildeten DNS-Fragments. Wurde kein spezifisches cDNS-Fragment gebildet, so
fehlt der Peak komplett.
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Die qRT-PCRs wurden in Dreifachbestimmung mit dem Kit iQ™ SYBR® Green
Supermix nach Herstellerangaben durchgefihrt. Es wurden 4 pl cDNS
(Endkonzentration 1 ng/ul) eingesetzt. Folgendes, in Tabelle 13 aufgefihrte PCR

Programm, wurde angewendet:

Tabelle 13: gRT-PCR Programm

95 °C 1

3 min

2 sec 98 °C 60x

5 sec 60 °C

10 sec 75 °C 75 °C zu 95 °C mit
0,2 °C Zunahme
fir 10 sec

2 sec 95 °C

3.3 ADAMTS13 AKTIVITATSBESTIMMUNG

Die Adamts13 Aktivitdt im Blutplasma der Mause wurde mit einem Fluoreszenz
Resonanz Energie Transfer (FRETS) Assay gemessen (auch Forster Resonanz
Energie Transfer genannt).

Hierbei handelt es sich um eine Methode, bei der eine abstandsabhangige
Energielibertragung eines Donorionophors/Donorfarbstoffs auf einen Akzeptorfarbstoff
stattfindet. Wird dieser Abstand verandert, kann die strahlungsfreie Dipol-Dipol
Wechselwirkung nicht mehr stattfinden und der Donorfarbstoff gibt seine Energie in
Form eines Photons ab, was durch einen Anstieg der Fluoreszenz gemessen werden

kann.

Da es fur die Messung der Adamts13 Aktivitdt in Mausplasma kein kommerziell
erhéltliches Kit gibt, musste zunachst ein Adamts13 Aktivitdtsassay fir Mausplasma
etabliert werden. Die Adamts13 Aktivitat im Blut der Wildtyp und Adamts13” Mause
wurde mittels des FRETS-VWF73 Substrates (FRETS-VWF73 ,fluorogenic substrate
assay“, Peptide Institute Inc., Japan) aus Citrat-Plasma gemessen.
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Hierbei handelt es sich um einen rekombinant hergestellten Abschnitt des VWFs, mit
einer Lange von 73 Aminosduren, an den sowohl ein Donor- als auch ein
Akzeptorfarbstoff gekoppelt wurde. Die proteolytische Spaltung des FRETS-VWF73
zwischen den beiden Farbstoffen durch Adamts13 flhrte zu einer Entkopplung von
Donor- und Akzeptorfarbstoff und somit zu einem Anstieg der Fluoreszenz, der mit
einem Spektrofluorometer detektiert wurde.

Der Assay wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt. Hierfir wurde das Substrat
nach Anleitung in DMSO und destilliertem Wasser auf eine Konzentration von 100 uM
gelést und anschlieBend 25-fach mit Reaktionspuffer verdinnt (Endkonzentration 4
uM).

Die Plasmaproben wurden bei 37 °C fur 10 min im Wasserbad aufgetaut. Als Standard
diente der Standard des ACTIFLUOR™ ADAMTS13 activity kits (American Diagnostica
GmbH) mit bekannter ADAMTS13 Aktivitat (760 ng/ml), der ebenfalls bei 37 °C fir 10
min im Wasserbad aufgetaut wurde. Dieser wurde mit Reaktionspuffer 40-fach
verdunnt eingesetzt (entspricht 19 ng/ml) und Uber 4 Wells 1:2 weiter titriert, um eine
Standardgerade mit linearer Regression erstellen zu kénnen.

Die Mausplasmaproben wurden mit Reaktionspuffer auf ein Verhaltnis von 1:20
verdlinnt und anschlieBend im Assay eingesetzt. Die Fluoreszenz, die bei Spaltung des
FRETS-VWF73 durch Adamts13 bei 37 °C entsteht, wurde in einem Fluoreszenz-
Spektrophotometer (Fluoroskan® Ascent, Thermo Scientific) mit einer Extinktion von
340 nm und einer Emission von 450 nm dber 120 min im Abstand von 10 min

gemessen.

Aus den Steigungen der Standardgeraden wurde eine lineare Regressionsgerade
erstellt und dariiber die Aktivitét der einzelnen Plasmaproben berechnet.

3.4 VON WILLEBRAND FAKTOR MULTIMERANALYSE

Die VWF Multimeranalyse dient der Darstellung qualitativer Veranderungen des VWFs
und erfolgt aus Citrat-Plasma durch Auftrennung der VWF-Multimere in einem 1%-
SDS-Agarosegel  mit  horizontaler  Elektrophorese  und  anschlieBendem
immunologischem Nachweis der VWF-Multimere mittels Western-Blot Verfahren. VWF
wird in Form von ultralangen Multimeren aus den Weibel-Palade Koérperchen der
Endothelzellen sowie aus den a-Granula der Thrombozyten nach Stimulation
freigesetzt und daraufhin direkt im Blut durch ADAMTS13 in kleinere Multimere
gespalten. Ein Fehlen dieser Protease fUhrt zu einer Persistenz der ultralangen
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Multimere, was in der VWF Multimeranalyse darstellbar ist und die typische
Konformationsanderung des VWFs bei TTP Patienten darstellt.

Die Agarosegelelektrophorese ist ein Verfahren, das meist zur Auftrennung von DNS
Fragmenten anhand ihrer GrdBe verwendet wird. Das Prinzip beruht auf der
unterschiedlich schnellen Wanderung verschieden groBer Fragmente in einem
elektrischen Feld. GroBe negativ geladene Molekiile wandern hierbei langsamer als
kleine negativ geladene Molekule vom Minus- zum Pluspol.

Da der VWF mit einer GréBe von bis zu 20000 kDa eines der gréBten Proteine
darstellt, ist eine Auftrennung der einzelnen Multimere mit der, flr kleinere Proteine
Ublichen, SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese nicht gut mdéglich. Die Darstellung der
individuellen Oligomere des VWFs mit Hilfe der SDS-Agarosegelelektrophorese wurde
erstmals durch Ruggeri und Zimmermann [134] sowie durch Hoyer und Shainoff [135]
beschrieben. In dieser Arbeit wurde eine modifizierte Methode nach Budde [136]
verwendet. Hierfur wurde das Citrat-Plasma bei 37 °C fur 10 min im Wasserbad
aufgetaut und anschlieBend mit 1- und 2-fach Probenpuffer insgesamt 1:10 verdinnt.
Daflir wurden zunéachst 20 pl Citrat-Plasma mit 20 pl 2-fach Probenpuffer verdiinnt und
hierzu dann 150 pl 1-fach Probenpuffer und 10 ul Bromphenolblaulésung zugefigt. Die
Denaturierung erfolgte durch Inkubation der Proben Uber 30 min bei 58 °C im
Wasserbad. Bevor die Proben auf das Gel geladen wurden, wurden sie fiir eine Minute
bei maximaler Geschwindigkeit (6000 RPM) in der Tischzentrifuge zentrifugiert und
anschlieBend 45 pl je Probe auf das Gel aufgetragen.

Als Kontrolle fir ein physiologisches VWF Multimermuster ohne ultralange Multimere
wurde humanes Poolplasma von verschiedenen gesunden Spendern verwendet.
Plasma, das als Uberschissiges Restmaterial von TTP-Patienten wahrend eines
Schubes stammte, diente als Positivkontrolle fir UL VWF Multimere.

Die Elektrophorese wurde bei 13 mA gestartet. Nach ca. 1,5 h, wenn die Proben
vollstéandig aus den Ladetaschen in das Gel diffundiert waren, wurden die Ladetaschen
mit Sammelgel verschlossen und die Stromstdrke auf 15 mA erhéht. Die
Elektrophorese erfolgte unter Kiihlung (8 °C) Uber ca. 23 h. Hierbei erreichte die blaue
Bromphenol-Front das Ende des Gels. Nach Abstoppen der Elektrophorese wurde das
Gel far 15 min in Elektrophoresepuffer inkubiert, um einen eventuellen Hintergrund auf

der Folie zu minimieren.

Der Western-Blot erfolgte mit einem Nass-Tank Blot Verfahren auf eine
Nitrocellulosemembran. Dies wurde Uber 3 h unter Kiihlung (4 °C) bei 1A durchgefihrt.
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Nach dem Blotten wurde die Nitrocellulosemembran kurz mit destilliertem Wasser
gewaschen, 5 min in Waschpuffer inkubiert und 1 h mit Blockpuffer geblockt. Der
polyklonale Kaninchen Anti-Human VWF Antikérper (DakoCytomation A 0082) wurde
als Primérantikérper verwendet und in einer Verdinnung von 1:1000 in Blockpuffer
Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer tber je 10
min bei Raumtemperatur wurde die Membran mit einem Alkalische Phosphatase
gekoppelten Detektionsantikdrper (polyklonale Ziege Anti-Kaninchen Immunglobuline-
AP, DakoCytomation D 0487) in einer Verdiinnung von 1:1000 in Waschpuffer fir 2,5 h
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach weiteren 3 Waschschritten fir je 10 min wurde die
Membran schlieBlich mit 40 ml BCIP/NBT L&ésung bei Raumtemperatur angefarbt.

3.5 VON WILLEBRAND FAKTOR ELISA

Der ELISA (,Enzym-linked Immunosorbent Assay“) ist ein antikérperbasiertes
Verfahren zum Nachweis kleinster Mengen eines Proteins. Das Protein/Antigen wird
hierbei durch die Bindung an einen spezifischen Erstantikbrper an eine Mikrotiterplatte
gekoppelt und anschlieBend wird mit Hilfe eines Enzym-markierten Zweitantikdrpers
und dem entsprechenden Substrat eine Farbreaktion ausgeldst. Die Starke der
Farbreaktion wird photometrisch gemessen und ist proportional zur Konzentration des
Antigens.

Der VWF:AG Gehalt kann mit Hilfe eines ELISA sowohl in Citrat-Plasma als auch in
EDTA-Plasma gemessen werden. Da EDTA-Plasma auch aus kleinsten Mengen
EDTA-antikoaguliertem Vollblut hergestellt werden kann und hierbei keine Verdiinnung
des Plasmas durch EDTA erfolgt, wurde diese Methode bevorzugt verwendet. Hierflr
wurden ca. 50 pl Blut unter kurzzeitiger Isoflurannarkose retroorbital mittels

Hamatokritkapillare entnommen und zu Plasma weiterverarbeitet.

Bei dem fur diese Arbeit etablierten VWF ELISA handelt es sich um einen Sandwich-
ELISA. Hierfir wurde eine Nunc Maxisorp 96-well Platte, mit 50 pl/well polyklonalem
anti-VWF Antikérper (Dako A 0082) 1:1000 verdinnt in Coating-Puffer, Gber Nacht bei
4 °C beschichtet. Danach wurde die Platte fiir 1 h mit 200 pl/well Blockpuffer geblockt.
Die zu analysierenden EDTA-Plasma oder Citrat-Plasmaproben wurden zunéchst bei
37 °C im Wasserbad fir 10 min aufgetaut und im Anschluss an das Blocken wurden
100 pl/well der Plasmaproben in einer Verdinnung von 1:200 in Blockpuffer in
Duplikaten aufgetragen und fir 1,5 h bei Raumtemperatur inkubiert. Als Standard
diente eine humane EDTA-Plasma bzw. Citrat-Plasmaprobe mit bekanntem VWF:AG
Gehalt. Diese wurde so verdiinnt, dass eine Standardgerade zwischen 0 und 10 mU/ml
VWF:AG erstellt werden konnte. Als Detektionsantikérper wurde ein HRP (,horse
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radish peroxidase”) gekoppelter polyklonaler anti-VWF Antikérper (Dako P 0226)
verwendet. Hiervon wurden 100 pl/well in einer Verdiinnung von 1:1000 in Blockpuffer
aufgetragen und 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Zwischen jedem Arbeitsschritt
wurde die Platte dreimal mit 200 ul/well Waschpuffer gewaschen. Als Substrat fir die
Meerrettich Peroxidase wurden 80 pl/well Tetramethylbenzidin (TMB)-Lésung pipettiert.
Diese erfahrt durch Substrathydrolyse innerhalb weniger Minuten eine deutliche
Blaufarbung. Um die Reaktion zu stoppen, wurden weitere 80 pl/well 2 M H,SO, hinzu
pipettiert, was zu einem gelben Farbumschlag fuhrte. Die Farbreaktion wurde
photometrisch bei einer Absorptions-Wellenlange von 450 nm im ELISA Reader
gemessen und mit der Software DYNEX Revelation™ QuickLink analysiert.

3.6 BLUTENTNAHME

Fir die Blutentnahme bei den M&usen wurden unterschiedliche Techniken angewandt.
Fir eine kleine Menge Blut (~ 50 pl) mit Uberleben der Tiere, wurde den Mausen unter
kurzzeitiger Isoflurannarkose mittels 1,5 cm langen Hamatokritkapillaren retroorbital

Blut entnommen.

Wurden gréBere Mengen Blut (>500 ul) bendtigt, erfolgte ein Ausbluten der Tiere unter
tiefer Ketamin/Xylazin Narkose (10 pl/g Kérpergewicht i.p. einer Lésung aus 10 mg/mi
Ketamin und 0,8 mg/ml Xylazin) entweder retroorbital, Uber die Vena cava oder durch
Herzpunktion.

Fir die Gewinnung von EDTA-Vollblut wurden Microvette® CB 300 K2E Rdhrchen von
Sarstedt verwendet. EDTA-Plasma wurde Uber zwei Zentrifugationsschritte gewonnen.
Die erste Zentrifugation wurde bei 800 x g Uber 10 min bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Der Uberstand wurde abgenommen und nochmals bei 12900 x g fiir 10
min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das EDTA-Plasma wurde dann aliquotiert und

bei -80 °C eingefroren.

Bei einer Blutentnahme von insgesamt ca. 1 ml Citrat-Vollblut wurden in einer 2 ml
Spritze 100 pl einer 0,106 M Citrat-L6sung (aus S-Monovetten® von Sarstedt)
vorgelegt und mit dieser eine Herzpunktion durchgefihrt. Die Zentrifugation zur
Gewinnung von Citrat-Plasma erfolgte, wie bei EDTA-Plasma bereits beschrieben, in
zwei Zentrifugationsschritten. Das Citrat-Plasma wurde auch bei -80 °C gelagert.

3.7 BLUTBILD

Die Blutbilder wurden aus EDTA Vollblut mit dem automatischen Hamatologie-
Analysator Sysmex KX-21N, Programmversion 00-10 erstellt.
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3.8 BLUTAUSSTRICHE

Der Blutausstrich ist eine Methode zur mikroskopischen Analyse der Blutzellen, die
insbesondere in der Hamatologie und Onkologie eine wichtige Rolle spielt. Hierbei
kénnen Form und Struktur der einzelnen Blutzellen sowie parasitéare Erkrankungen des
Blutes erkannt und beurteilt werden. Fir die Diagnose der TTP ist ein Blutausstrich
insbesondere wichtig, um das Vorhandensein von Fragmentozyten der Erythrozyten

beurteilen zu kdnnen.

Die Blutausstriche wurden nach standardisierten Protokollen angefertigt. Hierfir wurde
ein Tropfen (2 ul) EDTA-Vollblut auf einen Objekttrdger gegeben und mit der Kante
eines zweiten schraggehaltenen Objekttragers (ca. 45°) ausgestrichen. AnschlieBend
wurden die Blutausstriche getrocknet und eine Pappenheimfarbung durchgefihrt.

Die panoptische Farbung nach Pappenheim enthalt basische Farbstoffe (Methylenblau,
Brillantkresylblau), die Zellbestandteile mit negativer Ladung (Zellkerne) blau anfarben
sowie saure Farbstoffe (Eosin, Saurefuchsin), die Zellbestandteile mit positiver Ladung
(Zytoplasma) rot anfarben.

Fir die Farbung der Blutausstriche wurden diese 4 min in unverdinnter May
Grunwalds Eosin-Methylenblaulésung inkubiert, zweimal in destilliertem Wasser
gewaschen und dann weitere 20 min in 10-fach verdinnter Giemsa Azur-Eosin-
Methylenblaulésung inkubiert. Nach weiteren zwei Waschschritten mit destilliertem
Wasser wurden die Blutausstriche getrocknet und lichtmikroskopisch bei einer 1000-
fachen (10 x 100) VergréBerung mit Immersionsdl analysiert.

3.9 ORGANENTNAHME BEI MAUSEN

Die Organentnahme bei Mausen erfolgte nach Tétung durch zervikale Dislokation unter
tiefer Isoflurannarkose. Die Organe wurden je nach Fragestellung fir weitere
molekularbiologische Untersuchungen direkt nach Entnahme in flissigem Stickstoff
schockgefroren oder aber flr weitere histologische Untersuchungen in 4% (w/v)
phosphatgepufferter Formaldehydlésung (Roti®-Histofix 4%, Carl Roth) fixiert.

3.10 IsOLIERUNG VON RNS Aus MAUSGEWEBE

Die lIsolierung von RNS aus Mausgewebe (Leber, Knochenmark) erfolgte nach
Herstellerangaben mit Hilfe der Qiagen Kits RNeasy Mini Kit und RNase-Free DNase
Set.

Die Konzentration der isolierten RNS wurde mit dem Spektrophotometer NANODROP
2000c gemessen und die RNS bei -80 °C gelagert.
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3.11cDNS SYNTHESE AUS RNS

Die cDNS aus RNS wurde entsprechend der Herstellerangaben mit Hilfe des ,High
Capacity cDNA Reverse Transcript” Kit von Life Technologies synthetisiert. Es wurden
0,5 bzw. 1 ug RNS fiir die cDNS-Synthese eingesetzt mit einer Endkonzentration von
25 bzw. 50 ng/pl cDNS. Fur die Lagerung der cDNS bei -20 °C wurde diese mit
Wasser weiter auf eine Konzentration von 5 ng/ul verdiinnt. Davon wurden 4 pl fir die

gRT-PCR eingesetzt (1 ng/ul Endkonzentration im PCR-Ansatz).

3.12 IN-vivo THROMBOSE MODELL

Zur Uberpriifung des prothrombotischen Zustands der Adamts13” Mause im Vergleich
zu Wildtyp-Mausen wurde sowohl Wildtyp als auch Adamts13" Mausen eine Mischung
aus 600 ng/g KGW Kollagen und 60 ng/g KGW Epinephrin intravends in die
Schwanzvenen injiziert. 15 Minuten nach Injektion wurde retroorbital Blut entnommen
und aus dem hierbei gewonnen EDTA-antikoagulierten  Vollblut  die
Thrombozytenzahlen bestimmt. Um den prozentualen Verbrauch an Thrombozyten zu
berechnen, wurde bereits zwei Tage vor Versuchsdurchfiihrung Blut entnommen und
die Thrombozytenzahlen der unbehandelten M&use bestimmt.

3.13PROTOKOLLE ZzU UNTERSUCHUNGEN VON TTP-TRIGGERFAKTOREN

3.13.1 UNTERSUCHUNG VON VWF ALS TRIGGERFAKTOR FUR DIE TTP IN ADAMTS13™"
MAUSEN

3.13.1.1 REKOMBINANTER VWF

Nachdem Schiviz et al. 2012 [123] veréffentlichten, dass die Injektion einer sehr hohen
Konzentration von rhVWF (2000 VWF:RCoU/kg KGW) TTP-typische Symptome in
Adamts13” Méausen ausldst, sollte dieses Modell in unseren Adamts13” Mause
Uberprift werden. Der rhVWF wurde freundlicherweise von der Firma Baxter zur
Verfligung gestellt.

Zwei Tage vor Behandlung mit rhVWF wurde den Mausen retroorbital Blut entnommen.
Aus dem hierbei gewonnen EDTA-Vollblut wurde zun&chst die Thrombozytenzahl der
Mause in unbehandeltem Zustand bestimmt und anschlieBend EDTA-Plasma
hergestellt, um die VWF:AG Konzentration der unbehandelten Mause zu bestimmen.

Zu Versuchsbeginn erhielten die Adamts13” und Wildtyp M&use 2000 VWF:RCoU/kg
KGW als Bolusinjektion in die laterale Schwanzvene. Die Mause wurden dann Uber
eine Versuchsdauer von insgesamt 8 h alle 2 h auf Verédnderungen des
Allgemeinbefindens, der Haltung und des Verhaltens beobachtet. Nach 8 h wurden die

Mause unter tiefer Ketamin/Xylazin Injektionsnarkose retroorbital entblutet und sowonhl
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EDTA- als auch Citrat-Vollblut gewonnen. Das EDTA-Vollblut wurde direkt nach
Blutentnahme mittels Sysmex KX21N analysiert und ein Blutausstrich angefertigt.
AnschlieBend aufgearbeitetes EDTA-Plasma wurde zur Bestimmung der VWF:AG

Konzentration verwendet.

3.13.1.2 HUMANES VWF-KONZENTRAT
Humanes VWF-Konzentrat (Wilfactin®) wurde freundlicherweise von der Firma LFB-

BIOMEDICAMENTS zur Verfigung gestellt. Um ein ausreichend hochkonzentriertes
VWEF-Konzentrat zu erhalten (500 VWF:RCoU./ml), wurde Wilfactin® (1000
VWF:RCoU) entgegen der Herstellerangaben von 10 ml in 2 ml Aqua ad iniectabilia
gelbst.

Zwei Tage vor Behandlung mit VWF-Konzentrat wurde den Mausen retroorbital Blut
entnommen. Aus dem hierbei gewonnen EDTA-Vollblut wurden zuné&chst die
Thrombozytenzahlen in unbehandeltem Zustand bestimmt und anschlieBend EDTA-
Plasma hergestellt, um die VWF:AG Konzentration der unbehandelten Mause zu

messen.

Zu Versuchsbeginn erhielten die Adamts13” und Wildtyp Mause 2000 VWF:RCoU/kg
KGW als Bolusinjektion in die laterale Schwanzvene. Die Mause wurden dann Uber
eine Versuchsdauer von insgesamt 8 h alle 2 h auf Verdnderungen des
Allgemeinbefindens, der Haltung und des Verhaltens beobachtet. Nach 8 h wurden die
Mause unter tiefer Ketamin/Xylazin Injektionsnarkose retroorbital entblutet und sowohl
EDTA- als auch Citrat-antikoaguliertes Vollblut gewonnen.

3.13.1.3 UNTERSUCHUNG VON ENDOGENEM VWF ALS TRIGGERFAKTOR FURDIE TTP IN
ADAMTS13""MAUSEN MITTELS HISTAMIN-INJEKTION
Histamin ist ein biogenes Amin, das im Kdrper insbesondere in Mastzellen, basophilen

Granulozyten und im Nervengewebe vorkommt und eine wichtige Rolle bei
allergischen Reaktionen spielt. Es wirkt sowohl als Gewebshormon als auch als
Neurotransmitter und bewirkt im Blut unter anderem die Ausschittung von VWF aus
den Weibel-Palade-Kérperchen der Endothelzellen als auch aus den a-Granula der
Thrombozyten [60, 137]. Die Stimulation der Ausschittung endogenen VWFs aus
Endothelzellen und Thrombozyten erfolgte durch intraperitoneale Injektion von 200
bzw. 400 pl einer 0,1 M Histaminlésung.

Zwei Tage vor Histamin-Stimulation wurde den Adamts13” und Wildtyp Mé&usen
retroorbital EDTA-Blut entnommen. Hieraus wurden zunachst Thrombozytenzahlen der
Mause in unbehandeltem Zustand bestimmt und anschlieBend EDTA-Plasma
hergestellt, um die VWF:AG Konzentration der unbehandelten Mause zu messen.
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Zwei Stunden nach Histamin Stimulation wurde den Mausen wiederum retroorbital Blut
entnommen, um Thrombozytenzahlen und VWF:AG Konzentrationen nach Histamin

Behandlung zu bestimmen.

3.13.2 UNTERSUCHUNG VON HISTONEN ALS TRIGGERFAKTOREN FURDIE TTP IN
ADAMTS13""MAUSEN

In einem Paper von Fuchs et al. 2012 [138] werden Histone als mégliche zusatzliche
Triggerfaktoren (,second hit*) fir TTP beschrieben. Die ,second hit“ Hypothese besagt,
dass ein Mangel bzw. Fehlen von ADAMTS13 zwar eine notwendige Voraussetzung
fur die Entwicklung einer TTP darstellt, nicht jedoch die alleinige Ursache fur die TTP
ist, sondern ein zusatzlicher Triggerfaktor bendtigt wird.

Histone sind basische Proteine, die im Zellkern fiir die Verpackung/Organisation der
DNS zusténdig sind. Extrazelluldr agieren Histone im Bereich der angeborenen
Immunabwehr. Im Verlauf einer Sepsis steigt die Konzentration an Histonen im Blut
stark an und dient unter anderem als Anhaltspunkt fur die Schwere einer
Sepsiserkrankung. Histone wirken prothrombotisch, da sie Thrombozyten aktivieren
und somit eine Thrombose auslésen kénnen. Daher sollte untersucht werden, ob
Adamts13” Méause empfindlicher auf eine Stimulation mit Histonen reagieren als
129/Sv Wildtyp-Mause.

Hierfir wurde den Mausen zwei Tage vor Behandlung mit Histonen retroorbital Blut

entnommen, um die Thrombozytenzahlen der unbehandelten Mause zu ermitteln.

Die Mause wurden dann mit 50 mg/kg KGW, 25 mg/kg KGW und 12,5 mg/kg KGW
Histone (Histonmischung aus Kalber-Thymus) gelést in PBS mittels intravenéser
Schwanzveneninjektion behandelt. Nach einer Versuchsdauer von 15 min wurde den
Mausen wiederum retroorbital Blut enthnommen und die Thrombozytenzahlen in EDTA-
antikoaguliertem Vollblut bestimmt, um den prozentualen Verbrauch der Thrombozyten
in Abhangigkeit vom Ausgangswert zu berechnen.

3.13.3 UNTERSUCHUNG VON CHININ ALS TRIGGERFAKTOR FUR DIE TTP IN ADAMTS13™
MAUSEN

Chinin ist ein bekannter Triggerfaktor flr die TTP beim Menschen. Es ist sowohl in
Lebensmitteln, z.B. Schweppes® als auch Medikamenten, z.B. Limptar® enthalten. Es
sind Félle beim Menschen beschrieben, bei denen nach einmaliger Einnahme von
Chinin innerhalb weniger Stunden ein akuter TTP Schub eintrat [139, 140]. Teilweise
hatten die Patienten Chinin einige Jahre zuvor schon einmal eingenommen [141]. Bei
anderen Patienten entstand die TTP nach langerer regelmafBiger Einnahme kleiner
Mengen Chinin, meist zur Behandlung nachtlicher Wadenkrampfe [102, 142].
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Daher wurde Chinin als méglicher Triggerfaktor fiir die TTP in Adamts13” Mausen in
zwei unterschiedlichen Versuchsmodellen getestet: 1. Modell der hochdosierten
Chinin-Bolus Behandlung und 2. Modell der niedrigdosierten kontinuierlichen
Chininbehandlung.

3.13.3.1 MODELL DER HOCHDOSIERTEN CHININ-BOLUS BEHANDLUNG
Da der Referenzbereich der Thrombozytenzahl fir Mause sehr hoch ist (864 — 1362 x

103%/ul fir 129S2/SvPas [143, 144]), wurde allen Mausen zwei Tage vor Behandlung mit
Chinin Blut entnommen und die darauffolgenden Messungen jeweils auf den
Ausgangswert bezogen. Zu Versuchsbeginn (Tag 1) wurden Adamts13” und Wildtyp
Mause oral per Schlundsonde mit 3 mg Chinin behandelt (55 mg/ml Chinin in 33,33%
Ethanolldsung). Als Kontrolle wurden sowohl Wildtyp als auch Adamts13” Mause mit
derselben Menge (200ul) 33% - Ethanollésung oral per Schlundsonde behandelt.
AnschlieBend wurden die Tiere die ersten zwei Tage nach Behandlung alle 4 h auf
Veranderungen des Allgemeinbefindens, der Haltung und des Verhaltens beobachtet.
Nach 6 h, 24 h und 48 h wurde im Wechsel je 3 Tieren pro Versuchsgruppe Blut
entnommen, um Verdnderungen der Thrombozytenzahlen zu beobachten. Weitere
Blutentnahmen erfolgten an den Tagen 7, 9 und 11 nach Chininbehandlung. Da die
Tiere innerhalb der ersten 13 Tage keinerlei Reaktion auf die Chininbehandlung
zeigten, wurde eine weitere orale Chininbehandlung mit 2 mg Chinin an Tag 14
durchgefihrt. Die Tiere wurden wiederum innerhalb der ersten 2 Tage nach erneuter
Chininbehandlung alle 4 h auf Verédnderungen des Allgemeinbefindens, der Haltung
und des Verhaltens beobachtet. Weitere Blutentnahmen erfolgten 6 h nach
Behandlung (Tag 14), an Tag 16 und Tag 18. An Tag 21 wurde der Versuch beendet.
Die Tiere wurden unter tiefer Isofluran-Inhalationsnarkose entblutet, um EDTA- sowie

Citrat-Blut fur weitere Analysen zu gewinnen.

3.13.3.2 MODELL DER NIEDRIGDOSIERTEN, KONTINUIERLICHEN CHININBEHANDLUNG
Wiederum wurde den Mausen zwei Tage vor Behandlung mit Chinin retroorbital Blut

entnommen, um die Thrombozytenzahlen der unbehandelten Mause zu ermitteln.

Die kontinuierliche Chininzufuhr erfolgte Uber das Trinkwasser. Hierzu wurden 30 pg/mi
Chinin im Trinkwasser geldst und den Adamts13” und Wildtyp Mausen iiber einen
Zeitraum von 21 Tagen verabreicht. Die Mause wurden regelmafig auf Veranderungen
des Allgemeinbefindens, der Haltung und des Verhaltens beobachtet. Die erste
Blutabnahme nach Versuchsbeginn erfolgte an Tag 14. Eine weitere Blutabnahme
wurde an Tag 21 durchgefiihrt und anschlieBend die Chiningabe beendet. Da keine
Veranderungen durch die Chininbehandlung zu erkennen waren, wurde nach einem

Beobachtungszeitraum von weiteren 14 Tagen nochmals eine hochdosierte
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Chininbehandlung mit 2 mg Chinin oral durchgefiihrt und der Versuch 24 h nach dieser
Behandlung beendet. Die Tiere wurden unter tiefer Isofluran-Inhalationsnarkose
entblutet, um EDTA-Blut sowie Citrat-Blut fir weitere Analysen zu gewinnen.

3.13.4 ENTZUNDUNGSMODELL DER LPS-INDUZIERTEN AKUTEN LUNGENSCHADIGUNG
Die Blutentnahme und Blutanalyse vor und bei Durchflihrung des Entzindungsmodells

ist Teil dieser Arbeit, wobei die Durchfiihrung des Entziindungsmodells selbst nicht
Bestandteil dieser Arbeit ist. Dies wurde von Herrn Dr. Bosmann im Centrum fir
Thrombose und Hamostase in Mainz durchgeftihrt.

Um die Thrombozytenzahlen der M&use in unbehandeltem Zustand zu bestimmen,
wurde den Adamts13” und Wildtyp Mausen zwei Tage vor Durchfiihrung des
Entzindungsmodells retroorbital EDTA-Blut enthommen.

Zur Auslésung der LPS-induzierten akuten Lungenschédigung wurde bei Ketamin und
Xylazin anésthesierten Adamts13” und Wildtyp Mausen 40 pg LPS (von E. coli,
0O111:B4) durch intratracheale Injektion appliziert.

Nach einer Versuchsdauer von 8 h wurden die Mause unter tiefer Isofluran
Inhalationsnarkose entblutet und anschlieBend eine Bronchoalveolarlavage
durchgefthrt. Das Vollblut wurde mit Hilfe des automatischen Hamatologiesystems
Sysmex KX21N analysiert. AnschlieBend wurde Plasma gewonnen, das fir weitere
Analysen bei -80 °C eingefroren wurde. Die gewonnene Bronchoalveolar-Flissigkeit
wurde von Herrn Dr. Bosmann mittels Neubauer Zahlkammer direkt auf das
Vorhandensein von Leukozyten untersucht und fur weitere Analysen bei -80 °C

eingefroren.

3.13.5 DAS ASPERGILLUS FUMIGATUS PNEUMONIEMODELL
Die Blutentnahme und Blutanalyse mit Hilfe des automatischen Hamatologiesystems

KX21N vor und bei Durchfihrung des Entzindungsmodells ist Teil dieser Arbeit, wobei
die Durchfihrung des Pneumoniemodells selbst nicht Bestandteil dieser Arbeit ist. Das
Modell wurde von Herrn Steve Prifer im Institut fir Immunologie in Mainz durchgefiihrt
[145].

Um die Thrombozytenzahlen der M&use in unbehandeltem Zustand zu bestimmen,
wurde den Adamts13” und Wildtyp Mausen zwei Tage vor Durchfiihrung des
Pneumoniemodells retroorbital EDTA-Blut enthnommen.

Zur Auslésung der Pneumonie wurden die mit Ketamin und Xylazin an&sthesierten
Adamts13" und Wildtyp Mause durch intratracheale Eingabe von 107 Konidien in 100pl
PBS-Lésung mit Aspergillus fumigatus infiziert. AnschlieBend wurden sie flr 2 min
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beatmet, um die Verteilung der Pilzkonidien zu verbessern. Nach einer Versuchsdauer
von 24 h wurden einige Mause entblutet und eine Bronchoalveolarlavage durchgefihrt.

AnschlieBend wurde die Lunge herausprapariert und nach Fixierung in 4% PFA von
der Core Facility Histologie in Paraffin eingebettet und Lungenschnitte (2-3 pm dick)
erstellt. Diese wurden mit Hamatoxylin und Eosin (H&E) angefarbt, um die
Entzindungreaktion zu analysieren. Zur Beurteilung der Abtétung der Pilze in-vivo
wurde die Lunge bei einigen Mausen praparativ entfernt und in 1 ml kaltes PBS
aufgenommen. Es wurden Lungenhomogenate hergestellt, die in einer Verdinnung
von 1:500 bis 1:5000 auf Sabouraud-4%-Dextroseagarplatten ausgestrichen wurden.
Nach 48 h bei 37 °C und 5% CO, wurden die erhaltenen CFU (engl. colony-forming
units) ausgezahilt.

Das Vollblut wurde mit Hilfe des automatischen Hamatologiesystems KX21N
analysiert, anschlieBend Plasma gewonnen und fiir weitere Analysen bei -80 °C
eingefroren. Eine Teilmenge des Vollbluts wurde von Herrn Prifer mittels FACS-
Analyse auf polymorphonukledre Leukozyten untersucht. Die gewonnene
Bronchoalveolar-Flissigkeit ~ wurde  ebenfalls  mittels  FACS-Analyse  auf
polymorphonukleare Zellen untersucht und der Rest fir weitere Analysen bei -80 °C

eingefroren.

3.14 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Far die Auswertung und Darstellung der Messwerte wurde des Programm GraphPad
PRISM Version 6 (GraphPad Software, Inc., 2236 Avenida de la Playa, La Jolla, CA
92037 USA) verwendet. Als Dezimaltrennzeichen in den Grafiken werden aufgrund des
US-amerikanischen Ursprungs der Software Punkte verwendet. Die Daten dieser
Arbeit werden als Mittelwerte (MW) = Standardfehler (SEM) angegeben. Die
Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen wurden mit Hilfe des Student-t-
Tests (t-Test) oder durch Varianzanalyse und ein Tukey post-hocTest fur multiple
Vergleiche ermittelt. Ein p-Wert <0,05 wurde als signifikant angesehen und das
Signifikanzniveau wurde durch folgendes Symbol ,*“ gekennzeichnet. Dabei entspricht
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 und ****p<0,0001.
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4 ERGEBNISSE

4.1 CHARAKTERISIERUNG DER ADAMTS13-DEFIZIENTEN MAUSE

4.1.1 DNS-GENOTYPISIERUNG VON ADAMTS13™ - UND WILDTYPMAUSEN
Die Genotypisierungs-PCR dient dem Nachweis des Adamts13 Knockouts auf DNS

Ebene.

Nach Revitalisierung der Adamts13-defizienten (Adamts13”) Embryonen und Anzucht
der Adamts13” Mause wurde eine Genotypisierung durchgefiihrt, um zu priifen, ob die
Exone 3-6 des Adamts13 Gens durch eine Neomyzin-Resistenz-Kassette ersetzt
wurden.

Wie in Abbildung 5 sichtbar, bildeten die Primer Adamts 5°'F und Adamts 5°R1 bei
Wildtyp M&usen ein DNS-Fragment mit einer GréBe von 616 Bp. Bei den Adamts13”
Mé&usen ergaben die Primer Adamts 5°F und Adamts 5°'R2 ein DNS-Fragment mit 350
Bp. Diese konnten nach elektrophoretischer Auftrennung im Agarosegel mit Hilfe von
GelRed™ Nucleic Acid sichtbar gemacht werden.

Genotypisierungs - PCR

|~

L
500 bp e e w
300 bp e T " W oy

Lange des Adamts137/- 129/sv WT
DNS-Abschnitts: 350 bp 616 bp

Abbildung 5: Reprasentative gelelektrophoretische Auftrennung der vervielfaltigten
DNS-Abschnitte des Adamts13-Gens von Wildtyp (129/Sv. WT) und Adamts13™
Mausen. GréBenstandard 100 Bp Ladder von New England Biosiences.

4.1.2 RNS-GENOTYPISIERUNG VON ADAMTS13™ - UND WILDTYPMAUSEN MITTELS QRT-
PCR

Um den Adamts13 Knockout auf RNS Ebene zu Uberprifen, wurde eine qRT-PCR aus
cDNS von Wildtyp und Adamts13” Mausen durchgefiihrt.
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Abbildung 6: Schmelzkurve des Adamts13 (Peak des cDNS Fragments bei 82 °C) und
L32 Abschnitts (Peak des cDNS Fragments bei 88 °C) aus Leber von Wildtyp (rosa)
und Adamts13” Mausen (rot). Die Schwelle des Hintergrundrauschens ist durch die
grune Linie dargestellt.

Die Schmelzkurven der cDNS Fragmente fir L32 und Adamts13 aus Leber von
Adamts13” Méausen ist in Abbildung 6 in rot dargestellt. Bei 88 °C wurde jeweils ein
Schmelzkurvenpeak flr das L32-Fragment gemessen. Ein Fluoreszenzpeak bei 82 °C
fir das spezifische Adamts13 DNS-Fragment war nicht nachweisbar. Bei den
Leberproben der Wildtyp Mause waren dagegen sowohl bei 88 °C als auch bei 82 °C
spezifische Fluoreszenzpeaks messbar. Diese sind in Abbildung 6 als rosa Linien zu
erkennen. Die fehlenden Peaks in der Schmelzkurve fiir das Adamts13 Fragment bei
den Adamts13” Méausen bestatigt somit, dass diese Mause keine Adamts13-RNS in
der Leber gebildet hatten.
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Abbildung 7: Exponentieller Anstieg der Fluoreszenzemission bei 521 nm wéahrend der
gRT-PCR fir Adamts13 (Ct-Wert: 26 Zyklen) und L32 (Ct-Wert: 21,8 Zyklen) aus Leber
von Wildtyp (rosa) und Adamts13” Mausen (rot). Der Anstieg der Fluoreszenzemission
in den Leberproben von Adamts13” Méausen findet nicht statt (rote Kurven unterhalb
der grinen Linie). Die Schwelle des Hintergrundrauschens ist durch die griine Linie
dargestellt.
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Ein exponentieller Anstieg des Fluoreszenzsignals des L32-Fragments aus Leber von
Wildtyp und Adamts13” Méausen war nach 21,8 PCR Zyklen detektierbar. Fiir das
Adamts13-Fragment begann der exponentielle Fluoreszenzanstieg nach 26 PCR
Zyklen, wobei dies nur bei Leberproben aus Wildtyp-Mausen der Fall war (Ct-Wert: 26
Zyklen) (Abb. 7). Fir die Leberproben der Adamts13” Mause war kein Anstieg des
Fluoreszenzsignals messbar. Es fand somit keine Vervielféaltigung des Adamtsi3-
spezifischen cDNS-Fragments aus Leberproben von Adamts13” Mausen statt.

Melt Peak
T

300 1

200 1

-d(RFU)/T

100 1

7'5 8'0 8'5 9'0 95
Temperature, Celsius

Abbildung 8: Schmelzkurve des Adamts13 (Peak des cDNS Fragments bei 82 °C) und

L32 Abschnitts (Peak des cDNS Fragments bei 88 °C) aus Knochenmark von Wildtyp

(griin) und Adamts13” Mausen (blau). Die Schwelle des Hintergrundrauschens ist

durch die horizontale griine Linie dargestellt.

Die Schmelzkurven der cDNS Fragmente fur L32 und Adamts13 aus Knochenmark
von Adamts13” Mausen sind in Abbildung 8 in blau dargestellt. Es konnte jeweils nur
ein Peak bei 88 °C fir das L32-Fragment gemessen werden. Ein Fluoreszenzpeak bei
82 °C fur das spezifische Adamts13 DNS-Fragment war nicht nachweisbar. Bei den
Knochenmark-Proben der Wildtyp M&use waren dagegen sowohl bei 88 °C als auch
bei 82 °C spezifische Fluoreszenzpeaks messbar. Dies ist in der Abbildung 8 als griine
Linien zu erkennen. Die fehlende Schmelzkurve fir das Adamts13 Fragment bei den
Adamts13” Méausen bestatigt somit, dass diese Mause keine Adamts13-RNS im
Knochenmark gebildet hatten.
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Abbildung 9: Exponentieller Anstieg der Fluoreszenzemission bei 521 nm wéahrend der
gRT-PCR fir Adamts13 (Ct-Wert: 36,2 Zyklen) und L32 (Ct-Wert: 21,4 Zyklen) aus
Knochenmark von Wildtyp (griin) und Adamts13” Méausen (blau). Der Anstieg der
Fluoreszenzemission in den Leberproben von Adamts13” Mausen findet nicht statt
(blaue Kurven unterhalb der griinen Linie). Die Schwelle des Hintergrundrauschens ist
durch die griine Linie dargestellt.

Ein exponentieller Anstieg des Fluoreszenzsignals des L32-Fragments aus
Knochenmark von Wildtyp und Adamts13” Mausen war nach 21,4 PCR Zyklen
detektierbar. Fir das  Adamtsi13-Fragment begann der  exponentielle
Fluoreszenzanstieg nach 36,2 PCR Zyklen, wobei dies nur bei Knochenmarksproben
aus Wildtyp-Mausen der Fall war (Abbildung 9). Fur die Knochenmarksproben der
Adamts13” Mé&use war kein Anstieg des Fluoreszenzsignals messbar. Es fand somit
keine Vervielfatigung des Adamts13-spezifischen cDNS-Fragments aus Knochenmark
von Adamts13” M&usen statt.

Somit konnte auf RNS-Ebene bewiesen werden, dass die Adamts13” Mause sowohl in
der Leber als auch im Knochenmark kein Adamts13 bilden. Es handelt sich hierbei um
einen qualitativen Nachweis von Adamts13-RNS. Eine Quantifizierung der Ergebnisse
wurde auf Grund des vollstandigen Fehlens von Adamts13 nicht durchgefihrt.

4.1.3 ADAMTS13-AKTIVITATSVERGLEICH IM PLASMA VON ADAMTS13™ - UND
WILDTYPMAUSEN

Zur Etablierung des Adamts13 Aktivitats Assays wurden, mit Hilfe des Standards des
ACTIFLUOR™ ADAMTS13 activity kits (American Diagnostica GmbH) und dessen
Verdinnungen, die in Abbildung 10 abgebildeten Standardgeraden erstellt.
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Abbildung 10: Standardgeraden des Adamts13-Aktivitdtsassays. Linearer Anstieg der
Fluoreszenzemission bei 450 nm des Standards (humanes Normalpoolplasma mit
bekannter ADAMTS13-Konzentration von 760 ng/ml) und dessen Verdinnungen Uber
100 min. Als Negativ-Kontrolle (neg. Ctrl) wurde reiner Reaktionspuffer eingesetzt.

Anhand der Steigungen der Standardgeraden wurde die lineare Regressionsgerade
angefertigt und mit der Gleichung dieser die unbekannten Adamts13-Aktivitdten der
Mausplasmaproben berechnet (Abbildung 11).

Y = 0,0003947*X + 0,001436
R?=0,9913

0.4-

Steigung

0.0

L) L) L) 1
200 400 600 800
ADAMTS13 Aktivitét [ng/ml]

-0.1-

Abbildung 11: Lineare Regressionsgerade ermittelt aus den Steigungen der
Standardgeraden. Die Gleichung dieser Geraden wurde fur die Berechnung der
unbekannten Adamts13-Aktivitdten der Mausplasmaproben verwendet.

Hieraus ergab sich eine mittlere Adamts13-Aktivitat im Plasma von Wildtyp Mausen
von 99,89 ng/ml + 60,44 ng/ml, wohingegen im Plasma der Adamts13” Méause keine
Adamts13-Aktivitdt gemessen werden konnte (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Vergleich der Adamts13-Aktivitat in Mausplasmaproben von Wildtyp
(129/Sv) und Adamts13” Mausen. Der Mittelwert der Adamts13 Aktivitat im Plasma
von Wildtypm&usen betragt 99,89 ng/ml mit einem Standardfehler von + 60,44 ng/ml.
Im Plasma der Adamts13” Mause wird der Schwellenwert der Hintergrundfluoreszenz
nicht Uberschritten, sodass keine Aktivitat nachweisbar ist. n=8, t-Test: **** p<0,0001.

4.1.4 VWF-ANTIGEN VERGLEICH IM PLASMA VON ADAMTS13" - UND WILDTYPMAUSEN
Der VWF ist bisher das einzige bekannte Substrat der Adamts13-Protease. Um zu

prifen, ob sich die ADAMTS13-Defizienz auf die VWF-Konzentration im Blut von
Mé&usen auswirkt, wurde der VWF-Antigen Gehalt der Wildtyp und Adamts13” Mause
verglichen.

Durch entsprechende 1:2 Verdinnungen des Standardplasmas (humane EDTA-
Plasmaprobe mit bekanntem VWF:AG Gehalt: 1015 mU/ml) wurde eine
Standardgerade zwischen 0 und 10 mU/ml VWF:AG erstellt (Abbildung 13). Die
Gleichung der Geraden wurde zur Berechnung der unbekannten Mausplasma
VWF:AG Konzentrationen verwendet.
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Abbildung 13: Lineare Regressionsgerade ermittelt aus den OD (optische Dichte)
Werten der Verdinnungsreihe aus humanem EDTA-Plasma mit bekanntem VWF:AG
Gehalt. Die Gleichung der Geraden wurde zur Berechnung der unbekannten VWF:AG
Konzentrationen der Mausplasmaproben verwendet (n=3).

Sowohl die Adamts13™ als auch die 129/Sv Mause zeigten einen VWF:AG Gehalt
zwischen 300 und 400 mU/ml im Plasma (Abbildung 14). Es konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen Wildtyp und Adamts13” Mausen gemessen werden.
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Abbildung 14: Dot-Plot der VWF:AG Konzentrationen im Plasma von Wildtyp und
Adamts13” Méausen. Hierbei zeigten die Wildtyp Mause (n=10) einen mittleren
VWF:AG Gehalt von 333,9 mU/ml = 17, 23 mU/ml (SEM) und die Adamts13” Mause
(n=11) einen mittleren VWF:AG Gehalt von 319,8 mU/ml + 17,13 mU/ml (SEM), sodass
kein signifikanter Unterschied im VWF:AG Gehalt zwischen den beiden Gruppen
bestand. t-Test: n.s.=nicht signifikant. Dargestellt sind alle gemessenen Werte inklusive
der Mittelwerte £ SEM.

4.1.5 VWF-MULTIMERSTRUKTURVERGLEICH IM PLASMA VON ADAMTS13” - UND
WILDTYPMAUSEN

Die VWF Multimeranalyse liefert Informationen Uber Konformationsanderungen des
VWEFs.
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Die Einteilung des Multimermusters erfolgt anhand der Anzahl an Dimeren (Abbildung
15). Kleine Multimere bestehen aus 1-5 Dimeren, mittelgroBe aus 6-10, gro3e aus 10-
20 und ultralange Multimere bestehen aus tber 20 Dimeren.

T

Ultralang (>20)

Y

grof3 (10-20)

~— mittelgrol? (6-10)

-
-

Triplettstruktur
mit Hauptbande
und zwei
Satellitenbanden

T

klein (1-5)

|
|

 ———

WT KO TTP NP

Abbildung 15: Einteilung der VWF Multimere und reprasentativer Vergleich des
Multimermusters eines TTP-Patienten (TTP) mit humanem Normalpoolplasma (NP)
und Plasma einer Wildtyp (WT) Maus mit Plasma einer Adamts13” (KO) Maus in
einem 1% Agarosegel.

Die typische Triplettstruktur im VWF Multimermuster entsteht durch die Spaltung des
VWFs durch Adamts13 und besteht aus einer Hauptbande und zwei Satelittenbanden
(Abbildung 15). Sie war bei Normalpoolplasma (NP) sowie bei WT Plasma deutlich zu
erkennen, wobei sie bei der Plasmaprobe des TTP-Patienten nur schwach zu
erkennen war und bei Adamts13” Plasma fehlte. Ultralange Multimere waren im KO
Plasma am starksten vorhanden und im Plasma von WT Maus und TTP-Patient in
geringerer Menge ebenfalls nachweisbar (Abbildung 15 und Abbildung 16).
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Abbildung 16: Reprasentative densitometrische Darstellung der VWF Multimere im
Plasma einer Wildtyp (WT) Maus und einer Adamts13” (KO) Maus in einem 1%
Agarosegel. Die Laufrichtung ist von links nach rechts (d.h. die groBen Multimere
befinden sich im linken Anteil). Blau = WT Plasma, grau = KO-Plasma. Der rote Pfeil
markiert die Grenze zwischen den groBen (10-20) und ultralangen (>20) Multimeren.
Die griinen Pfeile markieren die typischen Schultern der Triplettstruktur.

In Abbildung 17 sind mehrere Adamts13” Plasmaproben im Vergleich zu Wildtyp
(129/Sv) Plasma in einem 1% Agarosegel dargestellt. Zur leichteren Orientierung
wurde auBerdem NP und Plasma eines TTP Patienten (TTP) mit aufgetragen. Es
handelte sich hierbei um Plasmaproben von unbehandelten Mausen. Die Adamts13™
Mause wiesen groBere Multimere im Plasma auf als die Wildtyp Mause, die jedoch bei
beiden im Bereich der ultralangen Multimere lagen. Eine Triplettstruktur war sowohl bei
Adamts13” als auch bei Wildtyp Mausen zu erkennen. Diese war jedoch wesentlich
schwacher ausgepragt als in humanem Normalpoolplasma.
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Abbildung 17: VWF Multimermuster von jeweils 4 Adamts13” und Wildtyp (129/Sv)
Mausen in einem 1% Agarosegel im Vergleich zu Normalpoolplasma (NP) und Plasma
eines TTP-Patienten (TTP).

Die rote Linie markiert die Grenze zwischen groBen und ultralangen (UL) VWF

Multimeren.

4.1.6 VERGLEICH DER BLUTBILDER VON ADAMTS13™ - UND WILDTYPMAUSEN
Ein starker Abfall der Thrombozytenzahl im Blut von TTP Patienten ist ein wichtiges

Anzeichen eines akuten TTP-Schubes. Des Weiteren kommt es zu einem Abfall des
Hamoglobins und des Hamatokrits im Blut dieser Patienten. Um sicher
auszuschlieBen, dass die Adamts13” Mause nicht schon in unbehandeltem Zustand
TTP-ahnliche Verénderungen des Blutbildes aufweisen, wurden diese Werte zunachst
verglichen. Die mittlere Thrombozytenzahl betrug bei Wildtyp Mausen 824,9 + 13,89 x
10%/pl und bei Adamts13” Mausen 897,9 + 15,34 x 10%/ul (Abbildung 18). Die Wildtyp
Méause hatten einen mittleren Hamoglobingehalt von 15,45 g/dl und die Adamts13”
Mause 14,96 g/dl (Abbildung 19). In Abbildung 20 ist der Hamatokrit der Wildtyp und
Adamts13” Mause dargestellt. Der Mittelwert des Hamatokrits der Wildtyp Mause lag
bei 55,28%. Bei Adamts13” Mausen betrug er 54,24%. Es konnten somit keine
signifikanten Unterschiede der Thrombozytenzahl, des Hamatokrits und des
Hamoglobingehalts zwischen unbehandelten Wildtyp und Adamts13” Méausen
festgestellt werden. Die Adamts13” Mause hatten eine Leukozytenzahl mit einem
Mittelwert von 5,2 x 10%/pl. Die mittlere Leukozytenzahl der Wildtyp Mause betrug 5,9 x
103%/ul (Abbildung 21). Auch hier konnte somit kein signifikanter Unterschied gemessen

werden.
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Abbildung 18: Dot-Plot der Thrombozytenzahlen in EDTA-Blut von Adamts13” Mausen
(n=11) und Wildtyp (129/Sv) Mausen (n=10). Die mittlere Thrombozytenzahl betrug bei
Wildtyp Mausen 824,9 + 13,89 x 10%/ul (SEM) und bei Adamts13” M&usen 897,9 +
15,34 x 103/l (SEM). t-Test: n.s.=nicht signifikant. Dargestellt sind alle gemessenen
Werte inklusive der Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 19: Dot-Plot des Hamoglobingehalts in EDTA-Blut von Adamts13” M&usen
(n=15) und Wildtyp (129/Sv) Mausen (n=15). Der Mittelwert des Hamoglobingehalts
betrug bei Wildtyp M&usen 15,45 + 0,88 g/dl (SEM) und bei Adamts13” Mausen 14,96
t+ 0,72 g/dl (SEM). t-Test: n.s.=nicht signifikant. Dargestellt sind alle gemessenen
Werte inklusive der Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 20: Dot-Plot des Hamatokrits in EDTA-Blut von Adamts13” Mausen (n=16)
und Wildtyp (129/Sv) Mausen (n=16). Der Mittelwert des Hamatokrits betrug bei
Wildtyp Mausen 55,28 + 2,13 % (SEM) und bei Adamts13” Mausen 54,24 + 1,69 %

(SEM). t-Test: n.s.=nicht signifikant. Dargestellt sind alle gemessenen Werte inklusive
der Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 21: Dot-Plot der Leukozytenzahlen im EDTA-Blut von Adamts13” Mé&usen
(n=10) und Wildtyp (129/Sv) Mausen (n=12). Die mittlere Leukozytenzahl betrug bei
Wildtyp Mausen 5,87 + 0,73 x 103/ul (SEM) und bei Adamts13” Mausen 5,19 + 1,25 x

10%/ul (SEM). t-Test: n.s.=nicht signifikant. Dargestellt sind alle gemessenen Werte
inklusive der Mittelwerte + SEM.

4.2 UBERPRUFUNG DES PROTHROMBOTISCHEN STATUS DER
ApAmMTS13” MAUSE

Banno et al. [2], die 2006 die Adamtsi3-defizienten Mause auf einem 129/Sv
Hintergrund entwickelt und gezlchtet haben, zeigten, dass diese Mause im Vergleich
zu  Wildtypméusen einen prothrombotischen Status aufwiesen. Um den
prothrombotischen Status zu Uberprifen, wiederholten wir dieses Experiment mit
unseren Adamts13” und Wildtyp Mausen. Auch hier konnte der prothrombotische
Status der Adamts13” M&use mit einem mittleren Thrombozytenverbrauch von 82,66%

nachgewiesen werden. Die entsprechenden Wildtyp Mause verbrauchten dagegen nur
78,84% Thrombozyten (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Dot-Plot des Thrombozytenverbrauchs in einem in vivo Thrombose
Modell. Adamts13” Mause (n=6) zeigten einen erhdhten Thrombozytenverbrauch
(verbleibende Thrombozytenzahl 17,34%) nach Stimulation mit 600 ng/g
Kérpergewicht (KGW) Kollagen und 60 ng/g KGW Epinephrin. Dieser fiel bei Wildtyp
Mausen (129/Sv) signifikant geringer aus mit einer verbleibenden Thrombozytenzahl
von 21,16 % (n=6). t-Test: * p<0,05. Dargestellt sind alle gemessenen Werte inklusive
der Mittelwerte + SEM.

4.3 ApAMTS13” MAUSE ALS MODELL FUR DIE UNTERSUCHUNG DER
ANGEBORENEN TTP:
AUSLOSUNG DER TTP DURCH 1.V. INJEKTION VON 2000
VWF:RCoU/kG KGW pEs RHVWF

Schiviz et al. [123] hatten im Frihjahr 2012 ein neues Mausmodell zur Untersuchung
der TTP beschrieben.

Auch unsere Adamts13” Mause entwickelten 8 h nach Injektion von 2000
VWF:RCoU/kg KGW des rhVWF TTP-typische Symptome mit starkem
Thrombozytenabfall von 806,0 + 45,83 x 10%/ul auf 52,67 + 7,67 x 10%/ul (n=9), wobei
die Thrombozytenzahlen der Wildtyp Mause lediglich von 734,3 + 27,71 x 103/l auf
482,6 + 14,95 x 10%/ul (n=8) absank (Abbildung 23 und Abbildung 24).
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Abbildung 23: Dot-Plot der Thrombozytenzahlen der Adamts13™ (n=9) und Wildtyp
(129/Sv) (n=8) Mause vor und 8h nach Behandlung mit 2000 RCoU/kg KGW des
rhVWEF. Die Ausgangswerte der beiden Gruppen unterschieden sich nicht signifikant
(n.s.) voneinander, wobei die Thrombozytenwerte der zwei Gruppen nach Behandlung
stark differierten. Die Adamts13” Mause hatten nach der Behandlung eine
Thrombozytenzahl von lediglich 52,67 + 7,67 x 10%/ul (SEM). Die Wildtyp Mause hatten
dagegen noch eine Thrombozytenzahl von 482,6 + 14,95 x 10%ul (SEM).
Varianzanalyse plus Tukey post-hoc Test fur multiple Vergleiche: **** p<0,0001.
Dargestellt sind alle gemessenen Werte inklusive der Mittelwerte £ SEM.
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Abbildung 24: Vergleich der verbleibenden Thrombozytenzahlen in Prozent zum
Ausgangswert 8h nach Behandlung mit 2000 RCoU/kg KGW des rhVWF. Adamts13™
Méause (n=9) zeigten noch eine Thrombozytenzahl von 6,72 + 1,03% (SEM), wo
hingegen Wildtyp Mé&use (129/Sv) (n=8) noch eine Thrombozytenzahl von 66,47 *
3,49% (SEM) aufwiesen. t-Test: **** p<0,0001. Dargestellt sind alle gemessenen
Werte inklusive der Mittelwerte + SEM als Dot-Plot.

Der Hamatokrit der Mause unterschied sich schon zu Beginn geringgradig zwischen
den beiden Vergleichsgruppen. Beide Gruppen zeigten einen Abfall des Hamatokrits
nach Behandlung mit 2000 VWF:RCoU/kg KGW des rhVWF um ca. 15% zum
Ausgangswert (129/Sv-Wildtyp Mause: 16,59 + 1,68; n=8 und Adamts13” Mause:
14,14 £+ 2,49; n=9) (Abbildung 25 und Abbildung 26).
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Abbildung 25: Hamatokrit der Adamts13” (n=9) und Wildtyp (129/Sv) (n=8) M&use vor
und 8h nach Behandlung mit 2000 VWF:RCoUkg KGW des rhVWF. Die
Ausgangswerte der beiden Gruppen unterschieden sich geringgradig, aber signifikant
vor der Behandlung. Beide Gruppen zeigten einen signifikanten Abfall des Hadmatokrits
8h nach Behandlung. Varianzanalyse plus Tukey post-hoc Test fir multiple Vergleiche:
n.s.=nicht signifikant, ** p<0,01, **** p<0,0001. Dargestellt sind alle gemessenen Werte
inklusive der Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 26: Vergleich des Hamatokritabfalls in Prozent zum Ausgangswert 8h nach
Behandlung mit 2000 VWF:RCoU/kg KGW des rhVWF. Beide Gruppen zeigten einen
vergleichbaren Hamatokritabfall von ca. 15% und unterschieden sich nicht signifikant
voneinander. t-Test: n.s.=nicht signifikant. Dargestellt sind alle gemessenen Werte
inklusive der Mittelwerte + SEM als Dot-Plot.

Die Veranderungen des Hamatokrits im Blut der Mause spiegelten sich auch im
Hamoglobinwert wider. Der Hamoglobinwert der Mause unterschied sich ebenfalls zu
Beginn geringgradig zwischen den beiden Vergleichsgruppen. Beide Gruppen zeigten
einen Abfall des Hadmoglobins nach Behandlung mit 2000 VWF:RCoU/kg KGW des
rhVWEF von ca. 13% zum Ausgangswert (Abbildung 27 und Abbildung 28).
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Abbildung 27: Hamoglobinwerte der Adamts13” (n=9) und Wildtyp (129/Sv) (n=8)
Mause vor und 8h nach Behandlung mit 2000 VWF:RCoU/kg KGW des rhVWF. Die
Ausgangswerte der beiden Gruppen unterschieden sich bereits vor der Behandlung
signifikant. Beide Gruppen zeigten einen signifikanten Abfall des Hamatokrits 8h nach
Behandlung. Varianzanalyse plus Tukey post-hoc Test fir multiple Vergleiche:
**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. Dargestellt sind alle gemessenen Werte inklusive
der Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 28: Vergleich des Hamoglobinabfalls in Prozent zum Ausgangswert 8h nach
Behandlung mit 2000 VWF:RCoU/kg KGW des rhVWF. Beide Gruppen zeigten einen
vergleichbaren Hamatokritabfall von ca. 13% und unterschieden sich nicht signifikant
voneinander. t-Test: n.s.=nicht signifikant. Dargestellt sind alle gemessenen Werte
inklusive der Mittelwerte + SEM als Dot-Plot.

Die intravendse Injektion von 2000 VWF:RCoU/kg KGW des rhVWF flhrte zu einem
enormen VWF:AG Anstieg im Blut der M&use von 330 mU/ml auf bis zu 25000 mU/ml.
Beide Versuchsgruppen hatten einen mittleren basalen VWF:AG Gehalt von ca. 325
mU/ml. Nach Injektion des rhVWFs stieg der VWF:AG Gehalt im Blut der Adamts13”
Mause auf einen mittleren VWF:AG Gehalt von 17,88 U/ml. Die Wildtyp Mause hatten
einen weniger starken Anstieg des VWF:AG Gehalts auf 13,01 U/ml (Abbildung 29 und
Abbildung 30).
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Abbildung 29: VWF:AG Konzentrationen der Adamts13” (n=9) und Wildtyp (129/Sv)
(n=8) Mause vor und 8h nach Behandlung mit 2000 VWF:RCoU/kg KGW des rhVWF.
Die basale VWF:AG Konzentration betrug 0,332 U/ml bei den Adamts13” Mausen und
0,321 U/ml bei den Wildtyp (129/Sv) Mausen. Nach Behandlung mit 2000
VWF:RCoU/kg KGW des rhVWF stieg die VWF:AG Konzentration bei den Adamts13™
Mausen auf einen Mittelwert von 17,88 U/ml und 13,01 U/ml bei den Wildtyp M&usen.
Varianzanalyse plus Tukey post-hoc Test flr multiple Vergleiche: *p<0,05, ****
p<0,0001, n.s.= nicht signifikant. Dargestellt sind alle gemessenen Werte inklusive der
Mittelwerte £ SEM als Dot-Plot.
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Abbildung 30: Vergleich des VWF:AG Anstiegs in Prozent zum Ausgangswert 8h nach
Behandlung mit 2000 VWF:RCoU/kg KGW des rhVWF. Beide Gruppen zeigten einen
sehr starken VWF:AG Anstieg. Er betrug bei den Adamts13” Mausen (n=9) 5586 =+
520,8% (SEM), bei den Wildtyp Mausen (129/Sv) (n=8) dagegen nur 4007 = 516,6%
(SEM). t-Test: * p<0,05. Dargestellt sind alle gemessenen Werte inklusive der
Mittelwerte + SEM als Dot-Plot.

Die nach Pappenheim gefarbten Blutausstriche vor und nach Behandlung der Mause
mit 2000 VWF:RCoU/kg KGW des rhVWF zeigten das vermehrte Auftreten von
Fragmentozyten, die jedoch nur bei den behandelten Adamts13” Mé&usen
nachgewiesen werden konnten. Auch der starke Abfall der Thrombozytenzahlen bei
den Adamts13” Mausen war in den Blutausstrichen zu erkennen (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Reprasentative Blutausstriche von je einer Wildtyp (129/Sv) und einer
Adamts13” Maus vor und 8h nach Behandlung mit 2000 VWF:RCoU/kg KGW des
rhVWF. Der rote Pfeil markiert Fragmentozyten, die grinen Pfeile markieren
Thrombozyten. Pappenheim-Farbung, VergréBerung: 1000-fach mit Olimmersion.

4.4 EIN HUMANES VWF KONZENTRAT LOST KEINEN
THROMBOZYTENABFALL IN ADAMTS13”" MAUSEN AUS, AUCH NICHT
IN SEHR HOHER DOSIERUNG

Nachdem rhVWF als Trigger fur TTP in ADAMTS13-defizienten Mausen nachgewiesen
werden konnte, sollte dies auch mit einem humanen VWF-Konzentrat (Wilfactin®)

Uberpruft werden.

Das humane VWF-Konzentrat konnte jedoch sowohl in derselben Dosierung von 2000
VWF:RCoU/kg KGW als auch in doppelter Dosis von 4000 VWF:RCoU/kg KGW keinen
TTP-typischen Thrombozytenabfall in Adamts13” Mausen ausldsen (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Thrombozytenzahlen der Adamts13” (n=3) und Wildtyp (129/Sv) (n=3)
Mause vor (unbehandelt) und 8h nach Behandlung mit 2000 (2000U/kg) bzw. 4000
(4000U/kg) VWF:RCoU/kg KGW des VWF-Konzentrats (Wilfactin®). Die
Thrombozytenzahlen bewegten sich bei beiden Versuchsgruppen weder bei 2000 noch
bei 4000 U/kg auBerhalb des Referenzbereichs von 600 — 900 x 10° /ul.
Varianzanalyse plus Tukey post-hoc Test fir multiple Vergleiche: n.s.=nicht signifikant.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM.

Die intravendse Injektion von 2000 VWF:RCoU/kg KGW (Wilfactin®) flihrte zu einem
geringeren VWF:AG Anstieg im Vergleich zu rhVWF. Die basale VWF:AG
Konzentration von durchschnittlich 360 mU/ml stieg auf maximal 17000 mU/ml. Nach
Injektion des humanen VWF-Konzentrats erreichte der VWF:AG Gehalt im Blut der
Adamts13” Mause einen mittleren VWF:AG Gehalt von 6,2 U/ml. Die Wildtyp Mause
hatten einen starkeren Anstieg des VWF:AG Gehalts auf 11,7 U/ml (Abbildung 33).
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Abbildung 33: VWF:AG Konzentrationen der Adamts13” und Wildtyp (129/Sv) Mause
vor und 8h nach Behandlung mit 2000 (2000U/kg) VWF:RCoU/kg KGW des VWF-
Konzentrats (Wilfactin®). Die basale VWF:AG Konzentration betrug 0,33 + 0,007 U/ml
(SEM) bei den Adamts13” Mausen (n=5) und 0,32 + 0,028 U/ml (SEM) bei den Wildtyp
(129/Sv) Mausen (n=5). Nach Behandlung mit 2000 VWF:RCoU/kg Wilfactin® stieg
der VWF:AG Gehalt bei den Adamts13” Mausen (n=3) auf einen Mittelwert von 6,2 +
1,24 U/ml (SEM) und 11,7 = 3,40 U/ml (SEM) bei den Wildtyp Mausen (n=3).
Varianzanalyse plus Tukey post-hoc Test flr multiple Vergleiche: * p< 0,05, ***
p<0,001, n.s.=nicht signifikant. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM.

4.5 VERGLEICH DES MULTIMERMUSTERS VON RHVWF UND ISOLIERTEM
HUMANEM VWF

Die Herstellung des rekombinanten VWFs erfolgte in Hamster Ovarienzellen [146],
wohingegen das humane VWF Konzentrat durch Aufreinigung des VWFs aus
menschlichem Plasma erfolgte [147]. Ein groBer Unterschied ist hierbei, dass der
biotechnologisch hergestellte VWF im Gegensatz zu plasmatischem VWF keinen
Kontakt zu ADAMTS13 hat und somit auch keine ADAMTS13-bedingten Spaltprodukte
des VWFs hierbei vorliegen. Dies fuhrt zu einer deutlichen Abweichung des
Multimermusters des rhVWFs von plasmatischem VWF. Im 1% Agarosegel konnte im
Multimermuster des rhVWFs das Vorhandensein von ultralangen Multimeren und das
Fehlen der Triplettstruktur nachgewiesen werden. Das Multimermuster des
plasmatischen VWFs dagegen wies eine deutlich erkennbare Triplettstruktur auf,
wohingegen ultralange Multimere nicht nachweisbar waren. Somit entsprach das
Multimermuster des plasmatischen VWFs der Multimerstruktur von Normalpoolplasma
[147] (Abbildung 34 und Abbildung 35).
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Abbildung 34: VWF Multimermuster von jeweils 2 Proben mit rhVWF und mit humanem
VWF Konzentrat in einem 1% Agarosegel. Beide Proben wurden auf eine VWF:RCo
Konzentration von 30mU/ml eingestellt. Im Multimermuster des rhVWFs ist keine
Triplettstruktur zu erkennen, jedoch ultralange Multimere (roter Kasten). In humanem

VWF Konzentrat ist das Triplettmuster klar zu erkennen (blauer Kasten). Ultralange
Multimere liegen nicht vor.
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Abbildung 35: Densitometrische Darstellung der VWF Multimere eines humanen VWF
Konzentrats (blau) und des rekombinanten humanen VWFs (rot) in einem 1%
Agarosegel. Die Laufrichtung ist von links nach rechts. Die griinen Pfeile zeigen die
typischen Schultern der Triplettstruktur an. Der schwarze Pfeil markiert die Grenze
zwischen groB3en (10-20) und ultralangen (>20) Multimeren.

4.6 ERHOHUNG DES ENDOGENEN VWF-PLASMASPIEGELS MITTELS
HISTAMININJEKTION LOST KEINEN THROMBOZYTENABFALL IN
MAUSEN AUS

Da eine massive Erhdhung des VWF:AG Gehalts mit rhVWF im Blut der Adamts13”
Mause innerhalb weniger Stunden zur Auslésung TTP-typischer Symptome flhrt, sollte

mit Histamin Uberprift werden, wie die Mause auf eine Erhéhung des endogenen
VWF:AG Gehalts reagieren.

Hierflir wurde zunéchst der VWF:AG Gehalt bei unbehandelten Adamts13” Mé&usen
und Wildtyp Mausen gemessen und verglichen. Der Mittelwert des VWF:AG Gehalts
der unbehandelten Adamts13” M&usen betrug 319,8 mU/ml mit einer Streuung von
270 bis 460 mU/ml. Die 129/Sv Wildtyp M&use (n=10) hatten einen mittleren VWF:AG
Gehalt von 333,9 mU/ml mit dem niedrigsten VWF:AG Wert von 275,7 mU/ml und dem
héchsten VWF:AG Wert von 432,3 mU/ml. Somit zeigten beide Versuchsgruppen den
gleichen basalen VWF:AG Gehalt im Blut (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Vergleich des basalen VWF:AG Gehalts bei 129/Sv Wildtyp M&usen
(n=10) und Adamts13” Mausen (n=11). Der Mittelwert des VWF:AG Gehalts betragt
333,9 mU/ml bei 129/Sv Mausen und 319,8 mU/ml bei Adamts13” Mausen und
unterscheidet sich nicht signifikant zwischen den beiden Gruppen. t-Test: n.s.=nicht
signifikant. Dargestellt sind alle Werte inklusive der Mittelwerte + SEM als Dot-Plot.

Um eine Ausschittung des VWFs aus den Speichergranula zu bewirken, wurden beide
Versuchsgruppen zundchst mit 200 pl einer 0,1 M Histaminlésung i.p. behandelt und
der Anstieg des VWF:AG Gehalts im Blut der Mause 2 h nach Behandlung Uberprift.
Die Histamin Behandlung fihrte zu einer Erh6hung des VWF Spiegels im Blut der
Wildtyp Mause auf einen Mittelwert von 447,3 + 35,53 mU/ml. Der Mittelwert des
VWF:AG Gehalts der Adamts13” Méause betrug nach Histamin Behandlung 509,2 +
13,50 mU/ml (Abbildung 37).

Eine Behandlung der Mause mit 400 pl 0,1 M Histamin erhéhte den VWF:AG Gehalt
bei Wildtyp Mausen auf 472,0 + 72,83 mU/ml und bei Adamts13” Mausen auf 545,3 +
17,58 mU/ml. Es konnte kein signifikanter  Unterschied der beiden
Histamindosierungen auf den Anstieg des VWF:AG Spiegels nachgewiesen werden.
Fir weitere Untersuchungen wurde daher mit einer Dosierung von 200 pl 0,1 M
Histaminlésung gearbeitet (Abbildung 37).

76



Ergebnisse

*kkk

} | mm 129/Sv
800+ | *kkk It n.s. | "

: Mex H s : 1 Adamts13
I n.s I I n.s. | I n.s I

= 600+

E I

S =

E

0 400'

<

[ ==

E 200+

0-

unbehandelt 200p1 0,1M Histamin  400ul 0,1M Histamin

Abbildung 37: Einfluss der Histamininjektion auf den VWF:AG Gehalt im Blut der
129/Sv Wildtyp und Adamts13” Mause. Die Mause wurden mit 200 bzw. 400 pl 0,1 M
Histamin i.p. behandelt. Der VWF:AG Gehalt wurde vor Behandlung und zwei Stunden
nach Behandlung mit Histamin im Blut der M&use gemessen. Der Mittelwert des
VWF:AG Gehalts der Wildtyp Mause betrug 298,8 + 6,7 mU/ml (n=6) vor Behandlung
und 447,3 £ 35,5 mU/ml (n=4) nach Injektion von 200ul Histamin bzw. 472,0 + 72,8
mU/ml (n=3) nach Injektion von 400 pl Histamin. Der Mittelwert des VWF:AG Gehalts
der Adamts13” Mause betrug 291,0 = 5,5 mU/ml (n=8) vor Behandlung und 509,2 +
13,5 mU/ml (n=4) nach Injektion von 200ul Histamin bzw. 545,3 + 17,6 mU/ml (n=4)
nach Injektion von 400 pl Histamin. Varianzanalyse plus Tukey post-hoc Test fir
multiple Vergleiche: **p< 0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, n.s.=nicht signifikant.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM.

Zusétzlich zur Untersuchung des VWF:AG Gehalts wurde auch das Multimermuster
des VWFs nach Histaminbehandlung zwischen Wildtyp und Adamts13” Mausen

verglichen.

Die Adamts13” Méause zeigten deutlich ultralange Multimere, die bei Wildtyp Mausen
nur andeutungsweise zu erkennen waren. Die Triplettstruktur ist bei den Wildtyp
Mausen gut zu erkennen, im Plasma der Adamts13” Mé&use hingegen nur sehr
schwach ausgebildet (Abbildung 38). Das Multimermuster der mit Histamin
behandelten Mause unterschied sich somit nicht im Vergleich zum Multimermuster

unbehandelter Mause.
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Abbildung 38: VWF Multimermuster von Adamts13” und Wildtyp (129/Sv) Mausen
nach Histamin Behandlung in einem 1% Agarosegel im Vergleich zu
Normalpoolplasma (NP) und Plasma eines TTP-Patienten (TTP). Die rote Linie
markiert die Grenze zwischen groBen und ultralangen (UL) VWF Multimeren, die im
Plasma der Adamts13” Mause und des TTP Patienten deutlich zu erkennen waren. Im
NP fehlten UL VWF Multimere, im Plasma der Wildtyp M&use waren sie nur
andeutungsweise zu erkennen.

Obwohl die Histamin Behandlung den endogenen VWF:AG Gehalt der Mause um
mehr als 50% im Vergleich zum Ausgangswert erhéhte, konnten weder bei den Wildtyp
noch bei den Adamts13” Mausen Veranderungen der Thrombozytenzahlen durch die
Histamin Behandlung beobachtet werden. Der Mittelwert der Thrombozytenzahlen
betrug nach Histamin Behandlung bei den Wildtyp Mausen 863,4 + 53,71 103/ul (n=7)
und hat sich somit nicht signifikant vom Ausgangswert von 776,9 = 33,74* 10%/ul (n=9)
verandert. Die Adamts13” Mause hatten einen  Ausgangswert der
Thrombozytenzahlen von 754,7 + 31,48" 10%/ul (n=11), die sich nach Behandlung auf
781,3 £ 94,98 10%/ul (n=8) minimal erhéhte (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Thrombozytenzahlen der 129/Sv Wildtyp (n=7) und Adamts13” Mause
(n=8). Die Mause wurden mit 200ul 0,1 M Histamin i.p. behandelt.
Thrombozytenzahlen wurden vor Behandlung und zwei Stunden nach Behandlung mit
Histamin im Blut der Mause gemessen. Es konnten keine signifikanten Veranderungen
der Thrombzytenkonzentrationen gemessen werden. Varianzanalyse plus Tukey post-
hoc Test fur multiple Vergleiche: n.s.=nicht signifikant. Dargestellt sind die Mittelwerte
+ SEM.

4.7 UNTERSUCHUNG VON HISTONEN ALS TRIGGERFAKTOREN FUR DIE
TTP IN AbAMTS13” MAUSEN

Fuchs et al. konnten 2011 zeigen, dass Histone in Mausen eine starke
Thrombozytopenie auslésen [148]. Um zu prifen, ob die Histon-induzierte
Thrombozytopenie in Mausen durch ADAMTS13 beeinflusst wird, wurden Adamts13”
und Wildtyp Mause intravends mit Histonen in unterschiedlicher Dosierung behandelt.
Eine Konzentration von 50 mg/kg KGW Histone flhrte zu einem raschen und sehr
starken Thrombozytenabfall von 93,5 £ 1,2% (n=8) bei Wildtyp Mausen und 92,5 +
1,8% (n=8) bei Adamts13” M&usen. Eine Dosis von 25 mg/kg KGW Histonen zeigte
einen konzentrationsabhangigen Thrombozytenabfall von 54,1 + 8,9% (n=4) bei
Wildtyp Mausen und 55,4 + 3,5% (n=6) bei Adamts13” Mausen. Die niedrigste Dosis
von 12,5 mg/kg KGW Histonen bewirkte bei den Wildtyp M&usen einen starkeren
Thrombozytenabfall von 19,3 + 2,1% (n=8). Die Adamts13” Mause reagierten mit
einem geringeren Thrombozytenabfall von lediglich 13,3 + 1,9% (n=8) (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Histon-induzierter Thrombozytenabfall bei 129/Sv Wildtyp Mausen und
Adamts13” Mausen. Die Mause wurden mit Histonen in unterschiedlicher
Konzentration i.v. behandelt. Um den Thrombozytenverbrauch in Prozent zum
Ausgangswert zu berechnen, wurde den M&usen vor und 15 min nach Behandlung
Blut  entnommen. In hoher Dosierung konnte kein Unterschied im
Thrombozytenverbrauch zwischen Wildtyp und Adamts13” Mausen gemessen
werden. Bei einer Dosierung von 12,5 mg/kg KGW Histone zeigten die Wildtyp M&use
(n=8) einen héheren Thrombozytenverbrauch von 19,8%. Die Adamts13” Mause (n=8)
zeigten einen Thrombozytenabfall von 13,3%. Varianzanalyse plus Tukey post-hoc
Test fir multiple Vergleiche: n.s.=nicht signifikant. Dargestellt sind die Mittelwerte +
SEM.

Somit konnte gezeigt werden, dass Histone zu einem systemischen
Thrombozytenabfall fihren, dieser jedoch insbesondere in héherer Dosierung nicht von
der ADAMTS13-Aktivitat im Plasma abhé&ngig ist.

4.8 UNTERSUCHUNG VON CHININ ALS TRIGGERFAKTORFUR TTP IN
ApAmMTS13”" MAUSEN

4.8.1 EINFLUSS DER HOCHDOSIERTEN CHININBEHANDLUNG AUF ADAMTS13™ - UND
WILDTYPMAUSE

Um die Rolle von Chinin als Triggerfaktor bei Adamts13” Mausen zu testen, wurden
sowohl Wildtyp als auch Adamts13” M&use zunachst einmalig mit einer hohen Dosis
Chinin ~ (3mg/Maus)  behandelt. Die  Mause  zeigten wahrend des
Beobachtungszeitraums von zunachst 2 Wochen geringe Schwankungen der
Thrombozytenzahlen zwischen 80 und 125%, die allerdings nicht signifikant vom
Ausgangswert abwichen (Abbildung 41). Der Hamoglobingehalt im Blut der Mause
zeigte ebenfalls geringe Schwankungen, die sich immer zwischen 13 und 16 g/dl
bewegten und somit keine signifikanten Verédnderungen darstellten (Abbildung 42).
Eine Beeintrachtigung des Allgemeinbefindens der Tiere, welches sich unter anderem
in einer Abnahme des Koérpergewichts der Tiere duBert, konnte nicht nachgewiesen
werden. Die Mause hatten zu Beginn des Versuchs ein Kérpergewicht von ca. 25 g. Im
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Verlauf der 2 Wochen zeigte sich eine physiologische Gewichtszunahme der Tiere auf
ca. 26 g (Abbildung 43).

Nachdem innerhalb dieser 2 Wochen somit keine Chinin-bedingten Veranderungen
insbesondere der Thrombozytenzahlen zu erkennen waren, wurde eine weitere
Chininbehandlung (2 mg/Maus) durchgefiihrt. Auch diese Behandlung zeigte in den
darauffolgenden 6 Tagen keine Effekte bezuglich der Thrombozytenzahlen, die
weiterhin zwischen 80 und 120% lagen (Abbildung 41). Die Hamoglobinwerte lagen
zwischen 14 und 16 g/dl (Abbildung 42) und das Kdrpergewicht stieg weiter auf einen
Mittelwert von 26,6 g an (Abbildung 43). Im Blutausstrich traten weder zu Beginn des
Versuchs noch nach 15 Tagen Fragmentozyten auf (Abbildung 44). Nach 3 Wochen
wurde der Versuch beendet.

Eine hochdosierte Chininbehandlung der Adamts13” Mause hatte somit keinen Effekt
auf Thrombozytenzahlen, Hamoglobin und Kérpergewicht im Vergleich zu 129/Sv

Mé&usen.
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Abbildung 41: Verlauf der Thrombozytenzahlen der Adamts13” (n24, obere beiden
Kurven) und 129/Sv Mause (n=4, untere beiden Kurven) Uber einen Zeitraum von 18
Tagen nach Behandlung mit hochdosiertem Chinin. Die erste Messung erfolgte vor
Beginn der Chininbehandlung (Tag 0). Der linke Pfeil markiert die erste
Chininbehandlung an Tag 1 [(3 mg/Maus). Der rechte Pfeil markiert die zweite
Chininbehandlung an Tag 14 | (2 mg/Maus). Die roten Linien geben die Veranderungen
der Thrombozytenzahlen der Chinin-behandelten Mause (Chinin) wieder. Die blauen
Linien geben die Veranderungen der Thrombozytenzahlen der mit Wasser behandelten
Méause (Sham) wieder. In allen vier Versuchsgruppen waren geringe Schwankungen
der Thrombozytenzahlen messbar, die sich jedoch nicht auBerhalb des
Referenzbereichs bewegten. Angegeben sind die Mittelwerte £ SEM.
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Abbildung 42: Verlauf der Hamoglobin-Konzentrationen der Adamts13” (n4, obere
beiden Kurven) und 129/Sv Mause (n=4, untere beiden Kurven) Ulber einen Zeitraum
von 18 Tagen nach Behandlung mit hochdosiertem Chinin. Die erste Messung erfolgte
vor Beginn der Chininbehandlung (Tag 0). Der linke Pfeil markiert die erste
Chininbehandlung an Tag 1 [(3 mg/Maus). Der rechte Pfeil markiert die zweite
Chininbehandlung an Tag 14 | (2 mg/Maus). Die roten Linien geben die Veranderungen
der Hamoglobin-Konzentrationen der Chinin-behandelten Mause (Chinin) wieder. Die
blauen Linien geben die Verédnderungen der Hamoglobin-Konzentrationen der mit
Wasser behandelten Mause (Sham) wieder. In allen vier Versuchsgruppen konnten
keine auffalligen Verdnderungen der Hamoglobin-Konzentration infolge der
Chininbehandlung festgestellt werden. Angegeben sind die Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 43: Verlauf des Kérpergewichts der Adamts13” (n=4, obere beiden Kurven)
und 129/Sv Mause (n=4, untere beiden Kurven) Uber einen Zeitraum von 18 Tagen
nach Behandlung mit hochdosiertem Chinin. Die erste Messung erfolgte vor Beginn der
Chininbehandlung (Tag 0). Der linke Pfeil markiert die erste Chininbehandlung an Tag
1 |(3 mg/Maus). Der rechte Pfeil markiert die zweite Chininbehandlung an Tag 14 |(2
mg/Maus). Die roten Linien geben die Verédnderung des Koérpergewichts der Chinin-
behandelten Mause (Chinin) wieder. Die blauen Linien geben die Veranderung des
Kérpergewichts der mit Wasser behandelten Mause (Sham) wieder. Alle 4
Versuchsgruppen zeigten eine physiologische Zunahme des Korpergewichts um ca. 1
g. Angegeben sind die Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 44: Reprasentative Blutausstriche einer unbehandelten (Sham) und einer
Chinin-behandelten Adamts13” Maus von Tag 0 (vor Behandlung) und Tag 15 nach
Behandlung. Pappenheimfarbung, 1000—fache VergréBerung. Es konnten weder bei
den mit Chinin noch bei den Sham-behandelten Mausen Fragmentozyten im
Blutausstrich nachgewiesen werden.
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4.8.2 EINFLUSS DER NIEDRIGDOSIERTEN, KONTINUIERLICHEN CHININBEHANDLUNG AUF
ADAMTS13" - UND WILDTYPMAUSE

In diesem weiteren Modell der Chininbehandlung wurde getestet, ob durch eine
kontinuierliche niedrigdosierte Chinineinnahme eine eventuelle Sensibilisierung der

Mause stattfindet, die dann zur Entwicklung TTP-typischer Symptome fihrt.

Die kontinuierliche Chininbehandlung tber das Trinkwasser in einer Dosierung von 30
pug/ml  zeigte sowohl bei Wildtyp als auch Adamts13” Mausen keine
Gewichtsabnahme, keine  Beeintrachtigung des Allgemeinbefindens und keine
Veranderung des Verhaltens der Tiere. Das Koérpergewicht stieg innerhalb des
gesamten Behandlungszeitraums kontinuierlich von 20 g auf 23 g an (Abbildung 47).
Nach zwei Wochen wurde den Mausen Blut entnommen und dieses auf TTP-typische
Symptome hin untersucht. Es konnten keine signifikanten Veradnderungen der
Thrombozytenzahlen und des Hamoglobingehalts innerhalb der Versuchsgruppen
festgestellt werden. Zu Beginn des Versuchs hatten sowohl die Chinin-behandelten
und unbehandelten Wildtyp als auch Adamts13” Mé&use Thrombozytenzahlen
zwischen 600 und 700 x 10%/ul. Nach 14-tagiger Chininbehandlung stiegen die
Thrombozytenzahlen bei allen vier Versuchsgruppen geringgradig auf 670 bis 760 x
10%/ul an. Nach weiteren 7 Tagen lagen die Thrombozytenzahlen zwischen 790 und
850 x 103/ul (Abbildung 45). Zu diesem Zeitpunkt (Tag 21 nach Beginn des Versuchs)
wurde die Chinin-Behandlung abgesetzt. Nach weiteren 14 Tagen ohne Chinin, wurde
eine evlt. Auftretende Sensibilisierung gegentber Chinin getestet. Vier Tage vor
erneuter hochdosierter Chinineingabe (Tag 31 nach Beginn des Versuchs) war das
Blutbild der Mause noch immer unaufféllig. Auch an Tag 36, nach Verabreichung der
hochdosierten Chininlésung (2 mg/Maus) als Bolus per Schlundsonde, konnte keine
negative Beeinflussung der Blutwerte und des Verhaltens der M&use durch die
Chininbehandlung beobachtet werden. Die Thrombozytenzahlen stiegen in allen 4
Versuchsgruppen weiter auf 800 bis 900 x 10%ul an (Abbildung 45). Der
Hamoglobingehalt blieb Uber den gesamten Versuchsverlauf konstant bei 15 bis 16
g/dl (Abbildung 46). Fragmentozyten konnten bei keiner der Versuchsgruppen
nachgewiesen werden (Abbildung 48).

Eine niedrigdosierte, kontinuierliche Chininbehandlung der Adamts13” Mause hatte
somit keinen Effekt auf Thrombozytenzahlen, Hamoglobin und Kérpergewicht im
Vergleich zu 129/Sv M&usen.
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Abbildung 45: Verlauf der Thrombozytenzahlen wahrend der niedrigdosierten,
kontinuierlichen Chininbehandlung der 129/Sv und Adamts13” Mé&use. Die 129/Sv
Mause (n=3) hatten zu Beginn des Versuchs (Tag 1) eine durchschnittliche
Thrombozytenzahl von 650 x 103/ul + 40 x 10%/pl. Die Adamts13” Mause (n=3) hatten
eine durchschnittliche Thrombozytenzahl von 684 x 10%/ul + 66 x 10%ul. Die
Thrombozytenzahlen stiegen bei allen 4 Versuchsgruppen (ber den gesamten
Versuchszeitraum langsam geringgradig an, sodass die durchschnittliche
Thrombozytenzahl nach 36 Tagen bei den 129/Sv Mausen bei 815 + 57 x 103/l lag.
Die Adamts13” Mause hatten nach 26 Tagen eine durchschnittliche Thrombozytenzahl
von 868 = 99 x 10%/ul. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen Chinin-
behandelten und unbehandelten Versuchsgruppen festgestellt werden. Angegeben
sind die Mittelwerte £ SEM.
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Abbildung 46: Verlauf des H&amoglobingehalts wahrend der niedrigdosierten,
kontinuierlichen Chininbehandlung der 129/Sv (n=3) und Adamts13” M&use (n=3). Der
Hamoglobingehalt blieb Gber den gesamten Versuchszeitraum bei allen vier
Versuchsgruppen konstant zwischen 15 und 17 g/dl. Angegeben sind die Mittelwerte +
SEM.
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Abbildung 47: Verlauf des Korpergewichts wahrend der niedrigdosierten,
kontinuierlichen Chininbehandlung der 129/Sv (n=3) und Adamts13” Mause (n=3). Die
Mause zeigten eine langsame Gewichtszunahme von zu Beginn (Tag 1)
durchschnittlich 21g bei den Wildtyp Mausen und 20 g bei den Adamts13” Mausen auf
23,4 g bzw. 22,4 g innerhalb des Beobachtungszeitraums. Angegeben sind die
Mittelwerte £ SEM.

Sham Chinin

Tag 0

Tag 36

Abbildung 48: Reprasentative Blutausstriche einer unbehandelten (Sham) und einer
Chinin-behandelten Adamts13” Maus von Tag 0 (vor Behandlung) und Tag 36 nach
Behandlung. Pappenheimfarbung, 1000—fache VergréBerung. Es konnten weder bei
den mit Chinin noch bei den unbehandelten (Sham) Adamts13” Mausen nach 36
Tagen Fragmentozyten im Blutausstrich nachgewiesen werden.
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4.9 UNTERSUCHUNGEN ZUM EINFLUSS VON INFEKTIONEN ALS
POTENTIELLE TRIGGERFAKTOREN FUR DIE TTP IN ADAmMTS13™
MAUSEN

Haufige Ausléser akuter TTP-Schibe beim Menschen sind Infektionen. Hierbei spielen
vor allem Infektionen des gastrointestinal Traktes und der Atemwege eine wichtige
Rolle [4, 41, 149]. Daher wurde die Auswirkung zwei verschiedener
Lungeninfektionsmodelle an Adamts13” Mausen im Vergleich zu Wildtyp M&usen
untersucht.

4.9.1 UNTERSUCHUNG DER LPS-INDUZIERTEN AKUTEN LUNGENSCHADIGUNG ALS
TRIGGERFAKTOR FUR TTP IN ADAMTS13”" MAUSEN

Die Thrombozytenzahl diente hierbei als Anhaltspunkt fir die Auslésung TTP-typischer
Symptome. Die Leukozytenzahl sollte als Anhaltspunkt fir die Funktion der

angeborenen Immunitat der Mause mit untersucht werden.

Die intratracheale Injektion von LPS 8ste sowohl in den Adamts13” als auch in den
Wildtyp Mausen keinen Thrombozytenabfall aus. Die Thrombozytenzahlen der
behandelten Mause blieben konstant zwischen 600 und 800 x 103%/ul, wobei die
unbehandelten Mause einen geringgradigen, jedoch nicht signifikanten Anstieg der
Thrombozytenzahl von durchschnittlich 700 auf 800 x 103/ul zeigten (Abbildung 49).
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Abbildung 49: Thrombozytenzahlen der 129/Sv (n=12) und Adamts13” (n=11) Mause
vor Auslésung einer akuten Lungenschadigung mittels LPS und 8h nach LPS-
Behandlung. Die Sham- Gruppe (n=5) wurde mit reiner PBS Lésung behandelt. Die
Behandlung mit LPS bewirkte keine Veradnderung der Thrombozytenzahlen in 129/Sv
und Adamts13” Mausen. Die Thrombozytenzahlen der unbehandelten M&use stiegen
dagegen leicht an. Varianzanalyse plus Tukey post-hoc Test flr multiple Vergleiche:
**p<0,01, n.s.=nicht signifikant. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM.

Die Leukozytenzahlen im Blut der Mause fielen in Folge der LPS-Behandlung von zu
Beginn durchschnittlich 8,7 x 10%/ul bei den Wildtyp Mausen auf 5,7 x 10%/ul 8h nach
LPS Injektion. Die Sham-Gruppe zeigte einen minimalen, nicht signifikanten Abfall der
Leukozytenzahlen von 8,4 x 10%/pul auf 6,6 x 10%ul. Den starksten Leukozytenabfall
entwickelten die Adamts13” Mause von 6,9 x 103/l auf 3,4 x 10%/pl (Abbildung 50).
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Abbildung 50: Veranderung der Leukozytenzahlen infolge der LPS-induzierten akuten
Lungenschéadigung bei 129/Sv (n=11) und Adamts13™ (n=12) Mausen. Die Sham-
Gruppe (n=5) wurde mit reiner PBS L&sung behandelt. Alle drei Versuchsgruppen
zeigten einen Abfall der Leukozytenzahlen im Blut, wobei dieser bei der Sham-Gruppe
minimal und nicht signifikant war. Die Adamts13” Mé&use entwickelten den stérksten
Abfall der Leukozytenzahl von 6,9 x 103%/ul auf 3,4 x 10%/ul. Varianzanalyse plus Tukey
post-hoc Test flr multiple Vergleiche: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001,
n.s.=nicht signifikant. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM.

Somit konnte gezeigt werden, dass die LPS-induzierte akute Lungenschadigung keine
TTP-typischen Symptome in Adamts13” und Wildtyp Mausen ausldste, die Adamts13”
Mause jedoch mit einem stérkeren Leukozyten Abfall reagierten.

4.9.2 UNTERSUCHUNG DER ASPERGILLUS FUMIGATUS-INDUZIERTEN PNEUMONIE ALS
TRIGGERFAKTOR FUR DIE TTP IN ADAMTS 13" MAUSEN

In diesem Entziindungsmodell konnte ein geringgradiger, jedoch nicht signifikanter
Abfall der Thrombozytenzahlen von 733,7 auf 641,3 x103/ul bei 129/Sv Mausen
beobachtet werden. Die Thrombozytenzahlen der Adamts13” Mause veranderten sich
minimal von 746,7 auf 731,1 x 103/l infolge der Aspergillus fumigatus Infektion. Die
Thrombozytenzahlen beider Versuchsgruppen veranderten sich lediglich innerhalb des
Referenzbereichs. Somit konnte weder bei den Wildtyp noch bei den Adamts13”
Mausen ein TTP-typischer starker Thrombozytenabfall nachgewiesen werden
(Abbildung 51).
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Abbildung 51: Thrombozytenzahlen im Blut der unbehandelten und Aspergillus
fumigatus (A. fumigatus) (100 pl einer 107 Konidien/ml Aspergillusldsung) behandelten
129/Sv (n=7) und Adamts13” Mause (n=7) 24 h nach Infektion. Weder die Adamts13™
noch die 129/Sv Mause entwickelten einen TTP-typischen Thrombozytenabfall nach
Infektion mit A. fumigatus. t-Test: n.s.=nicht signifikant. Angegeben sind die Mittelwerte
+ SEM.

Sowohl die 129/Sv als auch die Adamts13” Mause reagierten auf die Aspergillose-
Behandlung mit einem Abfall der Leukozytenzahlen im Blut. Die Leukozytenzahlen
betrugen vor der Pilzinfektion bei den Wildtyp Mausen 8,6 x 103%/ul und bei den
Adamts13” Mausen 6,8 x 10%ul. 24h nach der Pilzinfektion sanken die
Leukozytenzahlen bei den Wildtypmausen auf 4,6 x 103/ul und bei den Adamts13”
Mausen auf 3,6 x 10%/ul (Abbildung 52).
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Abbildung 52: Veranderung der Leukozytenzahlen im Blut infolge der Aspergillus
fumigatus (A. fumigatus) induzierten akuten Lungenentzindung bei 129/Sv und
Adamts13” Mausen. Die 129/Sv Mause hatten schon vor der Behandlung mit A.
fumigatus eine hdhere Leukozytenzahl von 8,6 + 1,0 x 10%/pl (n=3) als die Adamts13”
Mause mit 6,8 = 1,0 x 10%/ul (n=3). Beide Versuchsgruppen zeigten 24 h nach Infektion
einen signifikanten Abfall der Leukozytenzahlen im Blut auf 4,6 + 0,4 x 103/l bei den
129/Sv Mausen (n=7) und 3,6 + 0,3 x 103/l bei den Adamt13” Mausen (n=7). t-Test: **
p<0,01, n.s.=nicht signifikant. Angegeben sind die Mittelwerte + SEM.

In der durchflusszytometrischen Messung konnte gezeigt werden, dass der
prozentuale Anteil der Granulozyten (Gr-1 positive und CD11b hochregulierte Zellen im
Blut) an der Gesamtzahl der Leukozyten im Blut der Adamts13” Méause im Vergleich
zu den 129/Sv Mausen signifikant erniedrigt war (Abbildung 53). Der prozentuale Anteil
der Granulozyten im Blut der Aspergillus fumigatus infizierten Adamts13” Mause
entsprach mit 15,5% ungefédhr dem der Kontrolltiere (17,1%), die nur mit Wasser
behandelt wurden. Die 129/Sv Mause reagierten dagegen mit einem Anstieg der
neutrophilen Granulozyten im Blut auf fast 30% (29.31 £ 2.30%).
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Abbildung 53: Prozentualer Anteil der Granulozyten (anti-Gr-1 positive Zellen) an der
Gesamtzahl der Leukozyten im Blut unbehandelter (n=3) und Aspergillus fumigatus (A.
fumigatus) infizierter (n=7) 129/Sv und Adamts13” M&use 24 h nach Infektion. Der
Anteil an Granulozyten lag bei den unbehandelten M&usen bei ca. 15% und
unterschied sich nicht signifikant zwischen Wildtyp und Adamts13” Mausen. Die A.
fumigatus Infektion fihrte bei den 129/Sv Mausen zu einem starken Anstieg der
Granulozyten auf fast 30%, wohingegen der Anteil der Granulozyten bei den
Adamts13” Méausen bei durchschnittlich 15% blieb. Die durchfusszytometrische
Messung der Granulozyten wurde von der Arbeitsgruppe Radsak (Universitatsmedizin
Mainz, Institut fir Immunologie) durchgefiihrt. t-Test: **p<0,01, n.s.=nicht signifikant.
Angegeben sind die Mittelwerte + SEM.

Die Gesamtzahl der Granulozyten in der BALF der Adamts13” Mause war 24 h nach
der Aspergillus fumigatus Infektion mit nur 5,5 x 103 ebenfalls wesentlich geringer als
bei den 129/Sv Mausen. Diese wiesen zu diesem Zeitpunkt eine Gesamtzahl an
Granulozyten von durchschnittlich 26,1 x 103 in der BALF auf (Abbildung 54).
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Abbildung 54: Anzahl der Granulozyten (absolute Zellzahl) in der
Bronchoalveolarlavage Flussigkeit (BALF) unbehandelter (n=3) und Aspergillus
fumigatus infizierter (n=7) 129/Sv und Adamts13” Mause 24h nach Infektion. In der
BALF der unbehandelten Mause konnte nur eine minimale Anzahl an Granulozyten
nachgewiesen werden. A. fumigatus infizierte 129/Sv Mause hatten mit 26,1%
erheblich mehr Granulozyten als Adamts13” Mause mit nur 55 %. Die
durchfusszytometrische Messung der Granulozyten in der BALF wurde von der
Arbeitsgruppe Radsak (Universitdtsmedizin Mainz, Institut for Immunologie)
durchgefuhrt. t-Test: *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001, n.s.=nicht signifikant.
Angegeben sind die Mittelwerte £ SEM.

Um die Folgen der verminderten Anzahl an Leukozyten im Blut als auch in der BALF
der Adamts13” Mause zu untersuchen, wurden sowohl Adamts13” als auch 129/Sv
Mause Uber einen Zeitraum von 14 Tagen nach Auslésung der Aspergillus fumigatus
induzierten Pneumonie beobachtet und eine Uberlebenskurve erstellt (Abbildung 55).
37,5% der Adamts13” Mause starben 2 bis 3 Tage nach Infektion. Von den 129/Sv
Mausen Uberlebten alle Mause die Pilzinfektion.
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Abbildung 55: Uberlebenskurve der Adamts13” (n=6) und 129/Sv (n=8) Mause nach
Infektion mit Aspergillus fumigatus. Die Mause wurden dber einen Zeitraum von 14
Tagen beobachtet. Alle 129/Sv Mause Uberlebten die Infektion, wohingegen 3 der
Adamts13” Mause 2 bzw. 3 Tage nach Infektion starben. Die Beobachtung der Mause
und Erstellung der Uberlebenskurve wurde von der Arbeitsgruppe Radsak
(Universitatsmedizin Mainz, Institut fir Immunologie) durchgeflhrt.

Des Weiteren wurden 24 h nach der A. fumigatus Infektion Lungenhomogenate von
129/Sv und Adamts13” Mausen erstellt und diese auf Sabouraud-4%-
Dextroseagarplatten ausgestrichen, um die Pilzbelastung in der Lunge zu
quantifizieren. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Adamts13” Mause mit 13,81 +
1,03 x 10° CFUs (engl. Colony forming units) eine fast doppelt so hohe Pilzbelastung
aufwiesen als die 129/Sv Mause mit 8,86 + 1,54 x 10° CFUs (Abbildung 56).
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Abbildung 56: Colony forming units (CFU) aus Lungenhomogenaten der Adamts13™
und 129/Sv Mause 24 h nach Aspergillus fumigatus Infektion. Die Adamts13” Mause
(n=16) hatten eine fast doppelt so hohe Pilzbelastung im Vergleich zu 129/Sv Mausen
(n=14) in der Lunge. Die Ausstreichung der Lungenhomogenate und Quantifizierung
der CFUs wurde von der Arbeitsgruppe Radsak (Universitdtsmedizin Mainz, Institut fir
Immunologie) durchgefiihrt. t-Test: *p<0,05. Angegeben sind die Mittelwerte + SEM.
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Auch in diesem Modell der invasiven Aspergillose konnte kein TTP-typischer
Thrombozytenabfall bei den Adamts13” Mausen nachgewiesen werden. Allerdings
zeigte sich, dass die Adamts13” Mause im Vergleich zu den Wildtyp Kontrolltieren mit
einer geringeren Rekrutierung an Leukozyten, insbesondere Granulozyten, auf das
Entzindungsmodell reagierten, was mit einer erhdhten Mortalitdt und einer stéarkeren

Ausbreitung der Pilze in der Lunge einherging.
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5 DISKUSSION

5.1 ETABLIERUNG EINES MAUSMODELLS ZUR UNTERSUCHUNG VON
TRIGGERFAKTOREN DER ANGEBORENEN TTP

Ein Mangel bzw. ein vollstdndiges Fehlen der ADAMTS13 Aktivitat ist eines der
Hauptursachen fir die Entstehung der TTP, dennoch ist es nicht alleine
ausschlaggebend fir die Entwicklung eines akuten TTP Schubes. Mittlerweile sind
viele Patienten beschrieben, die zwar dauerhaft einen starken Mangel an ADAMTS13
haben, Krankheitsschibe einer TTP traten dagegen nur nach Kontakt mit einem
zusatzlichen Triggerfaktor fir TTP auf. Diese Beobachtungen sind Ubereinstimmend
mit den Beobachtungen von Banno et al. und Motto et al., die Adamtsi3-defiziente
Mause zlchteten [1, 2].

Die Arbeitsgruppe von Banno et al.[2] ziichtete Adamts13” Mause auf einem 129/Sv
Hintergrund und veréffentlichte 2006 die ersten Ergebnisse zur Charakterisierung

dieser Mause.
Diese Mause wurden auch in der vorliegenden Arbeit verwendet.

Die Adamts13 Defizienz wurde durch den Ersatz eines Abschnitts der Exone 3-6 des
Adamts13 Gens mit einer Neomyzin-Resistenz-Kassette induziert. Dies ist auf DNA
Ebene mittels Genotypisierungs-PCR nachweisbar, was in der entsprechenden
Veroffentlichung gezeigt wurde und auch in dieser Arbeit (siehe Abbildung 5) bestatigt

werden konnte.

Um sicher zu gehen, dass der Knockout auch auf RNA Ebene vorliegt, wurde
zusatzlich eine qRT-PCR durchgefiihnrt. Da die Sternzellen der Leber als
Hauptexpressionsort fir Adamts13 bekannt sind [20, 21], wurde hierfir zunachst
Lebergewebe ausgewahlt. Mittlerweile sind aber auch weitere Expressionsorte flr
Adamts13 bekannt, unter anderem Thrombozyten und Endothelzellen [22, 23], sodass
die gRT-PCR zusétzlich mit Knochenmark der Mause durchgefuhrt wurde. In beiden
Gewebeproben von Adamts13” Mausen konnten keine Fluoreszenzsignale fir
Adamts13 RNA gemessen werden (siehe Abbildung 7 und Abbildung 9). Die als
Kontrollen verwendeten Gewebeproben von 129/Sv Wildtyp Mausen zeigten dagegen
einen eindeutigen Fluoreszenzanstieg fur Adamts13 RNA. Im Lebergewebe begann
dieser Anstieg bereits nach 30 PCR Zyklen, im Knochenmark dagegen erst spater
nach ca. 40 PCR Zyklen. Dies bestétigt die Leber als Hauptexpressionsort auch bei
Mausen und zeigt gleichzeitig das Vorhandensein von Adamits13-RNA im
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Knochenmark der Wildtyp Mause, wenn auch in wesentlich geringeren

Konzentrationen.

Ein funktioneller Ausschluss der Adams13 Aktivitat erfolgte mittels des quantitativen
FRETS-VWF73 Tests. Dieser zeigte eine mittlere Adamts13-Aktivitdt von 100 = 60
ng/ml im Plasma der Wildtyp M&use. Im Plasma der Adamts13” Mause konnte keine
Aktivitdt gemessen werden. Auffallig ist hier, dass die mittlere Adamts13 Aktivitat der
Wildtypmause wesentlich geringer ist, als dies im Plasma des Menschen der Fall ist.
Beim Mensch betragt der Referenzbereich der ADAMTS13 Aktivitét laut ACTIFLUOR™
ADAMTS13 Activity Kit von American Diagnostica 666 + 135 ng/ml. Die Mause zeigten
mit durchschnittlich 100 ng/ml nicht einmal ein Sechstel dieser Aktivitdt. Dies
entsprdche beim Menschen einer pathologischen Verringerung der ADAMTS13
Aktivitat, die unter anderem mit erhdéhtem Risiko fir frihzeitiges Auftreten von
Herzinfarkten und jugendlichen Schlaganfallen einhergehen kann. Dies konnte unter
anderem von Lambers et al. [150] gezeigt werden, die die ADAMTS13 Aktivitat bei 208
Kindern (0-18 Jahre) mit Schlaganfall untersuchten und eine deutliche Abnahme der
Aktivitat bei diesen Patienten nachweisen konnten. Kaikita et al. [151] verglichen die
ADAMTS13 Aktivitat bei Herzinfarktpatienten und Patienten mit stabiler Angina und
,Chest Pain Syndrom® und konnten ebenfalls einen Zusammenhang zwischen
erniedrigter ADAMTS13 Aktivitdt und dem Risiko und der Schwere eines Herzinfarkts
zeigen. Gleichzeitig zeigten sie, dass der VWF:AG Gehalt bei diesen Patienten erhéht
war und negativ mit der ADAMTS13 Aktivitéat korrelierte, was einen Verbrauch der
Protease durch die Bildung eines Enzym-Substrat Komplexes mit VWF in den
koronaren Thromben vermuten lasst. Die Wildtyp Mause mit physiologisch niedriger
ADAMTS13 Aktivitdt als auch die Adamts13” M&use mit kompletter Defizienz der
Protease Aktivitat zeigten jedoch in unbehandeltem Zustand keinerlei Anzeichen far
Herzinfarkte, Schlaganfélle oder &hnliche thrombotische Ereignisse.

Der Vergleich des VWF:AG Gehalts im Blut der Wildtyp Mause mit dem der
Adamts13” Mause zeigte keinen Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Sowohl
die Adamts13” als auch die 129/Sv Wildtyp M&use hatten eine basale VWF:AG
Konzentration im Plasma zwischen 300 und 400 mU/ml. Dieses Ergebnis unterscheidet
sich allerdings von den Ergebnissen von Banno et al. [2], die von einem erhdhten
VWF:AG Gehalt im Blut der Adamts13” Mause von 124% im Vergleich zu Wildtyp
Mausen (100%) berichteten. Dies konnte in unseren Untersuchungen nicht bestatigt
werden, was unterschiedliche Ursachen haben kann. VWF reagiert wie ein akute
Phase Protein, sodass es zu sehr groBen Konzentrationsschwankungen im Bilut
kommen kann [152, 153]. Die Ausschittung von VWF aus Megakaryozyten und
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Endothelzellen erfolgt sowohl konstitutiv als auch reguliert durch unterschiedliche
Stoffe wie z.B. Histamin, Epinephrin, NO und viele andere Entziindungsmediatoren
[60, 137]. Dies flihrt dazu, dass kleinste Veranderungen in Haltung und Handling der
Mause mit Schwankungen der VWF Werte einhergehen kénnen. Sowohl ein
unterschiedlicher Infektionsdruck als auch Stress vor oder wahrend der Blutabnahme
kénnen hier ausschlaggebend sein. Des Weiteren spielt die Art der Blutabnahme
ebenfalls eine wichtige Rolle, da die Gerinnung schon wéhrend der Blutabnahme
einsetzen kann. Dies geht mit einem Verbrauch von VWF einher und wirde so zu
niedrigeren VWF Werten im Plasma fUhren. Da in beiden Untersuchungen die gleiche
Art der Blutabnahme Uber den retroorbitalen Plexus am Auge der Mause angewandt
wurde, konnte dies hier jedoch ausgeschlossen werden,. Ein weiterer wichtiger Faktor
ist das Alter der Mause. Beim Menschen liegt der Referenzbereich fur die VWF
Konzentration bei Erwachsenen zwischen 40 bis 160% (0,4 — 1,6 U/ml). Bei Babys und
Kleinkindern ist er dagegen wesentlich héher und geht bis zu 260% [154]. Eine
Geschlechtsabhangigkeit des VWFs beim Menschen besteht nicht [154]. Bei M&usen
ist hierzu wenig bekannt. Die M&use sollten daher fir die Untersuchungen sowohl
innerhalb der Genotypen als auch in der Vergleichsgruppe alle das gleiche Alter
haben. Bei Banno et al. [2] wurden fir die ph&notypischen Untersuchungen mannliche
Mause im Alter von 8 bis 12 Wochen verwendet. In dieser Arbeit wurden sowohl
weibliche als auch mannliche Mause im Alter von 8 bis 16 Wochen und einem
durchschnittlichen Gewicht von 25 + 5 g verwendet, was die Diskrepanz erklaren
kénnte. Die Angaben des VWF:AG Gehalts in der Veréffentlichung von Banno et al.
erfolgt in Prozent bezogen auf den durchschnittichen VWF:AG Wert der Wildtyp
Mause, der als 100% gesetzt wurde. Ein direkter Vergleich zu den in dieser Arbeit
verwendeten Mausen ist daher nicht méglich.

Vergleicht man die VWF Konzentration der Mause mit der des Menschen ist auch hier
auffallig, dass diese bei Mausen wesentlich niedriger ist. Die in dieser Arbeit
untersuchten M&use hatten eine durchschnittlichen VWF:AG Konzentration von 325 +
50 mU/ml, was wesentlich unterhalb des Referenzbereichs des Menschen von 400 bis
1600 mU/ml liegt. Dies scheint jedoch keine Auswirkungen auf die Blutungsneigung
der Tiere zu haben und kdnnte eine Erklarung fir die ebenfalls niedrige Adamts13
Aktivitat sein, da VWF bisher als einziges Substrat von Adamts13 bekannt ist [2, 4].

Ein wichtiges Merkmal der TTP beim Menschen ist das Vorhandensein von ultralangen
VWF Multimeren im Plasma dieser Patienten, die durch die mangelnde bzw. nicht
vorhandene ADAMTS13 Aktivitat verursacht werden [41]. Das Multimermuster im
Plasma der Adamts13” Mause im Vergleich mit dem der Wildtyp Mause zeigte ein
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dem Menschen entsprechendes Bild. Die Adamts13” Mause hatten gréBere Multimere
im Plasma als Wildtyp Mé&use und eine sehr viel schwéacher ausgepragte
Triplettstruktur. Dies ist auch der Fall beim Vergleich von TTP Patientenplasma mit
gesundem Humanplasma [155]. In der Gegeniberstellung von Maus- und
Humanplasma zeigte sich, dass die langen Multimere der Wildtyp Mause jedoch
oberhalb der MultimergréBe des gesunden Humanplasmas lagen und in ihrer GréBe
vergleichbar mit den UL Multimeren der TTP Patienten waren. Die gré3ten Multimere
der Adamts13” Méause lagen nochmals héher als die der Wildtyp Mause. Diese
Beobachtungen sind (ibereinstimmend mit jenen von Banno et al. [2]. Die Adamtst13”
Mause von Motto et al. [1] unterscheiden sich jedoch von den hier verwendeten
Mausen, da sie auf einem gemischten 129/Sv und C57BL/6J Hintergrund geziichtet
wurden. Bei diesen Mausen konnte kein Unterschied im Multimermuster festgestellt
werden, sodass sowohl bei Wildtyp als auch bei Adamts13” Mausen UL VWF
Multimere im Plasma nachzuweisen waren. Somit fehlt diesen Mausen der TTP-
typische Phéanotyp des VWF Multimermusters. Dies ist vermutlich darauf zuriick zu
fihren, dass diese Mause eine verkirzte Form der Adamts13 Protease besitzen, die
durch den Einbau eines friihzeitigen Stopp-Codons im Adamts13 Gen zu einem
verkirzten C-terminalen Ende der Protease flihrt und mit einer geringeren Adamts13
Aktivitat einhergeht [27, 28].

Die besonders groBen Multimere sind hdmostaseologisch sehr viel aktiver als kleinere
Multimere, was bei der Erkrankung des Von Willebrand Syndroms (VWS) deutlich wird.
Patienten mit VWS Typ 2A leiden unter erhdhter Blutungsneigung, da sie einen
qualitativen Defekt des VWFs haben. Dieser stellt sich im Multimermuster mit einem
Mangel der groBen Multimere dar. Die erhdhte thrombotische Aktivitat wird durch die
vermehrte Anzahl an Bindungsstellen fir Thrombozyten und die GefaBwand erklart,
was eine bessere Adhdsion bedingt. Patienten mit VWS Typ 1 haben einen
quantitativen Defekt des VWFs und leiden dadurch ebenfalls unter leicht erhdhter
Blutungsneigung. Betrachtet man nun den VWF:AG Gehalt sowie das VWF
Multimermuster der Mause, koénnten die physiologisch niedrigen VWF:AG
Konzentrationen durch die besonders gro3en Multimere kompensiert werden.

Bei der Gegeniiberstellung der Blutbilder der Adamts13” und Wildtyp Mause zeigte
sich kein Einfluss der Adamis13 Protease auf die Thrombozytenzahl, den
Hamoglobingehalt und den Hamatokrit. Die durchschnittliche Leukozytenzahl der
Adamts13 Mause war geringgradig verringert, was jedoch fir die Mause als Modell fir
die TTP keine entscheidende Rolle spielte.
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Kollagen ist bekannt als einer der starksten Stoffe, um eine Plattchenadh&sion und
Plattchenaktivierung auszulésen [156, 157]. In gesunden GeféaBen besteht kein Kontakt
zwischen Kollagenfasern und den im Blutstrom zirkulierenden zunachst inaktiven
Plattchen. Kommt es zu einer Schadigung der GefédBwand und somit zur Freilegung
von Kollagenfasern, fihrt dies zum Kontakt zwischen Kollagen und den
Plattchenrezeptoren GpVI und a.4, was mit einer Aktivierung der Thrombozyten
einhergeht [157-159]. Das Stresshormon Epinephrin ist, vermittelt (ber einen G-Protein
Rezeptor auf der Plattchenmembran, ebenfalls ein starker Aktivator der Thrombozyten.
Diese Eigenschaften haben DiMinno und Silver 1983 genutzt und ein sehr simples
Mausthrombosemodell entwickelt [160]. Hierbei fihrte die intravendse Injektion einer
Mischung aus 15 pg Kollagen/Maus und 1,8 pg Epinephrin/Maus bei 94% der
getesteten Mause innerhalb von wenigen Minuten zum Tod. Die intraperitoneale
Verabreichung antithrombotischer Substanzen wie z.B. Aspirin konnte die
Uberlebensrate der Mause auf 60% verbessern, sodass sich dieses Modell zunéchst
als Mdglichkeit zur Evaluierung antithrombotischer Substanzen etablierte. Aber auch
zur Untersuchung eines pro- bzw. antithrombotischen Zustands in genetisch
veranderten Mausen kann dieses Modell schnell richtungsweisende Ergebnisse liefern.
So konnten Banno et al. [2] zeigen, dass die Adamts13” Mause einen
prothrombotischen Status im Vergleich zu Wildtyp Mausen aufwiesen, da die Injektion
von Kollagen plus Epinephrin in Adamts13” Mausen einen erhdhten
Thrombozytenverbrauch verursachte. Dieses in-vivo Experiment wurde zur
Charakterisierung der Adamts13” Mause in der vorliegenden Arbeit wiederholt (siche
Abbildung 22) und konnte den prothrombotischen Status der Mause bestatigen. Einen
weiteren Nachweis des prothrombotischen Status lieferten Banno et al.[2] in einem ex-
vivo Flusskammerversuch. Hierbei wurde die Thrombusbildung in Vollblut von Wildtyp
und Adamts13” Mausen in Kollagen-beschichteten Flusskammern verglichen. Es
konnte kein Unterschied in der primaren Adh&sion der Platichen an Kollagen
festgestellt werden, wobei das Thrombusvolumen im Vollblut der Adamts13” Méause
nach 3,5 min rapide anstieg und sich ein signifikanter Unterschied im
Thrombusvolumen der Adamts13” Mause im Vergleich zu den Wildtyp Mausen nach
5,5 min darstellte. Motto et al. [1] konnten ebenfalls einen prothrombotischen Status
ihrer Adamts13” Mause zeigen. Sie untersuchten intravitalmikroskopisch die
Plattchenadhéasion in MesenterialgefaBen von Adamts13” und Wildtyp Mausen nach
Stimulation der Ausschittung von UL VWF aus den Weibel-Palade Kérperchen der
Endothelzellen. Auch hier war kein Unterschied in der initialen Plattchenadhésion zu
erkennen, wobei die Thrombozytenadhasion in den MesenterialgefaBen der Wildtyp
Mause schnell nachlieB und sich innerhalb 5 min wieder die Ausgangssitutation
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einstellte. Bei den Adamts13” Mausen zeigte sich dagegen eine verlangerte Adhasion
der Plattchen Uber 8 bis 15 min, die bei einzelnen Knockout Mausen auch Gber den
gesamten Beobachtungszeitraum von 35 min anhielt.

Da bei der Entstehung der TTP viele verschiedene Faktoren (ADAMTS13, von
Willebrand Faktor, Thrombozyten, Endothelzellen, extrazellulare Matrix u.a.) beteiligt
sind und die Strémungsbedingungen des Blutes hierbei eine wichtige Rolle spielen,
l&sst sich die Entwicklung der TTP bisher nur an intakten Organismen, also am
Menschen oder an Versuchstieren, untersuchen. Neben den Mausmodellen der
angeborenen TTP entwickelten Feys et al. [161] ein TTP Modell im Bé&renpavian.
Hierbei handelte es sich um ein Tiermodell der erworbenen TTP. Die ADAMTS13
Defizienz wurde durch mehrmalige Injektion eines anti-ADAMTS13 Antikérpers
ausgeldst und fihrte innerhalb weniger Stunden zu einer starken Thrombozytopenie
mit Schistozyten im Blutausstrich, massivem LDH-Anstieg sowie Hamoglobin- und
Haptoglobin-Abfall. TTP-typische Mikrothrombosen waren in Niere, Herz, Gehirn und
Milz nachweisbar, nicht jedoch in der Lunge. Interessanterweise wurde das VWF-
Multimermuster durch die Behandlung nicht veréndert. Es waren keine UL-VWF
Multimere nachweisbar. Die Tiere entwickelten zwar innerhalb klrzester Zeit ein sehr
typisches hamatologisches Bild der TTP, das Allgemeinbefinden der Tiere war
wahrend des Beobachtungszeitraums von 4 Tagen jedoch nicht beeintrachtigt und die
Blutwerte normalisierten sich innerhalb von 4 Tagen nach Absetzen der Antikérper
Injektion wieder. Das Modell eignet sich somit sehr gut fir Untersuchungen der friihen
Phase der TTP, die auf Grund der fehlenden klinischen Symptome beim Menschen
meist unbemerkt verlauft [41, 161-163]. Aber auch zur Untersuchung von neuen
Behandlungsmethoden ist dies ein gutes Modell, da es bei allen behandelten Tieren
TTP-typische Laborwerte ausléste, ohne das Allgemeinbefinden der Tiere zu
beeintrachtigen [161, 164]. Die TTP-typischen Veranderungen wurden ausschlieB3lich
durch die ADAMTS13 Defizienz ausgel6st ohne zusatzliche Triggerfaktoren.
Interessanterweise entwickelten die Kontrolltiere dieser Untersuchungen ebenfalls
einen leichten ADAMTS13 Abfall, was jedoch keinerlei Symptome ausléste. Die Tiere,
die mit inhibitorischem Antikdrper behandelt wurden, zeigten einen so starken
ADAMTS13 Abfall, dass keine Aktivitit mehr messbar war. Dies bestatigt die
Hypothese von Bianchi et al. [165], dass ein bestimmter Schwellenwert an ADAMTS13
Aktivitdt (<5%) unterschritten werden muss, um spontan TTP-typische Symptome
auszulésen. Abgesehen davon, dass es sich um ein Modell der erworbenen TTP
handelt, unterscheidet sich somit das Pavianmodell deutlich vom Mausmodell der TTP,
wo eine angeborene ADAMTS13-Defizienz alleine noch keine spontane TTP auslést.
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Ob die Mause den angeborenen Verlust von Adamis13 mit anderen Proteasen
kompensieren, wie z.B. Elastase, Proteinase 3 oder Cathepsin G, die ebenfalls VWF
spalten kénnen [166], ist noch nicht geklart und bedarf weiterer Forschung. Ebenso ist
es bislang nicht ausreichend untersucht, ob zuséatzliche, bislang unbekannte Faktoren
vorhanden sein missen, die z.B. eine Endothelschadigung bewirken.

Insgesamt gesehen entsprechen die Adamts13” Mé&use jedoch in vielerlei Hinsicht
Patienten mit angeborener TTP. Sie hatten keine nachweisbare enzymatische Aktivitat
der Adamts13, was mit UL VWF Multimeren im Plasma und einem prothrombotischen
Zustand einherging. Dennoch entwickelten die Mause keine spontane TTP.

Somit ist es mdglich mit Hilfe dieses Mausmodells der angeborenen TTP weitere
Triggerfaktoren und deren zugrunde liegende Pathophysiologie zu erforschen.
Dennoch liefert es keine Erklarung fir ein scheinbar spontanes Auftreten der TTP bei
einigen Patienten mit schwerem ADAMTS13 Mangel, sodass eine Ubertragung auf den
Menschen bei diesem murinen Modell der TTP nur begrenzt mdglich ist.

5.2 DIE ROLLE DES VWFs ALS TRIGGERFAKTOR FUR DIE TTP

Dass der VWF eine entscheidende Rolle bei der Erkrankung der TTP spielt, ist
unumstritten. Der Nachweis UL VWF Multimere im Plasma von TTP Patienten ist
neben dem Mangel an ADAMTS13 eines der Hauptkriterien in der Diagnosestellung
der TTP [96]. Gleichzeitig scheint das Vorkommen dieser UL VWF Multimere nicht
alleine ausschlaggebend fir den Eintritt eines akuten Krankheitsschubes zu sein, da es
TTP-Patienten gibt, die sowohl wahrend eines akuten TTP-Schubes als auch innerhalb
langer Remissionsphasen nachweisbar UL VWF Multimere im Plasma haben [164].
Dies ist vergleichbar mit den Adamts13” Mausen. Der alleinige Knockout der
Adamts13 Protease mit den daraus resultierenden UL VWF Multimeren im Blut dieser
Tiere 16st keine TTP typischen Symptome aus [2].

Eine unphysiologisch hohe Injektion rhVWFs in die Schwanzvene dieser Tiere flhrte
dagegen innerhalb weniger Minuten zu einem starken Thrombozytenabfall mit
Auftreten weiterer TTP-typischer Symptome. Die Mause zeigten in unterschiedlich
starkem Ausmaf neurologische Ausfallerscheinungen, hatten Fragmentozyten im
Blutausstrich sowie einen starken LDH Anstieg und einen Abfall des Hamatokrits im
Blut [123]. Die histologischen Veranderungen waren jedoch nicht Ubereinstimmend mit
denen des Menschen. Die starksten Veranderungen zeigten sich bei den Mausen im
Herzen. Dort kam es zu Einblutungen, Nekrosen sowie Einwanderung von
Entziindungszellen. In der Niere waren Nekrosen der Tubuli zu erkennen. Im Gehirn,

welches eines der am meisten betroffenen Organe beim Menschen ist, waren dagegen
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keine Veranderungen nachweisbar. Trotz der heftigen Reaktionen dieser Mause auf
die Injektion des rhVWF, flihrte die Behandlung nicht zum Tod der Tiere. Bis auf
interstitielle Fibrosen im Herzen, scheinen sich die Mause innerhalb von 14 Tagen
komplett erholt zu haben.

Im Vergleich dazu fiihrte die gleiche Konzentration (2000 RCoU) eines humanen VWF
Konzentrates dagegen nicht zu TTP-typischen Symptomen in Adamts13” Mausen. Die
Mause zeigten keinerlei Verdnderungen des Verhaltens und die Thrombozytenzahlen
waren nach 8 h unverdndert (siehe Abbildung 32). Auch die doppelte Dosierung des
VWF Konzentrats I6ste keine Thrombozytopenie aus. Somit kann alleine die Erhéhung
des VWF Antigenspiegels im Blut der Mause nicht ausschlaggebend flr die
Entwicklung der TTP sein.

Bei der Gegenlberstellung der Multimermuster des rhVWFs und des humanen VWF
Konzentrates war ein deutlicher Unterschied zu erkennen (siehe Abbildung 34 und
Abbildung 35). Im Multimermuster des rhVWF waren UL VWF Multimere nachweisbar,
Triplettbanden fehlten jedoch. Dies bestétigt, dass rhVWF bei seiner Herstellung
keinerlei Kontakt zu ADAMTS13 hatte. Im Gegensatz dazu fehlten die UL Multimere im
humanen VWF Konzentrat und es waren klare Triplettbanden zu erkennen, sodass das
Multimermuster des VWF Konzentrats dem gesunder Probanden mit ADAMTS13
Aktivitdt entsprach. Dies lasst den Ruickschluss ziehen, dass insbesondere die
Erhdhung der UL VWF Multimere als Triggerfaktor bedeutend ist, was auch
vergleichbar mit den Ergebnissen von Motto et al. [1] ist. Die zunachst auf einem
gemischten C57BL/6J und 129X1/Svd Hintergrund gezlchteten Adamtsi13-defizienten
Mause entwickelten sich komplett normal ohne spontane Anzeichen einer TTP. Eine
Rlckkreuzung der Mause mit CASA/Rk Mausen, die einen 5-10-fach héheren VWF
Spiegel im Blut haben [167] und durch die Adamts13-Defizienz UL VWF Multimere im
Vergleich zu ihren Kontrollen entwickelten, fihrte zu TTP-typischen Symptomen bei
diesen Mausen. Einige dieser Mause wiesen spontane mikroangiopathische
Veradnderungen auf. Sie zeigten eine Thrombozytopenie mit Fragmentozyten im
Blutausstrich, VWF-reiche und Fibrin-arme hyaline Mikrothombosen in verschiedenen
Organen, unter anderem auch im Gehirn, und starben friher als die Wildtyp
Kontrolltiere. Shigatoxin (Stx) als zusétzlicher Triggerfaktor ldste in Adamts13”
Méausen mit gemischtem C57BL/6J und 129X1/Svd Hintergrund keine TTP-typischen
Symptome aus. Nach Ruckkreuzung mit CASA/Rk Mausen und somit bedingtem
erhéhtem VWF:AG Spiegel im Blut, fuhrt die Behandlung mit Stx zur Ausbildung einer
Thrombozytopenie mit Fragmentozyten und TTP-typischen Mikrothrombosen in
verschiedenen Organen [1]. Somit scheint der VWF wiederum ausschlaggebend fiir die
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erhéhte Empfindlichkeit fir TTP-typische Symptome bei diesen Mausen zu sein, auch
wenn keine Korrelation zwischen erhdhtem VWF Antigen Spiegel und erhéhter
Mortalitét, basalem Thrombozytenwert und Stérke der Thrombozytopenie zu erkennen
war. Dies spricht gegen eine alleinige Erhéhung des VWF:AG Spiegels als
Triggerfaktor fir TTP, sodass wahrscheinlich die strukturelle Zusammensetzung des
VWEFs die entscheidende Rolle spielt.

Eine endogene Erhéhung des VWF:AG Spiegels durch intraperitoneale Injektion von
Histamin, was die Ausschiuttung des VWFs aus Weibel-Palade Kérperchen der
Endothelzellen und a-Granula der Plattchen stimuliert [60, 124, 137, 168], flhrte zu
einer maximalen Erhdéhung des VWF:AG Spiegels auf das Doppelte des
Ausgangswertes (siehe Abbildung 37). Dies reichte nicht aus, um TTP-typische
Symptome in Adams13” Mausen auszuldsen (sieche Abbildung 39). Im Vergleich dazu
fihrte die Injektion von 2000 RCoU rhVWF bzw. Wilfactin zu einem 20- bis 50-fachen
Anstieg des VWF:AG Spiegels im Blut der M&use. Diese extrem hohe Dosierung fuhrte
allerdings nicht nur zu einem Abfall der Thrombozytenzahlen im Blut der Adamts13™
Mause um Uber 90%, sondern auch zu einem Abfall der Thrombozytenzahlen bei
Wildtyp M&usen um ca. 30%. In wie weit man diese Konzentration weiter senken kann,
um bei Adamts13” Mausen immer noch TTP-typische Symptome auszuldsen, ist
bisher nicht bekannt und bedarf weiterer Forschung.

Es scheint allerdings so, dass insbesondere die Qualitat aber auch die Quantitat des
VWFs eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung der TTP spielen [164] und ein
Schwellenwert an UL VWF Multimeren im Blut der Mause benétigt wird, um eine
ausreichend starke Thrombozytenaktivierung auszulésen, die mit TTP-typischen
Symptomen einhergeht.

5.3 DIE HISTON-INDUZIERTE THROMBOZYTENAKTIVIERUNG IST BEI
ApAMTS13” MAUSEN GERINGER AUSGEPRAGT ALS BEI 129/Sv
MAUSEN

Histone sind kleine basische Proteine, die hauptséachlich im Zellkern lokalisiert sind und
hierbei fur die Organisation der DNA in Form von Nukleosomen verantwortlich sind.
Extrazellular konnten Histone sowohl bei kranken als auch gesunden Probanden im
Blut nachgewiesen werden. Die Ausschittung von Histonen kann infolge des Zelltods
auftreten [169]. Neutrophile und basophile Granulozyten sowie Mastzellen kénnen aber
auch aktiv Histone ausschutten, was mit der Bildung von ,NETs" (engl. neutrophil
extracellular Traps) einhergeht und auch als ,NETosis“ bezeichnet wird [170-172].

104



Diskussion

Hierbei handelt es sich um einen Abwehrmechanismus des angeborenen

Immunsystems.

Fuchs et al. [138] bestimmten die Konzentration an DNA und Histonen im Plasma
verschiedener TMA Patienten (TTP, HUS, krebs-assoziierte TMA und TMA Patienten
unklarer Genese) wahrend eines akuten Krankheits-Schubes und in Remission. Dabei
konnten sie zeigen, dass im Plasma dieser Patienten wahrend des akuten Krankheits-
Schubes stark erhéhte Werte an DNA und Nukleosomen nachweisbar waren. Sie
stellten daher die Hypothese auf, dass Histone als mdgliche zusatzliche
Triggerfaktoren (,second hit*) agieren und insbesondere in Adamts13-defizienten
Patienten die Auslésung eines akuten TTP-Schubes beginstigen. AuBerdem kamen
sie zu dem Ergebnis, dass vor allem bei Patienten mit dauerhaft niedrigen ADAMTS13
Werten die Messung von DNA, Histonen und Myeloperoxidase als Biomarker fur einen
akuten Schub dienen kann, da die Konzentration dieser Stoffe nur wahrend des
Schubes stark anstieg und sich innerhalb der Remission wieder normalisierte.

Um einen méglichen Zusammenhang zwischen ADAMTS13 und Histon-abhangiger
Thrombozytenaktivierung und Thrombose zu untersuchen, wurden Adamts13” Mause
und die entsprechenden Wildtyp Mause intravenés mit Histonen in unterschiedlichen
Konzentrationen behandelt.

Die intravendse Injektion von Histonen in Mause fihrt zu einer bevorzugten Bindung
der Histone an Thrombozyten mit daraus resultierender Thrombozytenaktivierung
[148]. Diese wird unter anderem durch einen intrazellularen Ca?*-Anstieg mit darauf
folgender Aktivierung der allbB3 Integrine ausgelést und fihrt zur Vernetzung von
Thrombozyten Uber Fibrinogen [148, 173]. AuBerdem flhren Histone zu einer
verstarkten Thrombin-Bildung, die Uber die Thrombozytenrezeptoren TLR2 und TLR4
vermittelt wird [174]. Es kommt innerhalb weniger Minuten zur Bildung von Histon-
reichen Thrombozytenaggregaten in der Lunge mit einer stark ausgepragten
Thrombozytopenie und bei entsprechender Dosierung fuhren Histone letztendlich zum
Tod der Tiere innerhalb weniger Minuten [148, 175]. Die klinischen Symptome der
stark ausgepragten Thrombozytopenie und die Thrombozytenaggregate in der Lunge
sind vergleichbar mit den typischen Symptomen eines akuten TTP-Schubes beim
Menschen. Ein weiterer Faktor, der die ,second hit“- Hypothese verstarkt, ist die
Tatsache, dass Histone die Ausschittung von VWF aus Endothelzellen und
Thrombozyten bewirken [176] sowie die zytotoxische Wirkung von Histonen auf
Endothelzellen [175]. Der gemeinsame Mechanismus der Triggerfaktoren, Uber eine
Aktivierung des Endothels oder aber auch durch Endothelzellschadigung und der
daraus resultierenden Ausschittung von UL VWF aus den Weibel-Palade-Kérperchen
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den Ausbruch eines akuten TTP-Schubes zu bewirken, wird seit I&ngerer Zeit diskutiert
[41, 88, 137, 164, 177].

Dennoch konnten keine Unterschiede in der Histon-abhangigen
Thrombozytenaktivierung bei Adamts13” Mausen im Vergleich zu deren Wildtyp
Kontrolltieren bei hoher Dosierung festgestellt werden (siehe Abbildung 40). Die
hochgradige Thrombozytopenie bei einer Dosierung von 50 mg/kg KGW Histone, die
innerhalb 15 min nach Injektion eintrat, lag bei beiden Versuchsgruppen bei Uber 90%.
Auch bei einer Dosierung von 25 mg/kg KGW Histone konnten keine Unterschiede
zwischen Wildtyp und Adamts13” Mausen festgestellt werden. Bei einer sehr niedrigen
Dosierung der Histone von 12,5 mg/kg KGW reagierten die Adamts13” Mause
Uberraschenderweise mit einem geringeren Thrombozytenverbrauch als die
entsprechenden Wildtyp Mause. Dieses Ergebnis widerspricht der Hypothese von
Fuchs et al.,, die Histone als ,second hit* bei Adamts13-defizienten Patienten
diskutierten. Weshalb die Adamts13” Mause mit einem  geringeren
Thrombozytenverbrauch reagierten, ist noch unklar und bedarf weiterer Forschung.
Eine mdgliche Erklarung hierfiir kdnnte allerdings die Bindung von Histonen an VWF
darstellen [178, 179]. Der bei Adamts13” Mausen im Plasma zirkulierende UL VWF
weist mehr Bindungstellen flr Proteine auf als VWF in nicht ultralanger Form [60, 180].
Histone sind positiv geladene Proteine und binden an VWF in der A1 Domaéne, die
negativ geladen ist [179]. Diese Bindung der Histone an VWF beeinflusst allerdings
nicht die VWF bedingte Thrombozytenaktivierung durch Ristocetin bzw. Botrocetin
[179]. Somit ware eine mdgliche Erklarung fir den geringeren Thrombozytenverbrauch
in Adamts13” Mausen, dass der bei diesen Mausen vorkommende UL VWF einen
héheren Anteil der injizierten Histone abféngt als bei 129/Sv Wildtyp Mausen ohne UL
VWEF. Somit wirden weniger Histone fir die Interaktion mit Thrombozyten im Plasma
zirkulieren, was eine geringere Histon-abhangige Thrombozytenaktivierung erklaren
konnte. Diese Hypothese wurde allerdings dafiir sprechen, dass Patienten mit
dauerhaft niedriger ADAMTS13 Aktivitat und somit zirkulierendem UL VWF im Plasma
gegen geringe Mengen an Histonen und der damit verbundenen
Thrombozytenaktivierung geschitzt sind. Die hohen Histon Werte wahrend eines
akuten TTP Schubes wéaren somit lediglich eine negative Begleiterscheinung der TTP-
Schibe. Entziindungen und Infektionen stellen mit die haufigsten Ursachen fiir einen
akuten TTP-Schub dar [181, 182]. Neutrophile Granulozyten reagieren auf Infektionen
und damit meist einhergehenden Entziindungen mit einer Ausschittung von NETs
[171]. Diese bestehen hauptséchlich aus DNS, Histonen und weiteren antimikrobiellen
Proteinen, was die hohen Histonkonzentrationen wéhrend der Schiibe erklaren kann
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[171]. Somit kann die Messung der Histonkonzentration wahrend eines TTP-Schubes
zwar als Anhaltspunkt fir die Schwere des Schubes dienen [138], es scheint jedoch
so, als dass Histone selbst nicht fir die Auslésung des TTP- Schubes verantwortlich
sind.

5.4 DIE ROLLE VON ADAMTS13 BEI CHININ-BEDINGTER
THROMBOZYTOPENIE

Chinin, ein Alkaloid, das aus der Chinarinde gewonnen wird, wird unter anderem als
Bitterstoff in Lebensmitteln aber auch in Medikamenten eingesetzt. Die haufigste
medikamentdse Anwendung findet es als Mittel gegen néachtliche Wadenkrampfe,
wogegen es schon seit Uber 60 Jahren eingesetzt wird. Aufgrund vieler unerwinschter
Nebenwirkungen ist sein Einsatz mittlerweile sehr umstritten. Es kann gastrointestinale
Stérungen ausldésen, hat neurotoxische und nephrotoxische Wirkungen, fuhrt bei hoher
Dosierung zu einem starken Blutdruckabfall und ist neben Mitomycin C, Cyclosporin,
und Ticlopidin mit eines der 4 haufigsten Medikamente, die eine Thrombozytopenie
beim Menschen auslésen kdnnen [183]. Ein Zusammenhang zwischen ADAMTS13
und der Chinin-bedingten Thrombozytopenie ist noch nicht ausreichend geklart,
weshalb die Wirkung von Chinin in Adamts13” Mausen untersucht werden sollte.

Hierfir wurden zwei unterschiedliche Modelle angewendet. Zunachst wurde getestet,
welche Folgen eine einmalige hochdosierte orale Chinin-Gabe bei Adamts13” Mausen
hat, da mehrere Falle beschrieben sind, bei denen die einmalige Chinineinnahme zur
Ausldsung einer TTP fUhrte [139, 141, 142].

Da den meisten Chinin-bedingten Thrombozytopenien eine langere Chinineinnahme
voraus ging und dabei auch meist die Entwicklung Chinin-abh&ngiger Antikérper gegen
Thrombozyten und teilweise auch gegen weitere Blutzellen beobachtet werden konnte
[184-188], wurde in einem zweiten Versuchsmodell die Chinin-Gabe kontinuierlich tber
das Trinkwasser Uber einen Zeitraum von 3 Wochen durchgefihrt. Nach einer Chinin-
freien Zeit von weiteren zwei Wochen wurde nochmals eine einmalige hohe Dosis

Chinin verabreicht, um eine mdgliche Sensitivitat gegentber Chinin zu Uberprifen.

Entgegen der Erwartungen konnte in beiden Versuchsmodellen sowohl bei den
Adamts13” als auch bei den Wildtyp Mausen kein Einfluss des Chinins auf die
Blutbilder, insbesondere die Thrombozytenzahlen, der M&ause festgestellt werden
(Siehe Abbildung 41 und Abbildung 48).

Die Chinin-abhangige Thrombozytopenie wird immer wieder in Zusammenhang mit
dem Krankheitsbild der TTP beschrieben, wobei die Bezeichnung TTP in diesem

Zusammenhang mittlerweile umstritten ist. In ersten Berichten Gber Chinin und dessen
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Wirkung auf Thrombozyten und andere Blutzellen, wurden die Krankheitsbilder
unterschiedlich bezeichnet. Allen gemeinsam war jeweils die plétzlich auftretende und
sehr starke Thrombozytopenie [139, 140, 189-193]. Weitere Krankheitssymptome
waren jedoch recht unterschiedlich. Webb et al. [190] berichteten 1980 von einer
Chinin bedingten akuten intravasalen Hamolyse wahrend Spearing et al.[191] im
selben Jahr drei Falle von Chinin verursachter disseminierter intravasaler Gerinnung
beschrieben. Bei allen drei Féllen handelte es sich um Frauen, die Chinin-haltige
Tabletten gegen Wadenkrampfe einnahmen und bei allen drei Frauen konnten
Antikdrper gegen Thrombozyten nachgewiesen werden. Barr et al. [192] sprachen
nach wiederholtem Auftreten von akutem Nierenversagen zusammen mit starker
Thrombozytopenie bei einer 63-jahrigen Frau von einer Chinin-Hypersensitivitat. Das
Nierenversagen trat das erste Mal wenige Stunden nach der Einnahme eines Chinin-
haltigen Sedativums auf, die beiden weiteren Male waren Chinin-haltige Getranke
Ursache fir das Nierenversagen. Sie diagnostizierten eine disseminierte intravasale
Gerinnung mit sekundarer Thrombozytopenie. Auch Belkin [189] berichtete bereits
1967 von einer Chinin-Sensitivitat. Hierbei reagierte eine junge Frau wiederholt mit
starkem Thrombozytenabfall nach dem Genuss einiger Chinin-haltiger Cocktails. Er
bezeichnete die Erkrankung daher als ,Cocktail purpura®“ und konnte zeigen, dass die
Thrombozytopenie Folge der Zerstérung von Thrombozyten auf Grund von
Autoantikérpern war, welche nur in Gegenwart von Chinin stattfand. Weitere
Untersuchungen auf Chinin-abhdngige Antikérper bestatigten diese Beobachtungen
und zeigten, dass insbesondere die Glykoproteine (GP) llb/llla und Ib/IX auf der
Thrombozytenmembran Epitope fiir die Chinin-abhangigen Antikérper darstellten [184,
185, 188, 194, 195]. Chinin-bedingte Antikdrper gegen andere Zellen (Erythrozyten,
Granulozyten, Lymphozyten und Endothelzellen) wurden ebenfalls beschrieben [140,
186, 193, 196, 197].

Sehr haufig wurde von Chinin-bedingtem Hamolytisch-urédmischem Syndrom (HUS)
berichtet ([139, 140, 183, 197-201]). Die Krankheitsbilder TTP und HUS &hneln sich
stark und konnten lange Zeit kaum auseinander gehalten werden, sodass haufig die
gemeinsame Bezeichnung TTP-HUS verwendet wurde. Waren die neurologischen
Ausfélle starker, so sprach man eher von TTP. War die Niereninsuffizienz das
dominierende Symptom, so bezeichnete man die Erkrankung als HUS [41, 202]. Erst
nach weiterer Erforschung der Pathophysiologie der beiden TMAs, konnten klarere
diagnostische Kriterien festgelegt werden. Thompson und Winterborn stellten 1981 den
Zusammenhang zwischen Stérungen des alternativen Weges  des
Komplementsystems und atypischem HUS (aHUS) fest [203]. Eculizumab, ein
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humanisierter monoklonaler Antikérper gegen Komplementfaktor C5 hemmt den
gesamten alternativen Signalweg des Komplementsystems und wird seit 2011 zur
Behandlung von aHUS empfohlen [204, 205]. Obwohl auch schon bei TTP Patienten
Stérungen des Komplementsystems festgestellt werden konnten, scheint dies bei der
Pathophysiologie der TTP eine untergeordnete Rolle zu spielen [206-208]. Eines der
wichtigsten diagnostischen Merkmale der TTP ist mittlerweile eine stark verminderte
ADAMTS13-Aktivitdt (<5%), wohingegen die ADAMTS13-Aktivitat bei HUS und
anderen TMAs meist Uber 10% liegt [82, 177, 209]. Die Aktivitdt von ADAMTS13 wurde
jedoch in den meisten Berichten Uber Chinin-bedingte Thrombozytopenien zun&chst
nicht untersucht. Vesely et al. [163] berichteten 2003, dass in 12 von 12 Chinin-
bedingten TTP/HUS-Fallen kein ADAMTS13 Mangel vorlag und Park et al. [210]
konnten dies 2009 mit weiteren 6 Chinin-bedingten TMA Patienten bestéatigen. Sie
beflrworteten daher die Bezeichnung Chinin-TMA anstelle von Chinin-TTP/HUS. Dies
ist Ubereinstimmend mit den Ergebnissen dieser Arbeit, die ebenfalls keinen
Zusammenhang zwischen Chinin und ADAMTS13 in Mausen zeigten. Eventuell
spielen aber hierbei auch die Unterschiede zwischen Maus und Mensch eine Rolle.

Zusammenfassend kann somit davon ausgegangen werden, dass es sich bei der
Chinin-bedingten thrombotischen Mikroangiopathie méglicherweise nicht um eine TTP,
sondern eher um eine Immunthrombozytopenie mit Autoantikbrpern gegen
Thrombozyten handelt und ADAMTS13 hierbei wahrscheinlich keine entscheidende
Rolle spielt.

5.5 BAKTERIELLE ENTZUNDUNGEN UND PILZINFEKTIONEN DER LUNGE
SIND KEINE TRIGGERFAKTOREN FUR TTP BEI ADAMTS13” MAUSEN

Sowohl leichte als auch schwere Entziindungen bis hin zur Sepsis gehen sehr hdufig
einem akuten TTP Schub voraus [138, 182, 211]. Daher werden Entziindungen, bzw.
die damit einhergehenden Immunreaktionen als Triggerfaktoren far TTP beim
Menschen diskutiert. Entzindungen fuhren zu einer Ausschuttung von VWF aus den
Endothelzellen und gleichzeitig sinkt der Gehalt an ADAMTS13 im Plasma, sodass
schon bei verschiedenen Entziindungsreaktionen eine inverse Korrelation zwischen
dem Antigengehalt von VWF und ADAMTS13 nachgewiesen werden konnte [212-216].
Wie schon in Kapitel 5.2 diskutiert, scheint VWF eine entscheidende Rolle bei der
Entwicklung akuter TTP-Schiibe zu spielen. Gleichzeitig ist er entscheidend an der
Entwicklung der endothelialen Dysfunktion wahrend Entziindungsprozessen beteiligt
und hierbei mit verantwortlich fir die Entstehung von Multiorganschaden durch multiple
Mikrothrombosen [217], typische Symptome der TTP. Ob Entzindungen bei
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Adamts13” Mausen eine TTP auslésen, wurde mit zwei verschiedenen

Entzindungsmodellen untersucht.

Zunachst wurden die Auswirkungen der LPS-induzierten akuten Lungenschédigung in
Adamts13” Mausen analysiert. LPS ist Bestandteil der Zellwand gram-negativer
Bakterien und fahrt zu einer schnellen und starken Entzindungsreaktion mit
Aktivierung von akute Phase Proteinen, unter anderem IL-6 [218]. IL-6 hemmt die
Spaltung von UL VWF durch ADAMTS13, wéhrend die proinflammatorischen Zytokine
IL-8 und TNFa die Ausschittung von UL VWF aus Endothelzellen stimulieren [219].
Erhéhte VWF:AG Konzentrationen im Plasma von Sepsis Patienten gelten als
frihzeitiger Indikator fOr akute Lungenschadigung, wahrend eine verringerte
ADAMTS13 Aktivitdt mit einer schlechten Prognose bei Sepsis-induzierten
Organschaden einhergeht [216, 220]. Diese Beobachtungen sind vergleichbar mit den
Beobachtungen von Mimuro et al., die einen starken Anstieg des VWFs mit messbaren
UL VWF und gleichzeitigem Abfall der ADAMTS13 Aktivitdt im Plasma von C57BL/6
Mausen nach intraperitonealer Injektion von LPS nachweisen konnten [221]. Sie
folgerten daraus, dass das Missverhaltnis zwischen VWF und ADAMTS13 urséachlich
fir den thrombotischen Status bei Endotoxé@mie ist [221]. Des Weiteren fuhrt LPS zu
einer Aktivierung von Thrombozyten und Endothelzellen und wird auch daher als
méglicher Ausléser von TMAs diskutiert [222-224]. Obwohl sich die ADAMTS13™
Mause bereits vor Behandlung in einem prothrombotischen Status befanden und die
intratracheale Verabreichung von LPS eine starke Entziindungsreaktion mit besonders
starkem Anstieg von IL-6 bei ADAMTS13” Mausen (unverdffentlichte Daten von M.
Bosmann) ausléste, konnte keine Thrombozytopenie als Anhaltspunkt fir eine TTP
festgestellt werden (siehe Abbildung 49). Somit konnte die LPS induzierte akute
Lungenschadigung als Trigger fir TPP bei Adamts13” Mé&usen ausgeschlossen
werden. Auch bei der Aspergillus fumigatus bedingten Pneumonie konnte eine starke
Entziindungsreaktion der Mause nachgewiesen werden [225], dennoch wurde auch
hier keine Thrombozytopenie ausgeldst (siehe Abbildung 51). Diese Ergebnisse sind
vergleichbar mit den Ergebnissen von Lerolle et al., die eine durch Ligatur und
Punktion des Cécums ausgeldste Sepsis in Adamts13” Mausen untersuchten [215]. In
diesem Sepsis Modell konnte zwar eine starke Erhdhung der VWF:AG Konzentration
mit gleichzeitig starkem Abfall der Adamts13 Aktivitat in Wildtyp Mausen nachgewiesen
werden, TTP-typische Symptome wie Thrombozytopenie, Mikrothrombosen in Leber
oder Niere und eine verkiirzte Uberlebensdauer in Adamts13” M&usen lagen jedoch
nicht vor [215]. In einem durch intraperitoneale LPS-Injektion ausgelésten
Endotoxamie/Sepsis Modell konnte ebenfalls kein Unterschied in der Starke der
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Thrombozytopenie zwischen Adamts13” und Wildtyp Mausen festgestellt werden [4].
All diese Beobachtungen unterscheiden sich stark von den Beobachtungen der TTP
beim Menschen, sodass man davon ausgehen kann, dass bakterielle
Entziindungsreaktionen und Pilzinfektionen der Lunge bei Adamts13” Mausen im
Gegensatz zum Menschen keine entscheidende Rolle als Triggerfaktoren fir TTP
spielen.

Neben der fehlenden Thrombozytopenie nach Auslésung der Entzindungen in der
Lunge zeigten die Adamts13” Mause jedoch Auffalligkeiten bei der Immunreaktion auf
die Entzindungen. Sowohl bei der LPS-induzierten akuten Lungenschadigung
(unverdffentliche Daten von M.Bosmann) als auch im A. fumigatus Modell fUhrten die
ausgeltsten Entzindungen zu deutlich verminderten Leukozytenzahlen im Blut der
Adamts13” Mause im Vergleich zu Wildtyp M&usen und gleichzeitig waren auch
weniger Leukozyten in der Bronchoalveolarlavage der Adamts13” Mause nachweisbar
(siehe Abbildung 50 sowie Abbildung 52 und Abbildung 54). Diese Beobachtungen
wurden im Modell der A.fumigatus Pneumonie weiter untersucht. Hierbei zeigte sich,
dass die verringerte Anzahl der neutrophilen Granulozyten bei Adamts13” Mausen im
Vergleich zu Wildtyp M&usen sowohl im Blut als auch in der Lunge zu einer starkeren
Ausbreitung der Pilze und einer geringeren Uberlebensrate der Adamts13” Mause
fihrte (siehe Abbildung 55 und Abbildung 56). Da keine Defizite in der Funktion der
neutrophilen Granulozyten festgestellt werden konnten, scheint eine gestérte Migration
der neutrophilen Granulozyten bei den Adamts13” Mausen ursachlich fiir die starkere
Ausbreitung der Pilze und die geringere Uberlebensrate zu sein [225] und deutet
darauf hin, dass Adamts13 nicht nur antithrombotische sondern auch
antiinflammatorische Eigenschaften aufweist. Verschiedene Gruppen konnten bereits
zeigen, dass VWF die Leukozyten-Adhasion foérdert und Thrombozyten gebunden an
UL VWF zu einem erhbéhten ,Rollen® der Leukozyten fihrt [226, 227]. Auch in
Adamts13” Méausen zeigte sich ein erhdhtes Rollen der Leukozyten in unstimulierten
MesenterialgefaB3en - ein Effekt, der durch die zusatzliche VWF-Defizienz aufgehoben
werden konnte [124]. Gleichzeitig entwickelten diese Mause allerdings eine verstarkte
Einwanderung von Leukozyten in die entziindeten Gebiete, sowohl in einem Peritonitis-
als auch in einem Wundheilungs-Modell, was sich von den beiden Pneumonie-
Modellen unterscheidet [124]. Eine antiinflammatorische Wirkung von Adamts13 mit
verstarkter Einwanderung von Leukozyten in entzindete Areale konnte auch in
verschiedenen Herzinfarkt und Schlaganfall-Modellen nachgewiesen werden [126126,
127, 129]. Somit scheint Adamts13 in verschiedenen Entziindungsmodellen in Mausen
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die Leukozyten-Rekrutierung unterschiedlich zu beeinflussen, was sich jedoch bei allen
Modellen als antiinflammatorische Eigenschaft von ADAMTS13 auBerte.

Entziindungen scheinen zwar keine bedeutende Rolle als Triggerfaktoren der TTP bei
Adamts13” Mausen zu spielen, allerdings deuten verschiedene Entziindungsmodelle
darauf hin, dass Adamts13 eine entscheidende Rolle bei der Regulation akuter
Entzlindungsprozesse durch Leukozyten hat. Wie genau Adamts13 die Leukozyten-
Rekrutierung beeinflusst, ist allerdings noch unklar und bedarf weiterer Forschung.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Metalloprotease ADAMTS13 spaltet den VWF im Plasma in kleinere Multimere und
verhindert somit eine spontane Thrombozytenbindung an ultralangen VWF. Ein Mangel
oder Fehlen dieser Protease fuhrt zum Krankheitsbild der thrombotisch-
thrombozytopenischen Purpura (TTP), die durch das Auftreten einer hamolytischen
Andmie und Thrombozytopenie mit multiplen Mikrothromben charakterisiert ist.
Unbehandelt endet eine TTP in 90% der Falle tédlich. Fur die Auslésung der typischen
TTP-Symptomatik sind Triggerfaktoren nétig. Einige davon sind bekannt, wie z.B.
Infektionen und Medikamente. Der Mechanismus dieser Ausldésung ist jedoch noch
unbekannt. Um die Pathophysiologie der Erkrankung besser zu erforschen,
entwickelten zwei unabhangige Forschergruppen Adamtsi3-defiziente (Adamts13”)
Mause. Da diese unbehandelt keinerlei Krankheitssymptome zeigen und nur durch den
zusatzlichen Einsatz von Triggerfaktoren TTP-typische Laborwerte entwickeln, eignen
sie sich gut zur weiteren Erforschung der TTP. Ziel dieser Arbeit war es, ein
Mausmodell der TTP zu etablieren und weitere Triggerfaktoren in diesem Mausmodell
zu untersuchen. Hierfiir wurden Adamts13” Mausembryonen aus Japan bezogen und
eine Adamts13” Zucht aufgebaut. Adamts13 war bei diesen Mausen weder im Blut
noch in Leber und Knochenmark nachweisbar. Blutanalysen der Adamts13” Mause
zeigten keine Unterschiede der Thrombozytenzahlen, der VWF:AG Konzentration,
keine Fragmentozyten und keine Veranderung des Hamatokrits im Vergleich zu
Wildtyp Mausen. Durch das Fehlen der Protease im Blut waren UL VWF Multimere
messbar und ein prothrombotischer Status konnte mit Hilfe des Kollagen/Epinephrin
Thrombose-Modells bestétigt werden, sodass diese Tiere ein geeignetes Modell zur
Untersuchung der Triggerfaktoren der TTP darstellten. Die i.v. Injektion von rhVWF
fihrte bei Adamts13” Mausen innerhalb weniger Minuten zur Entwicklung TTP-
typischer Laborwerte, insbesondere zu einer starken Thrombozytopenie, wohingegen
Wildtyp Mause einen minimalen Thrombozytenabfall zeigten. Ein humanes VWF-
Konzentrat, das keine UL VWF Multimere enthalt, ebenso wie die endogene Erhéhung
des VWFs im Blut der M&use durch Histamininjektion, l16sten dagegen weder bei den
Adamts13™ noch bei den Wildtyp Mausen einen Thrombozytenabfall aus. Dies lasst
darauf schlieBen, dass insbesondere die Qualitat, aber auch die Quantitat des VWFs
entscheidend fiir die Entwicklung eines akuten TTP-Schubes sind.

Chinin ist einer der haufigsten medikamenten-induzierten Triggerfaktoren der TTP
beim Menschen. In den meisten beschriebenen Féllen flhrte eine kontinuierliche
Einnahme von Chinin gegen nachtliche Wadenkrampfe zur Entwicklung einer TTP,
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aber auch die einmalige Aufnahme von Chinin durch Chinin-haltige Getranke kann
einen TTP Schub auslésen. Daher wurde sowohl die akute Wirkung hochdosierten
Chinins als auch die Langzeitexposition geringer Mengen Chinins in Adamts13” und
Wildtyp Mausen untersucht. Beide Versuchsprotokolle zeigten jedoch keinerlei Einfluss
des Chinins auf das Allgemeinbefinden und Blutbild der Mause.

Histone, die eine direkte Thrombozytenaktivierung bewirken und bei TTP-Patienten
wahrend akuter Schilbe im Blut stark erhdht sind, fiihrten sowohl bei Adamts13” als
auch  bei  Wildtyp Mausen innerhalo  weniger Minuten zu  einer
konzentrationsabhangigen Thrombozytopenie. Diese war Uberraschenderweise bei
niedriger Histonkonzentration bei Wildtyp Mausen starker ausgepragt als bei
Adamts13” Mausen. Histone scheinen somit eine untergeordnete Rolle bei der
Auslésung akuter TTP-Schibe zu spielen.

Die LPS-induzierte akute Lungenschadigung ebenso wie die Infektion mit Aspergillus
fumigatus konnten auch keine Thrombozytopenie bei Adamts13” Mausen ausldsen,
sodass bakterielle Entziindungen und Pilzinfektionen der Lunge wahrscheinlich keine
entscheidende Rolle bei TTP spielen. Allerdings zeigte sich hierbei eine schlechtere
Immunantwort der Adamts13” Mause auf die Entziindung, was eine

antiinflammatorische Wirkung von ADAMTS13 vermuten lasst.
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7 SUMMARY

The plasma metalloprotease ADAMTS13 cleaves ultralarge VWF into smaller
multimers thereby preventing spontaneous platelet binding to VWF. Gradual reduction
or deficiency of ADAMTS13 leads to Thrombotic Thrombocytopenic Purpura (TTP), a
disease characterized by haemolytic anemia, thrombocytopenia and multiple
microthrombosis. Without treatment TTP leads in 90% to death. Special triggers are
needed for the onset of this disease. Some of them are well known, such as infections
and some drugs. The underlying mechanism, however, of these triggers are not known
so far. Two independent research groups developed Adamts13-deficient (Adamts13™)
mice to investigate the pathophysiology of this disease. These mice are suitable to test
trigger factors as they do not show any TTP Symptoms in untreated condition. Aim of
this study was to establish a mouse model for further investigations on trigger factors of
TTP. Therefore, frozen Adamts13” mouse embryos where purchased from Japan to
built up an Adamts13” mouse breed. Adamts13 was not detectable neither in blood nor
in liver or bone marrow tissue of these mice. Analysis of blood showed no differences
in platelet counts, VWF antigen concentration, haematocrit or schistocytes between
Adamts13” and wildtype mice. Loss of Adamts13 led to appearance of ultralarge VWF
multimers and a prothrombotic status in a collagen/epinephrine model in these mice.
Intraveneous infection of rhVWF causes TTP typical symptoms in Adamts13” mice
within minutes — especially profound thrombocytopenia. In contrast, wildtype mice
showed only a minimal platelet decrease. Not only a human VWF concentrate without
ultralarge VWF multimers but also the endogenous increase of VWF by histamine
injections did not provoke thrombocytopenia neither in Adamts13” nor in wildtype mice.
From this follows that mainly the quality but also the quantity of VWF is critical for the
onset of an acute TTP episode.

Quinine is one of the most important drug-induced trigger factors for TTP in humans. A
continuous Quinine intake against nocturnal leg cramps is one of the most cited
reasons for drug induced TTP. A single intake of Quinine containing beverages can
also evoke an acute TTP episode. Seeing that, the acute effect of a single high dose
administration and the long term effect of continuous low dose Quinine administration
was investigated in Adamts13” and wildtype mice. Both protocols showed no influence
of Quinine on the general condition and blood cell counts in wildtype and knockout
mice. To infer from that, Quinine induced thrombocytopenia seems to be an immune
thrombocytopenia without an important influence of ADAMTS13.

Histones directly activate platelets and it was shown that their concentration is
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significantly increased during acute TTP episodes in patients. In mice histones induce
profound thrombocytopenia in Adamts13” and wildtype mice within minutes.
Intriguingly, injections of low histone concentrations caused distinct platelet decrease in
wildtype mice in comparison to Adamts13” mice showing a subordinate role for
histones in TTP episodes.

Lung aspergillosis as well as LPS induced acute lung injury did also not trigger
thrombocytopenia in Adamts13” mice concluding bacterial and fungal infections of the
lung are less relevant for TTP. However, these infections uncovered a reduced immune
response of Adamts13” mice to infections leading to the hypothesis of an anti-
inflammatory role of ADAMTS13.
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