Aus dem Institut fiir Pharmakologie
Direktor: Prof. Dr. med. Robert Grosse
des Fachbereichs Medizin der Philipps-Universitéit Marburg
in Zusammenarbeit mit der CSL Behring GmbH in Marburg

Untersuchungen zur pharmakologischen

Charakterisierung von Gerinnungsfaktor
Xlla-Inhibitoren

Inaugural-Dissertation zur Erlangung des
Doktorgrades der Medizinwissenschaften

Vorgelegt von Marion Fries, geb. Hofmeister
aus Wuppertal
Marburg, 2015



Success is not final, failure is not fatal: it is the courage to continue that counts.

Winston Churchill



Angenommen vom Fachbereich Medizin der Philipps-Universitat Marburg am 10. April 2015.

Gedruckt mit Genehmigung des Fachbereiches.

Dekan: Herr Prof. Dr. H. Schéfer
Referent: Herr Prof. Dr. G. Dickneite

1. Korreferent: Herr Prof. Dr. C. Kleinschnitz



Die vorliegende Arbeit wurde bei der CSL Behring GmbH in Marburg/Lahn in dem Zeitraum von
Februar 2011 bis Januar 2014 in der Abteilung Pharmakologie/Toxikologie, Preclinical R&D unter der
wissenschaftlichen Betreuung von Herrn Marc Nolte, PhD, und Dr. Frauke May sowie unter der

Direktion von Herrn Dr. Ingo Pragst und Herrn Prof. Dr. Gerhard Dickneite angefertigt.



Inhaltsverzeichnis

INHALTSVERZEICHNIS
Abkiirzungen und EINREILEN.........ciiiiiiieccce e rrrrreeeesse e rer e sse s s s s e s s nnnssssssssseeesnnnssssssssnnns v
Y o] (U T U ] =] o PR v
LR 101 T=Y = o PRSP TRPPP VI
1. EINLEITUNG toeetteeisesssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 1
1.1 UBDEISICNE ...ttt ettt ettt et ae e st se et ene et eneese s ere e ete e ene e 1
1.2 Das BlUtgerinNUNESSYSTEIM .....iiiiiiiieiciiie ettt e e e e ette e e e rre e e e eaare e e e e ntee e e ennees 5
1.21 PriMAre HAmMOSTASE «oeeiiiiieiieeiee ettt e e e e e e e e e s e e e e e e e e e e e e e 6
1.2.2 SEKUNAArE HAMOSTASE .. cuviiei it ctiee ettt sttt e e et e e s s te e e s sate e e e ssbee e e snreaeesnnrens 7
1.2.3 RegulationSmMeChaniSMEN ........ooiiiiii e e e e e e 11
1.3 Das KoNtaKtphaSEnSYSTEM ......cccuiiiiiiiiiee ettt et e e e nree e e 13
1.3.1 [ o T {1 TSRS 13
1.3.2 Weitere Faktoren des Kontaktphasensystems........cccvvviiviiiiiiicieee e 21
1.4 Thrombotische HamostasestOrUNgeN .......cvuiviiciiie ettt e 24
14.1 Thrombosen und FolgeerkrankUnNgeN ........c..veiiiciiieieiiiie e 24
1.4.2 Kontaktphasen-Aktivierung in Systemen der extrakorporalen Zirkulation ........................ 28
1.5 Der ischamische Schlaganfall ..o 33
1.5.1 Pathophysiologie des ischamischen Schlaganfalls ...........ccoeiiiiiiiiiiiiicce e, 35
1.5.2 Behandlungsoptionen des ischamischen Schlaganfalls ..........cccoocivieiiiiieicciee e, 36
1.6 | ] a1 eT1 1o ] =T PP P PP PPRPUTR 38
1.6.1 In der Literatur beschriebene Faktor XII-Inhibitoren .......cccoocveveviiieeiiniiee e, 38
1.6.2 Spezifische FXlla-Inhibitoren der ArbeitSgruppPe.....ccveiiieciieiiieiiee e e 40
1.6.3 Vorarbeiten zur pharmakologischen FXHa-Inhibition ........ccccccoeciiiiiiiieicccceee e, 41
2. ZIEL DER ARBEIT vevvvessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 44
3. MATERIAL UND IMETHODEN ....cceiieiiieeisesisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 45
3.1 Ubersicht (iber alle Studien dieser Arbeit ............coveveveveveereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeena 45
3.2 Thrombosemodelle in der MauUS ........cooviiriiiiiiienie e 46
3.2.1 AortenkompressionNSMOAEll.......oeeiiiieiiie e e e e e e 48
3.2.2 Venodses ThrombosemMOdell..........ueiiiiiiiiiiiiie e e e eraee s 50
3.23 Arteriovendses ShUuNt MOdEll.......cooviiiiiiiiiie i s esare e 52
33 Thrombosemodelle im KaninChen ...t 54
331 Simultanes arterielles und vendses Thrombosemodell ...........ccccooviiiiiiiiiieniiniiieeiieee s 56

3.3.2 Arteriovendses SNUNT-IMOAEI .......ooviiiviieeee ettt e e e e et b se e e eeeseeaaas 58



Inhaltsverzeichnis

34

34.1
3.4.2
343

3.5

3.5.1
3.5.2
353
354
3.5.5

3.6

3.6.1
3.6.2
3.6.3
3.64
3.6.5

3.7

4.1

4.1.1
4.1.2
4.1.3
4.1.4

4.2

4.2.1
4.2.2
4.2.3
4.2.4

4.3

43.1
43.2
4.3.3
434

5.1

Blutungstests und Clot-Retraktionstest im Kaninchen ..........ccccoocciviveeieiencnnneee, 60
(0] 078 o] (UL (U1 oY== | USSR 60
NIEIENDIUTUNGSTEST...cc it e e et e e et ae e e e atae e e e anbeeeeenaeas 60
Clot-RetraktioNStEST ...eeiiei i e s e e e e e e e e e e e e s e enrereeeeeeeeean 61
Das murine Schlaganfallmodell (tMCAO).......cccveeiiieiiieeee e 63
OPEratioNSTECNNIK ....eiiiiiiie e e e e 64
Neurofunktionelle Verhaltensuntersuchungen ...........cccccooociieiiicciee e, 66
Histochemische Infarktvolumenbestimmung ... 68
Fibrin(-ogen)-Bestimmung mittels Western Blot.........cccceevciieeieicieee e 70
MRNA-Expressions-Bestimmung Uber die quantitative Echtzeit-Polymerase-
(] T T =YL o [0 o TSP 76
BlUt- UNd Plasmatests.......uuueieiiiiiiiiiiiieee e et e e e et e e e e e e e e rrrreee e e e e e e ananaees 83
Glas-induzierte Gerinnungszeit von Vollblut (WBCT) ......ceeeviiieiiiiiiee e 83
Aktivierte Partielle Thromboplastinzeit (aPTT) .cvveieeciiie e 83
ProthrombiNZEIt (PT) ...uie et e e et e st e e et e e st e e eteeessseesntaeesnteeenneen 84
FXIa-AKEIVITAESTEST .oeiiiiiiie i e e e e re e e e bte e e e e nsbeeeeenreas 84
Differentialbluthild ..........ooo i e 85
Statistische MethOdEN ......ccoo e 85
ERGEBNISSE...ccceuuueueeeeereeennnssssseeesesesnnssssssessssssnnsssssssssssssnnnnssssssesssssnnnnsssssssesssnnnnnssnnns 87
Wirksamkeit der FXlla-Inhibition in murinen Thrombosemodellen ...................... 87
AortenkompressionSMOAell..........ooiiiiiii i e 87
Venoses ThrombosemMOdell.........ceeuiiieiiiii e e e e e e e e e 89
Arteriovendses Shunt Modell in der MAuS ......cccvveeieciiie it saaee e 91
Erkenntnisse aus den Thrombose-Studien in MEUSEN.........ccceviiviieeeeciieee e 95
Wirksamkeit der FXlla-Inhibition in Thrombosemodellen im Kaninchen .............. 97
Simultane arterielle und vendse ThrombOSE ........cocuiviiiiiii e 97
Arteriovenodses Shunt-Modell im Kaninchen ... 102
Der Clot-RetraKtioNSTEST......cuiiiiiciiee ettt et e e are e e e s ara e e e nres 105
Erkenntnisse aus den Thrombosestudien im Kaninchen .........cccccoeecciiiieeeeeccccciiiieeee e, 107
Wirksamkeit der FXlla-Inhibitoren im murinen Schlaganfallmodell.................... 108
Prophylaktische Behandlung mit dem anti-FXlla MAb 3F7 (10 und 25 mg/kg) ................ 109
Prophylaktische Behandlung mit dem anti-FXlla MAb 3F7 (50 mg/kg) ......ccoovevervrevureennee. 124
Therapeutische Behandlung mit rHA-Infestin-4 (200 ME/KE) ....ccveevereeveeecireeeceeeereeene 127
Erkenntnisse aus den Studien des murinen Schlaganfallmodells ..........ccceevveiiriieeeennnen. 137
DISKUSSION. ..cceuuueenneeerreeennmnsssssssseeesnnssssssssssesennnssssssssssessnnnssssssssssssnnnnssssssssssssnnannnes 138
FXlla-Inhibition in der arteriellen Thrombose........ccooevcviiieeeeei i, 139



Inhaltsverzeichnis

5.2
5.3
54
5.5

6.1

8.1
8.2
8.3
8.4
8.5
8.6

FXlla-Inhibition in der vendsen ThrombosSe ........ceceiviicciiiiieeee e, 143
FXlla-Inhibition bei Kontaktaktivierung an Fremdoberflachen..........ccccccoeuveenn. 148
FXlla-Inhibition im experimentellen Schlaganfall............cccoveiiiiiiiiiicini e, 152
N T o] 1ol U 163
ZUSAMMENFASSUNG . .. ceuteeitencrancrassensiossrasssssiosssassssssssssassssssssssssssssssnsssnssasssnsssnsssnsss 169
SUMMIAIY it e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeees 170
LITERATURVERZEICHNIS ... ceieeessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 171
ANHANG . ... uuiiiisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss
AbDbildUNGSVEIZEIChNIS ... i e IX
(] o 11 A oY ] 113 ST X
[DE ] 0] ST {0 [ TS Xl
Eidesstattliche ErKIGrUNG .......coovciiiiiiciiee et Xl
N Lo [T a1 o TSl = T PSR PPP Xl
Lebenslauf ......ccvveeeeeiii e Fehler! Textmarke nicht definiert.



Abkiirzungen und Einheiten

ABKURZUNGEN UND EINHEITEN

I. Abkiirzungen

a
A.
Aqua dest.
AU
AV
Aa.
ABB.
ACE
ADP
AIDS
APC
APS
aPTT
AT
ATP
B1-R
B2-R
BCA
BG
BHS
BK
Bzw.
C1-INH
Ca

CCA
cDNA
CHB
CK-1
Co,
COPD
COU-254
G

Aktivierte Form der Gerinnungsfaktoren
Arteria

Aqua destillata

Arbitrary Units

Arteriovends

Arteriae, PI.

Abbildung

Angiotensin converting enzyme
Adenosindiphosphat

Acquired immunodeficiency syndrome
Aktiviertes Protein C
Ammoniumperoxiddisulfat

Aktivierte Partielle Prothrombinzeit
Antithrombin

Adenosintriphosphat
Bradykinin-Rezeptor 1
Bradykinin-Rezeptor 2
Bicinchoninsdure

Basalganglien

Blut-Hirn-Schranke

Bradykinin

Beziehungsweise
C1-Esterase-Inhibitor

Kalzium

A. carotis communis

Komplementare Desoxyribonukleinsaure
Chinchilla Bastard

Cytokeratin-1

Kohlenstoffdioxid

Chronic obstructive pulmonary disease
3-Carboxamid-Coumarin

Schwellenwert der fraktionellen Zykluszahl



Abkiirzungen und Einheiten

CX
DEPC
DGN
DIC
dNTPs
E. coli
ECA
ECL
ECMO
Edn-1
EDTA
EKZ
ERK
FeCl;
GAP-DH
G-CSF
gClgR
GP
GV-SOLAS
H,0
H,0;
HAE
Hg
HGFA
HIT
HIV
HK
HLM
HRG
ICA
ICH
IgG
IL-1B
INH
i.p.
Ir-CPI

i.v.

Cortex

Diethyldicarbonat

Deutsche Gesellschaft fiir Neurologie
Disseminated intravasal coagulation
Desoxynukleosidtriphosphate
Escherichia coli

A. carotis externa
Elektrochemilumineszenz
Extracorporeal Membran Oxygenation
Endothelin-1
Ethylendiamintetraessigsaure
Extrakorporale Zirkulation
Extracellular-signal Regulated Kinase
Eisen-IlI-Chlorid
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Colony-stimulating factor

Globularer C1g-Rezeptor
Glykoprotein

Gesellschaft fiir Versuchstierkunde / Society of Laboratory Animals
Wasser

Wasserstoffperoxid

Hereditary angioedema

Quecksilber

Hepatic growth faktor activator
Heparin-induzierte Thrombozytopenie
Humanes Immundefizienz-Virus
Hochmolekulares Kininogen
Herz-Lungen-Maschine
Histidin-reiches Glycoprotein

A. carotis interna

Intracerebral hemorrhage
Immunglobulin G

Interleukin-1B

Inhibitor

Intraperitoneal

Recombinant Ixodes ricinus Contact Phase Inhibitor

Intravenos



Abkiirzungen und Einheiten

Ki

KK
KKS
K.O.
KPS
LPS
MAb
MCA
MgCl,
MMP
MRI
mRNA
MW
NaCl
NETs
NMH
PAI
PBS
PCA
PCK
PCR
PF-3
Pra-KK
Poly-P
PPP
PRP
PT
PVDF
RAS
Rel.
rHA
rHA-INF-4
RI
RIPA
RNA
ROS
RQ

Dissoziationskonstante
Kallikrein
Kallikrein-Kinin-System
Knock-out
Kontaktphasensystem
Lipopolysaccharid

Monoclonal antibody

Middle cerebral artery
Magnesiumchlorid
Matrixmetalloproteinase
Magnet-Resonanz-Imaging
Messenger Ribonuclein Acid
Mittelwert

Natriumchlorid

Neutrophil Extracellular Traps
Niedermolekulares Heparin
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor
Phosphat-gepufferte Saline

A. pterygopalatina
D-Pro-Phe-Arg Chloromethylketon
Polymerase-Kettenreaktion
Plattchenfaktor 3

Pra-Kallikrein

Polyphosphate

Platelet poor plasma

Platelet rich plasma
Prothrombinzeit
Polyvinylidenfluorid
Renin-Angiotensin-System
Relativ

Rekombinantes Humanalbumin
rHA-Infestin-4

Reperfusion Injury
Radioimmunoprecipitation assay
Ribonukleinsaure

Reaktive Sauerstoffspezies

Relative Quantitat

Vi



Abkiirzungen und Einheiten

Raumtemperatur

Real-Time quantitative Polymerase Chain Reaction
Rekombinanter Gewebs-Plasminogen-Aktivator
Sodium Dodecyl Sulfate

Standard Error of the Mean
Standard-Humanplasma

Thrombin-aktivierter Fibrinolyse-Inhibitor
Thrombin-Antithrombin-Komplex
Tetramethylethylenediamin

Tissue Factor

Tissue Factor Pathway Inhibitor

Transforming Growth Factor 8

Transiente ischamische Attacke

Transient Middle Cerebral Artery Occlusion
Tumornekrosefaktor-a

Tissue Plasminogen Activator
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid
Urokinase-Typ Plasminogen-Aktivator
Urokinase-Typ Plasminogen-Aktivator-Rezeptor
Vena

Von-Willebrand-Faktor

World Health Organisation

Zentrales Nervensystem

Vil



Abkiirzungen und Einheiten

II. Einheiten

min

mm

sec
u
Vv

vol/vol

Prdifixe

> 3 ©

©

Prozent
Grad Celsius
Ampere

Gramm

Erdbeschleunigung; 9,81- m/sec

Stunde
Dalton

Liter

Meter
Molar
Minute
Kubikmillimeter
Anzahl
Sekunde
Unit; Einheit
Volt

Volumenprozent

Kilo
Centi
Milli
Mikro
Nano
Piko

Vil



Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 Ubersicht

Im gesunden menschlichen Organismus ist die Blutgerinnung ein komplexes, gut ausbalanciertes Sys-
tem. Es besteht aus Interaktionen zwischen dem Endothel der Blutgefdlle, plasmatischer Proteine
sowie der zelluldaren Blutbestandteile [Mann KG 2003; Monroe DM et al. 2006; Triplett DA 2000].
Dabei wirken Blutstillung (Hdmostase) und Thrombusbildung synergen einem Blutverlust nach einer
GefaRverletzung entgegen. Die Hdmostase dient dem Schutz des GefdaRsystems nach einer Verletzung
und erhdlt die Fluiditat des Blutes. Durch die Thrombusbildung werden akute Verletzungen der Ge-
faBwand verschlossen und der Heilungsprozess initiiert. Eine Fehlregulation des Systems zerstort das
empfindliche Gleichgewicht und es kommt entweder zu einer Thromboseneigung oder einer Blu-
tungsneigung. Die Ursachen hierfiir kbnnen angeboren sein, beispielsweise bei Genmutationen, die
zu nicht oder beschrankt funktionellen Plasmaproteinen fiihren. Eine Fehlregulation kann auch im
Rahmen von Erkrankungen erworben sein. Zum Beispiel entwickeln Herzinfarkt-Patienten eine
Thromboseneigung, oder eine therapeutische Antikoagulation zur Pravention thrombo-embolischer
Erkrankungen erh6ht das Risiko von Blutungsereignissen.

Generell wird auBerdem zwischen vendsen und arteriellen thrombotischen Erkrankungen unter-
schieden. Vendse Thrombosen entstehen durch Blutstase und fiihren im venésen Niederdrucksystem
unter anderem zum Krankheitsbild der tiefen Beinvenenthrombose. Daher bestehen venése Throm-
ben hauptsachlich aus Erythrozyten und Fibrin. Wenn sich thrombotisches Material vom Ursprungs-
ort in der Vene 16st und durch den Blutdruck in die Lunge gepumpt wird, kann eine Lungenembolie
die Folge sein. Zur Vorbeugung einer vendsen Thrombose wird niedermolekulares Heparin verab-
reicht, was aullerdem zur Prophylaxe einer potenziellen Lungenembolie angewandt werden kann
[Konstantinidis S 2006].

Anders als im vendsen System herrscht im arteriellen System eine hohe Flussrate. Dadurch ist die Bin-
dung der Koagulationsfaktoren an Oberflachen notwendig, um auch unter hohen Scherkraften eine
Koagulation zu gewahrleisten. Die haufigste Ursache fiir eine arterielle Thrombose sind arterioskle-
rotische Veranderungen der GefaRinnenwand, auch als Plagque bezeichnet. Die hohen Scherkrafte
begilinstigen eine Ablosung von Plaque-Material, wodurch die geschadigte Gefalwand mit einem

groRBen thrombotischen Potenzial dem Blutstrom exponiert wird. Eine lokale Thrombose kann zur
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Okklusion des GefaBes fiihren. Darliber hinaus wird eine Embolisierung des Gerinnsels durch die
arteriellen Scherkrafte beglinstigt. Ein Embolus okkludiert kleinere GefaRRe im Endstromgebiet, was zu
einer Minderperfusion oder Ischamie fiihren kann. Typische Beispiele hierfir sind der akute Myo-
kardinfarkt oder der ischamische Schlaganfall.

Patienten mit erhohter Thromboseneigung werden prophylaktisch mit Antikoagulanzien behandelt,
um einer pathologischen Koagulation vorzubeugen. Dadurch wird jedoch das Gleichgewicht des
Gerinnungssystems in Richtung einer Blutungsneigung verschoben, was ebenfalls lebensbedrohliche
Auswirkungen haben kann. In einem klinischen Notfall stellt jedoch die sichere Antagonisation der
therapeutischen Antikoagulanzien wie Plattchen- oder Vitamin K-Inhibitoren eine Herausforderung
dar.

Der Einsatz eines kardiopulmonalen Bypasses erfordert ebenfalls eine massive Antikoagulation, die
meist mittels Heparin erfolgt. Das Blut gerat in diesem extrakorporalen Pumpsystem mit fremden
Oberflachen in Kontakt. Dadurch wird tber die Aktivierung des Kontaktphasensystems (KPS) die Koa-
gulationskaskade eingeleitet (Kap. 1.2). Die Antikoagulation mit Heparin verhindert eine Thrombus-
bildung durch die Fremdoberflachen. Als Nebenwirkung tritt durch die gestorte Himostase jedoch
eine Blutungsneigung auf, was besonders wahrend des chirurgischen Eingriffs zu Blutverlusten fiihren
kann. Die Heparinwirkung kann mit der Substanz Protamin antagonisiert werden. Dennoch kommt es
oft zu hamorrhagischen Komplikationen [Delaria GA et al. 1994].

Derzeit gilt, dass eine Behandlung mit Antikoagulanzien stets eine erhohte Blutungsneigung mit sich
bringt, da auch die physiologische Blutstillung beeintrachtigt wird. Flir Patienten mit Thrombose-
prophylaxe bedeutet dies zum Einen den lebenswichtigen Schutz vor thrombotischen Ereignissen wie
Myokardinfarkt oder Schlaganfall, bzw. deren Rezidiv. Andererseits kann eine Verletzung oder eine
Notfall-Operation durch eine bestehende Antikoagulation ein lebensbedrohliches Blutungsrisiko
bergen. Dariiber hinaus entwickeln einige Patienten unter Thromboseprophylaxe Spontanblutungen
ohne von auflen erkennbare Ursachen [Mittal MK et al. 2012].

Angesichts der beschriebenen Komplikationen besteht in der Klinik der dringende Bedarf fir neue
und effektive Antikoagulanzien mit einem reduzierten Blutungsrisiko [Kozlowski D et al. 2013].
Aktuelle Forschungsvorhaben arbeiten mit Hochdruck an dieser Fragestellung, um eine sicherere
Behandlung ohne Blutungskomplikationen zu ermdglichen. Ein aktueller Ansatz zur Bewaltigung

dieser Herausforderung ist die Hemmung des Koagulationsfaktor XIl (FXIl). Als Schlisselfaktor des
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intrinsischen Koagulationsweges miindet seine Aktivierung in der Bildung von Thrombin und schliel3-
lich Fibrin [Renné T et al. 2012].

Erste Untersuchungen haben gezeigt, dass eine FXlla-Defizienz in Mausen vor einer Thrombose unter
arteriellen Flussbedingungen schiitzt, ohne die physiologische Himostase zu beeintrachtigen [Renné
T et al. 2005]. Diese Beobachtung konnte auBerdem mit dem spezifischen FXlla-Inhibitor rHA-Infes-
tin-4 in vivo im Nagermodell bestatigt werden [Hagedorn | et al. 2010]. Fiir die Planung klinischer
Studien wird derzeit in Tiermodellen erforscht, ob ein spezifischer FXlla-Inhibitor die pathologische
Thrombusbildung auch im Menschen unterbinden kann, ohne eine erhéhte Blutungsneigung hervor-
zurufen. Dariliber hinaus wurde vor Kurzem ein protektiver, antithrombotischer Effekt durch eine
pharmakologische FXlla-Inhibition beim Einsatz extrakorporalen Membran-Oxygenierung (ECMO)
demonstriert [Larsson M et al. 2014].

Daher wurden in der vorliegenden Arbeit zwei spezifische FXlla-Inhibitoren auf ihre antithrombo-
tische Wirksamkeit in verschiedenen Thrombosemodellen und im Modell des ischamischen Schlag-
anfalls untersucht. Durchgefiihrt wurden die Studien in den Spezies Maus und Kaninchen, wobei die
Thrombose jeweils auf unterschiedliche Arten induziert wurde. Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden
die FXlla-INH auBerdem in einem murinen experimentellen Schlaganfallmodell getestet. Durch eine
zerebrale Ischamie entsteht ein nekrotischer Infarktkern aus unterversorgtem Nervengewebe. Die
Zone unmittelbar um den Infarktkern reagiert auf die verminderte Blutversorgung und den nekro-
tischen Zelluntergang im benachbarten Gewebe mit der Einleitung pathophysiologischer Prozesse.
Diese beinhalten unter anderem pro-inflammatorische und prokoagulative Signale. Eine Reperfusion
des geschadigten Gewebes stellt zwar einerseits die Nahrstoffversorgung wieder her, andererseits
fordert sie paradoxerweise die Verschlechterung der klinischen Symptome. Dies wird als ,,Reperfusion
Injury” (RI) bezeichnet. Eine Rolle hierbei spielt die lokale Einleitung der Koagulationskaskade, durch
die Mikrothromben sekundar eine Reperfusion unterbinden [Dalkara T et al. 2012; Gursoy-Ozdemir Y
et al. 2012; Pham M et al. 2010].

Das Schlaganfallmodell wurde mit dem Hintergrund ausgewahlt, dass die Inzidenz von Schlaganfallen
und die dadurch bedingte Mortalitat in den Industrienationen steigen. In Deutschland erleiden jedes
Jahr 350 Patienten pro 100.000 Einwohner einen ersten Schlaganfall [Zhang Y et al. 2012]. Unter an-
derem resultiert dieser Trend aus der alternden Bevélkerung, obwohl die Behandlungsmaoglichkeiten
von Schlaganfallpatienten bestidndig verbessert werden [Zhang Y et al. 2012]. Nach dem Myokard-

infarkt und Krebserkrankungen steht der Schlaganfall auf Platz drei der haufigsten Todesursachen
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und ist auRerdem die haufigste Ursache fiir eine im Erwachsenenalter erworbene schwere Behin-
derung [Saw J 2014]. Dabei werden laut American Heart Association etwa 87 % der Schlaganfille
durch eine Thromboembolie verursacht.

Therapeutisch besteht die Moglichkeit, ein Gerinnsel mechanisch oder pharmakologisch mit der ein-
zig zugelassenen Substanz rekombinanter Gewebs-Plasminogenaktivator (rt-PA) zu lysieren. Jedoch
ist die sichere Anwendung des rt-PA auf einen Zeitraum von maximal 4,5 h nach Auftreten der Schlag-
anfall-Symptomatik begrenzt. Zeitlich verzégerte Therapieversuche sind mit einem erhdhten Risiko
von intrazerebralen Hamorrhagien (ICH) verbunden, die dann wiederum schwere Schaden des zen-
tralen Nervensystems (ZNS) zur Folge haben kénnen [del Zoppo GJ et al. 2013]. Durch das enge thera-
peutische Fenster erhalten etwa 99 % der Patienten keine Lysetherapie [Huang J et al. 2006].

Aber auch eine Lysetherapie besitzt nicht das Potenzial, die Folgen des ischamischen Schlaganfalls zu
reversieren, sondern verhindert die progressive Ausbreitung des Infarktkerns. Zurzeit existiert keine
Moglichkeit die Schaden eines Schlaganfalls zu heilen, daher werden Patienten ausschlieRlich Symp-
tom-fokussiert behandelt. Folglich ist der medizinische Bedarf flir neuartige Therapieoptionen zur
Pravention und zur Behandlung eines ischdmischen Schlaganfalls grof.

Ein idealer Behandlungsansatz sollte eine Thromboembolie-Prophylaxe zum Schutz vor der Entste-
hung einer Ischamie bieten. Weiterhin sollte er die Infarktausbreitung verhindern, ohne Blutungs-
komplikationen hervorzurufen. Aktuelle praklinische Untersuchungen deuten darauf hin, dass eine
pharmakologische Hemmung des FXlla als antithrombotisches Target eine aussichtsreiche neuartige
Therapieoption darstellt. Diese Annahme ist darin begriindet, dass in FXII-defizienten Patienten ein
Mangel an FXII nicht mit Blutungskomplikationen assoziiert wird [Ratnoff OD et al. 1955].

Aktuelle Studien mit FXlI-defizienten Mausen in einem experimentellen Schlaganfall-Modell konnten
zeigen, dass die Abwesenheit von plasmatischem FXII zu einer Verbesserung der klinischen Defizite
und eine verringerte Infarktausbreitung fiihrt [Kleinschnitz C et al. 2006]. In dem Modell wurde durch
den transienten Verschluss der Arteria (A.) cerebri media eine Ischamie herbeigefiihrt. Das Modell ist
auch bekannt unter der Bezeichnung tMCAO (, transient middle cerebral artery occlusion”).
Unterstitzend konnte von Hagedorn et al. eine vergleichbare protektive Wirksamkeit durch eine
pharmakologische FXlla-Inhibition mittels rHA-Infestin-4 im tMCAO-Modell demonstriert werden
[Hagedorn | et al. 2010]. Darauf basierend wurde im Rahmen dieser Arbeit ein rekombinanter
humaner anti-FXlla Antikorper in einem prophylaktischen Behandlungsansatz auf seine Effizienz

untersucht. Erganzend zum prophylaktischen Behandlungsansatz der Studie von Hagedorn et al.
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wurde in der vorliegenden Arbeit rHA-Infestin-4 im tMCAO-Modell mit einem therapeutischen

Behandlungsansatz (iberpruft.

1.2 Das Blutgerinnungssystem

Das Blutgerinnungssystem dient der Blutstillung und der Einleitung der Wundheilung bei einer Ge-
faRverletzung. Es wird unterteilt in eine primdre und eine sekundidre Hamostase, die ineinander
Ubergreifen. Die wichtigsten Komponenten der Hamostase sind Thrombozyten, plasmatische Ge-
rinnungsfaktoren und das GefdaBendothel. Die primare Hamostase basiert auf der Aktivierung von
Thrombozyten unmittelbar nach einer Verletzung. Nur wenig spater wird der Blutverlust weiter durch
eine Vasokonstriktion des Endothels minimiert (Kap. 1.2.1).

Die sekundadre Hamostase (Koagulation) wird getragen durch die Aktivierung der plasmatischen Ge-
rinnungsfaktoren und Thrombozyten. Dabei bilden aktivierte Thrombozyten mit Erythrozyten und
Leukozyten die zelluldre Grundlage eines Gerinnsels. Im Zuge der plasmatischen Gerinnungsreaktion
entstehen Fibrinfaden zur Stabilisierung des Gerinnsels (Thrombus). Die Unterteilung in priméare und
sekunddre Hamostase dient dem besseren Verstandnis, aber physiologisch verlaufen beide Prozesse
nahezu synchron.

Traditionell werden die Ablaufe der Koagulation durch ein kaskadenformiges Schema dargestellt, bei
dem die einzelnen Faktoren einander durch proteolytische Spaltung aktivieren (Abbildung 1). Es be-
stehen auf allen Ebenen Quervernetzungen, die die Teilsysteme untereinander erganzen und / oder
regulieren. Zum erleichterten Verstandnis werden die plasmatischen Prozesse der Koagulation in den
extrinsische und intrinsischen Weg untergliedert. Beide Wege enden gemeinsam in der Bildung von
aktivierten Faktor X (FXa) und letztendlich Thrombin. Parallel zum Ablauf der Gerinnungsmechanis-
men verhindert das fibrinolytische System einen GefaRverschluss durch eine tiberschieBende Throm-
busbildung (s. Kap. 1.2.3). Die Thrombose beschreibt eine pathologische Gerinnselbildung innerhalb
eines Gefalles, die klinisch unerwiinscht ist und schwerwiegende Folgen fiir den Patienten haben
kann. Die Thrombose entsteht entsprechend der Virchow-Trias meist auf der Grundlage einer ent-
zindlichen Verdanderung des GefalRendothels, einer verminderten BlutflieRgeschwindigkeit und einer

veranderten Zusammensetzung des Blutes (Kap. 1.4.1).
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1.2.1 Primare Hdmostase

Die primadre Hamostase ist eine unmittelbare Reaktion auf eine GefaRverletzung. Eine Vasokon-
striktion der glatten Muskelzellen drosselt den Austritt von Blut aus der Wunde. Gleichzeitig ad-
harieren Thrombozyten aus dem Blut am geschadigten Endothel, um den Blutverlust gering zu halten
und das Eindringen von Keimen in die Blutbahn zu verhindern. Die Adhasion erfolgt iber verletzungs-
bedingt freiliegende Proteine der subendothelialen Matrix, wie zum Beispiel Kollagen, Fibronectin
und Laminin. Der plasmatische von-Willebrand-Faktor (vWF) bindet an das freiliegenden Kollagen
und vermittelt eine noch reversible Bindung der Thrombozyten iber den thrombozytaren Rezeptor-
komplex aus den Glykoproteinen (GP) Ib-V-IX. Die feste Bindung der Thrombozyten erfolgt im
nachsten Schritt Gber die Verlinkung zwischen GPVI und dem Kollagenrezeptor. Diese Bindung akti-
viert die Thrombozyten, sodass sie weitere thrombozytdre Agonisten wie Thromboxan A2 und ADP
sezernieren [Nieswandt B et al. 2011]. Aktivierte Thrombozyten unterstiitzen die Propagation der
Koagulation, indem sie weiteren vVWF und andere thrombogene Faktoren (u. a. Thromboxan A2, ADP
und Serotonin) aus ihren Granula ausschiitten [Jurk S et al. 2003; Koutts J et al. 1978]. Dies fordert die
Aggregation weiterer Thrombozyten aus dem Blutstrom an den primadren Thrombus, vermittelt durch
Adhasionsrezeptoren auf der thrombozytiren Oberflaiche. Des Weiteren exprimieren die aggre-
gierten Plattchen Phospholipide auf ihrer Oberflache (z. B. Plattchenfaktor 3; PF-3), die durch ihre
negative Ladung eine optimale katalytische Oberfliche zur Anlagerung der Gerinnungsfaktoren-
komplexe bieten (Kap. 1.2.2). Die einzelnen Pliattchen werden durch ihre aktivierten GPIlb/Illa-
Rezeptoren miteinander vernetzt, was (ber Fibrin und in geringerem Ausmal auch tber vWF ver-
mittelt wird [Gawaz MP et al. 1991].

Besonders wichtig ist dieser Mechanismus zur Ausbildung eines Aggregates im arteriellen Hochdruck-
system mit hohem Stromungswiderstand. Die Belastbarkeit des Plattchen-Aggregats ist jedoch be-
grenzt und weitere Prozesse sind erforderlich, um einen stabilen Thrombus zu erzeugen. Hierfir ist
die Induzierung der plasmatischen Koagulation (sekunddre Hamostase) essenziell (s. Kap. 1.2.2), in
deren Verlauf die Fibrinmolekiile polymerisiert und quervernetzt werden. Auf diese Weise entsteht
innerhalb weniger Minuten ein stabiler Thrombus, der den Blutverlust gering halt und das Eindringen

von Keimen verhindert.
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1.2.2 Sekunddre Hdamostase

Das plasmatische Gerinnungssystem wird in den intrinsischen und den extrinsischen Weg unterteilt.
Beide Wege interagieren bei der Bildung eines Gerinnsels eng miteinander und miinden gemeinsam
in der Bildung von Thrombin, welches die Fibrinbildung induziert. Die im Folgenden beschriebenen
Aktivierungsprozesse finden unter physiologischen Bedingungen groRtenteils an Oberflachen gebun-
den statt. Dadurch kommt es einerseits zu einer lokalen Konzentration aller beteiligten Faktoren und
andererseits werden die proteolytischen Prozesse um ein Vielfaches beschleunigt. Die Oberflachen-
bindung begilinstigt eine lokale Ankonzentrierung zur Begrenzung der Gerinnungsprozesse auf das
verletzte Gewebe. AulRerdem bewirkt die Oberflaichenbindung bei den Faktoren Xll, Xl und pra-

Kallikrein (KK) eine Voraktivierungsstufe durch eine Konformationsdnderung.

Intrinsischer Weg

Derzeit gilt die FXlla-vermittelte Einleitung des intrinsischen Weges als unbedeutend fiir die physiolo-
gische Gerinnung, da ein Mangel des initiierenden FXII nicht zu einem hamophilen Phanotyp fihrt.
Auler FXII wird FXI dem intrinsischen Weg der Koagulation zugeschrieben. Die intrinsische Gerinnung
wird eingeleitet, indem FXIl an eine Oberflache mit negativer Ladung bindet, z. B. Kollagen, thrombo-
zytdre Polyphosphate (Poly-P), Neutrophil extracellular traps (NETs) oder Fremdoberflachen [Fuchs
TA et al. 2010; Miller F et al. 2009]. Durch die Bindung wird FXII zur aktiven Protease FXlla, deren
Substrate FXI und pra-Kallikrein (KK) sind. Eine Feedbackschleife Gber die pra-KK-Aktivierung zu KK
amplifiziert die FXII-Aktivierung (Kap. 1.2.1).

Die sukzessive Aktivierung von FXI induziert die plasmatische Koagulation, die sich kaskadenartig
fortsetzt in der Aktvierung des Tenase-Komplexes aus FIX und FVIII, was letztendlich im gemeinsamen
Endstick der Gerinnungskaskade durch Aktivierung von FX, FV, FIl und FI mindet (Abbildung 1).
Durch Riickkopplungsmechanismen werden nicht nur die lokalen Gerinnungsreaktionen amplifiziert,
sondern gleichzeitig auch regulierende Inhibitoren aktiviert (Kap. 1.2.3). Die Proteine FXII, FXI, pra-KK
und HK werden zusammen auch als Kontaktphasensystem (KPS) bezeichnet, da ihre Aktivierung
durch Kontakt zu Fremdoberflichen induziert wird. Das KPS schlieBt sowohl die koagulatorische
Funktion als auch eine pro-inflammatorische Funktion von FXlla mit ein. Die letztere wird vermittelt
Uber die FXlla-induzierte Kallikrein-Bildung, die zur Freisetzung von Bradykinin (BK) fiihrt [Colman RW

et al. 1997]. BK ist ein potenter pro-inflammatorischer Mediator mit vasodilatatorischen Eigen-
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schaften. Die einzelnen Funktionen von FXII sind ein malgeblicher Teil dieser Arbeit, daher werden

sie in Kap. 1.3 detailliert besprochen.

Oberfldche
\
PR ;---- EXII <~
HK | : :
KK i M i
-> FXIla ----
HK |
CaZ+ \:/
FXla -------- > FIXa
A e
i v
i FXa
| v
O Thrombin ----- > Thrombozyten-
! Aktivierung
v
Fibrin

Abbildung 1: Schema der intrinsischen
Koagulation

Darstellung der intrinsischen Koagu-
lation. Durch den Kontakt zu Fremd-
oberflichen geht FXIl in den aktiven
Zustand (ber und aktiviert FXI. Dieser
vermittelt daraufhin die Aktivierung von
FIX zu FIXa. Im nédichsten Schritt wird FX
aktiviert, der seinerseits die Bildung von
aktivem Thrombin induziert. Letztend-
lich initiiert Thrombin die Fibrinbildung.
AufSerdem férdert Thrombin die Akti-
vierung von Thrombozyten. Uber eine
positive Feedback-Schleife zu FXI wird
die Thrombinbildung zusdtzlich ver-
stdrkt.

PK: Préi-Kallikrein, HK: Hochmolekulares
Kininogen, KK: Kallikrein, ,,a“ kennzeich-
net die proteolytisch aktive Form des
Koagulationsfaktors. Die gestrichelten
Pfeile zeigen Aktivierungsprozesse an.

Extrinsischer Weg

Dem extrinsischen Weg werden die Koagulationsfaktoren FVII, FX, FV, Fll und Fl zugeordnet, wobei

nur FVII ausschlieBlich zu diesem Aktivierungspfad gehort. Die Aktivierung des extrinsischen Weges

beginnt mit der Freisetzung des Gewebsfaktors (tissue factor, TF) auf Endothelzellen nach einer

Gewebsverletzung (Abbildung 2). Aktivierter FVlla lagert sich mit TF an einer Oberflache aus Phos-

pholipiden zu einem Komplex zusammen, der auch als Gewebsthromboplastin bezeichnet wird.

Dieser Prozess ist Ca’*-abhingig [Monroe DM et al. 2006].
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Abbildung 2: Schema der extrinsischen Koa-
gulation

Darstellung der extrinsischen Koagulation. Zu
geringen Mengen zirkuliert FVII schon aktiv
im Blut. Bei einer Gefdfverletzung bildet
FVila mit tissue factor (TF) einen Komplex,
dessen Substrat FX ist. AufSerdem kann FVila
im Komplex mit TF die Akti-vierung von FIX
induzieren. An Phospholipide gebunden kann
FIXa seinerseits die Aktivier-ung von FX
induzieren. FXa spaltet Thrombin aus seiner
Vorstufe  Prothrombin.  Daraufhin  kann
Thrombin unter anderem die Funktion der
Fibrinbildung und der Thrombozyten-Akti-
vierung ausiiben. Uber eine positive Feed-
back-Schleife wird die Thrombinbildung zu-
sdtzlich verstdrkt. Die Aktivierung von FIX, FX
und Thrombin ist Ca**-abhdéngig.

PL: Phospholipide; TF: tissue factor; ,,a“ kenn-
zeichnet die proteolytisch aktive Form des
Koagulationsfaktors. Die gestrichelten Pfeile
zeigen Aktivierungsprozesse an, die durch-
gdngigen Pfeile kennzeichnen die Einwirkung
von TF.

Gemeinsamer Weg zur Thrombinbildung

Gewebsthromboplastin aktiviert FIX und FX. FIXa bildet Ca**-abhéngig mit FVIla und dem thrombo-

zytaren PF-3 den sogenannten Tenase-Komplex [Ahmad SS et al. 2003]. Dieser spaltet FX proteo-

lytisch, sodass sich ein neuer Komplex (Prothrombinaktivator-Komplex) aus FXa und FVa Ca**-ab-

hangig an Phospholipiden anlagern kann (Abbildung 3). Wie aus dem Namen ersichtlich, aktiviert

dieser Komplex Prothrombin (Fll) zu Thrombin (Flla), welches letztendlich die Fibrinbildung induziert

[Monroe DM et al. 2006]. Dabei werden zunachst monomere Fibrinfilamente gebildet, die sich locker

zu Polymeren aneinanderlagern. Erst die Aktivierung von FXIIl durch Thrombin fiihrt Gber eine

Transglutaminasereaktion zur stabilen Quervernetzung der Fibrinprotofibrillen [Lorand L 2001]. Die

Quervernetzung stabilisiert das Blutgerinnsel und im Verlauf dieses Prozesses verkirzen sich die

Filamente, was als Retraktion des Thrombus bezeichnet wird [Mosesson MW 2005].
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Gerinnungsprozesse

Darstellung der Koagulationskaskade. Die intrinsische (linke Seite) und extrinsische Koagulation (rech-
te Seite) miinden in einem gemeinsamen Weg zur Bildung von Thrombin, hier grau hinterlegt. Zentral
ist die FX-Aktivierung, die im intrinsischen Weg iiber FXlla, FXla und FIXa vermittelt wird. Uber den
extrinsischen Wegq induziert der Komplex aus TF und FVila Ca**-abhdngig und an thrombozytdre Phos-
pholipide gebunden die Aktivierung von FX. FXa aktiviert im Folgenden Prothrombin zu Thrombin,
welches durch mehrere positive Feedback-Schleifen seine eigene Bildung férdert. Weitere Funktionen
von Thrombin sind die Bildung von Fibrin, die Aktivierung des Fibrin-quervernetzenden FXllla und
auflerdem die Aktivierung von Thrombozyten. HK - Hochmolekulares Kininogen; KK - Kallikrein; PK -
pré-Kallikrein; PL - Phospholipide; TF - tissue factor.

Moadifiziert nach Vogler EA et al. 2009.
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1.2.3 Regulationsmechanismen

Der GefalRverschluss nach einer Verletzung erfordert eine rapide und rdumlich organisierte Reak-
tionskette zur Bildung eines Thrombus. Die Oberflaichenbindung der Koagulationsfaktoren bewirkt
eine Beschleunigung der Reaktionsprozesse durch Ankonzentrierung der Reaktionspartner, aber auch
eine Beschrankung der Koagulation auf den verletzten GefalRbereich. Dieser Mechanismus gewahr-
leistet, dass in dem betroffenen Blutgefal das Blut kontinuierlich weiter flie8t, ohne dass eine throm-
botische GefdaRokklusion entsteht. Die gleiche Funktion erfiillen auch Inhibitoren (z. B. C1-Inhibitor,
Antithrombin), die durch eine negative Rickkopplung schon bei der Einleitung der Gerinnungs-
kaskade aktiviert werden und eine lberschielende Gerinnung verhindern sollen. Zusatzlich wirkt das

fibrinolytische System von Beginn an regulierend auf die Gerinnungsprozesse.

Inhibitoren

Die plasmatischen Gerinnungsfaktoren werden durch Serinprotease-Inhibitoren (Serpine) negativ
reguliert, indem das Serpin mit dem aktiven Zentrum des Faktors eine kovalente Bindung eingeht und
es somit inaktiviert. Die physiologisch bedeutsamsten plasmatischen Inhibitoren in diesem System
sind der C1-Inhibitor (C1-INH) und das Antithrombin (AT). Der C1-INH hemmt nicht nur den Faktor C1
des Komplementsystems, sondern auBerdem die Faktoren Xlla, Xla und KK. Seine Wirkung begrenzt
die Koagulation, ohne in die Thrombolyse einzugreifen. Der Hemmmechanismus agiert Gber eine fir
Serpine typische irreversible Komplexbildung mit dem Bindungspartner [Zeerleder S 2011]. Eine Defi-
zienz von C1-INH ist assoziiert mit dem Krankheitsbild des hereditaren Angioédems (HAE). Der zu-
grunde liegende Mechanismus ist die unkontrollierte Bildung von BK, welches in Episoden zu
schmerzhaften und teils lebensbedrohlichen Schleimhautschwellungen fiihren kann.

AT inaktiviert Thrombin durch eine Komplexbildung, die als Thrombin-Antithrombin-Komplex (TAT)
bezeichnet wird. Weitere physiologische Zielstrukturen von AT sind die Faktoren des KPS in ihrer akti-
vierten Form, also FIXa und FXla, aber auch FXa und FVlla [Lane DA et al. 1989; Persson E et al. 2001;
Rau JC et al. 2007]. Wie der C1-INH inhibiert auch AT seine unterschiedlichen Bindungspartner durch
eine irreversible Komplexbildung im Verhaltnis 1:1 [Olson ST et al. 1994; Rau JC et al. 2007].

In diese Reaktion greift endogenes Heparin als Katalysator ein, der den Ablauf um ein 100.000-faches
beschleunigt [Gettins PG 2002]. Jedoch |6st Heparin bereits bestehende Gerinnsel nicht auf, sondern
verhindert eine Uberschiefende Koagulation, die zur Okklusion des betroffenen Gefdlles fiihren

konnte. Endogenes Heparin wird in geringen Mengen lokal aus Mastzellen sezerniert. Bei einer tiefen
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Beinvenenthrombose oder zur Uberbriickung der Antikoagulation von Vitamin-K-Antagonisten vor
einer Operation wird aus Schweinedarmmukosa hergestelltes Heparin verwendet. Eine weitere In-
dikation flir Heparin ist die Antikoagulation im kardiopulmonaren Bypass [Ortel TL 2012; Rasoli S et al.
2012; Wells PS et al. 2014].

Ein zusatzlicher Regulationsmechanismus ist das Thrombin-induzierte Protein C-System. Dieses Vita-
min-K abhangige Serpin vermittelt durch seine lange Halbwertszeit im Plasma eine systemische anti-
koagulative Wirkung. Aktiviertes Protein C (APC) inaktiviert FVa in Verbindung mit dem Kofaktor Pro-
tein S und daneben auch FVIlla in Kombination mit den Kofaktoren FVa und Protein S. Beide Koagu-
lationsfaktoren werden durch proteolytische Spaltung inaktiviert [Griffin JH et al. 2012].

Speziell die TF-induzierte Hamostase wird durch den Gewebsfaktorweg-Inhibitor (tissue factor path-
way inhibitor, TFPI) reguliert. Das primare Substrat fiir den TFPI ist FXa, der mit TFPI einen reversiblen
Komplex eingeht. Der Xa-TFPI-Komplex neutralisiert den Komplex aus TF und FVlla [Kubier A et al.

2012].

Fibrinolyse

Die Fibrinolyse stellt das Gegengewicht zur plasmatischen Gerinnung dar, denn ihre Funktion ist der
Abbau des Gerinnsels. Dazu zahlt die Rekanalisation eines thrombotisch okkludierten Gefalles, was
auch medikamento6s eingesetzt werden kann. Eine weitere Funktion ist die Wundheilung. Die Serin-
protease Plasmin ist in allen Prozessen das Schllisselenzym, das Fibrin proteolytisch in seine Spalt-
produkte degradiert. Seine Vorstufe Plasminogen zirkuliert nach seiner regulierten Freisetzung aus
der Leber als Zymogen im Plasma [Castellino FJ et al. 2005]. Unter physiologischen Bedingungen wird
Plasminogen bei der Thrombusentstehung im Gerinnsel als plasmatischer Bestandteil mit einge-
schlossen. Die Aktivierung von Plasminogen erfolgt hauptsachlich Gber den Urokinase-Typ Plasmino-
genaktivator (u-PA) und der Gewebs-spezifische Plasminogen-Aktivator (t-PA), aber auch FXlla kann
Plasminogen zu Plasmin aktivieren [Goldsmith GH Jr. et al. 1978; Kluft C et al. 1987;Mandle RJ, Jr. et
al. 1979].

Auch die Fibrinolyse unterliegt mehreren Regulationsmechanismen, von denen die drei wichtigsten
das a2-Antiplasmin, die Plasmin-Aktivator-Inhibitoren (PAls) und der Thrombin-aktivierte Fibrino-
lyse-Inhibitor (TAFI) sind. An Fibrin gebundenes Plasmin ist jedoch vor einer Inaktivierung geschiitzt,

wodurch eine effiziente Lyse des Gerinnsels gewahrleistet wird [Wiman B et al. 1978].
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1.3 Das Kontaktphasensystem

Das Kontaktphasensystem (KPS) wird durch die Aktivierung von FXIl an negativ geladene Fremdober-
flachen aktiviert. Seine physiologische Funktion ist derzeit noch nicht vollstandig aufgeklart. Als akti-
vierende Fremdoberflachen dienen beispielsweise anionische Poly-P auf aktivierten Plattchen oder
Bestandteile der Zellmembran von in die Blutbahn eingedrungenen Pathogenen [Herwald H et al.
2012]. Daher wird angenommen, dass das KPS eine Rolle bei der Immunabwehr spielt, in dem die
Pathogene durch eine KPS-induzierte Thrombose immobilisiert werden. Darliber hinaus miindet die
Aktivierung von FXlla in der Bildung des pro-inflammatorischen Mediators BK. Die Freisetzung von BK
induziert eine Vasodilatation und weitere inflammatorische Prozesse, worauf im Folgenden noch
genauer eingegangen wird.

Die vier Bestandteile des Kontaktphasensystems sind Faktor XII (FXIl), plasmatisches pra-KK, hoch-
molekulares Kininogen (HK) und FXI. Uber HK sind FXI oder pra-KK an zellulire Oberflichen gebun-
den, wahrend FXII als Zymogen im Blut zirkuliert. Ein Kontakt zwischen negativ geladenen Ober-
flachen und FXII entsteht beispielsweise bei einer Freisetzung von Poly-P auf der Membran aktivierter
Thrombozyten. Durch eine transiente Bindung an diese Poly-P wird der plasmatische FXII einer Kon-
formationsdanderung unterzogen, die ihn in einen aktivierten Zustand Uberfihrt (FXIla). FXlla kann
nun seine Substrate FXI zu FXla und pra-KK zu KK durch proteolytische Spaltung aktivieren. KK setzt
aus dem oberflachengebundenen HK letztendlich das vasoaktive Peptid BK frei. Dahingegen unter-

stltzt FXla eine Thrombinbildung [Colman RW et al. 1997; Konings J et al. 2011; Renné T et al. 2005].

1.3.1 Faktor XII

Die Rolle des FXIl in der Gerinnung war lange Zeit unklar, da sein hereditdarer Mangel in FXll-defizien-
ten Patienten nicht zu einem erhéhten Blutungsrisiko fuhrt. In den vergangenen 10 Jahren konnten
jedoch Beobachtungen aus der Grundlagenforschung neues Interesse an den physiologischen Funk-
tionen von FXIl wecken. FXII induziert die intrinsische Koagulation tiber FXI und die Fibrinolyse tber
Plasmin [Braat EA et al. 1999; Cheng Q et al. 2010]. Die FXll-vermittelte Aktivierung von pra-KK
miindet in der Propagation pro-inflammatorischer Prozesse wie der Aktivierung des Komplement-
systems (C1) und der Freisetzung von BK [Reddigari SR et al. 1993]. BK bewirkt eine Vasodilatation
und fordert durch eine erhéhte GefiaRpermeabilitit eine Odembildung (Abbildung 4) [Bryant JW et al.
2009]. Aufgrund dieser vielfaltigen Beteiligung an maRgeblichen physiologischen Prozessen in Kombi-

nation mit einem kaum offensichtlichen Phanotyp beim Fehlen des Faktors ist die Rolle von FXII in
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vivo immer noch Gegenstand wissenschaftlicher Debatten. Im Gegensatz zu einem FVIlI-Mangel mit
einem hamophilen Phanotyp werden Patienten mit einer FXII-Defizienz eher zufallig in Routine-
Untersuchungen entdeckt. Denn durch die FXII-Defizienz ist die aPTT der Patienten verlangert, ob-

wohl sie keine antikoagulative Therapie erhalten haben [Bugge TH et al. 1996; Rosen ED et al. 1997].

Fremdoberfliachen

\l/ N S Komplement-
FXII ¢1 system

Koagulation €— FXla <€

—>

Kallikrein-

< Kallikrein=> Bradykinin —> Kinin-System

N
FXIla—>
Fibrinolyse < Plasmin J Prikallikrein
Renin-
Renin ——> Angiotensin-
system

Abbildung 4: Funktionen von FXII

Der Koagulationsfaktor FXIl im Kontext mit den durch ihn beeinflussten physiologischen Systemen. Die
Aktivierung von FXII erfolgt autokatalytisch, durch proteolytische Enzyme oder anionische (Fremd-)
Oberfldchen. Die Koagulation wird liber die FXlla-vermittelte FXI-Aktivierung initiiert (oben links).
Gleichzeitig wirkt FXlla als Regulator der Koagulation, in dem FXlla das fibrinolytisch wirkende Plas-
min induziert (unten links). Auf der rechten Seite der Grafik sind die Kallikrein-vermittelten Prozesse
dargestellt, die immunologische Prozesse beeinflussen. Uber den Komplementfaktor C1 wird das Kom-
plementsystem (iber den klassische Weg induziert, der zum nativen Immunsystem gehért. Im Rahmen
der Komplementaktivierung entstehen die anaphylaktischen Mediatoren C3a und C5a, sowie der
Membranangriffskomplex zur Lyse von markierten Zellen. Rechts mittig wird der Einfluss auf das pro-
inflammatorische Kallikrein-Kinin-System gezeigt. Aktiviertes Kallikrein bewirkt die Freisetzung des
Gewebshormons Bradykinin aus Hochmolekularem Kininogen, was in Vasodilatation, erh6hter Gefdf3-
permeabilitét, veréndertem Schmerzempfinden und Odembildung resultiert. Zudem bewirkt Kallikrein
die Aktivierung des Renin-Angiotensin-System (unten rechts), wobei Kallikrein Renin-vermittelt die
Vasokonstriktion induziert. Darstellung modifiziert nach Fuhrer G et al. 1990.
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Proteinstruktur des Faktor XII

Die genetische Information fiir den Koagulationsfaktor Xll liegt als einzelnes Gen auf Chromosom 5
(5g33-qgter) vor [Citarella F et al. 1988; Cool DE et al. 1987]. Der Faktor wird wie die meisten Ge-
rinnungsfaktoren in Hepatozyten synthetisiert und als Zymogen ins Plasma sezerniert. Unter phy-
siologischen Bedingungen zirkuliert FXIl mit einer Konzentration von etwa 29 pg/mL im Plasma
[Revak SD et al. 1974]. Das einkettige Glykoprotein besteht aus einer schweren Kette (353 Amino-
sauren) und einer leichten Kette (243 Aminosduren), welche (ber Disulfidbriicken miteinander ver-
bunden sind. Das Zymogen von FXIl besitzt ein Molekulargewicht von rund 80 kDA [Cool DE et al.
1987] und setzt sich aus 8 Strukturdomanen zusammen (Abbildung 5). Direkt am N-Terminus befindet
sich eine Fibronectin-Domane vom Typ Il, darauf folgt die erste EGF-dhnliche Domane, die durch eine
weitere Fibronectin-Domane (Typ 1) von der zweiten EGF-dhnliche Domane getrennt wird. Daran reiht
sich eine Kringle-Domane, gefolgt von einer Prolin-reichen Region. C-terminal befindet sich die
katalytische Domdne der Protease. Besonders die Fibronectin-Domanen sind von Bedeutung fiir die
Autoaktivierung des Faktors an kérperfremden bzw. negativ geladenen Oberflachen [Cool DE et al.
1987]. Hierbei entsteht die aktivierte Form FXlla. Die weitere proteolytische Spaltung des Faktors
FXlla bewirkt die Freisetzung eines 28 kDa-Fragments (B-FXlla) in das Plasma [Fujikawa K et al. 1988],
wobei ein 52 kDa groRes Fragment an der prokoagulanten Oberfliche gebunden bleibt (a-FXlla)
[Mahdi F et al. 2002; McMullen BA et al. 1985; Revak SD et al. 1978].

Die Form a-FXlla kann weiterhin aktivierend auf FXII wirken, wohingegen die aktivierenden Funk-
tionen des B-FXlla-Fragments auf pra-KK und Clr beschrankt sind [Ghebrehiwet B et al. 1983; Rad-
cliffe R et al. 1977; Revak SD et al. 1978]. Der N-Terminus von a-FXlla besitzt eine groRe Ahnlichkeit
mit t-PA [Konings J et al. 2011].

Unter (patho-) physiologischen Bedingungen dienen mit groBer Wahrscheinlichkeit Endothelzellen,
Thrombozyten und Leukozyten als Oberflache zur Autoaktivierung des FXII-Zymogens [Renné T et al.
2012; von Brihl ML et al. 2012]. Die Bindung von FXII an Endothelzellen erfolgt Zink-abh&dngig an den
Urokinase-Rezeptor (u-PAR) Cytokeratin-1 (CK-1) und den Rezeptor des Komplementfaktors Clq
gC1gR [Colman RW et al. 1997; Joseph K et al. 1996; Joseph K et al. 1999]. Dabei fungiert u-PAR als
Anker in der Zellmembran, wahrend CK-1 als lokales Bindeglied zwischen u-PAR und gC1gR wirkt
[Kaplan AP et al. 2010]. Diese Kombination vermittelt zum Einen die Anheftung von HK an Endothel-
zellen, und zum Anderen die 6rtliche Ankonzentrierung von FXII. Des Weiteren (ibt FXlla Gber u-PAR

eine mitogene Wirkung aus.
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Fibronectin Fibronectin
H,N EGF-like EGF-like Kringle Prolin-reich | Katalytisch | --COOH
Typ Il Typ |

Abbildung 5: Strukturdomanen von FXII

Die Strukturdomdnen von FXIl. Der Fokus liegt auf dem schematischen Aufbau und der Abfolge der
Protease-Domdnen, ohne die Lénge der Aminoséureketten zu beriicksichtigen. Begonnen vom N-
Terminus sind schematisch die acht funktionellen Domdnen von FXII abgebildet. An die Fibronectin-
Domdne vom Typ Il (AS 1-88) schliefSt sich eine EGF-dhnliche Domdéne (AS 94-131) und eine weitere
Fibronectin-Domdne (Typ I; AS 133-173) an. Darauf folgt eine zweite EGF-Ghnliche Domdne (AS 174-
210), eine Kringle-Domdine (AS 215-295) und eine Prolin-reiche Region (AS 296-349). C-terminal befin-
det sich schliefslich die katalytische Domdne der Protease (AS 354-596). AS: Aminosdure.

Moadifiziert nach Cool DE et al. 1987 und Stavrou E et al. 2010.

Aktivierung des Faktor XII

In vitro kann FXII als Zymogen durch verschiedene Materialien in seinen aktiven Zustand Uberfiihrt
werden. Bei Gerinnungstests werden daflir hdufig Glas, Kaolin und Dextransulfat verwendet. Die
Aktivierung durch Kaolin wird insbesondere bei der aktivierten partiellen Prothrombinzeit (aPTT)
ausgenutzt (Kap. 3.4). Die physiologischen Aktivatoren des FXII sind noch nicht vollstandig bekannt,
sind zurzeit aber Gegenstand der Forschung. In vivo konnte nachgewiesen werden, dass Kollagen der
subendothelialen Matrix [van der Meijden PE et al. 2009], Poly-P auf der Oberflache aktivierter
Thrombozyten [Miiller F et al. 2009], fehlgefaltete Proteine [Maas C et al. 2008], extrazellulare RNA
und DNA [Kannemeier C et al. 2007] bzw. NETs [Fuchs TA et al. 2010; von Briihl ML et al. 2012] in der
Lage sind, das Zymogen FXII zu aktivieren. Dariber hinaus kénnen bei einer Infektion Bestandteile der
bakteriellen Zellwand FXII aktivieren [Herwald H et al. 1998].

Diese Vielfalt an Substanzklassen spiegelt die vielféltige Funktion von FXII wider, wobei die Art der
Aktivierung maligeblich den Ablauf einer prokoagulatorischen oder inflammatorischen Reaktion nach
FXIla-Aktivierung bestimmt. Uber die Aktivierung des Substrats FXI férdert FXlla eine verstarkte
Thrombinbildung, die das Wachstum eines Gerinnsels unterstiitzt. Diese prokoagulante Funktion wird
in vivo vor allem durch die FXII-Aktivatoren Kollagen und thrombozytdre Poly-P induziert [Woodruff
RS et al. 2011]. Die Aktivierung durch Nukleinsduren (RNA, DNA und NETs) und amorphe Protein-
aggregate resultiert in den pro-inflammatorischen Funktionen von FXlla. Die genannten Strukturen

bieten negativ geladene Oberflichen, an denen die Autoaktivierung von FXIl zu FXlla stattfinden
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kann. In Anwesenheit von an HK-gebundenes pra-KK induziert FXlla daraufhin die Bildung von KK. Im
nachsten Schritt kann plasmatisches KK die Freisetzung des Gewebehormons BK mit vasoaktiven
Eigenschaften einleiten. Gleichzeitig wirkt plasmatisches KK in einer positiven Verstarkerschleife
aktivierend auf FXIl (Abbildung 6). Ob eine prokoagulante oder eine pro-inflammatorische Funktion
von FXII induziert wird, ist wahrscheinlich abhangig von der Orientierung des FXII-Zymogens bei
seiner Autoaktivierung und der biochemische Zusammensetzung der umgebenden fliissigen Phase
[Golas A et al. 2011]. Unter pathophysiologischen Bedingungen ist vermutlich die Aktivierung von FXII

an Fremdoberflachen der klassische Induktor des KPS [Gailani D et al. 2007].

Funktionen des Faktor XII

Die Kontaktphasenaktivierung verlauft Gber das Zusammentreffen der Kontaktfaktoren mit negativ
geladenen Oberflachen. FXII besitzt mehrere Doméanen, die eine Bindung an diese Oberflachen er-
moglichen. Im Detail sind das die beiden Fibronectin-Domanen (Typ | und Typ Il) und die Kringle-
Domane [Citarella F et al. 1996; Citarella F et al. 2000; McMullen BA et al. 1985].

Nach Immobilisierung erfolgt im FXIl-Zymogen eine Konformationsanderung, die durch die Expo-
sition der katalytischen Domane auch als Autoaktivierung bezeichnet wird [MillerG et al. 1980; Sa-
muel M et al. 1992]. Die Autoaktivierung verlauft relativ langsam. Physiologisch glinstiger ist die KK-
vermittelte Aktivierung von FXII, da sie 29-fach schneller verlauft, als die Autoaktivierung [Dunn JT et
al. 1982; Griffin JH 1978; Tankersley DL et al. 1984; Wiggins RC et al. 1979]. Die FXlla-Aktivierung tber
KK gewahrleistet eine ausreichende Konzentration von FXlla zur Induzierung von FXla bzw. Frei-
setzung von BK (Abbildung 6). Im Detail bindet plasmatischer FXII zunachst an eine negativ geladene
Oberflache. Unter physiologischen Bedingungen sind das beispielsweise Poly-P auf der Oberflache
von Thrombozyten, extrazellulare RNA, NETs, Kollagen oder amorphe Proteinaggregate. Pathophysio-
logische Aktivatoren von FXlla in vivo kdnnen Bestandteile der bakteriellen Zellwand oder auch intra-
vaskuldre Prothesen wie Stents sein.

Schon die Anheftung fihrt FXIl in einen aktivierten Zustand lber (FXlla), was ihn fiir eine proteoly-
tische Spaltung durch plasmatisches KK leichter zugdnglich macht [Griffin JH 1978; Revak SD et al.
1976]. Neben KK kann Plasmin die Bildung von a-FXlla induzieren [Hovinga JK et al. 1994; McMullen
BA et al. 1985]. Durch eine Spaltung der Disulfid-Briickenbindungen kann KK aus a-FXlla die I6sliche
Form B-FXlla freisetzen [Fujikawa K et al. 1983; Revak SD et al. 1977; Revak SD et al. 1978]. Die
o-FXlla-Form bleibt Oberflachen-gebunden, wo sie die Aktivierung von FXI und pra-KK durch proteo-

lytische Spaltung induzieren kann [Bouma BN et al. 1977; Girey GJ et al. 1972; Kaplan AP et al. 1971,
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Kaplan AP 1983]. Als Bestandteil des intrinsischen Gerinnungswegs miindet die FXI-Aktivierung in der
Bildung von Thrombin. KK hingegen spaltet proteolytisch seinen Bindungspartner HK, wodurch die
proinflammatorischen Eigenschaften des KPS mit der Freisetzung von BK eingeleitet werden. Die
Oberflachen-gebundenen Aktivierungsprozesse zwischen FXIl und pra-KK beschleunigen die Reakti-
onen um ein Vielfaches in beide Richtungen der Feedbackschleife, da die beteiligten Faktoren in kon-
zentrierter Form vorliegen [Tankersley DL et al. 1984].

Im Gegensatz zu a-FXlla ist das Spaltprodukt B-FXlla nicht an Oberflaichen gebunden und wird ins Blut
freigesetzt. Als B-FXlla verliert die Protease ihre katalytische Funktion zur Aktivierung von FXI, kann
jedoch weiterhin Clr induzieren [Ghebrehiwet B et al. 1983; Kaplan AP et al. 1981; Radcliffe R et al.
1977]. Die Loslésung des Faktors tragt vermutlich zur Verbreitung der KK-abhangigen Prozesse bei.
Weiterhin wird eine inflammatorische Reaktion durch B-FXlla aufrechterhalten, die C1lr-vermittelt zur
Bildung der Anaphylatoxine C3a und C5a fiihrt [Amara U et al. 2010].

Unter physiologischen Umstanden spielt die Aktivierung von FXII bei einer TF-induzierten Koagulation
keine tragende Rolle [Gailani D et al. 1991]. Wird bei einer Verletzung ausreichend TF an der gescha-
digten Stelle freigesetzt, kann durch die extrinsische Koagulation eine suffiziente Menge an Thrombin
gebildet werden. Fir die Aufrechterhaltung der Thrombinbildung wahrend der Koagulation wirkt
Thrombin Uber eine positive Rickkopplung aktivierend auf FXI. Diese Reaktion verlauft FXIl-unab-
hangig und spielt vermutlich besonders bei niedrigen TF-Konzentrationen in der Himostase eine
Rolle [Kravtsov DV et al. 2009; von dem Borne PA et al. 1995]. Im Gegensatz dazu tragt die FXlla-ver-
mittelte Koagulation zum Wachstum und zur Stabilitat eines Gerinnsels unter pathologischen Be-
dingungen (Thrombose) bei [Renné T et al. 2005; Renné T et al. 2012]. Dabei erhoht die Anwesenheit
von FXlla die Dichte des Gerinnsels und damit seine Stabilitdt [Konings J et al. 2012].

In der Regel entsteht eine Thrombose nicht durch eine GefaRverletzung, sondern beispielsweise im
Rahmen von Arteriosklerose. Bei einer Plaque-Ruptur werden TF, vWF und Kollagen der subendo-
thelialen Matrix freigesetzt, wodurch Thrombozyten aus dem Blutstrom rekrutiert werden [De Meyer
GR et al. 1999; Penz S et al. 2005; Rother E et al. 2003]. Die Aktivierung und Aggregation der Platt-
chen wird durch die Poly-P-vermittelte FXII-Aktivierung unterstitzt, in dem zuséatzliches Thrombin zur
Propagation des Thrombuswachstums zur Verfligung gestellt wird [Maas C et al. 2011; Woodruff RS
et al. 2011]. Dementsprechend wirkt FXIl unter diesen Bedingungen als Verstarker der thromboti-
schen Koagulation unter pathophysiologischen Bedingungen [Cheng Q et al. 2010; Renné T et al.
2005; Renné T et al. 2012].
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Abbildung 6: Schema der Kontaktphasenaktivierung an negativ geladenen Oberflachen

Plasmatischer FXIl wird durch den Kontakt mit anionischen Oberfldchen in die aktivierte Form (FXlla)
Uberfiihrt. Der Prozess Iduft autokatalytisch ab, wobei FXlla an der Oberfléiche gebunden bleibt. Eben-
so binden die Komplexe aus HK-pré-KK und HK-FXI an Oberfldchen mit negativer Ladung, wo sie durch
a-FXlla aktiviert werden. KK induziert eine weitere proteolytische Spaltung von FXlla, wodurch a-FXlla
entsteht. Dieses aktiviert sowohl FXI als auch pré-KK. Die Proteolyse von FXI miindet in einer Koagu-
lation, vermittelt liber den intrinsischen Gerinnungsweg. Die Spaltung von Prékallikrein durch a-FXlla
erzeugt plasmatisches KK. Dieses ist in der Lage sich von seinem Partner HK zu lI6sen. Zudem spaltet
KK aus HK den Entziindungsmediator BK ab, wodurch das KPS pro-inflammatorische Prozesse einleitet.
Des Weiteren initiiert KK die Bildung von léslichem 8-FXlla. Die gestrichelten Pfeile kennzeichnen pro-
teolytische Aktivierungsprozesse an. Zymogene und ihre aktiven Spaltprodukte sind mit schmalen
durchgdngigen Pfeilen verbunden. Durch dicke durchgezogene Pfeile wird vereinfacht die Folge der
initiierten Prozesse verdeutlicht. BK = Bradykinin; HK = Hochmolekulares Kininogen; KK = Kallikrein;
prd-KK = Prékallikrein. Schema erstellt aus Informationen von Fuhrer G et al. 1990, Stavrou E et al.
2010 und Woodruff RS et al. 2011.
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Regulation des Faktor XII

Der Cl1-Esterase-Inhibitor (C1-INH) gilt als der wichtigste Inhibitor von FXII. Dieses Serpin inhibiert
nicht nur a-FXlla, sondern auch B-FXlla, sodass der C1-INH zu mehr als 90 % die Wirksamkeit des FXlla
innerhalb weniger Minuten terminiert [de Agostini A et al. 1984; Pixley RA et al. 1985b; Revak SD et
al. 1978; Wuillemin WA et al. 1996]. Pixley et al. fanden auBerdem geringere inhibitorische Aktivi-
taten von a2-Antiplasmin und a2-Macroglobulin auf FXII [Pixley RA et al. 1985a]. Unter physiologi-
schen Bedingungen wird vermutlich die durch Fremdoberflachen aktivierte Form von FXII hauptsach-
lich durch den C1-INH reguliert. Back et al. konnten jedoch beobachten, dass der durch thrombozy-
tare Poly-P aktivierte FXIl auBerdem durch AT inhibiert wird [Back J et al. 2009; Woodruff RS et al.
2011]. Als Komponente der intrinsischen Koagulation wird FXla ebenfalls durch den C1-INH gehemmt.
Ein zusatzlicher Inhibitor von FXla ist das Akute-Phase-Protein al-Antitrypsin [Wuillemin WA et al.
1995; Wuillemin WA et al. 1996].

Faktor XII-Defizienz

Der erste Fall von FXlI-Defizienz wurde zufillig bei einer praoperativen Routineuntersuchung bei dem
damals 37-jahrigen Patienten John Hageman entdeckt. Klinisch war der Patient unauffillig und es
wurde keine erhohte Blutungstendenz festgestellt. Das einzige Indiz war die verlangerte aPTT, ob-
wohl keine Antikoagulation vorlag und der Patient offenbar nicht unter einer Hamophilie litt. Unter-
suchungen von Ratnoff et al. konnten nachweisen, dass im Blut von J. Hageman ein Faktor fehlte, der
fir die Glas-induzierte Koagulation verantwortlich ist. 1958 veroffentlichten sie ihre Beobachtungen
Uber den ,,Hagemann-Faktor®, oder auch Gerinnungsfaktor XIl [Ratnoff OD et al. 1958].

Obwohl John Hageman keine Blutungsneigung zeigte, verstarb er in friih an einer pulmonalen Em-
bolie [Ratnoff OD 1968]. Daraufhin wurde eine FXIl-Defizienz mit einem erhohten Risiko fur die Ent-
stehung einer Thromboembolie assoziiert. In diesem Zusammenhang ist von Bedeutung, dass J. Hage-
man zu diesem Zeitpunkt nach einem Beckenbruch bettldgerig war. Zudem gehorte die prophylak-
tische Antithrombose fiir immobilisierte Patienten zu der Zeit in Krankenh&dusern nicht zur Standard-
Medikation.

Ob eine FXII-Defizienz im Menschen ein Risiko fir Thromboembolismus darstellt, wird nach wie vor
diskutiert. Halbmayer et al. vermuteten 1992 eine FXII-Defizienz als Risikofaktor fiir rekurrierende
vendse und arterielle Thromboembolien [Halbmayer WM et al. 1992]. Bei Studien zum Thrombo-

embolie-Risiko in heterozygot FXII-defizienten Patienten konnte nicht bestatigt werden, dass ein
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reduzierter FXII-Plasmaspiegel verstarkt Thromboembolien férdert [von Kanel R et al. 1992]. Die Ana-
lyse der durchschnittlichen FXII-Defizienz in der Bevolkerung zeigte, dass eine Prdvalenz von 1,5-3 %
vorliegt, ohne thromboembolische Symptome durch den FXII-Mangel zu verursachen [Halbmayer
WM et al. 1994]. Darliber hinaus wurde eine weitere Studie von Zeerleder et al. durchgefiihrt, die fir
sechs Jahre eine Gruppe aus 73 Personen mit unterschiedlichem FXII-Level liberwachte. Zeerleder et
al. konnten keine erhéhte Thrombophilie verursacht durch eine FXII-Defizienz beobachten [Zeerleder
Setal. 1999].

Im Gegensatz dazu stellten Tirado et al. bei der Untersuchung eines homozygoten Polymorphismus
auf dem F12-Gen (46C->T) fest, dass die reduzierte Funktion von FXII das Risiko fiir das Auftreten
einer vendsen Thromboembolie erhéht. Die Analyse genereller Risikofaktoren fiir eine Thrombose
zeigte dabei, dass die Thromboembolie davon unabhangig auftrat [Tirado | et al. 2004].

Da die vorgestellten Daten sehr kontrovers sind, lag die Entwicklung eines neuen Testsystems zur
Erforschung der FXII-Funktion in vivo nahe. 2004 wurde von Pauer et al. eine FXII-Knockout (K. O.)
Maus-Linie vorgestellt. Die homozygoten FXII-K.O.-Tiere unterschieden sich phanotypisch nicht von
den Wildtypen, mit Ausnahme einer aPTT-Verlangerung [Pauer HU et al. 2004]. Wie bei FXII-defizi-
enten Menschen konnte auch in dem FXII-K.O.-Mausen keine Blutungsneigung beobachtet werden.
Weitere Studien in den FXII-K.O.-Mausen werden in der Diskussion weiter erlautert und in Bezug zu

den Resultaten der vorliegenden Arbeit gesetzt.

1.3.2 Weitere Faktoren des Kontaktphasensystems

Hochmolekulares Kininogen

Das einkettige Glykoprotein des hochmolekularen Kallikreins (HK) besitzt eine molekulare Masse von
ca. 115 kDa. Die normale plasmatische Konzentration liegt bei 70-90 ug/mL [Kerbiriou DM et al. 1979;
Mandle RJ et al. 1976]. Als Bestandteil des KPS ist HK ein obligater Kofaktor, der eine nicht-kovalente
Komplexbildung mit pra-KK oder FXI auf Endotheloberflachen oder anderen Oberflaichen mit nega-
tiver Ladung eingeht [Mandle RJ et al. 1976; Silverberg,M et al. 1980;Thompson RE et al. 1977].

Das Nonapeptid BK wird proteolytisch aus dem Kofaktor HK gespalten (siehe Abschnitt Bradykinin).
Durch FXlla aktiviertes Plasmakallikrein oder Gewebskallikrein kann die Abspaltung von BK aus HK

induzieren [Nakayasu T et al. 1979; Reddigari SR et al. 1989].
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Prdkallikrein

Wie andere Serinproteasen zirkuliert auch Prékallikrein (prd-KK) als Zymogen im Plasma, zu etwa
90 % als Komplex mit HK (iber eine nicht-kovalente Bindung [Bock PE et al. 1985; Mandle R, Jr. et al.
1977; Mandle RJ et al. 1976]. Diese Bindung vermittelt die Adhasion von pra-KK an negativ geladene
Oberflachen. Pra-KK wird durch FXlla oder B-FXlla aktiviert [Ghebrehiwet B et al. 1983] und in Folge
kann das gebildete plasmatische KK aus seinem Tragermolekil HK Bradykinin abspalten [Bock PE et
al. 1985; Mandle RJ et al. 1976; Tait JF et al. 1987; Thompson RE et al. 1979]. Im Gegensatz zu FXlla ist
KK nicht obligat an Oberflachen gebunden. Da die KK-Molekile frei im Plasma zirkulieren kénnen,
wird vermutet, dass sie die FXII-Aktivierung weiter verbreiten [Cochrane CG et al. 1980; Silverberg M
et al. 1980]. Eine weitere Funktionen fiir KK ist die Chemotaxis fiir neutrophile Granulozyten und
Monozyten [Gallin JI et al. 1974; Kaplan AP et al. 1972]. Im Komplementsystem aktiviert KK den
Faktor B und im Renin-Angiotensin-System fordert KK die proteolytische Spaltung von Prorenin zu

Renin [Derkx FH et al. 1979; Discipio RG 1982; Sealey JE et al. 1979].

Bradykinin

Der vasoaktive, inflammatorische Mediator Bradykinin (BK) besteht aus neun Aminosauren, die an
zwei Positionen KK-vermittelt aus dem Kofaktor HK abgespalten werden. Das aktive Nonapeptid
bindet an die beiden Rezeptortypen B1-R und B2-R, die auf Endothelzellen und glatten Muskelzellen
der Tunica media exprimiert werden [Figueroa CD et al. 2001]. Die Expression des Rezeptors B1-R
wird bei inflammatorischen Prozessen uber IL-1 und TNF-a. unter anderem auf Endothelzellen indu-
ziert und vermittelt wiederum die Freisetzung der pro-inflammatorischen Mediatoren IL-1 und TNF-a
aus neutrophilen Granulozyten [Davis AJ et al. 1994; Fernandes ES et al. 2005; Leeb-Lundberg LM et
al. 2005; Marceau F 1995]. Der zweite Rezeptor B2-R wird konstitutiv auf den meisten Zellober-
flachen exprimiert. Seine Aktivierung resultiert in einer Vasodilatation des GefdRendothels sowie
einer erhohten vaskularen Permeabilitat. Dieser Prozess wird verstarkt durch die Freisetzung weiterer
vasodilatatorischer Mediatoren (NO, PGE2, PGI2) [Regoli D et al. 1980].

Physiologisch wirkt BK vasodilatatorisch, wodurch lokal der Blutdruck gesenkt wird [Leeb-Lundberg
LM et al. 2005]. Neben der Einleitung inflammatorischer Prozesse spielt BK eine Rolle in der Patho-
physiologie neuropathischer Schmerzen und der Entstehung einer experimentellen Diabetes im

Nager-Modell [Couture R et al. 2001; Leeb-Lundberg LM et al. 2005].
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Die plasmatische Halbwertszeit von BK liegt unter 30 Sekunden und wird durch drei Inhibitoren
limitiert [Kariya K et al. 1982]. Das Angiotensin konvertierende Enzym (ACE) degradiert BK in mehr-
eren Schritten innerhalb weniger Sekunden vollstindig und ist der wichtigste Inhibitor der BK-Wir-
kung [Erdos EG 1990; Jaspard E et al. 1993]. Wahrend ACE hauptsachlich auf der Oberflache des
pulmonalen Endothels lokalisiert ist, gibt es zwei weitere Carboxypeptidasen zum Abbau von BK: Die
Carboxypeptidasen M und N. Die Carboxypeptidase M wird ebenfalls pulmonal exprimiert und ist wie
ACE an Oberflaichenmembranen gebunden [Zhang X et al. 2008]. Die plasmatische Carboxypeptidase
N dagegen spaltet C-terminal einen Arginin-Rest von BK ab. Das resultierende Octapeptid wird als
Des-Arg-Bradykinin bezeichnet und kann weiterhin den B1-R aktivieren [Erdos EG et al. 1962; Kerbi-
riou DM et al. 1979; Kurachi K et al. 1977; Marceau F 1995]. Die Carboxypeptidase N degradiert
auBerdem auch die Anaphylatoxine C3a und C5a des Komplementsystems [Perez HD et al. 1988;

Zhang X et al. 2008].

Faktor XI

Koagulationsfaktor Xl ist ein Bestandteil des KPS und gleichzeitig des intrinsischen Gerinnungssys-
tems. Er besteht aus zwei identischen Untereinheiten zu je zwei Ketten, die Gber Disulfid-Briicken-
bindungen miteinander verbunden sind [Bouma BN et al. 1977; Kurachi K et al. 1977]. Das Dimer hat
eine molekulare Masse von etwa 160 kDa und besitzt pro Molekil eine katalytische Domane auf der
leichten Kette. Wie bei den meisten Serinproteasen besteht die katalytische Trias aus His423, Asp462
und Ser557 [Minnema MC et al. 1999]

Mit einer Konzentration von 4-6 ug/mL zirkuliert FXI ebenfalls als Zymogen im Plasma, wobei jeweils
1 bis 2 Molekiile nicht-kovalent an je ein Molekiil HK gebunden sind [Thompson RE et al. 1977]. Wie
KK bendtigt FXI ebenfalls HK als obligaten Kofaktor, der die Bindung an negativ geladene Oberflachen
vermittelt und seine Aktivierungskapazitat fordert [Griffin JH et al. 1976; Wiggins RC et al. 1977]. FXlla
aktiviert FXI, wenn er sich im Komplex mit HK befindet. Alternativ kann FXI auch durch Thrombin akti-

viert werden, falls FXI Bestandteil eines Fibringerinnsels ist [Gailani D et al. 1991; Naito K et al. 1991].
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1.4 Thrombotische Himostasestorungen
Die Ursachen und Krankheitsbilder fiir thrombotische Himostasestorungen sind sehr unterschiedlich.
Im Folgenden wird der Fokus auf die haufigsten kardiovaskularen Erkrankungen gelegt, die nachweis-

lich in Zusammenhang mit einer FXII-Aktivierung stehen.

1.4.1 Thrombosen und Folgeerkrankungen

Arterielle Thromboseerkrankungen

Die Platze eins und zwei der lebensbedrohlichen Erkrankungen werden durch die arteriellen Throm-
bose-Erkrankungen Myokardinfarkt und Schlaganfall belegt. Im Jahr 2008 starben 244,8 von 100.000
Menschen an den Folgen einer kardiovaskuldren Erkrankung und jedes Jahr erleiden etwa 795.000
Menschen einen ersten oder rekurrierenden Schlaganfall [Roger VL et al. 2012]. Die einzelnen patho-
logischen Entitdaten werden in Abbildung 7 (S. 34) dargestellt.

Arteriosklerotische Veranderungen der GefaRinnenwand sind die Hauptursache fiir die Entstehung
einer arteriellen Thrombose. Eine Dysfunktion des Endothels beglinstigt eine chronische Entziindung,
in deren Verlauf Lipide, Immunzellen und fibrése Elemente in die Intima eingelagert werden [Gold-
stein JL et al. 1977; Ross R 1999]. Gesammelt wird die Ablagerung als Plaque bezeichnet. Sie ent-
wickelt sich bevorzugt in GefaRRen, bei denen die laminare Stromung des Blutes durch eine Bifurkation
oder durch Kurvaturen gestort ist, wie beispielsweise in der A. carotis communis und in den Koronar-
arterien. Dort beglinstigen eine reduzierte Blutflussgeschwindigkeit und verringerte Scherkrafte
mechanisch die Ablagerung von im Blut zirkulierenden Partikeln, wie beispielsweise LDL [Glagov S et
al. 1988]. Das LDL bildet Aggregate, wird durch die Bindung an Proteoglykane der Intima immo-
bilisiert und ist so zuganglich fir biochemische Modifizierungen wie die Oxidierung [Camejo G et al.
1998; Skalen K et al. 2002]. Die Akkumulation der LDL-Partikel férdert lokal die endotheliale Dys-
funktion, wodurch Leukozyten rekrutiert werden [Kuiper J et al. 2007; Patel S et al. 2006].
AnschlieBend wandern Makrophagen ein und phagozytieren das oxidierte LDL, wodurch sie eine
Umwandlung zu pro-inflammatorischen Schaumzellen durchlaufen [Gimbrone MA, Jr. et al. 1995].
AuBerdem infiltrieren T-Zellen die Intima, die anschliefend zu TH;-Zellen differenzieren und Zytokin-
vermittelt inflammatorische Prozesse forcieren [Zhou X et al. 2005]. Diese resultieren in einer Pro-

liferation der glatten Muskelzellen und breiten sich auch in die tieferen Schichten der GefaBwand aus
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[Glagov S et al. 1987; Stary HC et al. 1995]. Die Lipid-haltige Ablagerung mit den Immunzellen in der
Intima wird von einer fibrosen Bindegewebskappe geschiitzt.

Die extrazelluldren Bestandteile der fibrésen Kappe werden von Zellen der glatten Muskulatur sezer-
niert und bestehen aus Kollagen (Typ | und lll), Proteoglykanen und Elastin-Fasern [Wight TN 1995].
Zusatzlich wird die Mineralisierung der Plaque durch die Sekretion von ,,Bone morphogenetic Protein“
aus glatten Muskelzellen geférdert [Demer LL 1995]. Dadurch wird Kalzium im geschadigten Bereich
akkumuliert. Einwandernde Makrophagen exprimieren aulRerdem Matrixmetalloproteinasen (MMPs),
die die Makromolekiile der fibrésen Kappe dynamisch remodellieren. Bei einer Uberexpression der
MMPs wird die Struktur der Kappe fragil [Dollery CM et al. 1995]. Zuséatzlich bewirkt die Kalzium-
einlagerung eine Versteifung der Arterienwand.

Durch hohe Scherkrafte im arteriellen Hochdrucksystem besteht die Gefahr einer Plaque-Ruptur,
wodurch der nekrotische Kern und die subendotheliale Matrix dem Blutstrom exponiert werden.
Faktoren wie TF, vVWF und Kollagen initiieren die Koagulation und rekrutieren Plattchen aus dem
Blutstrom [De Meyer GR et al. 1999; Penz S et al. 2005; Rother E et al. 2003; Vorchheimer DA et al.
2006]. Des Weiteren adharieren Monozyten daran und induzieren eine Thrombose durch TF-Sekre-
tion [Virmani R et al. 2006]. Diese Faktoren fordern sukzessive tiber eine Thrombinbildung die wei-
tere Progression der Arteriosklerose [Kleinegris MC et al. 2012].

Obwohl die Aktivierung der Gerinnung liber TF obligat fiir die Einleitung der Koagulation sind, wurden
Hinweise daflir gefunden, dass aullerdem FXIl im Rahmen der arteriosklerotischen Prozesse unter
anderem durch die freiliegende subendotheliale Matrix, Kollagen und thrombozytare Poly-P aktiviert
wird [Muller F et al. 2010]. Renné et al. konnten auch beobachten, dass die FXlla-vermittelte Throm-
binbildung das dreidimensionale Thrombuswachstum in Mausen unterstiitzt [Renné T et al. 2005].
Die Rolle von FXlla bei einem rupturierten Plaque wurde auch durch Kuijpers et al. in einem murinen
Modell der Arteriosklerose untersucht [Kuijpers MJ et al. 2014]. Die Resultate weisen darauf hin, dass
FXlla eine Thrombin- und Fibrinbildung zur Stabilisierung des Thrombus einleitet. Dieses geschieht
unabhangig und lokal distanziert von der TF-vermittelten Thrombusentstehung am Ort der Plaque-
Ruptur. Diese substitutive Thrombinbildung durch FXlla ist auRerdem von Bedeutung, da die TF-ver-
mittelte Thrombinbildung streng durch TFPI reguliert wird [Kubier A et al. 2012]. Daher wird ange-
nommen, dass die Thrombinbildung (iber den intrinsischen Gerinnungsweg eine wichtige Rolle in der

Entstehung von Gefal3-okkludierenden Thrombosen spielt [Renné T et al. 2005].
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Klinische Beispiele fir arterielle Thrombosen sind GefaRokklusionen, die lokal in den Koronararterien
einen Myokardinfarkt verursachen kénnen was die haufigste Ursache fiir einen Herzstillstand oder
den Sekundentod darstellt [Badimon JJ et al. 1999; Falk E et al. 1995]. AuRerdem besteht im Falle
einer arteriosklerotischen Plaquebildung in der A. carotis das Risiko einer Thrombo-Embolisierung
durch eine Druckzunahme auf den hindurchflieRenden Blutstrom [Cunningham KS et al. 2005]. Diese
Druckverdanderungen koénnen zusatzlich mit dem Vorliegen einer Herzrhythmusstérung (Vorhof-
flimmern) die Ablésung von thrombotischem Material beglinstigen [Hughes M et al. 2008]. Dieser
Prozess kann letztendlich zu einem ischdmischen Schlaganfall fiihren [Amarenco P et al. 2011] (siehe
Kap. 1.5).

Zur Therapie der thrombotischen GefaRokklusion kann die Blutzirkulation durch eine Thrombolyse
oder durch eine Ausschabung der Arterie wiederhergestellt werden. Gleichzeitig wird durch eine
gerinnungshemmende Behandlung eine erneute Thrombose unterbunden, die wiederum durch die
Beeinflussung der physiologischen Hamostase eine erhéhte Blutungsneigung hervorruft.

Daher ist der Bedarf an neuartigen Konzepten zur antithrombotischen Therapie groB, die durch ein
optimiertes Verhaltnis zwischen Thrombosehemmung und unbeeintrachtigter Himostase ein sich-
ereres Wirkungsprofil bieten. Eine pharmakologische Hemmung von FXlla erscheint vor diesem Hin-
tergrund als vorteilhafte Strategie und wird derzeit in praklinischen Studien vertieft untersucht.
Aktuelle Studien in Tiermodellen belegen, dass die FXlla-INH einen antithrombotischen Effekt austibt,
ohne die Hamostase zu beeintrachtigen [Hagedorn | et al. 2010; Larsson M et al. 2014; Matafonov A
et al. 2014; Renné T et al. 2005].

Auch im Menschen verlangert sich die aPTT bei einem hereditdaren FXlI-Mangel, ohne dass die Be-
troffenen unter einer Hamophilie leiden [Ratnoff OD et al. 1961]. Vergleichbar dazu konnte in FXII-
K.O.-Mdausen beobachtet werden, dass die physiologische Himostase unbeeintrachtigt ablief, wah-
rend die aPTT verlangert und das dreidimensionale Thrombuswachstum in der Propagationsphase
gestort war. Daher waren die Tiere vor einer okklusiven Thrombose geschiitzt [Renné T et al. 2005].
Nach einer Applikation von humanem FXIl ging der antithrombotische Effekt in den FXII-K.O.-Mausen
verloren, was auf eine Ubertragbarkeit des Mausmodells auf den humanen Organismus hindeutet

[Kleinschnitz C et al. 2006; Renné T et al. 2005].
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Venése Thromboseerkrankungen

Eine venose Thrombose entsteht klassischerweise durch degenerative Prozesse an der Gefallwand,
Stérungen der Hamodynamik (Blutstase) und eine verdnderte Zusammensetzung der Blutbestand-
teile (Hyperkoagulabilitat), auch als Virchow Trias bekannt. Die haufigsten venésen Thrombosen sind
tiefe Beinvenenthrombosen (TBVT). Eine besondere Gefahr liegt in der Embolisierung von throm-
botischem Material im vendsen System, denn sie konnen im Anfangsstadium asymptomatisch
verlaufen. Daher tritt bei etwa 30 % der Patienten als Folgekomplikation eine Lungenembolie auf.
Dabei embolisiert thrombotisches Material, gelangt Gber den Blutkreislauf in die Lunge und verur-
sacht dort durch die Blockade der Blutzufuhr eine Ischamie. Die Letalitdt der frilhen Phase bei einer
Lungenembolie ist sehr hoch und zusammen betrachtet liegt die jahrliche Inzidenz fiir eine TBVT oder
Lungenembolie in den USA bei etwa 900.000 Patienten. An den Folgen einer Lungenembolie sterben
jahrlich ca. 300.000 Menschen in den USA [Roger VL et al. 2012]. In der Gruppe der lebensbedroh-
lichen kardiovaskuldren Erkrankungen liegt die Lungenembolie auf Platz drei [Nielsen JD 2013]. Daher
stellt die vendse Thrombose ein ernstzunehmendes Problem fiir die Betroffenen dar.

Zur den pathophysiologischen Abldufen ist bisher bekannt, dass der reduzierte Blutfluss eine Hypoxie
des Endothels einleitet, woraufhin endotheliales P-Selektin exprimiert wird. Durch eine Adhdasion von
Monozyten und neutrophilen Granulozyten an das P-Selektin heften sich erste aktivierte Thrombo-
zyten, die die Thrombose an der GefaBwand vorantreiben. Weitere Immunzellen adharieren an die-
ser Stelle und unterstiitzen nach ihrer Aktivierung die Koagulation durch unterschiedliche Strategien
[von Brihl ML et al. 2012]. Monozyten exprimieren TF, sodass die extrinsische Gerinnung aktiviert
wird. Die Aktivierung von Neutrophilen resultiert in vielfaltigen Prozessen. Es gibt Hinweise dafiir,
dass Neutrophile nach einer Endothelverletzung die Hauptquelle des aus dem Blut stammenden TF in
der frilhen Phase der Koagulation darstellen [Darbousset R et al. 2012]. AulRerdem sezernieren akti-
vierte Neutrophile ,,Neutrophil Extracellular Traps“ (NETs). NETs sind aus extrazelluldaren Chromatin-
fasern aufgebaut mit einem Riickgrat aus Histonproteinen [Brinkmann et al. 2004]. Durch ihre pro-
koagulante Oberflache aus anionischer, dekondensierter DNA férdern NETs die Plattchen-Aktivier-
ung. Des Weiteren wird zurzeit diskutiert, dass NETs als Oberflache zur Aktivierung von FXIl in der
Propagationsphase der Thrombose eine Rolle spielen [Fuchs TA et al. 2010; von Briihl ML et al. 2012].
FXIl kann aulBerdem direkt an diese Immunzellen binden, wodurch die intrinsische Koagulation FXlla-

vermittelt eingeleitet wird. Diese Prozesse erganzen sich und treiben die vendse Thrombose voran.
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Patienten mit den typischen Risikofaktoren fiir die Ausbildung einer venésen Thrombose wie Bewe-
gungsmangel, Ubergewicht und einer Thrombose in der Anamnese werden prophylaktisch antikoa-
guliert. Die grofRte Gruppe mit der Indikation zur Thromboseprophylaxe besteht vermutlich aus
immobilisierten Patienten im Krankenhaus, zum Beispiel nach gréBeren Operationen. Die gangigsten
Medikationen sind dabei Heparin, Vitamin-K-Antagonisten sowie Inhibitoren von Thrombin und FXa
[Buller HR et al. 2012; Kyrle PA et al. 2005]. Fir die akute Therapie einer venésen Thromboembolie
kann in schweren Fallen eine Thrombolyse mit rt-PA durchgefiihrt werden [Wells PS et al. 2014]. Bei
der pharmakologischen Prophylaxe gelten prinzipiell die gleichen Nachteile, wie in der arteriellen
Thromboseprophylaxe, da sie nur bedingt steuerbar sind und das Risiko einer Blutungsneigung er-

hohen.

1.4.2 Kontaktphasen-Aktivierung in Systemen der extrakorporalen

Zirkulation
Eine Thrombose kann durch eine GefdlBverletzung von aulien, eine Plaque-Ruptur bei arteriosklero-
tischen Endothelverdanderungen durch eine vendse Blutstase oder Stenose, aber auch durch den
Kontakt mit fremden bzw. anionisch geladenen Oberflachen ausgeldst werden. Die Koagulation an
Fremdoberflachen wie beispielsweise Glas, des Membranoxygenators einer ECMO oder kiinstliche
Herzklappen wird ber FXlla vermittelt [Schmaier AH 2008; Vogler EA et al. 2009]. Um Thrombosen
wahrend des Einsatzes einer ECMO vorzubeugen, erhalten die Patienten hochdosierte Antikoagu-
lanzien, die zwar einerseits die Koagulation im Pumpensystem verhindern, andererseits jedoch mit

einem massiv erhéhten Blutungsrisiko einhergehen.

Anwendungen der extrakorporalen Zirkulation (EKZ)

Die extrakorporale Zirkulation (EKZ) wird als eine lebenserhaltende MaBnahme bei Patienten mit
schwerwiegenden Funktionsstérungen von Herz oder Lungen angewendet. Dabei wird Uber ein
Pumpsystem die Blutzirkulation einzelner Organe bzw. des Korperkreislaufs fir eine limitierte Zeit
sichergestellt. Durch eine Katheterisierung wird das vendse Blut aus dem Korper in die kiinstliche
Lunge geleitet, wo die Oxygenierung des Blutes stattfindet. Um Druckverdanderungen durch eine po-
tenzielle Fremdoberflachen-induzierte Thrombose zu messen, befindet sich vor und hinter dem Oxy-
genator ein Druckmesspunkt. Bevor das mit Sauerstoff angereicherte Blut zuriick in den Kreislauf

gelangt, wird es gefiltert. Flir komplexe Operationen am offenen Herzen oder kardialen GefaRen wird
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meist die Herz-Lungen-Maschine (HLM) eingesetzt. Sie Gbernimmt die komplette kardiale und/oder
pulmonale Funktion, wahrend der Operateur beispielsweise einen Bypass der Koronararterien legen
kann. Die Unterstitzung der Kreislauffunktion Gber die HLM kann im zeitlichen Rahmen von einigen
Stunden bis zu wenigen Tagen aufrecht erhalten werden [Reul HM et al. 2000].

Die extrakorporale Membran-Oxygenierung (ECMO) ist technisch analog zur HLM, kann jedoch fiir bis
zu 30 Tage die kardiale und / oder die pulmonale Funktion ersetzen [Peek GJ et al. 1999]. Dies gibt
dem geschadigten Gewebe (Herz oder Lunge) die Moéglichkeit ohne Belastung abzuheilen [Marasco SF
et al. 2008]. Die ECMO wird haufig in Neugeborenen mit einer respiratorischer Insuffizienz oder
einem septischem Schock angewendet [Dalton HJ 2011]. AuBerdem kann sie in allen Altersgruppen
im Fall eines akuten Herz- oder Lungenversagens eingesetzt werden [Formica F et al. 2010]. Fir die
ECMO-unterstiitzte Zirkulation in der Herzchirurgie werden relativ hohe Flussraten benétigt, daher
werden grolRere Katheter als bei der HLM verwendet, die zumeist veno-arteriell mit dem Kreislauf
verbunden werden. AuBBerdem werden in der ECMO niedrigere Dosierungen zur Antikoagulation
appliziert, um Hamorrhagien wahrend der verldngerten Phase der extrakorporalen Zirkulation zu
vermeiden [Peek GJ et al. 1999]. Um dennoch das Thrombose-Risiko zu reduzieren, werden Silikon-
oder Heparin-beschichtete Oxygenatoren verwendet [von Segesser LK 1999].

Alle MalBnahmen der EKZ sind ein massiver invasiver Eingriff, der fiir sich allein schon mit lebens-
bedrohlichen Risiken einhergeht. Dartiber hinaus wird er nur bei kritisch erkrankten Patienten ange-
wendet [Miller T et al. 2013]. Die Risiken schlieRen auller einer Verletzung der kanilierten Gefal3e
mechanische und systemische Komplikationen mit ein. Zu den wichtigsten mechanischen Kompli-
kationen zahlt eine Koagulation innerhalb des Systems, beispielsweise die Thrombose des Oxyge-
nators. Es wurden schon Thrombosen der Oxygenator-Membran trotz einer systemischen Anti-
koagulation beobachtet [Miiller T et al. 2013]. Dies verdeutlicht den medizinischen Bedarf eines
neuen antithrombotischen Therapieansatzes, der speziell die Fremdoberflachen-induzierte Throm-
bose hemmt.

Die wichtigsten den Patienten systemisch beeinflussenden Komplikationen sind eine Plattchen-De-
position an den Schlduchen des Systems, durch Antikoagulation geforderte Hamorrhagien, die Ge-
rinnungsaktivierung und Inflammation sowie ein erhéhtes Risiko fiir eine Heparin-induzierte Throm-

bozytopenie [Miller T et al. 2013].
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Faktor XII-vermittelte Thrombose in der extrakorporalen Zirkulation

Da in der vorliegenden Arbeit die Rolle der FXll-vermittelten Thrombose an Fremdoberflachen unter-
sucht wird, wird im Folgenden der Fokus auf die thrombotischen Prozesse wahrend der EKZ gelegt.
Trotz einer systemischen Antikoagulation und Heparin-beschichteter Oberflachen stellt die Throm-
bose in der ECMO eine ernstzunehmende Komplikation dar [Dornia C et al. 2013]. Durch den Kontakt
zwischen Blut mit den verhaltnismalig groRen Fremdoberflachen der Schlauche und nicht-physiolo-
gischen Scherkraften werden FXII-vermittelt Gerinnungs- und Entziindungsprozesse wahrend der EKZ
induziert [Peek GJ et al. 1999; Sniecinski RM et al. 2011]. Dabei ist der Oxygenator der EKZ als kiinst-
liche Lunge besonders anfillig fiir die Bildung von Thromben. Die grolRe Oberflache ist fir den effi-
zienten Gasaustausch obligat, jedoch fordert sie gleichzeitig die FXlla-induzierte Gerinnungsakti-
vierung [Edmunds LH, Jr. 2002]. Prinzipiell lagern sich bei der Fremdoberflachen-induzierten Throm-
bose zundchst unspezifisch Plasmaproteine wie Albumin und Fibrinogen an der dem Blut zuge-
wandten Seite der Fremdoberfliche ab. Mit der Zeit werden adhdrierte Proteine durch affinere
Plasmakomponenten verdrangt, was auch als Vroman-Effekt bezeichnet wird [Vroman L 1962]. Auf
diese Weise wird Albumin durch Faktoren wie FXIl und HK verdrangt. Dabei erfolgt die Autoakti-
vierung von FXIl, wodurch nachfolgend und FXla-vermittelt Thrombin und Fibrin gebildet wird [Guo Z
et al. 2006]. Unter hohen FlieRgeschwindigkeiten wird der Proteinaustausch begiinstigt [Wojciechow-
ski P et al. 1991].

Weiterhin resultiert eine direkte Interaktion zwischen FXlla und Fibrin in einer Versteifung und Ver-
dichtung der Fibrinfibrillen des entstehenden Thrombus, wie Konings et al. in vitro nachgewiesen
haben [Konings J et al. 2011]. Dariber hinaus aktiviert FXlla TAFI, was eine Verzégerung der Fibrino-
lyse zur Folge hat [Guo Z et al. 2006; Latacha MP et al. 2004]. Es wird vermutet, dass dadurch die
Thrombusmorphologie mit einer FXII-Aktivierung widerstandsfahiger gegen eine Thrombolyse ist.
Neben der Aktivierung von FXII spielt die Anlagerung von Thrombozyten an der Fremdoberflache der
ECMO eine Rolle. Die nachfolgende Aktivierung der Thrombozyten forciert die Gerinnungsreaktionen,
was letztendlich Giber eine Fibrinbildung zu Mikrothromben und einer Thrombus-bedingten Okklusion
des Oxygenators und der Katheter fiihren kann [Colman RW et al. 1987; Dutton RC et al. 1973; Peek
GJ et al. 1999]. Weitere Risikofaktoren wie niedrige Flussraten bei geringem Blutvolumen, eine Stase
des Blutes durch ein Blutreservoir und die Verwendung eines Koronarsaugers fordern zusatzlich eine

Koagulation und Embolisierung wahrend der EKZ [Brooker RF et al. 1998; Murphy GS et al. 2009].
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Obwohl in allen Systemen der EKZ Filter Mikroemboli, Gasblaschen und Fremdpartikel das Eindringen
in die Zirkulation verhindern, steigt besonders bei langeren Phasen die Gefahr der Embolisierung
[Brown WR et al. 2000]. Denn trotz einer Antikoagulation mit Heparin kdnnen in etwa 20 % der
Patienten vermehrt Thrombin und Fibrinspaltprodukte nachgewiesen werden [Peek GJ et al. 1999].
Das bedeutet, dass in der EKZ kontinuierlich eine Thrombinbildung und eine Fibrinolyse stattfinden,
auch unter medikamentdéser Antikoagulation.

Dennoch ist eine antikoagulative Therapie der Patienten essenziell, um die Thrombose zu reduzieren
und eine Verbrauchskoagulopathie zu verhindern [Edmunds LH, Jr. 2002]. Unfraktioniertes Heparin
ist das einzige in Deutschland zugelassene Antikoagulanz fir die HLM [Deutsches Herzzentrum, Ber-
lin; www.dhzb.de/de/wissenschaft/bivalirudin/]. Seine Wirkung lasst sich mittels Protamin neutra-
lisieren [Pai M et al. 2012]. Dennoch zdhlen peri- und postoperative Blutungen nach einer Heparin-
Antikoagulation zu den groRten Risiken flir den Patienten [Paden ML et al. 2013].

Durch die Protaminbehandlung zur Antagonisation von Heparin sind auflerdem Embolien nach einer
EKZ-Therapie in den Endstromgebieten eine haufige Komplikation. Diese Embolien verursachen zur
pra-existenten Erkrankung weitere klinische Symptome mit milder bis schwerer Auspragung
[Gorlinger K et al. 2012; Groom RC et al. 2009]. Gelangen Mikroemboli in die zerebrale Vaskulatur,
tragen sie durch eine verringerte Sauerstoffsattigung im Blut sowie hypoxische und inflammatorische
Mechanismen zur Pathophysiologie des sogenannten ,,Pump Head” -Syndrom bei [Hoffman GM 2006;
Newman MF et al. 2001; Slater JP et al. 2009]. Dies duRert sich beispielsweise in der milderen Form
durch kognitive Defizite und in schwereren Fallen durch eine Lungenembolie oder einen Schlaganfall
[Baufreton C 2010; Brown WR et al. 2000]. Die Inzidenz flir einen post-operativen kognitiven
Leistungsabbau liegt bei 60 % in Patienten, bei denen kurz zuvor ein herzchirurgischer Eingriff
durchgefiihrt wurde [Slater JP et al. 2009].

Ein weiteres Problem entsteht durch die Induzierung inflammatorischer Prozesse im Rahmen der EKZ.
Im kardiopulmonalen Bypass kann diese als systemische inflammatorische Reaktion (,systemic in-
flammatory response syndrome”; SIRS) auftreten. Neben dem massiven Fremdoberflachen-Kontakt
wird eine SIRS gefordert durch ischdmische Reperfusions-Schaden und den traumatischen Eingriff
[Paparella D et al. 2002]. Die Folgen des SIRS kdnnen sich als Koagulopathie, kardiale Funktionsstor-
ung und multiples Organversagen manifestieren [Levy JH et al. 2003].

In der Akuten-Phase-Reaktion spielt die Aktivierung des KPS ebenfalls eine Rolle. Neben der Throm-

binbildung induziert FXII inflammatorische Prozesse (iber eine BK-Freisetzung und die Aktivierung des
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Komplementsystems [Paparella D et al. 2002]. Daraus resultiert die Bildung der chemotaktisch akti-
ven Anaphylatoxine C3a und C5a [Chenoweth DE et al. 1981]. Dariiber hinaus fordert eine BK-ver-
mittelte erhdhte GefaRpermeabilitdt eine Odembildung im Patienten [Regoli D et al. 1980].

Weiterhin ist zu erwdhnen, dass die Behandlung mit Protamin zu Komplikationen fiihren kann, da
Protamin aus dem Sperma bestimmter Lachsarten isoliert wird. Daher kann eine Heparin-Antago-
nisation mittels Protamin zu einer Unvertraglichkeitsreaktion gegen die Fischeiweille im Patienten
fihren kann [Briick S et al. 2014].

Dartber hinaus entwickeln 10 - 30 % der mit Heparin behandelten Patienten eine immunologische
Intoleranz gegen Komplexe aus Heparin, Plattchenfaktor-4 und IgG, bekannt als Heparin-induzierte
Thrombozytopenie (HIT). Dieser Komplex bindet an einen thrombozytaren Oberflachenrezeptor, was
zur Plattchen-Aktivierung fihrt und die Plattchenzahl durch eine Verbrauchsreaktion massiv abfallen
lasst [Sakr Y 2011].

Folglich ist der medizinische Bedarf nach einer optimierten Therapieoption grof? [von Segesser LK
1999]. Denn herkdmmliche Antikoagulanzien bewirken eine Hemmung der Thrombin- oder FXa-
Funktion, sodass die Initiation des KPS von der Antikoagulation unbeeintrachtigt ablauft. Jedoch
entstehen weiterhin Komplikationen durch eine erhdhte Blutungsneigung und die Einleitung in-
flammatorischer Prozesse. Aktuelle Forschungsprojekte konzentrieren sich auf eine reduzierte
Thrombogenitat der verwendeten Ausgangsmaterialien, um das Risiko von Mikroembolien und
Hamorrhagien durch die systemische Antikoagulation zu reduzieren [von Segesser LK 1996].

Eine pharmakologische Hemmung von FXlla stellt sich in diesem Zusammenhang als ein vielver-
sprechender Ansatz dar. Von besonderer Wichtigkeit ist ein verbessertes Wirkungsprofil des anti-
koagulativen Ansatzes, um das Blutungsrisiko bei bestehender Antikoagulation zu reduzieren. Die
FXlla-Inhibition bietet eine neue Strategie, um die Fremdoberflachen-induzierte Thrombose in den
Indikationen ECMO oder kardiopulmonaler Bypass zu reduzieren, ohne die assoziierte Blutungs-
neigung hervorzurufen. Des Weiteren kdnnten auch Patienten mit einer Unvertraglichkeit gegen

Heparin oder Protamin von dieser antithrombotischen Strategie profitieren.
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1.5 Der ischdmische Schlaganfall

Der ischamische Schlaganfall ist mit etwa 87 % der haufigste Schlaganfall-Typ und entsteht meist als
Folge einer arteriosklerotischen Gefallverdnderung der A. carotis [Go AS et al. 2014; Menke J et al.
2010]. Nach einer Plaque-Ruptur an der entziindeten Gefalwand bildet sich ein Thrombus, der durch
hohe Scherkrafte von seinem Ursprungsort dislozieren kann (Embolisierung). Das Gerinnsel fiihrt in
der zerebralen Mikrovaskulatur zur Stenose oder Blockade des betroffenen Gefdfles. Die resul-
tierende Minderperfusion geht mit einem Sauerstoff- und Nahrstoffmangel einher, was in einer Infar-
zierung des betroffenen Hirngewebes miindet.

Die typischen Schlaganfall-Symptome treten durch die Ischamie-induzierte Nekrose der minderper-
fundierten Hirnareale auf. Sie konnen je nach Okklusionsort und -dauer variieren, beinhalten aber
meist eine plotzliche, unilaterale Schwache, ein faziales Taubheitsgefiihl und Gleichgewichtsstor-
ungen. Von dem ischamischen Schlaganfall wird der hamorrhagischen Schlaganfall und die transito-
rische ischdmische Attacke (TIA) abgegrenzt. Bei dem hamorrhagischen Schlaganfall entsteht eine
Minderperfusion durch die Ruptur eines zerebralen GefdaRes. Das ausgetretene Blut wirkt aullerdem
Uber Thrombin und Hamoglobin-Abbauprodukte toxisch und raumfordernd auf das umgebende
Nervengewebe [Hua Y et al. 2007]. Etwa 10 bis 17 % aller Schlaganfélle werden durch eine Hamorrha-
gie verursacht [Weimar C et al. 2003]. Eine TIA duRert sich in den typischen Schlaganfall-Symptomen,
wobei diese laut Definition jedoch weniger als 24 Stunden anhalten, meist jedoch weniger als 60
Minuten [Easton JD et al. 2009].

Der Schlaganfall (alle Typen) stand 2012 auf Platz 2 der weltweit haufigsten Todesursachen (Abbil-
dung 7). In Deutschland starben 2012 insgesamt 58.925 Menschen an einer Erkrankung mit zerebro-
vaskuldrer Ursache [Statistisches Bundesamt, Deutschland]. Neben der hohen Mortalitét stellt die
Krankheit Schlaganfall auerdem eine der Hauptursachen fiir die Entwicklung neuer korperlicher Be-
hinderungen im Erwachsenenalter dar [Rothwell PM 2001]. Daher bedeutet ein Schlaganfall auBer
einer schweren Burde fiir die Patienten zudem einen hohen finanziellen Aufwand des Gesundheits-
systems fur pflegerische und rehabilitative Mallnahmen [Feigin VL et al. 2014].

Obwohl das Risiko fir einen Schlaganfall mit dem Alter steigt, kann er in jedem Alter auftreten. Eine
Studie stellte 2009 fest, dass 34 % der ins Krankenhaus eingewiesenen Patienten mit Schlaganfall-
Symptomen jlinger als 65 Jahre alt waren [Hall MJ et al. 2012]. Die typischen Risikofaktoren fiir einen

Schlaganfall sind Hypertonie, Rauchen, Fettstoffwechselstérungen, Ubergewicht und Bewegungs-
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mangel, Diabetes mellitus und Herzrhythmusstérungen. Darliber hinaus erhdht ein vorhergegangener

Schlaganfall das Risiko eines erneuten Schlaganfalls [Charidimou A et al. 2013].

The 10 leading causes of death in the world by percentage
5 6
11 9 5 5
2.7
2.7
2.7
13.2 ~__
__-—*— 2
L 48.6
@ Hypertensive € Road injury € Diarrhoeal diseases
heart disease €) Diabetes mellitus €) HIV/AIDS
0 Trachea bronchus, o Lower respiratory @ COPD
lung cancers infections € stroke
€ Ischaemic heart €) Other causes
disease

Abbildung 7: Die 10 haufigsten Todesursachen weltweit 2012

Darstellung der 10 héufigsten Todesursachen weltweit im Jahr 2012, prozentual nach ihrer Héufigkeit
aufgetragen. Durch die globale Betrachtung sind Tumorerkrankungen vorrangig im Bereich ,, Trachea

bronchus, lung cancers” bzw. ,,Other causes” mit einbegriffen.
Quelle: WHO Factsheets [www.who.int/mediacentre/factsheets/fs310/en/]
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1.5.1 Pathophysiologie des ischdmischen Schlaganfalls

Da das Gewebe des zentralen Nervensystems keine Energiespeicher besitzt, fihrt eine Minderdurch-
blutung innerhalb weniger Minuten zum Verbrauch der Energietrager wie Glukose, Sauerstoff und
ATP. Wenn im ischamischen Kerngebiet der zerebrale Blutfluss weniger als 20 % betragt, zieht das
den nekrotischen Zelluntergang der betroffenen Neurone nach sich. Der Mangel an Sauerstoff und
Nukleotidtriphosphaten wie ATP fiihrt zum Zusammenbruch des transzelluldren lonengradienten,
wodurch die einzelnen Zellen ihre natiirlichen Schutz- und Uberlebensfunktionen verlieren [Astrup J
et al. 1981; Meuth SG et al. 2009]. Verstarkend kommt durch den Energiemangel eine Akkumulation
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) hinzu, die unter physiologischen Bedingungen ATP-abhingig
von Mitochondrien abgebaut werden. Die akkumulierten ROS schadigen zellulare Lipide, Proteine der
Zellmembran, DNA und Enzyme durch eine unkontrollierte Oxidation [Love S 1999]. Zur Patho-
physiologie tragt auRerdem das Versagen der ATP-abhdngigen Natrium-Kalium-Pumpen bei, die unter
physiologischen Bedingungen den lonengradienten zwischen Zelle und Interstitium aufrecht erhalt.
Durch ihre Dysfunktion depolarisiert die Nervenzellmembran, worauf hin sich die spannungsabhangi-
gen Kalzium- und Natriumkanale 6ffnen. Dies wiederum fiihrt zur Freisetzung des exzitatorischen
Neurotransmitters Glutamat. Da die Wiederaufnahme-Mechanismen fir Glutamat ebenfalls ATP-
abhangig sind, kann die exzitatorische Wirkung nicht beendet werden. Verstarkend erregt die Gluta-
matfreisetzung die Erregung der benachbarten Neurone, die ebenfalls einem ATP-Mangel ausgesetzt
sind. Dieser Prozess ist auch als Streudepolarisation (,spreading depression”) bekannt. Letztendlich
kann die unkontrollierbare Ubererregung der Zelle den Selbstzerstérungsmechanismus der Nerven-
zelle ausl6sen, was als Exzitotoxizitat bezeichnet wird [Kleinschnitz C et al. 2012; Shah IM et al. 2009].
Der Mangel an Glukose und ATP sowie die Hypoxie in Kombination mit den nekrotischen Prozessen
6sen auBerdem lokal akute inflammatorische Prozesse mit Infiltration von Immunzellen aus [ladecola
C et al. 2011; Kleinschnitz C et al. 2013]. Die Ausschittung proinflammatorischer Mediatoren, wie
zum Beispiel BK, resultiert in einer endothelialen Dysfunktion und férdert eine progressive Throm-
bose in der Mikrovaskulatur [Stoll G et al. 2008]. Dieser Prozess tragt auflerdem zu dem als , no-
reflow“-Phdanomen bei, bei dem eine (spontane) Rekanalisation durch infiltrierende neutrophile
Granulozyten und Mikrothromben erschwert wird [Boyle EM Jr. Et al. 1996; Molina CA et al. 2009].
Erschwerend kommt ein Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke (BHS) hinzu, wodurch Blut ins ZNS

Ubertritt. Wie eingangs erwahnt, wirken Thrombin- und Hamoglobin-Abbauprodukte ebenfalls neuro-
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toxisch [Hua Y et al. 2007]. Die Odembildung und Einblutung begiinstigen durch eine Kompression
des Nervengewebes die typischen Schlaganfall-Symptome [Ayata C et al. 2002].

Die Mechanismen hinter der BHS-Storung sind komplex und beinhalten ein Versagen der lonen-
pumpen sowie die Einleitung von oxydativen und inflammatorischen Prozessen [Gasche Y et al.
2003]. Unter anderem tragt auch die Freisetzung des pro-inflammatorischen Mediators BK zur Aus-
pragung eines zerebralen Odems bei [Kunz M et al. 2013].

Obwohl einige dieser Prozesse helfen, das Gewebe zu reorganisieren und Reparaturmechanismen zu
initiieren, kann der unkontrollierbare Ablauf der Prozesse initiale Schaden noch verschlimmern
[Faustino JV et al. 2011]. Wie bereits erwahnt geht auch die Rekanalisation des okkludierten GefaRes
mit der Einleitung pro-inflammatorischer und prokoagulanter Reaktionen einher. Zusammengefasst
werden die durch eine Rekanalisation-vermittelten schadlichen Prozesse als ,,Reperfusion-injury” (RI).
Durch die Rl werden besonders die minderdurchbluteten Hirnareale gefahrdet. Sie werden auch als
»Penumbra“ (Schattenregion) bezeichnet, da sie durch arterielle Anastomosen residual von Blut ver-
sorgt werden. Trotz teilweise erhaltener metabolischer Funktion ist das Gewebe der Penumbra ge-
fahrdet durch Exzitotoxizitat, inflammatorische Reaktionen und sekundare Mikrothrombosen [Astrup
J et al. 1981]. Wenn der untere Schwellenwert der Blutversorgung etwa 0,15 ml/g/min nicht unter-
schreitet und zeitnah eine Rekanalisation stattfindet, kann das betroffene Gewebe die ischamische
Phase zeitweise Uberstehen [Back T 1998].

In der spaten Phase nach der Entstehung des Infarktkerns unterliegt die Penumbra ohne Therapie
einer Neurodegeneration durch apoptotische Prozesse [Ginsberg MD 2008]. Daher steht das Schlag-
wort ,time is brain” fur eine schnelle Rekanalisation nach der Ischdmie, um die gefdhrdeten Regionen

funktionell zu erhalten [Saver JL 2006].

1.5.2 Behandlungsoptionen des ischdmischen Schlaganfalls

Das einzige in Deutschland zugelassene Arzneimittel zur Thrombolyse nach einem abgeklarten
ischamischen Schlaganfall ist rt-PA. Die Rekanalisation ist mittels rt-PA ist auRerdem auf ein Zeit-
fenster bis maximal 4,5 h nach Auftreten der ersten neurologischen Defizite begrenzt [Hacke W et al.
2008; Leitlinien der DGN, 2009]. Dabei stellen die zeitnahe Krankenhaus-Einlieferung des Patienten
und eine schnelle Diagnostik zur Abklarung der Ischdamie die groRten Herausforderungen dar. Bei
Uberschreitung dieses Zeitraums steigert eine rt-PA-Gabe das Risiko einer ICH, die alle Vorteile der

Lysetherapie aufhebt. Zudem ist die Lysetherapie nur bei Patienten sinnvoll, die zur Zeit des Thera-
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piebeginns nicht unter einer Hypertonie (systolischer Blutdruck > 185 mmHg) leiden. Daher erhalten
weniger als 10 % aller Schlaganfallpatienten rt-PA [Adams RJ et al. 2008; Camerlingo M et al. 2005;
Huang J et al. 2006; Paciaroni M et al. 2007]. Aber auch durch eine Behandlung mit rt-PA steigt die
erfolgreiche Therapie-Rate im Vergleich zu einer Saline-behandelten Gruppen lediglich um 13 %
[NINDS 1995; Wardlaw JM et al. 2000].

Eine alternative Behandlungsmethode ist eine mechanische Thrombektomie. Sie wird allerdings nur
in Kombination mit rt-PA und bei Okklusion gréBerer intrakranieller Gefalle angewandt, da die dort
lokalisierten Thromben haufig resistent gegen eine pharmakologische Thrombolyse sind [Berkefeld J
et al. 2005].

Bei Patienten, in denen ein ischamischer Schlaganfall auBerhalb des Zeitfensters diagnostiziert wird,
beschrankt sich die akute Behandlung auf die Basistherapie zur Lebenserhaltung inklusive Antibiose
und Antikoagulation zur friihen Sekundarprophylaxe [Leitlinie DGN 2009]. Dies macht deutlich, dass
fir die Therapie eines ischamischen Schlaganfalls der medizinische Bedarf an verbesserten Thera-
peutika mit optimiertem Wirkungsprofil enorm ist. Idealerweise kdnnte ein Praparat prophylaktisch
oder auch nach der 4,5 h Zeitgrenze verabreicht werden, ohne Blutungskomplikationen zu beglins-
tigen. Des Weiteren ware eine neuroprotektive Komponente vorteilhaft, die die Ausbreitung der Pe-
numbra verhindert. Ein moglicher Ansatz in diesem Sinne ware eine Verbesserung der durch sekun-
dare Mikrothrombosen gestorten Reperfusion [Choudhri TF et al. 1998].

Verschiedene Ansatze werden zurzeit in praklinischen Studien auf ihre Eignung getestet. Darunter ist
beispielsweise die therapeutische Hypothermie [Nagel S et al. 2008], eine pra-Konditionierung fur
eine erhohte hypoxische Toleranz [Dunn JF et al. 2012] und Inhibitoren der Thrombozyten-Rezep-
toren GPlb bzw. GPVI fiir eine verbesserte Antithrombose und Reperfusion [Stoll G et al. 2008].

Fir die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit dienten die Studien im experimentellen Schlag-
anfallmodell der Arbeitsgruppe um C. Kleinschnitz als Grundlage. Es konnte demonstriert werden,
dass FXII-defiziente Mause sowohl ein signifikant reduziertes Infarktvolumen, als auch markant ge-
ringere neurofunktionelle Defizite aufwiesen [Kleinschnitz C et al. 2006]. Bei einer Substitution der
FXII-K.O.-Méause mit humanem FXIl im Schlaganfallmodell ging der protektive Effekt verloren. Das
weist darauf hin, dass die Abwesenheit von FXIl zu dem verringerten Infarktvolumen und den ver-
besserten neurofunktionellen Defizite fiihrt [Kleinschnitz C et al. 2006].

Auf dieser Grundlage wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die pharmakologische FXlla-Inhi-

bition im murinen experimentellen Schlaganfallmodell untersucht. Es war bereits von Hagedorn et al.
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gezeigt worden, dass der spezifischen FXlla-Inhibitor rHA-Infestin-4 (Kap. 1.5.2 und 1.6.2) einen neu-
roprotektiven Effekt im Schlaganfall-Modell ausiibt [Hagedorn | et al. 2010].

Analog zu den Studien von Hagedorn et al. wurde in der vorliegenden Arbeit zunachst ein prophylak-
tischer Behandlungsansatz mit einem monoklonalen Antikérper gegen FXlla (Anti-FXlla MAb 3F7; Kap.
1.6.2) getestet. Im Anschluss wurde auRerdem rHA-Infestin-4 in einem therapeutischen Behandlungs-

ansatz auf seine neuroprotektiven Eigenschaften untersucht.

1.6 FXIla-Inhibitoren

1.6.1 Inder Literatur beschriebene Faktor XII-Inhibitoren

Der unspezifische Kirbiskern-Protease-INH (,,Pumpkin seed inhibitor”) zeigt eine groRe Affinitat zu
B-FXlIla und bovinem Trypsin, wobei auch eine geringe inhibitorische Wirkung gegen humanes Plas-
min und FXa demonstriert werden konnte [Hojima Y et al. 1982]. Bekannt als unspezifischer KPS-INH
ist auch der Corn-Trypsin-INH, dessen Wirkung gegen Trypsin und FXIl von Hojima und Mahoney pub-
liziert wurde [Hojima Y et al. 1980; Mahoney WC et al. 1984]. Eine nur geringe inhibitorische Wirkung
gegen FXlla und Thrombin, dafiir aber sehr affin zu FXa, Plasmin und Trypsin konnten Carter et al.
1990 fir einen Kohlsaat-Protease-INH (,Cabbage seed inhibitor”) demonstrieren [Carter TH et al.
1990].

Ulmer et al. publizierten die reversible Hemmwirkung von Ecotin, ein aus E. coli stammendes Protein.
Seine Funktion ist nur teilweise bekannt. Es konnte jedoch eine Inhibition von FXlla, Kallikrein und der
leukozytaren Elastase nachgewiesen werden [UImer JS et al. 1995].

MacQuarrie et al. erforschten das Histidin-reiche Glycoprotein (HRG), dessen physiologische Funktion
bis dahin unbekannt war. HRG zirkuliert unter biologischen Bedingungen mit 2 umol/L im Plasma,
kann aber auch aus thrombozytdren a-Granula sezerniert werden. lhre Studien demonstrierten, dass
auch HRG ein spezifischer FXlla-INH ist. MacQuarries Ergebnissen zufolge fiihrt eine HRG-Defizienz
sowohl in Menschen als auch in Mausen zu einer Verkilrzung der aPTT. Die Bindung von HRG an das
FXIl-Zymogen wird durch die Anwesenheit von Zink geférdert, wobei keine Inhibition der Faktoren
FXlla, FXI und FXla statt-findet [MacQuarrie JL et al. 2011]. Da die meisten dieser aufgelisteten Prote-
ase-INH nur bedingt zur selektiven FXlla-INH anwendbar sind, wurden pharmakologisch synthetisierte
Praparate entwickelt. Tans et al. untersuchten den Peptid-INH D-Pro-Phe-Arg Chloromethylketon

(PCK), der hauptsachlich Kallikrein hemmt. Dadurch wird indirekt die KK-vermittelte FXII(a)-Aktivier-
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ung neutralisiert und zu geringen Teilen konnte auch eine FXI-Inhibition beobachtet werden [Ghebre-
hiwet B et al. 1983; Tans G et al. 1987].

Robert et al. prasentierten die neuartige Substanzklasse der 3-carboxamid-Coumarine als potente
und selektive FXlla-INHs. Die Arbeitsgruppe synthetisierte diesen nicht-peptidergen FXlla-INH, um
einen pharmakologischen Therapieansatz fiir eine Antikoagulation mit reduziertem Blutungsrisiko zu
etablieren [Robert S et al. 2008].

Eine weitere Quelle fur natirliche Antikoagulanzien sind blutsaugende Tiere. Um die Nahrstoffe aus
der Blutmahlzeit verdauen zu kdonnen, haben sie verschiedene Techniken zur Gerinnungshemmung
entwickelt. Ein bekanntes Beispiel ist der Blutegel Hirudo medicinalis, aus dessen Speichel der Throm-
bin-INH Hirudin extrahiert wurde [Markwardt F 1956].

Aus dem Speichel der Zecke Ixodes ricinus wurde ein Protein vom Kunitz-Typ isoliert. Die rekombi-
nante Herstellung des , Ixodes ricinus Contact Phase Inhibitor” (Ir-CPI) ermoglichte seine umfassende
Charakterisierung. Es konnte eine spezifische Interaktion zwischen Ir-CPl und den humanen KPS-Fak-
toren FXlla, FXla und Kallikrein in vitro Uber eine Verlangerung der aPTT gezeigt werden. Erganzend
wurde beobachtet, dass Ir-CPl in Modellen der arteriellen und vendésen Thrombose in Mausen und
Ratten vor Thrombose schiitzt, ohne Blutungskomplikationen hervorzurufen [Decrem Y et al. 2009].
AuBerdem isolierten Campos et al. aus dem Mitteldarm der Raubwanze Triatoma infestans den Pro-
tease-INH Infestin. Infestin ist ein nicht-klassisches Serpin des Kazal-Typs, setzt sich nativ aus zwei Do-
madnen zusammen und besitzt eine Masse von ca. 13 kDa. Die cDNA kodiert fir vier verschiedene
Domaénen. Das vollstandige Infestin (Domane 1 bis 4) inhibiert Trypsin, Thrombin, Plasmin, FXa und
FXlla [Campos IT et al. 2004]. Fir die Domanen 1-2 wurde eine inhibitorische Wirkung gegen Trypsin
und Thrombin beschrieben. Die Domdne 3 besitzt keine inhibitorische Aktivitdt. Die Inhibition von
Plasmin, FXa und FXlla wird Uber die Domédne 4 vermittelt [Campos IT et al. 2002; Campos IT et al.
2004].

Eine weitere selektive FXIl-Hemmung wurde mittels der Antisense-Oligonucleotid-Technik unter-
sucht. Dabei wird ein Oligonucleotid verwendet, welches kontrar zur mRNA des FXII aufgebaut ist.
Sobald das komplementdre Oligonucleotid an die zellulaire mRNA bindet, kann diese nicht mehr
abgelesen werden. Als Folge wird FXII nicht synthetisiert und das Plasmalevel von FXII sinkt [Revenko
AS et al. 2011]

Dariber hinaus besteht die Moglichkeit, speziell die FXlla-vermittelte Aktivierung des FXI zu unter-

suchen. Dafiir entwickelten Cheng et al. einen Antikorper, der die Zielstruktur von FXlla auf FXI
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blockiert. Auf diese Weise konnte exklusiv die FXlla-vermittelte intrinsische Gerinnung studiert wer-

den [Cheng Q et al. 2010; Matafonov A et al. 2014].

1.6.2 Spezifische FXIla-Inhibitoren der Arbeitsgruppe

rHA-Infestin-4

Das urspringliche Infestin stammt aus der Raubwanze Triatoma infestans. Campos et al. konnten
eine spezifische FXll-Hemmung fiir die rekombinant produzierte Domane 4 des nativen Proteins
(Infestin-4) demonstrieren. Die inhibitorische Dissoziationskonstante (K;) des rekombinant synthe-
tisierten r-Infestin 1-4 zu FXlla betrug 78 pM. Dariiber hinaus wurde eine g-ringere inhibitorische
Wirkung von r-Infestin 1-4 gegen FXa mit K; 59,2 nM und Plasmin mit K; 1,1 nM beschrieben [Campos
IT et al. 2002]. Weiterfiihrende Untersuchungen ergaben, dass die Hemmung von FXlla und gering-
fligig auch von Plasmin und FXa (ber die vierte Doméane des rekombinant hergestellten Infestin-4 (r-
Infestin 4) vermittelt wird. Die inhibitorische Wirksamkeit fur K; lag bei 128 pM [Campos IT et al.
2004].

Um Infestin-4 fir die Erforschung der FXlla-Funktionen einzusetzen, wurde in der Arbeitsgruppe
Recombinant Technology in Marburg zundchst ein Synthese-Ansatz mit (His)e-Tags zur Aufreinigung
getestet. Jedoch zeigten pharmakokinetische Tests in Mdusen, dass die plasmatische Halbwertszeit
des urspriinglichen Proteins mit (His)s-Tag mit 20 min zu kurz war, um es in praklinischen Modellen
als potentielles Therapeutikum einzusetzen [Hagedorn | et al. 2010]. Daher wurde das rekombinante
Infestin-4 (7 kDa) mit humanem Albumin (HA; 66 kDa) fusioniert, wodurch eine hochgradig ver-
besserte Bioverfiigbarkeit (8 % versus 92 %) und eine Halbwertszeit von 4,6 h in Mausen nach i.v.-
Gabe erzielt wurde. Das Produkt rHA-Infestin-4 wurde aus dem Uberstand von transfizierten E. coli
(TOP10, Invitrogen) gewonnen und mittels Immun-Affinitdts-Chromatographie aufgereinigt [Hage-
dorn | et al. 2010]. Fir rHA-Infestin-4 konnte zunachst in vitro eine spezifische Wirksamkeit gegen
FXlla in Plasma von Maus und Ratte sowie in Standardhumanplasma von ca. 87 % nachgewiesen
werden. Erst im massiven Uberschuss (100-fach molar) zeigte rHA-Infestin-4 auch einen milden
hemmenden Effekt auf FXa und Plasmin [Hagedorn | et al. 2010].

In der vorliegenden Arbeit wurde rHA-Infestin-4 angewendet, um die antithrombotischen Eigen-
schaften der Substanz in einem murinen Modell der Kontakt-induzierten Thrombose zu evaluieren.

Zusatzlich wurde die Wirksamkeit von rHA-Infestin-4 in einem im murinen Schlaganfallmodell un-
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tersucht. Diese Studie schliel$t mit einem therapeutischen Behandlungsansatz an die prophylaktische

Gabe von Hagedorn et al. an [Hagedorn | et al. 2010].

Anti-FXIla MAb 3F7

Der anti-FXlla MAb 3F7 wurde vom gentechnischen Labor in Melbourne mittels Phagen-Display
Technik hergestellt. Dazu wurden in einer Phagen-Bibliothek humane Fab-Fragmente mit hoher
Affinitat zu B-FXlla identifiziert und zu einem voll funktionsfahigen humanen 1gG4 rekonstruiert. Die
monoklonalen AK wurden aus 293-T Zellen gewonnen und mittels Protein A-Affinitatschromato-
graphie aufgereinigt [Larsson M et al. 2014].

Auf die Weise konnte ein gegen den humanen Faktor B-FXlla gerichteter monoklonaler Antikorper
mit einem Molekulargewicht ca. 150 kDa produziert werden. Im Anschluss wurde in vitro seine FXlla-
neutralisierende Wirkung im Plasma von verschiedenen Spezies Uberprift. Die grofSte Wirksamkeit
entfaltete der Antikérper im Plasma von Kaninchen, gefolgt von humanem Plasma. Auch in murinem

Plasma inhibiert anti-FXIla MAb 3F7 die FXlla-Funktion [Larsson M et al. 2014].

1.6.3 Vorarbeiten zur pharmakologischen FXIla-Inhibition

Fir die Erforschung der Funktion von FXII in vivo war die Herstellung der FXII-K.O.-Mause durch Pauer
et al. ausschlaggebend [Pauer HU et al. 2004]. Trotz der FXII-Defizienz sind die FXIl-defizienten Tiere
normal lebensfahig und phanotypisch nicht von den Kontrolltieren zu unterscheiden. Jedoch zeigen
sie eine signifikante Verlangerung der Kontakt-induzierten aPTT. Dies spiegelt die Parallelen zu Men-
schen mit einer FXII-Defizienz wieder, die auller einer verlangerten aPTT asymptomatisch sind und im
Gegensatz zu einer Defizienz anderer Gerinnungsfaktoren wie FVIII keine erhéhte Blutungsneigung

aufweisen [Ratnoff OD et al. 1955].

Faktor XII-Defizienz in Thrombosemodellen

Die Herstellung der FXII-K.0.-Mause ermoglichte zu erforschen, welche Bedeutung die intrinsische
Koagulationskaskade fiir die physiologische Himostase hat. Die umfangreiche Charakterisierung der
FXII-K.O.-Mause zeigte keine erhohte Blutungsneigung oder Thrombosen in den Organen, die Anzahl
der peripheren Blutzellen unterschied sich nicht von den normalen Tieren, und die PT war ebenfalls
im Normbereich [Renné T et al. 2005]. In einem durch Thrombozyten-Stimulation beschleunigten

Gerinnungstest in vitro konnte keine beschleunigte Gerinnung des FXIl-defizienten Blutes nachge-
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wiesen werden. Daher schlossen Renné et al., dass aktivierte Thrombozyten an der FXll-vermittelten
Koagulation beteiligt sind. Zudem wurden die FXll-defizienten Mause dem Schwanzblutungstest
unterzogen, um die hamostatische Kapazitat zu Gberprifen. Es wurde kein Unterschied in der Zeit bis
zur Hamostase detektiert bei den Gruppen der FXII-K.O.-Mause und der Wildtyp-Mause. Auch eine
Substitution mit humanem FXII (2 pug/g) beeinflusste die Zeit bis zur Himostase nicht [Kleinschnitz C
et al. 2006].

Im nachsten Schritt wurden die FXII-K.0.-Md&use in Thrombosemodellen genauer untersucht. Es
konnte demonstriert werden, dass die Abwesenheit von FXIl einen protektiven Effekt im letalen
Lungenembolie-Modell besitzt [Renné T et al. 2005]. Das Modell leitet die thrombotischen Prozesse
Kollagen-vermittelt ein. In den FXII-K.0.-Mausen wurde eine verringerte Zahl okkludierter GefaRe
beschrieben, was auf eine gestérte Thrombusbildung hindeutet. Diese Hypothese wurde in einer
Folge-Studie zur arteriellen Thrombose vertieft. Daflir wurden drei Maus-Modelle herangezogen: (1)
Die FeCls-induzierten Thrombose der mesenterialen Arteriolen, (2) Das Aortenkompressionsmodell
mit einem mechanischen Thrombose-Stimulus und (3) Das Carotis-Ligaturmodell, ebenfalls mit einem
mechanischen Thrombose-Reiz. In allen drei Modellen wurde ein protektiver Effekt durch die Ab-
wesenheit von FXIl demonstriert. Dabei waren alle FXII-K.O.-Mause vor der Entstehung stabiler und
GefaR-verschlieffender Blutgerinnsel geschiitzt. Die initiale Plattchen-Adhasion an der geschadigten
Stelle des Gefalles verlief jedoch in allen Gruppen normal [Renné T et al. 2005]. Dariiber hinaus
konnten Renné et al. beobachten, dass eine Rekonstitution der FXII-K.O.-M&use mit humanem FXII (2
ug/g) die thrombotische Kapazitat der FXlI-defizienten Mause im FeCl3-induzierten Thrombosemodell
vollstandig wieder herstellte [Renné T et al. 2005].

Darauf aufbauend wurde der spezifische FXlla-INH rHA-Infestin-4 in einem FeClz-in-duzierten Throm-
bose-Modell in arteriellen Gefdllen getestet. Obwohl auch in der FXIla-INH Gruppe eine initiale Platt-
chenadhésion in vivo beobachtet werden konnte, entwickelte keines der Tiere einen Thrombus. Im
Gegensatz zu den Kontrolltieren waren die rHA-Infestin-4 behandelten Mause und Ratten in diesen
Modellen vor okklusiven Thrombosen geschiitzt [Hagedorn | et al. 2010]. Synchron zur antithrom-
botischen Wirksamkeit von rHA-Infestin-4 in behandelten Mausen (190 und 400 mg/kg) und Ratten
(200 mg/kg) konnte gleichzeitig keine erhéhte Blutungsneigung festgestellt werden. Dies wurde
mittels des Schwanzblutungstest Gberprift [Hagedorn | et al. 2010]. Die Ergebnisse lassen darauf
schlielen, dass rHA-Infestin-4 ein potenter Inhibitor der Thrombose unter arteriellen Flussbe-

dingungen ist.
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Faktor XII-Defizienz im murinen Schlaganfallmodell

Die FXII-K.0.-Mause wurden auRerdem in einer Studie des experimentellen Schlaganfalls untersucht.
Dabei wurde mittels der Filament-Methode eine transiente Ischdmie mit Rl herbeigefiihrt, die die
thrombo-inflammatorischen Prozesse einer Schlaganfall-Pathophysiologie simulieren [Kleinschnitz C
et al. 2006]. Die Analyse der neurologischen Defizite erfolgte 24 h nach Einleitung der Ischamie.

Es konnte demonstriert werden, dass eine FXII-Defizienz nicht nur eine verringerte Ausbreitung des
infarzierten Gewebes zur Folge hatte (Reduzierung des Infarktvolumens um 50 %, verglichen mit dem
Wildtyp), sondern auch eindeutig reduzierte neurologische Defizite bei den FXII-K.O.-Mausen zu beo-
bachtet waren. Die neurologischen Defizite wurden mittels des Bederson Scores bestimmt und der
Grip Test wurde zur Evaluation der neuromotorischen Funktionalitdt und Koordination hinzugezogen
[Kleinschnitz, C et al. 2006]. Um diesen Befund zu untermauern, wurde in einer weiteren Studie der
unspezifischen FXlla-INH PCK (Kap. 1.5.1) in der Dosierung 8 pg/g untersucht. Kongruent zu den aus
den FXll-defizienten Mausen gewonnenen Daten konnte auch fir die pharmakologische FXlla-
Hemmung im selben Modell ein protektiver Effekt mittels PCK in Wildtyp-Mausen beobachtet
werden. Das Infarktvolumen war deutlich verringert und auch die neurologischen Defizite waren
signifikant verbessert [Kleinschnitz, C et al. 2006].

Als potenziellen Mechanismus fiir den schiitzenden Effekt durch FXII-Defizienz konnten Pham et al.
eine verbesserte Mikroperfusion der ischamischen Areale in FXlI-defizienten Mausen mittels Magnet-
Resonanz-Imaging-Technik demonstrieren [Pham M et al. 2010]. Dies limitiert die Ausbreitung der
Penumbra und der Reperfusionsschaden, was letztendlich zu einer Neuroprotektion beitragt.

Des Weiteren wurde der spezifische FXlla-INH rHA-Infestin-4 in dem gleichen Schlaganfallmodell der
Filament-Methode in Mausen getestet. Die Analyse-Parameter wurden wie bei den FXII-K.O.-Mausen
gewadhlt. FUr den prophylaktischen Behandlungsansatz (200 mg/kg rHA-Infestin-4) konnte hier eben-
falls ein reduziertes Infarktvolumen beobachtet werden, das mit einer Verbesserung der neurolo-
gischen Defizite einherging [Hagedorn | et al. 2010].

Diese vielversprechenden Ergebnisse sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit um eine durch anti-
FXlla MAb 3F7-vermittelte FXIl-Inhibition ergdanzt werden. Dafiir wurde die Wirksamkeit des anti-FXlla
MAb 3F7 im murinen experimentellen Schlaganfall in einer prophylaktischen Applikation untersucht.
AuBerdem wurde erganzend zum prophylaktischen ein therapeutischer Behandlungsansatz von rHA-

Infestin-4 im murinen Schlaganfallmodell durchgefiihrt.
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2. ZIEL DER ARBEIT

Das Ziel dieser Arbeit war es, die von der Firma CSL zur Verfligung gestellten FXlla-Inhibitoren rHA-
Infestin-4 (CSL Behring GmbH, Deutschland) und anti-FXlla MAb 3F7 (CSL Limited, Australien) in
verschiedenen Tiermodellen zu charakterisieren. Diese Arbeit ist ein Beitrag zu einem komplexen
Forschungsprojekt zur umfassenden Charakterisierung der Testsubstanzen in verschiedenen kli-
nischen Anwendungsoptionen. Die FXlla-Inhibitoren sollten auf ihre antithrombotische Wirksamkeit
in den Spezies Maus und Kaninchen untersucht werden. Dafiir wurden Thrombosemodelle einge-
setzt, die die Thrombusbildung auf mechanischer, chemischer und Fremdoberflachen-aktivierter
Basis induzieren.

Zusatzlich sollte der Effekt der FXlla-Inhibition in einem Mausmodell des ischamischen Schlaganfalls
untersucht werden. Dabei wurde die praventive Behandlung mit anti-FXlla MAb 3F7 in Bezug auf
Infarktvolumen, neuromotorische Funktionalitdt und auf molekularer Ebene untersucht. Basierend
auf den nachgewiesenen Effekt einer prophylaktischen Behandlung sollte die therapeutische Wirkung

von rHA-Infestin-4 im ischamischen Schlaganfallmodell untersucht werden.
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3. MATERIAL UND METHODEN

Im Folgenden werden die Prinzipien und Durchflihrungsprotokolle der einzelnen Methoden beschrie-

ben. Alle Tierversuche wurden mit der Genehmigung des Regierungsprasidiums Giellen bzw. des

Regierungsprasidiums von Unterfranken und entsprechend des geltenden deutschen Tierschutz-

gesetzes durchgefiihrt. In jeder Studie wurde die minimal benétigte Tierzahl eingesetzt, um eine

valide Aussage Uber den Ausgang der Behandlung treffen zu kénnen. Als Entscheidungsbasis zum

Volumen der Blutentnahme dienten die Richtlinien der GV-SOLAS. Unmittelbar vor dem Experiment

wurde jedes Tier gewogen, um die adaquate Applikationsdosis zu berechnen. Alle Kontrolltiere er-

hielten standardisiert das gleiche Volumen der Kontrollsubstanz pro Gewicht, wie die mit FXlla-INH

behandelten Gruppen.

3.1 Ubersicht iiber alle Studien dieser Arbeit

Spezies Modell Behandlungs- | Substanz Dosis N=
ansatz
Maus Aortenkompression Prophylaktisch | Anti-FXlla MAb 3F7 | 10 mg/kg 5
20 mg/kg 11
Maus Venose Thrombose Prophylaktisch | Anti-FXlla MAb 3F7 | 10 mg/kg 10
Maus Arteriovendser Shunt | Prophylaktisch | rHA-Infestin-4 200 mg/kg | 10
Anti-FXlla MAb 3F7 | 10 mg/kg 10
Kaninchen | Arterielle und vendse | Prophylaktisch | Anti-FXlla MAb 3F7 | 7 mg/kg 10
Thrombose, simultan
Kaninchen | Arteriovendser Shunt | Prophylaktisch | Anti-FXlla MAb 3F7 | 7 mg/kg 3
Maus Ischamisches Prophylaktisch | Anti-FXlla MAb 3F7 | 10 mg/kg 48
Schlaganfallmodell 20 mg/kg 33
(tMCAO) 50 mg/kg 9
Therapeutisch | rHA-Infestin-4 200 mg/kg | 15
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3.2 Thrombosemodelle in der Maus

Die Maus als ein Sdugetier ist dem Menschen physiologisch dhnlich, insbesondere im Zusammenhang
mit kardiovaskuldren Krankheitsmodellen. Da sie haufig als Modellorganismus verwendet wird, sind
erhaltene Studienergebnisse auch mit anderen Arbeiten vergleichbar. AuBerdem bietet sich der Vor-
teil, dass sie durch ihre geringe KorpergrofRe nur wenig Substanzmenge benétigt. Die in der vorlie-
genden Arbeit angewandten Modelle sind wissenschaftlich anerkannt und bilden die Grundlage zur

Erforschung neuer antithrombotischer Therapeutika.

Tierhaltung

Die Mause wurden bei einer maximalen GruppengréBe von 10 Tieren in einem Polycarbonat-Kafig
Typ Il gehalten. Die Kafigbhdden wurden mit entstaubtem Einstreugranulat bedeckt. Einmal pro
Woche wurde das Futter gewechselt und bei Bedarf ergdanzt. Das Trinkwasser wurde dreimal pro
Woche erneuert. Die Mause unterlagen einen Hell-Dunkel-Rhythmus (12 h / 12 h). Die Raumtem-

peratur betrug 20 — 24 °C und die relative Luftfeuchte lag bei 40 — 50 %.

Narkose

Die standardisierte Mischung fiir die Narkoselosung bestand in 130 pL Ketamin (100 mg/mL), 130 pL
Xylazin (2 %), 40 pL Vetranquil und 700 uL isotonischer Saline. Jede Maus erhielt von diesem Gemisch
5 mL/kg i.p. als Initialdosis. Die Narkosetiefe wurde regelmaRig mittels des Zwischenzehenreflexes
Uberprift. Bei Bedarf wurde bis zu 50 pL der Narkoseldsung i.p. nachinjiziert. Soweit nicht anders

beschrieben, wurde diese Narkoseform angewendet.

Betaubungsmittel Firma

Ketamin 10 % (Ketanest) CP-Pharma, Burgdorf, DE

Vetranquil® 1 % (Azepromazin) Ceva Tiergesundheit GmbH, Dusseldorf, DE
Xylazin® 2 % (Rompun) CP-Pharma, Burgdorf, DE
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Material, Gerdte und Substanzen fiir alle murinen Modelle

Material und Gerate

Firma

»,Kompressionspinzette”
Augenschere OC 498

Clip Applikator

Delicate Forceps - 0.4mm Tip Angled
Dumont Tweezers No. 5

GefdR- und Fadenschere BC 157
Gefalclips Serrefine, 8 x 10 mm
Glaselement

Perivascular Flowmeter Module TS420
Mikroskop OPMI pico
Perma-Handseide, Ethicon (7,0)
Ultrasonic Flowprobe 0,5 PSB
Ultrasonic Flowprobe 1,0 PSB

LabChart® Pro Software

Substanzen

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, DE
Aesculap AG, Tuttlingen, DE

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, DE
Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, DE
Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, DE
Aesculap AG, Tuttlingen, DE

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, DE
Borosilikatglas; Fa. Kobe, Marburg, DE
ADInstruments, Oxford, UK

Carl Zeiss, Jena, DE

Johnson & Johnson MEDICAL GmbH, Norderstedt, DE
ADInstruments, Oxford, UK
ADInstruments, Oxford, UK
ADInstruments, Oxford, UK

Firma

Anti-FXlla MAb 3F7
Eisen-lll-Chlorid (FeCls)
Heparin 2500 U
Isotonische Saline
Natriumzitrat (3,13%)
rHA-Infestin-4

CSL Limited, Melbourne, Australien
Sigma-Aldrich, Steinheim am Albuch, DE
Ratiopharm GmbH, Ulm, DE

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE
Eifelfango, Bad Neuenahr-Ahrweiler, DE
CSL Behring GmbH, Marburg, DE
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3.2.1 Aortenkompressionsmodell

Als Versuchstiere wurden 6 - 8 Wochen alte mannliche M3use vom Stamm C57-Bl/6 der Firma Janvier
(Lyon, Frankreich) mit einem Korpergewicht von 20 - 25 g verwendet. Das Aortenkompressionsmodell
basiert auf einer mechanischen Verletzung der Aorta abdominalis. Mittels einer Pinzette wird das Ge-
fak einer Kompression unterzogen, in deren Folge subendotheliale Matrixproteine freigelegt werden.
Das induziert durch die Expression von TF die Einleitung der Gerinnungskaskade. Die Grundziige des
Modells wurden 1976 von Folts beschrieben und durch ihn selbst und weitere Arbeitsgruppen be-
standig an neue Fragestellungen angepasst [Folts J 1991; Folts JD et al. 1976; McGhie Al et al. 1994;
Wu D et al. 2002]. Urspriinglich diente das Folts Modell zur Einleitung einer rekurrierenden Throm-
bose durch eine Stenose. Im Aortenkompressionsmodell wird das Modell modifiziert, sodass die me-

chanische Verletzung der Aorta zu einer stabilen thrombotischen Okklusion fiihrt.

Durchfiihrung des Aortenkompressionsmodells

Es wurde ein prophylaktischer Behandlungsansatz mit drei Versuchsgruppen gewahlt. Die Kontroll-
gruppe erhielt isotonische Saline im gleichen Volumen wie die mit FXlla-INH behandelten Gruppen.
Die zweite Gruppe erhielt anti-FXlla MAb 3F7 in der Dosis 10 mg/kg und die dritte Gruppe 20 mg/kg
anti-FXlla MAb 3F7. Die Testsubstanz wurde unmittelbar vor Beginn der Prdparation i.v. appliziert. Im
Anschluss daran wurde der Bauchraum der tief narkotisierten Maus er&ffnet und die A. abdominalis
frei prépariert. Das GefaR wird in eine Ultraschall-Flusssonde (0.5 PSB) platziert, die Giber die gesamte
Versuchsdauer den arteriellen Blutfluss aufzeichnet. Die thrombotische Okklusion wurde durch eine
Quetschung des GefdlRes mit Hilfe einer Pinzette herbeigefiihrt (Abbildung 8 A). Unmittelbar im An-
schluss wurde alle 15 sec die Flussrate notiert, Gber einen maximalen Beobachtungszeitraum von 30
min (Abbildung 8 B). Der Zeitpunkt der ersten vollstandigen Okklusion wurde zur Auswertung heran-
gezogen, wenn der Blutfluss langer als 2 min 0,00 mL/min betrug.

Diese Studie wurde in Kooperation mit dem Rudolf-Virchow-Zentrum der Universitat Wirzburg

durchgefiihrt (Lehrstuhl fiir Experimentelle Biomedizin, Prof. Bernhard Nieswandt).
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Abbildung 8: Darstellung des Aortenkompressionsmodells

A: Darstellung der experimentellen Situation in vivo. Nachdem (iber die Ultraschallsonde (,,Sonde”) die
basale Blutflussrate der Aorta abdominalis bestimmt wurde, erfolgte kranial der Sonde die mecha-
nische Kompression mittels einer Pinzette. Der Grad der Verletzung wurde makroskopisch evaluiert
und alle 15 sec wurde die Blutflussrate notiert. B: Das Studiendesign zeigt auf einer Zeitschiene den
Ablauf der Studie. Die applizierten Substanzen waren hier anti-FXlla MAb 3F7 bzw. isotonische Saline
zur Positivkontrolle in gleichem Volumen. Die Pfeile kennzeichnen den jeweiligen Aktions-Zeitpunkt.
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3.2.2 Vendses Thrombosemodell

Als Versuchstiere wurden 7 bis 9 Wochen alte weibliche Mduse vom Stamm NMRI der Firma Charles
River (Sulzfeld, DE) mit einem Korpergewicht von 20 - 25g verwendet. In diesem Modell wurde FeCl;
(5 %) wurde zur Einleitung einer Thrombose eingesetzt. Durch die chemische Reizung entstehen im
vaskuldaren Endothel zum einen ROS, die einen thrombogenen Reiz darstellen. Zum anderen wurde
von Barr et al. demonstriert, dass eine initiale Anlagerung von Erythrozyten am Endothel Plattchen
aus dem Blutstrom rekrutiert. Die aktivierten Thrombozyten férdern eine weitere Thrombozyten-
Aggregation und leiten auerdem die Gerinnung ein, was letztendlich zusammen zur thrombotischen

Okklusion des Gefal3es fiihrt [Barr JD et al. 2013; Eckly A et al. 2011].

Durchfiihrung des venésen Thrombosemodells

In einem prophylaktischen Behandlungsansatz erhielten 10 Tiere anti-FXlla MAb 3F7 (10 mg/kg). Eine
zweite Gruppe (n = 10) wurde zur Kontrolle mit dem gleichem Volumen isotonischer Saline behan-
delt. Die Testsubstanz wurde unter Narkose unmittelbar vor Beginn der Prdparation i.v. appliziert.
Danach wurde der Bauchraum der tief narkotisierten Maus eréffnet und die V. cava caudalis frei
prapariert. Die Baseline des vendsen Blutflusses wurde mittels einer Ultraschall-Flusssonde (1.0 PSB)
fir 10 min aufzeichnete. AnschlieBend wurde ein Wachspapierstreifen unter das Gefals geschoben,
um es zu exponieren. Ein Filterpapier (0,3 x 0,5 cm) wurde in 5 %-iger FeCls-Losung getrankt und fur
drei min auf der V. cava caudalis platziert (Abbildung 9 A). Unmittelbar im Anschluss wurde die Fluss-
rate Gber das Programm Lab Chart® fiir 60 min aufgezeichnet. Der Zeitpunkt der ersten vollstandigen
Okklusion wurde zur Auswertung herangezogen. In Kombination mit der massiven Reduzierung der
Flussamplitude wurde < 0,02 mL/min Flussrate fiir > 2 min als Okklusion definiert. Der Studienverlauf

ist in Abbildung 9 B dargestellt.
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Abbildung 9: Darstellung des venosen Thrombosemodells

A: Darstellung der experimentellen Situation in vivo. Nachdem (iber die Ultraschallsonde (,,Sonde”) die
basale Blutflussrate der V. cava caudalis bestimmt wurde, wurde die Sonde entfernt. Anschliefend
erfolgte die Induzierung der Thrombose mittels FeCl; (5%) fiir 3 min. Unmittelbar da-nach wurde die
Vene wieder in der Sonde platziert und die Blutflussrate mit der Software LabChart® aufgezeichnet. B:
Das Studiendesign zeigt auf einer Zeitschiene den Ablauf der Studie. Die applizierten Substanzen
waren hier anti-FXlla MAb 3F7 bzw. isotonische Saline zur Positivkontrolle in gleichem Volumen. Die
Pfeile kennzeichnen den jeweiligen Aktions-Zeitpunkt.
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3.2.3 Arteriovenéses Shunt Modell

Als Versuchstiere wurden weibliche Mduse vom Stamm NMRI der Firma Charles River mit einem
Korpergewicht von 25 - 30g verwendet. Das Alter der Tiere lang bei 7 - 9 Wochen bei Anlieferung. In
diesem Modell wurde die Koagulation durch den Kontakt von Blut zu negativ geladenen Fremdober-
flachen induziert (Abbildung 10). Als Fremdoberflache diente ein Glaselement von ca. 3,5 cm (Boro-
silikatglas; Fa. Kobe Marburg, Einzelanfertigung; Abbildung 10 B), das an jedem Ende mit einem 4 cm
langen Silikonkatheter verbunden wurde. Dieses System leitete den Blutfluss aus der Aorta abdomi-
nalis Uber das Glaselement in die V. cava caudalis, was im Folgenden als arteriovenéser (A/V) Shunt
bezeichnet wird (Abbildung 10 A). Die Blutflussrate wurde kurz vor Wiedereintritt des Blutes in die
Vene durch eine Ultraschallsonde am Silikonschlauch aufgezeichnet. Damit konnte der exakte Zeit-
punkt einer thrombotischen Okklusion bestimmt werden. Als weitere Parameter zur Auswertung
wurde aullerdem das Nass- und Trockengewicht des aus dem Glas entfernten Thrombus bestimmt.
Die Operationswunde wurde wdhrend des gesamten Versuches makroskopisch auf potenzielle

Blutungsneigung begutachtet. Das Studiendesign wird in Abbildung 10 C dargestellt.

Durchfiihrung

Es wurden 50 % (vol/vol) der Kontroll- oder Testsubstanz in den A/V Shunt als Priming-Lésung vor-
gelegt. Die restlichen 50 % (vol/vol) wurden wenige Minuten (5 - 7 min) vor Offnung des A/V Shunts
intravends appliziert. In zwei separaten Studien wurde rHA-Infestin-4 (200 mg/kg) und anti-FXlla MAb
3F7 (10 mg/kg) untersucht. In jeder Studie wurden Kontrolltiere mit eingeschlossen. Die Tiere zur
Positivkontrolle erhielten isotonische Saline in gleichem Volumen, und eine weitere Gruppe erhielt
Heparin (300 U/kg) zur Negativkontrolle. Der Beobachtungszeitraum betrug 30 min, falls keine
Okklusion eintrat. Im Falle einer Okklusion wurde der Versuch 10 Minuten nach dem vollstdndigen
thrombotischen Verschluss des Shunts beendet. Als Nachweis der Okklusion diente die Ultraschall-
Flussmessung. Im Anschluss wurde der Thrombus aus dem Glaselement entnommen und gewogen.

Bei der Operation wurde der Bauchraum in Narkose eréffnet und die V. cava caudalis sowie die Aorta
abdominalis frei prapariert. Die GefalRe wurden vorsichtig voneinander getrennt. Die Arterie wurde in
eine Ultraschall-Flusssonde (1.0 PSB) platziert. Nachdem die Sonde den arteriellen Blutfluss (Baseline)
fir 5 min aufgezeichnet hatte, wurde sie wieder entfernt. AnschlieBend wurden Knoten zum Fixieren
des Katheters in der Arterie bzw. Vene vorbereitet. Die Arterie wurde moglichst weit kaudal ligiert.

Direkt unterhalb des renalen Venenzuflusses wurde transient ein atraumatischer Gefal3clip (Serre-
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Abbildung 10: Das murine A/V Shunt Modell

A: Vereinfachte Darstellung des A/V Shunt-Modells in vivo. Nach Bestimmung der basalen vendsen
Blutflussrate wurde die Ultraschallsonde (,Sonde”) entfernt. Der Zugang fiir den A/V Shunt wurde
zuerst in der Aorta abdominalis geschaffen und anschliefend in der V. cava caudalis. Der A/V Shunt
mit Glaselement wurde vor der Kaniilierung mit Priming-Lésung vorbefiillt. Die Sonde wurde am
Silikonkatheter vor Wiedereintritt in die Vene platziert. Unmittelbar bei Start der Zirkulation durch den
A/V Shunt wurde die Blutflussrate mit der Software von Lab Chart® aufgezeichnet. Die Pfeile kenn-
zeichnen die Richtung des Blutflusses. B: Das Glaselement in 1,5-facher VergréfSerung. Die Skala des
Lineals ist in cm angegeben. C: Darstellung des Studiendesigns. Die applizierten Substanzen waren
hier rHA-Infestin-4, anti-FXlla MAb 3F7, bzw. isotonische Saline und Heparin zur Kontrolle in gleichen
Volumina. Auf einer Zeitschiene kennzeichnen Pfeile den Ablauf der Studie.

fine) gesetzt. Die Aorta wurde eroffnet, der zum Glaselement flihrende Katheter eingefiihrt und mit

dem vorbereiteten Faden fixiert. Auf die gleiche Weise wurde auf der vendsen Seite unter Zuhilfe-
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nahme eines weiteren atraumatischen Clips ein Zugang geschaffen und der Katheter im GefaR fixiert.
Die Ultraschallsonde wurde kurz vor Eintritt des abfiihrenden Katheters in die Vene am Silikon-
schlauch platziert und das Programm Lab Chart® Pro (ADInstruments, UK) zur Aufzeichnung mittels
Flowmeter TS420 (ADInstruments, UK) gestartet. Die Blutzirkulation durch den A/V Shunt begann mit
der Entfernung der atraumatischen Clips und wurde fiir 30 min aufgezeichnet, oder fiir 10 min nach
Auftreten einer vollstandigen thrombotischen Okklusion. Lag der Blutvolumenstrom fiir > 2 min unter

einem Wert von 0,02 mL/min, wurde die Okklusion als stabil bezeichnet.

3.3 Thrombosemodelle im Kaninchen

Um die Resultate der in der Maus durchgefiihrten Studien auf Anwendbarkeit im Menschen zu lber-
prifen, ist es sinnvoll die Versuche in weiteren Spezies durchzufiihren. Daher wurde im Anschluss an
die murinen Studien die Spezies Kaninchen als ein Nicht-Nagetier fiir weiterflihrende Studien der
FXlla-INH anti-FXlla MAb 3F7 ausgewahlt. Das Kaninchen bietet den Vorteil, dass durch das gréRere
Blutvolumen auch mehrfache Blutentnahmen zu verschiedenen Zeitpunkten mdglich sind. Zudem
konnte in internen Vorstudien mit Kaninchenplasma eine gute Wirksamkeit des anti-FXlla-MAb 3F7 in

vitro nachgewiesen werden.

Tierhaltung

Es wurden weibliche Chinchilla Bastard (CHB) Kaninchen mit einem Gewicht von 3 bis 4 kg ver-
wendet. Lieferant war das Unternehmen M. Bauer Kaninchen (Neuenstein, DE). Die Tiere wurden
einzeln in Kafigen gehalten, die einmal taglich gereinigt wurden. Das Futter wurde einmal wdchent-
lich erneuert und zusatzlich bei Bedarf erganzt. Das Trinkwasser wurde taglich gewechselt. Die Tiere
wurden bei einer Temperatur von 18-22 °C und einer relativen Luftfeuchte von 40-50 % gehalten.

Zudem wurde eine Hell-Dunkel-Rhythmus (12 h/12 h) eingehalten.

Narkose

Die standardisierte Mischung fir die Narkoselosung bestand in 2 mL Ketamin (100 mg/mL) mit 1 mL
Xylazin (2 %) und 27 mL isotonischer Saline. Bei einem Kaninchengewicht von 2,5 - 3,0 kg wurde 1 mL
als Initialdosis injiziert. Bei Bedarf wurde bis zu 2 mL der Narkosel6sung nachinjiziert. Fir die Auf-

rechterhaltung der Narkose wurden 8 - 12 mL/h des Narkosegemisches kontinuierlich infundiert.
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Betaubungsmittel

Firma

Ketamin 10 % (Ketanest)

Xylazin® 2 % (Rompun)

CP-Pharma, Burgdorf, DE
CP-Pharma, Burgdorf, DE

Material, Gerdte und Substanzen fiir alle Modelle im Kaninchen

Material und Gerate

Firma

Anatomische Pinzette
Augenschere OC 498

Clipzange

Discofix

Gebogene Kniipfpinzette
GefalRklemme nach Diefenbach
GefdRschere OC 498
Glaselement

Haemoclip
Infusionspumpe Apparatur 22

Integrierte Heizplatte im OP-Tisch
Introcan 22G/1

Kaninchen OP-Tisch

Messbasis

Original Perfusor ® Leitung
Perma-Handseide, Ethicon (7,0)
Skalpell mit Klinge 21

Surgicutt®

T61

Ultrasonic Flowprobe 1,5 PSB

Verweilkanile 22 G

Substanzen

Aesculap AG, Tuttlingen, DE

Aesculap AG, Tuttlingen, DE
Chiro-Tech, Dautphetal-Allendorf, DE

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE

Aesculap AG, Tuttlingen, DE
Aesculap AG, Tuttlingen, DE

Aesculap AG, Tuttlingen, DE

Otto E. Kobe KG, Marburg, DE

Chiro-Tech, Dautphetal-Allendorf, DE

FMI, Elektronik-Havard Apparatus GmbH, Holliston,
USA

Chiro-Tech, Dautphetal-Allendorf, DE

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE

FMI, Seeheim-Ober Beerbach, DE

ADInstruments, Oxford (UK)

B Braun Melsungen AG, Melsungen, DE

Johnson & Johnson MEDICAL GmbH, Norderstedt, DE
Aesculap AG, Tuttlingen, DE

ITC med N.J., USA

Intervet Deutschland GmbH, UnterschleiBheim, DE

ADInstruments, Oxford, UK
B Braun, Melsungen AG, Melsungen, DE

Firma

Anti-FXlla MAb 3F7
Heparin 2500 U

Isotonische Saline

CSL Limited, Melbourne, AU
Ratiopharm GmbH, Ulm, DE

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE
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3.3.1 Simultanes arterielles und venéses Thrombosemodell

Im Modell der simultanen Thrombose wurden jeweils 10 CHB Kaninchen randomisiert den beiden
Versuchsgruppen zugewiesen. Eine Gruppe erhielt anti-FXlla MAb 3F7 (7 mg/kg) und zur Kontrolle
erhielt die zweite Gruppe das gleiche Volumen pro Gewicht isotonischer Saline. In diesem Modell
wurden zwei thrombotische Reize miteinander kombiniert. Die arterielle Thrombose beidseits an den
Aa. femorales durch FeCl; (70 %) induziert (Abbildung 11). Daflir wurde das Tier in Narkose zuné&chst
an der Innenseite der Laufe, die linke Halsseite und auf Hohe der linken Niere geschoren.
AnschlieBend wurde beidseitig entlang der Femuren ein etwa 5 cm langer Hautschnitt gesetzt, um
den kranialen Teil der Aa. femorales frei zu praparieren. Die Arterien wurden vorsichtig von der
daneben verlaufenden V. femoralis getrennt. Die Applikation des anti-FXlla MAb 3F7 bzw. der iso-
tonischen Saline erfolgte 5 min vor Beginn der Aufzeichnung. AnschlieRend wurde zum Zeitpunkt ,0“
ein Filterpapier mit der FeCls-Losung fiir 60 min von oben auf die Arterie aufgebracht. Die Messung
der Blutflussrate mittels Ultraschallsonde detektierte wahrend der Messperiode von insgesamt
90 min den Blutvolumenstrom inklusive der Okklusionszeit (Abbildung 11 B).

Simultan zur arteriellen Thrombose wurde in der V. jugularis eine Stase durch Abklemmen eines etwa
30 mm langen GefalRabschnittes hervorgerufen. Dazu wurde links zervikal ein Hautschnitt mit einer
Lange von etwa 5 cm durchgefiihrt. Die V. jugularis wurde stumpf frei prapariert und alle abzweigen-
den Nebengefidlle mittels Heamoclips abgeklemmt. Im Abstand von etwa 3 cm wurden Schlingen aus
Perma-Handseide vorgelegt, die zum Zeitpunkt ,0“ fest zugezogen wurden, um im ligierten GefaRab-
schnitt fir 180 min eine Blutstase herbeizufiihren (Abbildung 11 B). Nach Ablauf der 180 min wurde
das GefalRsegment entnommen, das thrombotische Material entfernt und gewogen (Nassgewicht).
Im Versuchsverlauf wurden zu den Zeitpunkten pra-Behandlung, 0, 90 und 180 min nach Applikation
auBerdem Vollblut und Zitratblut entnommen. Mit dem Vollblut wurde die WBCT (Kap. 3.6.1) ge-
messen und aus dem Zitratblut wurde Plasma gewonnen zur Bestimmung von aPTT, PT und FXlla-
Aktivitat (Kap. 3.6.2 - 5). Des Weiteren wurde die Ohrblutungszeit (Kap. 3.4.1) zu den Zeitpunkten
pra-Behandlung, 0 und 180 min nach Applikation bestimmt. Im Anschluss an die Studie wurde in

jedem Tier auBerdem der Nierenblutungstest durchgefiihrt (Kap. 3.4.2).
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A
V.jugularis:  Stase-induzierte
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A.femoralis:  FeCl;-induzierte
Thrombose
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+FeCly

Abbildung 11: Das simultane Thrombosemodell im Kaninchen

A: Simultanen Thrombosemodell, in vivo im Kaninchen. Die V. jugularis der linken Seite wurde frei
prdpariert. Ein Stiick von etwa 30 mm Lénge wurde ligiert, um durch eine venése Stase einen throm-
botischen Reiz zu induzieren. Der Thrombus wurde nach 180 min analysiert. Gleichzeitig wurde in
beiden freigelegten Aa. femorales fiir 60 min ein thrombotischer Reiz mittels FeCl; (70 %) gesetzt.
Distal der Reizung zeichnete eine Ultraschallsonde die Blutflussrate mit der Software von LabChart®
auf. Die Pfeile verdeutlichen die Lokalisation der vendsen und arteriellen Thrombose. B: Studiendesign.
Auf einer Zeitschiene kennzeichnen Pfeile den Ablauf der Studie, wobei im oberen Abschnitt das ve-
nése Stase-Modell aufgetragen wurde. Im unteren Teil ist neben der Substanzapplikation und dem
Nierenblutungstest das arterielle Thrombosemodell mit Blutflussmessung und FeCls-Applikation ein-
gezeichnet. Mithilfe dieses Modells wurde die Wirksamkeit des anti-FXlla MAb 3F7 im Vergleich zu
isotonischer Saline als Positivkontrolle untersucht.
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3.3.2 Arteriovenédses Shunt-Modell

Das arteriovendse (A/V) Shunt-Modell hatte zum Ziel die FXIla-INH in einem Thrombosemodell auf
Basis der Fremdoberflachen-Aktivierung zu Uberprifen. Als Versuchstiere wurden weibliche CHB
Kaninchen des Lieferanten M. Bauer (Neuenstein, DE) mit einem Gewicht von 3 bis 4 kg verwendet.
Jeweils 3 Tiere wurden randomisiert den Versuchsgruppen zugeteilt. Eine Gruppe erhielt anti-FXlla
MAb 3F7 (7mg/kg) und eine zweite Gruppe erhielt isotonische Saline zur Positivkontrolle. Als Nega-
tivkontrolle wurde einer dritten Gruppe Heparin (300 U/kg) appliziert. Alle Substanzen wurden im
gleichen Volumen pro Gewicht eingesetzt.

In diesem Modell wurde, dahnlich zu dem murinen Modell, die Koagulation durch den Kontakt von
Blut zu negativ geladenen Fremdoberflachen induziert. Als Fremdoberflache diente ein Glaselement
von ca. 4 cm Lange (Borosilikatglas, Einzelanfertigung; Otto E. Kobe AG, Marburg, DE), das an jedem
Ende mit einem Katheter (B Braun Melsungen AG, Melsungen, DE) von 75 mm verbunden wurde.
Dieses System leitete den Blutfluss aus der A. carotis externa tGber das Glaselement in die V. jugularis
(Abbildung 12 A). Vor Versuchsbeginn wurde das Glaselement mit isotonischer Saline vorbefiillt.

Das Kaninchen wurde zunachst narkotisiert und im Halsbereich und auf Hohe der rechten Niere
groRzligig geschoren. AnschlieBend wurde die Haut am Hals er6ffnet und die V. jugularis der linken
Seite sowie die A. carotis externa der rechten Seite stumpf frei prapariert. AnschlieBend wurden
Fadenschlingen zum Fixieren des Katheters in der Arterie bzw. Vene vorbereitet. Zunachst wurde
dann die Arterie kranial mit einem Haemoclip ligiert und etwa 3 cm kaudal transient mit einer Gefal3-
klemme ligiert. Dann wurde die Arterie mit einem Schnitt der GefaRschere eréffnet und der Katheter
hineingeschoben und darin mittels der vorbereiteten Schlingen fixiert.

Ebenso wurde der Katheter in die vendse Seite eingebracht. AnschlieBend wurde die Vene kaudal des
Katheters in die Ultraschallflusssonde eingehdngt, um den Blutvolumenstrom zu detektieren. Das
Programm Lab Chart® Pro (ADInstruments, UK) zeichnete mittels Flowmeter TS420 (ADInstruments,
UK) den Blutfluss ab dem Zeitpunkt ,,0“ fiir 60 min auf. Eine Okklusion wurde als stabil definiert wenn
der Blutvolumenstrom fir > 2 min bei <0,0 mL/min lag. Damit konnte der exakte Zeitpunkt einer
thrombotischen Okklusion bestimmt werden. Unmittelbar vor der Substanzapplikation und 60 min
nach Applikation wurde die Ohrblutungszeit (Kap. 3.4.1) durchgefiihrt und Zitratblut entnommen zur
Bestimmung der aPTT, PT und FXlla-Aktivitat im Plasma (Kap. 3.6). Als weitere Parameter zur Aus-

wertung wurde aullerdem das Nass- und Trockengewicht des aus dem Glaselement entfernten
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Thrombus bestimmt. Nach Ablauf der 60 min wurde aulerdem der Nierenblutungstest durchgefiihrt

(Kap. 3.4.2). Das Studiendesign wird in Abbildung 12 B gezeigt.

B
Substanz Nieren-
Applikation blutungstest
-10 0 60
* } } } e min
Blutfluss- Start Ende
messung: Zirkulation Zirkulation

Abbildung 12: Das A/V Shunt-Modell im Kaninchen

A: Der A/V Shunt in situ. Die V. jugularis der rechten Seite, sowie die A. carotis externa der linken Seite
wurden frei prdpariert. Der Zugang fiir den A/V Shunt wurde zundchst in der arteriellen Seite ge-
schaffen und anschliefSend in der venésen. Der A/V Shunt wurde vor der Kaniilierung mit Priming-
Lésung befiillt. Die Ultraschallsonde wurde an der Vene platziert. Unmittelbar bei Start der Zirkulation
durch den A/V Shunt wurde die Blutflussrate fiir 60 min mit der Software von Lab Chart® aufge-
zeichnet. Das Glaselement wurde nach 60 min auf thrombotisches Material hin untersucht. B: Studien-
design. Auf einer Zeitschiene verdeutlichen Pfeile die wichtigsten Aktionen der Studie. Dabei sind die
Substanzapplikation und der Nierenblutungstest oberhalb aufgetragen und die Eckdaten der Blutfluss-
messung unterhalb der Zeitschiene. In diesem Modell wurde der anti-FXlla MAb 3F7 auf seine anti-
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thrombotische Wirksamkeit untersucht. Als Kontrollsubstanzen wurden isotonische Saline und Heparin
im gleichen Volumen pro Gewicht eingesetzt.

3.4 Blutungstests und Clot-Retraktionstest im Kaninchen

3.4.1 Ohrblutungszeit

Um eine potenzielle Blutungsneigung durch die Substanzgabe zu erkennen, wurde die Ohrblutungs-
zeit bestimmt. Daflr wurde mit einer halbautomatisierten Lanzette (Surgicutt®, ITC) ein Schnitt
(1 mm Tiefe und 5 mm Breite) in die innere Ohrmuschel gesetzt. Anschlielend wurde die Zeit bis zur
Hamostase bestimmt, in dem vorsichtig, ohne die Gerinnung zu stéren, in 30 sec Intervallen mit
einem Filterpapier der Rand der Schnittwunde auf ausgetretenes Blut untersucht wurde. Als Hdmo-
stasezeit wurde die Zeit in min notiert, bis das Filterpapier kein Blut mehr aufsog. Die Ohrblutungszeit
wurde begleitend und mehrfach wahrend der simultanen arteriellen und venésen Thrombose-Stu-
dien und des A/V Shunts in den Versuchstieren durchgefiihrt. Die maximale Beobachtungszeit wurde

auf 20 min nach dem Schnitt festgelegt.

3.4.2 Nierenblutungstest

Der Nierenblutungstest wurde ebenfalls durchgefiihrt, um eine potenzielle Blutungsneigung durch
die Substanzgabe zu untersuchen. Dafiir wurde nach Versuchsende die linke Niere des tief narkoti-
sierten Tieres freiprapariert. Mit einem Skalpell wurde ein definierter Schnitt von 5 mm Tiefe und 15
mm Lange gegeniiber des Nierenhilus gesetzt. AnschlieBend wurde die Zeit gemessen, bis durch die
Hamostase das Blut zum Stillstand kam, maximal jedoch fiir 20 min. Dabei wurde makroskopisch die
Gerinnung am Wundrand beobachtet. Zur Kontrolle der abgeschlossenen Hamostase wurde mit
einem Wattestabchen vorsichtig unterhalb des Wundrandes etwas geronnenes Blut aufgenommen.
Falls die betupfte Stelle trocken blieb, wurde die bis dahin gemessene Zeit als Himostasezeit notiert.
Wahrenddessen wurde das aus der Wunde ausgetretene Blut unterhalb der Niere mit einer Spritze
aufgesaugt und das Blutvolumen bestimmt [Pragst | et al. 2012]. Der Nierenblutungstest wurde im
Anschluss an die simultanen Thrombose-Studie und den A/V Shunt in den Versuchstieren durchge-

fuhrt.
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3.4.3 Clot-Retraktionstest

Bei diesem in vitro-Test wurde in Plattchen reichem Plasma (PRP) aus Kaninchenblut die Thrombo-
zytenaggregation mittels Thrombin induziert. Die Analyse beinhaltete die Retraktionszeit des Gerinn-
sels Gber 180 min in Doppelbestimmung mit fotografischer Dokumentation, die Gewichtsbestimmung
des Serums und des Clots nach 180 min. Dieser Assay diente als Nachweis dafiir, dass eine antithrom-
botische Behandlung mit den FXlla-INH Testsubstanzen im Modell der simultanen arteriellen und
venosen Thrombose die Entwicklung der Clot-Retraktion nicht beeinflusst. Als Grundlage zur Konzen-
trationsberechnung dient die Dosis der Testsubstanz im Kaninchenplasma nach i.v. Gabe, wobei an-
genommen wurde, dass ein Kaninchen 33 mL/kg K6rpergewicht Plasma besitzt, und die Bioverfiig-

barkeit der Testsubstanz bei 100 % lag.

Durchfiihrung

Zunachst wurde der Tyrode’s Buffer mit Glucose und BSA versetzt und im Wasserbad auf 37°C tem-
periert. Flr die fotografische Dokumentation wurde eine passende Beleuchtung arrangiert und die
Kamera in Position fixiert. Die Kiivetten fir den Test wurden zunéachst leer gewogen und fiir 30 min
mit Tyrode’s Buffer inkubiert. AnschlieBend wurden sie stehend in Fotoposition fixiert.

Dem Versuchstier (CHB Kaninchen) wurde unter Narkose 10,8 mL Vollblut entnommen und sofort mit
1,2 mL Natriumzitrat vermischt. Aus diesem Zitratblut wurde mittels eines Zentrifugationsschrittes
bei 160 x g fiir 15 min und bei RT ohne Bremse PRP hergestellt. Der Uberstand wurde vorsichtig mit
einer Pipette aufgewirbelt und mit dem weiRen Sediment (Buffy Coat) abgenommen. AnschlieRend
wurde die Plattchenzahl des PRP in einer 1:2 Verdiinnung mit Tyrode’s Buffer im Scil Vet bestimmt.
Wahrenddessen wurde das PRP zu je 1 mL aliquotiert und bei 800 x g flir 15 min bei RT zu PPP weiter
verarbeitet. Mittels der bestimmten Plattchenzahl wurde das PPP-Volumen zur Resuspension des
Pellets berechnet. Dabei wurde die Plittchen-Konzentration 0,5 x 10° Plt/uL eingestellt. Jeweils
500 uL der Plattchen-Suspension wurde in die Kiivette eingefiillt und anschlieRend das erste Foto bei
t=0 min gemacht. Zur Rekalzifizierung wurden anschlieBend 10 mM CaCl, hinzugegeben. Mit der Zu-
gabe von 3 U/mL Thrombin wurde danach die Aggregation gestartet. Alle Substanzen wurden griind-
lich und Luftblasen frei mit der Plattchen-Suspension vermischt. Im Anschluss wurde zu den Zeitpunk-
ten t = 30, 60, 90, 120, 150 und 180 min jeweils ein Foto gemacht. Nach letztem Foto wurde das
Serum mit einer Pipette entfernt und Serumvolumen bestimmt. AuRerdem wurde die Kiivette mit

Clot zur Bestimmung des Nassgewichts gewogen.
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Ansatzprokoll fiir Tyrode’s Buffer ohne Ca **

NaCl 129 mM
NaHCO; 8,9 mM
KCl 2,8 mM
KH,PO, 0,8 mM
HEPES 10 mM

MgCl, 0,8 mM

AnschlieBend wird der pH auf 7,0 eingestellt. Der Puffer wird bei 4°C gelagert. Unmittelbar vor

Gebrauch werden 0,3% (w/v) BSA und 0,1% (w/v) Glucose hinzugegeben. Alle oben genannten

Substanzen wurden von VWR international GmbH, Darmstadt bezogen.

Material, Gerdte und Substanzen

Material und Gerate

Firma

Heraeus Megafuge 1.0R
Kuvetten flr Aggregometer APACT

Nikon Coolpix P7100

Substanzen

Thermo Fisher Scientific, Limburg a. d. Lahn, DE
Haemochrom Diagnostica GmbH, Essen, DE

Nikon GmbH, Disseldorf, DE

Firma

Anti-FXlla MAb 3F7
BSA
Calciumchlorid (1M)

Glucose
Heparin 2500 U

Isotonische Saline
Natrium-Zitrat (3,13%)
rHA-Infestin-4

Thrombin, human

CSL Limited, Melbourne, AU
VWR international GmbH, Darmstadt, DE

VWR international GmbH, Darmstadt, DE

VWR international GmbH, Darmstadt, DE
Ratiopharm GmbH, Ulm, DE

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE
Eifelfango, Bad Neuenahr-Ahrweiler, DE
CSL Behring GmbH, Marburg, DE

Sigma Aldrich, Steinheim am Albuch, DE
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3.5 Das murine Schlaganfallmodell (tMCAQO)

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war zu Uberprifen, ob die pharmakologische FXlla-Inhibition einen
neuroprotektiven Effekt ausiibt. Als Analyseparameter dienten hierbei das totale Infarktvolumen und
die neurofunktionellen Defizite. Methodisch wurde das Fadenokklusionsmodell angewandt, das 1996
von Hara et al. beschrieben wurde [Hara H et al. 1996]. Das Modell ist wissenschaftlich anerkannt und
simuliert die pathophysiologischen Prozesse nach einem ischdamischen Schlaganfall mit Reperfusion
nah an der klinischen Realitdt [Braeuninger S et al. 2012].

Bei dem Schlaganfall-Modell wird ein mit Silikon beschichteter Nylonfaden in die das Gehirn versor-
genden GefaRe (A. carotis) eingefiihrt. Durch seine GroRe blockiert er den Blutzufluss in die A. cerebri
media (MCA), was die pathophysiologischen Prozesse einer Ischamie einleitet. Um die Reperfusion zu
simulieren, wird der Faden nach einer definierten Zeitspanne (hier 60 min) wieder entfernt. Termino-
logisch wird das als transiente Okklusion der MCA (transient middle cerebral artery occlusion, tMCAQ)
bezeichnet. Alle Studien im tMCAO-Modell wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. C. Kleinschnitz,

Universitatsklinikum Wirzburg, Neurologische Klinik und Poliklinik durchgefiihrt.

Versuchstiere

Fur die Schlaganfall-Studien wurden mannliche Mause vom Stamm C57/BI6 von der Firma Charles
River (Sulzfeld, DE) bezogen. Bei Anlieferungsdatum wogen die Tiere 20 - 25 g und waren 6 - 8 Wo-
chen alt. Die Mause wurden bei einer maximalen GruppengrofRe von 10 Tieren in einem Polycarbo-
nat-Kafig Typ Il gehalten. Die Kafigboden wurden mit entstaubtem Einstreugranulat bedeckt. Die
Tiere erhielten Futter und Wasser ad libitum. Die Mause unterlagen einen Hell-Dunkel-Rhythmus (12

h / 12 h). Die Raumtemperatur betrug 20 - 24 °C bei einer relativen Luftfeuchte zwischen 40 - 50 %.

Narkose

Im tMCAO-Modell wurden die Tiere mit Isofluran (CP-Pharma Handelsgesellschaft mbH, Burgdorf DE)
inhalativ betdaubt. Dabei wurde die Narkose initial mit 3 - 5 % Isofluran in einer Induktionsbox ohne
Abzug eingeleitet, bis die chirurgische Toleranz erreicht war. Zur Aufrechterhaltung der Narkose wur-

de 2 bis 3 % Isofluran (vermischt mit Raumluft) Giber eine Gesichtsmaske mit Absaugung verabreicht.
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Behandlungsansdtze

Im prophylaktischen Behandlungsansatz mit anti-FXlla MAb 3F7 (10, 25 und 50 mg/kg) wurde den
Tieren unmittelbar nach initialer Narkose die Testsubstanz bzw. isotonische Saline in gleichen Vo-
lumina i.v. appliziert. Der Beginn der MCA-Okklusion erfolgte 10 min darauf. Fir die Studie des
therapeutischen Behandlungsansatzes mit rHA-Infestin-4 erfolgte die Applikation i.v. und unmittel-
bar nach Beginn der Reperfusion. In jeder Studie wurden Kontrolltiere und FXlla-INH-behandelte
Tiere randomisiert operiert, sodass an jedem Versuchstag Tiere jeder Gruppe involviert waren. Die
Positivkontrollen erhielten isotonische Saline im gleichen Volumen. Zur Negativkontrolle wurden in
beiden Behandlungsansatzen jeweils naive (unbehandelte) und Sham-operierte Tiere (vollstandige

Operation ohne Okklusion) Tiere bei den einzelnen Studien mitgefihrt.

3.5.1 Operationstechnik

Die narkotisierte Maus wurde dorsal auf einer Warmeplatte (37°C) fixiert und an das Tischnarkose-
gerat angeschlossen. Nach Desinfektion des Operationsfeldes wurde mittels einer zervikalen Mittel-
linieninzision Zugang zur Glandula thyreoidea geschaffen. Die Lappen der Glandula thyreoidea
wurden stumpf voneinander getrennt, bevor die A. carotis communis dextra vom umgebenden
Gewebe freigelegt wurde. Mit einer Ligatur (FadengroRe 7,0) wurde das GefdaR verschlossen.
AnschlieBend wurde weiter kranial die A. carotis externa freigelegt und mit einem Faden (GréRe 7,0)
ligiert. Um die A. carotis interna wurde ein Knoten vorbereitet (GroRe 5,0), der eine Positionsdnder-
ung des Silikonfilamentes verhinderte. Mittels eines GefaRclips wurde die A. carotis interna vor der
Abzweigung der A. pterygopalatina atraumatisch verschlossen. In die A. carotis interna wurde mit
einer Augenschere ein kleines Loch geschnitten, in das der Silikon-beschichtete Faden bis zum Clip
eingefihrt wurde. Nachdem der Clip gel6st worden war, konnte der Faden bis zu einem Widerstand
vorangeschoben werden, wo er den Abgang der A. cerebri media vom Circulus arteriosos cerebri
blockierte (Abbildung 13). Das Silikonfilament wurde durch den vorbereiteten Knoten fixiert und fur
60 min im GefiaR belassen. Zur Uberpriifung der richtigen Position konnte mit einem Lineal das
herausstehende Ende des Fadens von der Bifurkation der A. pterygopalatina von der A. carotis
interna gemessen werden. Die Lange des Fadenendes sollte maximal 11 mm betragen. AnschlieSend

wurde die Wunde verschlossen. Das Tier konnte in einem beheizten Kafig aus der Narkose erwachen.
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Kurz vor Ablauf der Ischamie-Phase von 60 min wurde das Tier erneut narkotisiert und zur Reper-
fusion der Faden entfernt. AnschlieRend wurde das Gefall mit Hilfe des Fixierknotens ligiert. Da die
zerebrale Blutversorgung lber Anastomosen des Circulus arteriosos quervernetzt ist, erfolgt die
Reperfusion des ischamischen Bereiches durch die Blutversorgung der contralateralen ACC.

Die Wunde wurde mit einer Naht verschlossen und lokal mit Lidocain betdubt. In einem beheizten
Kafig konnte die Maus aus der Narkose erwachen. Nach einer Reperfusionsperiode von 23 h (ent-
spricht 24 h nach der Operation) wurden die Tiere auf ihre neuromotorischen Funktionen getestet

(Kap. 3.5.2).

Abbildung 13: Der Circulus arteriosus mit eingefiihrtem
Filament des murinen tMICAO-Modells

Die arterielle zerebrale Blutversorgung der Maus in ventraler
Ansicht. Das Filament wurde beim tMCAO-Modell in die CCA
(rechts) eingefiihrt und von dort bis zur Abzweigung der MCA
vom Circulus arteriosus vorangeschoben. Nach der 60 mi-
niitigen Ischdmie gewdhrleisten die Anastomosen des ,,Circle
of Willis” die Reperfusion des Infarktareals. In Rot dargestellt
ist die Positionierung des Silikonfilaments.

CCA- A. carotis communis; ECA - A. carotis externa;

ICA - A. carotis interna; MCA - A. cerebri media;

PCA - A. pterygopalatina

Modlifiziert nach www.nutritional-neuroscience.com

Ausschlusskriterien

Um zu gewahrleisten, dass die Ischamie in allen Gruppen vergleichbar war, wurde unmittelbar nach
Ziehen des Fadens die erfolgreiche Reperfusion bewertet. Daflir wurde beobachtet, ob Blut aus der
arteriellen Offnung austrat. War das nicht der Fall, wurde das Tier ausgeschlossen, da vermutlich
durch ein zu schnelles Entfernen des Fadens das GefaR kollabiert und somit die erfolgreiche Reper-
fusion nicht sichergestellt war. Ein weiteres Ausschlusskriterium 24 h nach der Operation war die
Kombination aus vollstandigem Fehlen neurofunktioneller Defizite in Abwesenheit eines Infarktkerns

nach der Vitalfarbung mit 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC).
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Material, Gerdte und Substanzen fiir das experimentelle murine Schlaganfallmodell

Material und Gerate

Firma

Einmalspritze 1 mL
Nylon-Monofilament (Art.:60-1720RE)
Perma-Handseide, Ethicon
Operationsbesteck

Wattestdbchen

Tischnarkosegerat UniVet Porta
Isotonische Saline

Mikroskop

Substanzen

B. Braun Melsungen AG, DE

Doccol, Albuquerque, NM, USA

Johnson & Johnson Medical GmbH

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, DE
Hartenstein, Wirzburg , DE

Groppler, Deggendorf, DE

B. Braun Melsungen AG, DE

Zeiss, Jena, DE

Firma

Anti-FXlla MAb 3F7

Bepanthen Augen-und Nasensalbe
Isotonische Saline

Natriumzitrat

rHA-Infestin-4

PBS (10x)

CSL Limited, Melbourne, Australien
Bayer Healthcare GmbH, Leverkusen, DE
B Braun Melsungen AG, Melsungen, DE
EifelFango, Bad Neuenahr-Ahrweiler, DE
CSL Behring GmbH, Marburg, DE

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE

3.5.2 Neurofunktionelle Verhaltensuntersuchungen

24 h nach Induzierung des experimentellen Schlaganfalles wurde die Mortalitdt der einzelnen Ver-

suchsgruppen ausgewertet. Anschlieend wurden die Tests zur Feststellung neurologischer Defizite

durchgefihrt. Die Mause erhielten vor der Operation kein Training in den Verhaltenstests.

Neuroscore

Die Uberlebenden Versuchstiere wurden zunachst mit dem modifizierten Bederson Score (Neuro-

score) auf ihre spontane motorische Funktion beurteilt [Bederson JB et al. 1986]. Jede Maus wurde

beim Herausheben aus dem Kafig begutachtet und ihr Verhalten auf einer ebenen Flache fiir die

Dauer einer Minute beobachtet. Das Verhalten wurde in die folgenden Kategorieneingeteilt, wobei

,0" fur kein Defizit vergeben wurde, und ,,5” die schlechteste Wertung darstellte:
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Beurteilungskategorien nach dem modifizierten Bederson Score

0 Kein neurologisches Defizit
1 Fehlende Extension der VordergliedmaRe
2 Reduzierter Muskeltonus
3 Im Kreis laufend
4 Drehung um die longitudinale Koérperachse (,,Spinning*)
5 Keine Spontanbewegung zu beobachten
Grip Test

Nach der Beurteilung des Bederson Scores wurden die Versuchsgruppen auf ihre koordinatorischen
Defizite untersucht. Hierfiir wurde die Maus mittig auf eine Apparatur mit einem runden Holzstab
(Durchmesser ca. 5 mm, Lange 40 cm) gesetzt, der zwischen zwei stabilen Tragern montiert war. Der
Holzstab befand sich auf einer Ho6he von 30 cm, sodass das Versuchstier den Boden optisch nicht
erfassen konnte. Unter normalen Umstanden klammert sich eine Maus kopfiiber mit allen 4 Pfoten
an den Holzstab und wickelt den Schwanz spiralférmig darum. Auf diese Weise schaffen es die meis-
ten Tiere bis zum Trager zu klettern, um dort eine sitzende Position einzunehmen oder Uber den
Trager zu auf den Boden zu gelangen [Moran PM et al. 1995]. Bei Defiziten in der motorischen Koor-
dination, wie es beim experimentellen Schlaganfallmodell der Fall ist, zeigen sich Einschrankungen
der Kletterfahigkeit und der Kraft. Der Grip Test ergdnzt den globalen Bederson Score mit der Evalu-
ierung der motorischen und koordinativen Kapazitdten nach tMCAO. In Bezug steht dazu das Infarkt-

volumen [Austinat M et al. 2009; Kleinschnitz C et al. 2006; Kraft P et al. 2010].

Beurteilungskategorien nach dem Grip Test

Maus fallt herunter, ohne den Versuch sich oben zu halten
Festklammern mit mindestens einer Extremitat (Beine, Schwanz)
Festklammern mit mindestens zwei Extremitdten

Festklammern mit mindestens drei Extremitaten

Festklammern mit vier bis finf Extremitaten

v Ao W N B O

Kein Defizit: Maus entkommt auf den Trager
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Abbildung 14: Versuchsaufbau Grip Test

Fiir den Grip Test wurde die Maus mittig auf
den Holzstab gesetzt und ihr Verhalten beo-
bachtet. Ohne neurofunktionelle Einschrén-
kungen gelangten die Tiere kopfiiber und
mit um den Stab geschlungenen Schwanz
zum schwarzen Trdger. Bei koordinativen
Defiziten durch den Schlaganfall wurde die
" Schwere der Ausfille anhand der Anzahl der
Extremitéten am Holzstab bewertet.

Im Anschluss an die beschriebenen Tests wurden die Tiere tief narkotisiert und final entblutet. Aus
0,5 mL Zitratblut (10%) wurde das Plasma gewonnen. Unmittelbar im Anschluss wurde das Hirn ent-

nommen und nach den Anleitungen im folgenden Kapitel weiter bearbeitet.

3.5.3 Histochemische Infarktvolumenbestimmung

Die Vitalfarbung mittels 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid-Farbung (TTC) ist ein gangiger Test zur
Identifizierung von ischdmischem Gewebe im tMCAO-Modell [Liu F et al. 2009]. Der Indikator TTC
wird dabei von den vitalen Zellen aufgenommen und in einer Redox-Reaktion in den Mitochondrien
zu 1,3,5-Triphenylformazan umgewandelt. 1,3,5-Triphenylformazan besitzt ein Extinktionsmaximum
bei 492 nm und erscheint daher als rote Farbung. Dem entsprechend farben sich die vitalen Areale
rot, wahrend die nekrotischen Areale ungefarbt bleiben.

Den Mausen der Studien wurde 24 h nach Beginn der Reperfusion und damit im Anschluss an die Ver-
haltenstests final Blut entnommen. Durch eine zervikale Dislokation wurde der Tod sichergestellt. An-
schlieBend wurde das Hirn entnommen und in einer Matrix positioniert. Von kaudal wurden 2 mm
dicke Scheiben geschnitten, die in PBS (4 °C) aufgefangen wurden (Abbildung 14). AnschlieSend
wurden alle drei Scheiben gemeinsam fiir 10 min bei RT in die vorbereitete TTC-Farbel6sung gelegt.
Danach wurden die Schnitte mit der rostralen Seite unten auf einem Scanner platziert und einge-
scannt. Anschlieend wurden die Bilder anhand der Software Image J ausgewertet. Mit Hilfe von
Excel wurde das totale Infarktvolumen aus den Rohdaten der drei Hirnscheiben berechnet.

Die Hirnscheiben konnten anschlieend noch weiter verarbeitet werden, dafiir wurde allerdings bei

der Hirn-Entnahme und Farbung sehr sauber und schnell gearbeitet.
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Abbildung 15: Lokalisation der Hirnscheiben

Anhand der Grafik ist die Lokalisation der drei
- _1 Hirnscheibe Hirnscheiben zu erkennen. Das entnommene Hirn
—_ wurde mit den Hemisphdren apikal in eine Matrix
_2- Hirnscheibe it Roster gelegt. Das erste Messer wurde an der
3. Hirnscheibe kaudalen Seite der Grofhirnhdlften positioniert
- und von dort aus wurden in 2 mm-Absténden die
weiteren Messer angebracht. Anschlieffend wur-
den alle Klingen gleichzeitig entfernt, und die
Scheiben in PBS bis zur TTC-Férbung zwischen

gelagert.

6 mm

Berechnung des totalen Infarktvolumens:

Hierfir wurden die ischdmischen (ungefdrbten) Bereiche des Gewebes umfahren und ihre Flache

bestimmt und nach der folgenden Formel berechnet:
Volumen infarke = (A1+A2+A3) - 100 - L

A3 bezeichnen die Flache der einzelnen Hirnschnitte, die durch Image J in der Einheit cmzausge-
geben werden. Daher muss mit dem Faktor 100 multipliziert werden, um die Fliche in mm?zu be-
rechnen. Zur Berechnung des dreidimensionalen Infarktvolumens wird aullerdem die Dicke der
Schnitte (L) multipliziert. Sie betragt 2,0 mm fiir jeden Schnitt. Fir die statistische Analyse wurden die

erhaltenen Datensatze in die Software Graph Pad Prism (Statcon, Witzenhausen, DE) eingepflegt.

Material, Substanzen und Gerdte zur TTC-Fdrbung

Material Firma

Klingen mit Griffschutz Hartenstein Laborbedarf, Wirzburg, DE
12-well Platte Nunc GmbH und Co.KG, Wiesbaden, DE
Pinzette Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, DE
Loffelspatel Hartenstein Laborbedarf, Wiirzburg, DE
Operationsbesteck Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, DE
Hirnmatrix, koronal (Maus) World Precision Instruments, UK
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Substanzen Firma

Isotonische Saline B Braun Melsungen AG, Melsungen DE
Natriumzitrat, 3,13 % EifelFango, Bad Neuenahr-Ahrweiler, DE
PBS (10x), steril Fisher Scientific GmbH, Schwerte, DE
2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) AppliChem GmbH, Darmstadt, DE

3.5.4 Fibrin(-ogen)-Bestimmung mittels Western Blot

Fibrin wird im Rahmen thrombotischer Prozesse aus seiner Vorstufe Fibrinogen gebildet und lagert
sich im Geweben ab [Okada Y et al. 1994]. Mittels eines kreuzreaktiven Antikorpers gegen Fibrinogen
sollte anhand der relative Fibrin(-ogen)-Dichte das AusmaR der Ischdamie-induzierten Mikrothrom-
bosen evaluiert werden. Hierfir wurde die zweite Hirnscheibe (Abbildung 15) mit einem Skalpell
sektioniert, wie in Abbildung 16 dargestellt. Dafiir wurde die Scheibe zundchst mittig in ipsilateral und
contralateral der Ischdmie getrennt. AnschlieBend wurden die Halften in Basalganglien (BG) und
Cortex (CX) unterteilt. Das Gewebe wurde in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren

Aufarbeitung bei -80 °C gelagert.

Probenaufbereitung fiir den Western Blot

Die Proben wurden auf Eis aufgetaut. Zu dem Gewebe wurden 100 pL RIPA-Puffer in ein 1,5 mL Reak-
tionsgefal gegeben. AnschlieRend wurde das Gewebe mit einem Mikropistill gleichmaRig zerrieben
und zusatzlich 3 mal fir 10 sec mit Ultraschallpulsen homogenisiert. Die Proben wurden fiir 30 min
bei 4 °C und 16.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in eine neues GefaR iberfiihrt und das

Pellet verworfen.

Ansatzprotokoll RIPA-Puffer 0,1% SDS

1,25 ml 1 M Tris (pH 7,4) =25 mM
1,5 mL5 M Nacl =150 mM
0,5 mL 100% NP-40 =1%

0,5 mL 10% SDS =0,1%

ad 50 mL Aqua dest.
In dieser Losung wird 1 Trablette Proteinase-Inhibitor aufgel6st. Aliquots wurden bei Bedarf aufge-

taut und frisch zur Gewebeprobe gegeben.
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Abbildung 16: Sektionierung der Hirnscheiben fiir
die Fibrinogen-Bestimmung

In der Abbildung ist die Aufteilung des Gewebes (2.
Hirnscheibe) skizziert. Die gestrichelten Linien
kennzeichnen den Schnittverlauf. Zundchst wurde
mit einem Skalpell ein mittiger Schnitt zur Trenn-
ung der ipsilateralen (ischémischen) Hirnhdlfte und
der kontralateralen Seite durchgefiihrt. Anschlief3-
end wurden die beiden Hdlften in Cortex und Ba-
salganglien unterteilt, wobei die Fasern der Cap-
ipsilateral | kontralateral sula externa als Orientierung dienten.BG - Basal-
ganglien; CX - Cortex

Bicinchoninsduren-Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung wurde mittels Bicinchoninsduren (BCA)-Test durchgefihrt. Fir 24 Proben
wurde 25 mL Bicinchoninsduren-Lésung mit 0,5 mL Kupfer(ll)Sulfat-Losung gemischt. AnschlieBend
wurde je 1 mL der BCA-Testlésung in ein Reaktionsgefall je Probe vorgelegt. Von der Probe wurden
jeweils 2 uL hinzu pipettiert und mit der Lésung vermischt. Es folgte eine Inkubationszeit von 30 min
bei 37 °C. Gleichzeitig mit den Proben wurden Proteinstandards zur Kalibrierung des Photometers auf
die gleiche Weise vorbereitet. Nach der Inkubationszeit wurden die Standards und Proben in Einmal-
Klvetten umgefillt und unverziiglich gemessen. Dabei wurde beim Photometer der Dilutionsfaktor

eingestellt, sodass die Konzentrationsberechnung automatisiert erfolgte.

Acrylamid-Gelelektrophorese

1) Herstellung der SDS-Gele (12 %)

Zwei Glasplatten wurden mit Isopropylalkohol gesdubert und in die GieRapparatur eingespannt.
AnschlieBend wurde das Gemisch flr zwei Trenngele (12 % SDS, reduzierend) hergestellt. Dabei
wurde TEMED zuletzt hinzugefiigt. Nach ziigigem Mischen wurde das Trenngel-Gemisch in den Hohl-
raum zwischen die Glasplatten gegossen und mit 1 mL Isopropylalkhohol beschichtet. Das Trenngel
benétigte eine Aushartungsdauer von mindestens 30 min. Danach wurde der Isopropylalkohol ent-
fernt und die Mischung flr das Sammelgel (5 % SDS) hergestellt. Das Sammelgel wurde bis zum ober-
en Rand der Glasplatten gefillt und ziigig und Luftblasen frei ein Gelkamm mit 15 Laufspuren einge-

steckt. Auch das Sammelgel bendtigte 30 min zum Polymerisieren.
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) Ansatzprotokoll fiir SDS-Gele

2 Trenngele (12 %):

Aqua dest. 3,3
30 % Acryl/Bisacryl. 4,0

1,5 M Tris pH 8,8 2,5
10 % SDS 0,1
10 % APS 0,1
TEMED 0,004

lll) Vorbereitung der Proteinproben

mL
mL
mL
mL
mL

mL

2 Sammelgele (5 %):

Agua dest.

30 % Acryl/Bisacryl.
1, M Tris pH 6,8

10 % SDS

10 % APS

TEMED

2,7
0,67
0,5
0,04
0,04
0,004

mL
mL
mL
mL
mL

mL

Um den Fibrin(-ogen)-Gehalt pro Proteingehalt bestimmen zu kénnen, wurden die Proteinproben auf

eine Konzentration von 10 pug Gesamtprotein pro 20 uL Auftragsansatz gebracht. Dafiir wurde das

entsprechende Volumen aus der Probe entnommen und mit Aqua dest. auf 10 uL aufgefiillt. An-

schlieBend wurden zu jedem Ansatz 10 uL SDS-Probenpuffer (2x) dazu pipettiert und dieses Gemisch

5 - 10 min bei 95 °C im Heizblock inkubiert. Danach wurden jeweils 10 pL des Ansatzes in eine Gel-

tasche aufgetragen.

IV) Ansatzprotokoll der Losungen fiir die SDS-Gelelektrophorese

10x Laufpuffer

SDS 10 g
Tris 303 g
Glycin 144,1 g

ad 1 Liter mit Aqua dest.

4x SDS Probenpuffer (reduzierend):

62, 5 mM Tris (1 M, pH 6,8)

8 % SDS
15 % Glycerin

3 % R-Mercaptoethanol

Spatelspitze Bromphenolblau

Aqua dest.

Ix Laufpuffer: 100 mL 10x Laufpuffer + 900 mL Aqua dest.

mL

mL

mL

mL
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V) SDS-Gelelektrophorese

Es wurden immer 2 Gele in die Apparatur eingespannt und auf Dichtigkeit der Einspannung lber-
prift. Danach wurde die Kammer mit 1x Laufpuffer gefillt und die Geltaschen mit dem Protein-
Standard Marker sowie den Auftragsansatze beladen. Die Gelkammer wurde mit dem Power-Supply

(BioRad) verbunden. Die Gele wurden fiir 75 min bei 20 mA pro Gel gefahren.

Proteintransfer (Semi-Dry-Blotting)

Nach dem die Proteine durch die Gelelektrophorese nach GréRe getrennt worden waren, wurden die
Gele aus den Glasplatten entfernt und in Blottingpuffer (1x) mit frisch zugefligtem Methanol (200 L)
geschwenkt. Je Gel wurde eine PVDF-Membran kurz in Methanol befeuchtet und danach in Blotting-
puffer (1x) eingeweicht. Ebenso wurden pro Gel 6 Lagen Whatman®-Blottingpapier in Blottingpuffer
(1x) durchfeuchtet.

Das ,,Sandwich” zum Proteintransfer wurde folgendermalien von der Bodenplatte aus aufgebaut:

3 Blatter Blotting-Papier, PVDF-Membran, Gel, 3 Blatter Blotting-Papier. Jede Lage wurde sorgfaltig
und Luftblasen frei aufgetragen. Der Proteintransfer mittels Power-Supply wurde bei 100 mA pro Gel

fiir 90 min durchgefiihrt. Dabei wurde die elektrische Spannung auf 25 V limitiert.

Ansatzprotokoll des Blottingpuffers

10x Blottingpuffer 1x Blottingpuffer

Glycin 144 g 10x Blottingpuffer 100 mL

Tris 303 g Methanol 200 mL (frisch dazugeben)
+ ad 1 Liter mit Aqua dest. Aqua dest. 700 mL

Entwicklung des Blots

1) Antikérperbindung

Die feuchte Membran wurde kurz in Waschpuffer (1x) eingelegt. Anschliefend wurden unspezifische
Bindungsstellen in Blockpuffer fiir 30 min bei RT geblockt. Die Membran wurde dabei automatisiert
geschwenkt. Wahrenddessen wurde der primdre Antikorper in der gewiinschten Verdinnung in
Blockpuffer angesetzt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Membran aus dem Blockpuffer
entnommen und mit 2 mL der Antikérper-Verdiinnung eingeschweiflt. Uber Nacht wurde der Blot bei

4 °C auf dem Schittler inkubiert. Zur Entfernung des ungebundenen Antikérpers wurde der Blot am
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nachsten Tag viermal in 30 min mit Waschpuffer unter Schwenken gewaschen. Im Anschluss wurde
der sekundare Antikérper in einer Dilution von 1:5000 fiir 60 min bei RT auf dem Blot inkubiert. Uber-

schissige Substanz wurde wieder in 4 Waschschritten in insgesamt 30 min unter Schwenken entfernt.

) Entwicklung mit Elektrochemilumineszenz

Die Elektrochemilumineszenz (ECL)-L6ésung wurde nach Herstellerangaben angesetzt. Der Wasch-
puffer wurde vollstéandig von den Blots entfernt, ohne dass die Membran austrocknete. Die ECL-
Losung wurde 5 min auf dem Blot inkubiert. AnschlieRend wurde die Membran in eine Rontgen-
kassette eingelegt. In einer Dunkelkammer wurde der Réntgenfilm passgenau auf die Membran zur
Belichtung gelegt. Fir Fibrin(-ogen)-Blots betrug die Belichtungszeit 10 sec, und fiir B-Actin-Blots 5
sec. Der Rontgenfilm wurde automatisiert entwickelt. Nach der Filmentwicklung wurden die Mem-

branen getrocknet und die Filme digitalisiert.

lll) Ansatzprotokoll der Lésungen zur Entwicklung des Blots

10x Waschpuffer: 10x PBS + 0,5 % Tween
1x Waschpuffer: 1x PBS + 0,05 % Tween
Blockpuffer: 5% Milchpulver in Waschpuffer gel6st

IV) Unvolistidndiges Strippen des Blots

Zur Kontrolle der richtigen Gel-Beladung wurden mittels H,0, die Bindestellen der ECL-Molekiile oxi-
diert. Obwohl also der urspriingliche primare Antikorper (anti-Fibrinogen) gebunden bleibt, kann ein
zweiter Primarantikorper (anti-B-Actin) hinzugefligt werden. Dieses Vorgehen hat sich fiir Blots etab-
liert, bei denen einerseits beide Primadrantikdrper aus verschiedenen Spezies stammen und anderer-
seits die zu analysierenden Banden auf dem Gel deutlich in unterschiedlicher Héhe laufen.

Zum Entfernen des ersten Priméarantikorpers (,Strippen®) wurde eine Losung aus H,0, (15 %) in
Waschpuffer hergestellt. Darin wurde die noch feuchte Membran im Anschluss an die Filmentwick-
lung flr 30 min bei RT inkubiert. AnschlieBend erfolgten 4 Waschschritte in insgesamt 30 min auf
dem Schiittler bei RT. Im Anschluss wurde die Membran erneut geblockt, bevor sie mit einem weite-

ren Primarantikorper gegen das Referenzprotein B-Actin inkubiert wurde.
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Analysemethode nach Luke Miller

Wie auch die TTC-Volumetrie wurde die relative Proteinexpression von Fibrin(-ogen) Uber die

Methode nach Luke Miller im Programm Image J evaluiert. Ein genaues Protokoll ist hier zu finden:

http://www.lukemiller.org/Imagel_gel_analysis.pdf

Prinzipiell wurde anhand der optischen Dichte und der Ausdehnung der Banden eine relative Flache

ermittelt, die mithilfe von Microsoft Excel weiter analysiert wurde. Fir jeden Blot wurde zunachst die

relative Dichte von Fibrin(-ogen) bestimmt. Nach Strippen der Membran erfolgte die Farbung mit

dem Referenzprotein B-Actin. Die Rohdaten wurden in Excel ins Verhaltnis zueinander gesetzt, wo-

bei die Proteindichte von Fibrin(-ogen) durch B-Actin dividiert wurde:

Proteindichte(relativ) =

01 £SQRUGBO(OG "©( £°E))

01 € IRAGD(I

0uW®)

Die statistische Analyse der Rohdaten wurde im Programm GraphPad Prism durchgefiihrt.

Material, Substanzen und Geridite fiir die Fibrin(-ogen)-Bestimmung

Material, Substanzen und Gerate

Firma

Ammoniumperoxiddisulfat (APS)

Bicinchoninsaure
Blotkammer

Complete Protease Inhibitor Tabletten
ECL-Plus

Gelkammer

HERAEUS® LABOFUGE 400

Kupfer(ll)Sulfat-Lésung
Medical X-Ray Typ Fujifilm Super RX
(18 x 24cm)

Mikropistill fir 1,5 mL ReaktionsgefaRRe

NanoPhotometer™ Pearl

NonidetTMP40 Substitute

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Sigma Aldrich, Miinchen, DE

A. Hartenstein Laborbedarf GmbH, Wiurzburg,
DE

Roche Applied Science, Mannheim, DE

GE Healthcare, Freiburg, DE

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, DE
Thermo Scientific GmbH, Schwerte, DE

Sigma Aldrich, Minchen, DE

A. Hartenstein Laborbedarf GmbH, Wirzburg,
DE
A. Hartenstein Laborbedarf GmbH, Wiurzburg,
DE

Implen GmbH, Miinchen, DE
Sigma Aldrich, Miinchen, DE
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Precision Plus Protein Dual standards (Marker) Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, DE

PVDF-Membran, 0,45 um
Rotiphorese®Gel 30 (Acrylamid)
Wippschittler

TEMED (Tetramethylethylenediamine)
Tris (hydroxymethyl) aminomethan
Wasserstoffperoxid 30%

B-Mercaptoethanol

A. Hartenstein Laborbedarf GmbH, Wirzburg,
DE

CARL ROTH GMBH + CO. KG, Karlsruhe, DE

A. Hartenstein Laborbedarf GmbH, Wiirzburg,
DE

Sigma Aldrich, Miinchen, DE
Merck KGaA, Darmstadt, DE
Merck KGaA, Darmstadt, DE
Merck KGaA, Darmstadt, DE

Antikorper Firma Dilution
Anti-Fibrinogen (Kaninchen) Acris Antibodies, Herford, DE 1:500
Anti-B-Actin (Maus) Sigma-Aldrich, Minchen, DE 1:10.000
Anti-Kaninchen (Esel) mit HRPO Dianova GmbH, Hamburg, DE 1:5000
Anti-Maus (Esel) mit HRPO Dianova GmbH, Hamburg, DE 1:5000

3.5.5 MRNA-Expressions-Bestimmung itiber die quantitative Echtzeit-

Polymerase-Kettenreaktion

Die vorderste Hirnscheibe wurde nach der TTC-Farbung sofort zur in RNAlater® stabilisiert, um die

RNA-Degradation zu verhindern. AnschlieRend wurde das Hirn mit einem Skalpell in die ischamische

und kontralaterale Hemisphéare getrennt und weiter aufgeteilt in CX und BG (Abbildung 16). Die

Proben wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Aufarbeitung bei -80 °C gelagert.

I
ipsilateral | kontralateral

Abbildung 17: Sektionierung der Hirnscheiben fiir die
quantitative mRNA-Bestimmung

Gewebealufteilung zur mRNA-Bestimmung der ersten
Hirnscheibe. Zundchst wurde mit einem Skalpell ein
mittiger Schnitt zur Trennung der ipsilateralen (ischdmi-
schen) Hirnhdlfte und der kontralateralen Seite durchge-
flihrt. Anschlieffend wurden diese beiden Hidlften un-
terteilt in Cortex und Basalganglien, wobei die Fasern
der Capsula externa als Orientierung dienten. Die ge-
strichelten Linien kennzeichnen die Schnittkanten.

BG - Basalganglien; CX - Cortex
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Primer zur mRNA-Expressionsanalyse

Die Zytokine TNF-a und IL-1 gehoren zu den schon in geringen Mengen sehr potenten Mediatoren
einer inflammatorischen Reaktion. lhre mRNA ist auch unter physiologischen Bedingungen im Hirn-
gewebe von Menschen und Nagern in geringen Mengen nachweisbar [BrederCD et al. 1993; Clausen
BH et al. 2005; Lambertsen KL et al. 2005; Vitkovic L et al. 2000]. Die Anderung der Expression dieser
pro-inflammatorischen Mediatoren unter Ischamie/Reperfusion wurde mehrfach beobachtet und
wird im Folgenden mit Referenzen belegt. Als Vertreter der anti-inflammatorischen Biomarker wurde
TGF- ausgewahlt. Der Biomarker Endothelin-1 wurde zur Evaluierung der BHS-Integritdt nach dem

ischamischen Schlaganfall herangezogen.

IL-u T

Der Entziindungsmediator IL-1B wird durch stimulierte Monozyten synthetisiert und kurz darauf
sezerniert. Schon wenige Nanogramm des hochwirksamen Zytokins induzieren die native Immun-
antwort mit Anstieg von neutrophilen Granulozyten, Thrombozyten, akute Phase Proteine und dem
pro-inflammatorischen Zytokin IL-6. Unter physiologischen Bedingungen ist das Zytokin weder im
Blutplasma noch im Knochenmark nachweisbar. Im Zuge neuroinflammatorischer Prozesse, bei-
spielsweise nach ischamischer Hirnschadigung, spielt IL-1 eine Schllsselrolle zur Pathogenese [Denes
A et al. 2011; Dinarello CA 2011]. Die Quelle der IL-1B Ausschittung nach experimentellen Hirn-
schaden ist die Mikroglia des ZNS [Davies CA et al. 1999; Hanisch UK 2002]. Als lokale Komponente
des Immunsystems Ubernimmt sie die native Immun-Abwehrfunktion im ZNS. Vier Stunden nach
einer Ischamie konnte durch Luheshi et al. daher eine mikrogliale Expression des Zytokins IL-1 de-
monstriert werden [Luheshi NM et al. 2011]. Diese frilhe Form wurde als IL-1a charakterisiert. Das
legt die Vermutung nahe, dass die fir die Vermittlung neurodegenerativer Prozesse verantwortliche
Form IL-1B8 [Rothwell PM 2001; Touzani O et al. 1999] in der initialen Reperfusionsphase aus dem
peripheren Blutkreislauf entstammt und nicht aus der ortsansassigen Mikroglia [Lambertsen KL et al.
2012]. Da im experimentellen Schlaganfallmodell eine Korrelation zwischen den klinischen Symp-
tomen mit dem AusmaR der IL-1B-Expression auf mRNA-Ebene hergestellt werden konnte, wurde

dieses Zytokin als Biomarker fiir die vorliegende Arbeit verwendet [Austinat M et al. 2009].

TNF-)

Die pleiotrope Wirkung von TNF-a (Tumornekrose-Faktor; TNF) wird hauptséchlich tiber die Rezep-

toren p55 und p57 vermittelt, die jeweils verschiedene biologische Effekte hervorrufen. Das Expressi-
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onsprofil des Zytokins in der Friihphase nach Ischamie/Reperfusion wurde im Nagermodell intensiv
erforscht. Im murinen tMCAO-Modell konnte die Gruppe um Ohtaki 2004 einen massiven Anstieg von
TNF-a in der Zeit zwischen 12 bis 24 h nach einer Ischdmie nachweisen [Hill GR et al. 1999; Ohtaki H
et al. 2004].

Das Zytokin wird nach einer Ischdamie hauptsachlich durch die ortsansassigen Mikroglia exprimiert
[Dziewulska D et al. 2003]. Es wurde gezeigt, dass die massive Hochregulation von TNF-a den Ischa-
mie-induzierten neuronalen Zelluntergang im ZNS vorantreibt [Botchkina Gl et al. 1997]. Bei den
pathophysiologischen Prozessen vermuteten Yin et al. eine direkte Beteiligung durch TNF-a [Yin L et
al. 2003]. Jedoch werden auch neuroprotektive Eigenschaften durch die Hochregulation dieses Zyto-

kins diskutiert [Bruce AJ et al. 1996; Gary DS et al. 1998; Lambertsen KL et al. 2009].

TGF-r

Der Transformierende Wachstumsfaktor (TGF) gehort ebenfalls zur Klasse der Zytokine. Es existieren
3 Isoformen des Faktors: TGF-B1, TGF-B2 und TGF-B3. Hauptsachlich die Form TGF-B1 wird im Zuge
von akuten und chronischen ZNS-Erkrankungen vermehrt exprimiert. Dazu gehdren Multiple Skle-
rose, Trauma, Alzheimer und der Schlaganfall [Finch CE et al. 1993]. Abhangig vom aktivierten Rezep-
tor wirkt TGF-B1 auf die Zellproliferation, -differenzierung und Angiogenese, kann aber auch die
Apoptose unterstiitzen. Im ZNS kommen TGF- Rezeptoren ubiquitar vor. Daher konnten fiir TGF-3
im Schlaganfallmodell sowohl neuroprotektive Effekte als auch eine gliale Fibrose beobachtet werden
[Buckwalter MS et al. 2004; Buisson A et al. 2003; Moon LD et al. 2001]. Die unmittelbare Beteiligung
von TGF-B nach einer ischdmischen Periode ist iber die erhohten mRNA-Spiegel im Plasma von
Ratten (ber mehrere Wochen gezeigt worden [Yamashita K et al. 1999]. Die starken neuropro-
tektiven Effekte werden vermutlich Gber Oligodendrozyten vermittelt. Weiterhin wird vermutet, dass
TGF-B einen immunomodulatorischen Effekt auf aktivierte Mikroglia und Makrophagen aus (ibt, so-

dass nicht-funktionales Narbengewebe (Astrogliose) gebildet wird [Doyle LM et al. 1995].

Edn-1

Das Peptid Endothelin-1 wird durch das zerebrale GefaBendothel synthetisiert [Rubanyi GM et al.
1994]. Unter physiologischen Bedingungen wirkt es regulierend auf den zerebralen Blutfluss. Eine
Erhohung des Edn-1 Plasmaspiegels wurde sowohl in Patienten nach ischamischem Schlaganfall, als

auch in Tiermodellen demonstriert [Barone FC et al. 1994; Bian LG et al. 1994; Ziv | et al. 1992].
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Abhdngig vom aktivierten Rezeptortyp bewirkt Edn-1 vasokonstriktiv (ET,) oder vasodilatatorisch
(ETg). Unter ischamischen Bedingungen konnte ET-vermittelt ein Pathologie aggravierender Effekt
beobachtet werden, da seine Aktivierung den oxydativen Stress (ROS-Produktion) verstarkt und eine
Wasserakkumulation (Odembildung) triggert. Dies trigt zur Disruption der BHS unter ischdmischen

Bedingungen im tMCAO-Modell bei [Leung JW et al. 2009].
Durchfiihrung der quantitativen Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (RT-qPCR)

I)  Extraktion der RNA

Zunachst wurde das Gewebe in 2 mL-ReaktionsgefaRen auf Eis aufgetaut. Durch die Zugabe von 700
uL Trizol® wurden die RNasen der Probe inhibiert und die RNA-Integritdt wahrend der Homogeni-
sierung des Gewebes geschiitzt. Der Zellaufschluss wurde mit dem Miccra Power Homogenisator
(30.000 min™') durchgefiihrt, bis das Homogenisat gleichméRig triibe war. Es folgte eine Inkubations-
zeit von 5 min, wonach die Proben mit 200 pL Chloroform versetzt wurden. Der Ansatz wurde griind-
lich gemischt (Vortex) und 3 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde fiir 15 min bei 4 °C und 16.000
x g zentrifugiert. Die wassrige Phase der Probe wurde in ein neues Reaktionsgefall Gberfihrt und mit
600 pL Isopropylalkhohol griindlich vermischt. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fir 15 min
bei 4 °C und 16.000 x g, nachdem die RNA als Pellet am GefiRboden sichtbar wurde. Der Uberstand
wurde abgenommen und 1 mL Ethanol (75 %) auf das Pellet gegeben. Die Probe wurde griindlich ge-
mischt (Vortex) und anschlieRend erneut zentrifugiert (15 min bei 4 °C und 16.000 x g). AnschlieRend
wurde der Uberstand erneut abgenommen, und das Pellet Giber Nacht (10 h) geschiitzt unter dem
Abzug getrocknet. Im nachsten Arbeitsschritt wurde das Pellet in 33 uL Diethylpyrocarbonat-behan-
deltem Wasser (DEPC-H,0) gel6st. DEPC inaktiviert RNasen, sodass die Qualitdt der extrahierten RNA
erhalten bleibt [Summers WC 1970]. Zur besseren Lésung wurden die Proben fir 10 min in einem
Heizblock bei 55 °C inkubiert und zwischendurch dreimalig durchmischt (Vortex). Die Bestimmung des
RNA-Gehalts wurde nach Herstellerangaben mittels des NanoPhotometers™ Pearl durchgefiihrt. Die

Lagerung der Proben erfolgte bei -80 °C bis zur Herstellung der cDNA.

lI) Herstellung der cDNA

Die Proben wurden in RNase-freien PCR-Gefdllen angesetzt. Je Probe wurde 1 pg RNA eingesetzt und
mit DEPC-H,0 auf 22,6 ul aufgefiillt. AnschlieBend wurde der Master-Mix fiir die cDNA-Synthese an-
gesetzt. Es wurden je 37,4 uL Master-Mix in die PCR-Gefdl3e auf die RNA-Probe gegeben. Die RNA der
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Proben wurde in einem Zyklus zu cDNA transkribiert. AnschlieRend wurde die cDNA bei -20 °C bis zur

Durchfiihrung der quantitativen Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qQRT-PCR) zwischengelagert.

Ansatzprotokoll fiir den Master-Mix: Je Probe (+10 % Verlust)

10x Puffer 6,0 pL
MgCl, 13,2 pL
dNTP’s 12,0 uL
Random Hexamer 3,0 pL
RNAse Inhibitor 1,2 pL
Reverse Transkriptase 2,0 pL

PCR-Programm zur cDNA-Synthese

25°C 10 min
42 °C 60 min
95°C 5 min

4°C oo, keine Zyklen

lII) Durchfiihrung der qRT-PCR

Jede Probe wurde in Triplikaten gemessen. Als Kontrolle wurde auRerdem ein Triplikat mitgefiihrt,
bei dem statt cDNA DEPC-H,0 eingesetzt wurde. Der Master-Mix fiir die PCR wurde nach folgendem

Schema hergestellt:

Ansatzprotokoll fiir den Master-Mix: Je Probe (+ 10 % Verlust)
Tag-Man Universal Master Mix 6,25 L
Primer 0,625 ulL
DEPC-H,0 0,625 pL

Es wurden jeweils 7,5 ul Master-Mix in die Wells der PCR-Platte pipettiert, und dazu jeweils 5 pl
cDNA-Probe (entspricht 83,33 ng RNA) gegeben. AnschlieBend wurde die Platte mit einem Klebefilm
luftdicht verschlossen und die Proben durch kurze Zentrifugation auf den Boden der Wells gebracht.
Die Platten wurden in den ABI 7500 Real Time qPCR Thermal Cycler eingelegt und das PCR-Programm

nach Herstellerangaben gestartet.
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PCR-Programm fiir die RT-qPCR

50°C 2 min

95°C 10 min

95°C 15sec

60°C 1 min 40 Zyklen

Die komparative 3+ ¥£1-Methode zur qRT-PCR Analyse

Die AA-Ci-Methode ist eine verbreitete Methode, um eine relative Veranderung von Genexpressions-
mustern zu analysieren [Livak KJ et al. 2001]. Sie beruht auf einem Algorithmus, der approximativ die
relative Genexpression anhand eines Kalibrators bestimmt. Daher wird die Expression des Zielgens als
das n-fache der Kalibrator-Probe angegeben. Die Grundvoraussetzung zur Berechnung ist eine anna-
hernd gleiche Amplifizierungs-Effizienz wahrend der PCR.

Die Echtzeit-PCR (Real Time, RT) gibt Auskunft iber die Quantitat des Zielgens (Quantity, q), in dem
nach jedem Zyklus der PCR die Fluoreszenz-Intensitdt gemessen wird. Daflir werden Primer einge-
setzt, die mit einem Reporter (Fluoreszenz-Signal) und einem Quencher ausgestattet sind. Wahrend
der Polymerase-Reaktion wird das Fluoreszenz-Signal durch Hydrolyse freigesetzt, wodurch der
Quencher seine Wirkung verliert. Die Intensitat der Fluoreszenz ist proportional zur Menge des Ziel-
gens und steigt exponentiell mit jedem PCR-Zyklus.

Um die Expressionsmuster vergleichen zu kénnen, wurde in der vorliegenden Arbeit ein Schwellen-
wert gesetzt. Dieser wurde so gewdhlt, dass die Fluoreszenz-Intensitat unterhalb des exponentiellen
Bereichs, aber oberhalb des Hintergrundrauschens liegt. Anhand des Thresholds wurde der C+-Wert
fir jede einzelne Probe bestimmt. Der C;-Wert steht also fiir die fraktionelle Zykluszahl, bei der die
Fluoreszenz der Probe den Threshold erreichte. Die Software des verwendeten gqRT-PCR Systems
setzte den Threshold automatisiert und berechnete auf der Grundlage den Ci-Wert. Im Anschluss
wurden die C-Werte zur weiteren Berechnung in Excel eingefiigt.

Auf jeder PCR-Platte wurden ein Primer und das Referenzgen GAP-DH als Referenz gemessen.
AuBerdem wurden alle Proben in Tripletts analysiert. Anhand der C;-Werte fiir Primer und GAP-DH
wurde der A Ci-Wert berechnet:

A Cr= Cr (Primer) - Cr(GAP-DH)

Fir jedes Tier wurde der Mittelwert der ACt-Werte berechnet (MW ACy). Die Sham-operierte Gruppe

wurde dabei als Kalibrator eingesetzt. Daflir wurde der A C;-Wert einer Probe als Kalibrator ausge-
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wahlt, der am nachsten zum Gruppendurchschnitt lag. Flir den Wert von AAC; wurde dieser Probe

der Wert ,1“ zugewiesen. Daraufhin wurde der AAC:-Wert fiir jedes Tier wie folgt berechnet:

A K1 =MW ACr (Probe) - MW ACr (Kalibrator)

Bei der Kalibrator-Probe ist also “0,0” das Ergebnis von AAC;. AnschlieRend wurde anhand dessen die

relativen Quantitat (RQ) bestimmt nach folgender Formel:

RQ:Z'AET

Die Expression des Zielgens wird also als n-Faches der Kalibrator-Probe ausgedriickt. Auf die Weise

wurde die relative Genexpression aller Tiere flir die verschiedenen Primer berechnet. Zur statis-

tischen Auswertung wurden die einzelnen Werte in die Software GraphPad Prism libertragen.

Material, Substanzen und Gerdte zur Bestimmung der mRNA-Expression

Material, Substanzen und Gerate

Firma

ABI 7500 Real Time qPCR Thermal Cycler
Chloroform

Miccra D-8 Power Homogenisator

DEPC-H,0

Ethanol, absolut

GeneAMP 10x PCR Buffer Il + MgCl, (25 mM)
GeneAMP dNTP Blend 10 mM
Isopropylalkhohol

MicroAmp Clear Adhesive Film

MicroAmp, Fast 96-Well Reaction Plate 0,1 mL
MuLV Reverse Transcriptase

Random Hexamers

RNAlater®

RNase Inhibitor

Tag Man Universal Master Mix

Trizol-Reagent

Applied Biosystems, Darmstadt DE
Sigma Aldrich, Miinchen, DE

Art Labortechnik Miinchen, DE
Applied Biosystems, Darmstadt DE
Sigma Aldrich, Miinchen, DE
Applied Biosystems, Darmstadt DE
Applied Biosystems, Darmstadt DE
Sigma Aldrich, Miinchen, DE
Applied Biosystems, Darmstadt DE
Applied Biosystems, Darmstadt DE
Applied Biosystems, Darmstadt DE
Applied Biosystems, Darmstadt DE
Qiagen, Hilden, DE

Applied Biosystems, Darmstadt DE
Applied Biosystems, Darmstadt DE

Invitrogen, Darmstadt DE
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Primer (Maus)
Ziel-RNA (Part-Nr) Reporter Firma
Edn-1 (Mm00438656_m1) FAM Applied Biosystems, Darmstadt DE
GAP-DH (4352339E) VIC Applied Biosystems, Darmstadt DE
IL-18 (Mm00434228 m1) FAM Applied Biosystems, Darmstadt DE
Tegf-1 (Mm00441724_m1) FAM Applied Biosystems, Darmstadt DE
Tnf-a (Mm00443258 m1) FAM Applied Biosystems, Darmstadt DE

3.6 Blut- und Plasmatests

Um den Gerinnungsstatus und die effiziente FXlla-Inhibition zu evaluieren, wurde das Blut bzw. Zitrat-
plasma der Versuchstiere untersucht. Die Glas-induzierte Gerinnungszeit diente dem Nachweis der
Fremdoberflachen-induzierten Koagulation und wurde mit Vollblut durchgefiihrt. Fir alle anderen
Tests wurde aus Zitratblut Plasma nach dem folgenden Protokoll gewonnen: In die Blutabnahme-
Spritze wurde 1 Teil Natriumzitrat vorgelegt und 9 Teile Vollblut aus dem Versuchstier entnommen.
Das Zitratblut wurde in geeigneten GefaRRen bei 330 x g fiir 8 min bei RT zentrifugiert. AnschlieRend

wurde das erhaltene Zitratplasma vorsichtig abgenommen und bis zur Analyse bei -80 °C gelagert.

3.6.1 Glas-induzierte Gerinnungszeit von Vollblut (WBCT)

Die Glas-induzierte Gerinnungszeit von Vollblut (Whole Blood Clotting Time; WBCT) wurde zur Evalu-
ierung der Kontakt-vermittelten Koagulation in Studien mit Kaninchen eingesetzt. Im Wasserbad bei
37,5 °C wurden Gewinde-Schraubgldser ohne Deckel vorgewdrmt. Zum gewiinschten Zeitpunkt im
Verlauf der Studie wurde dem Kaninchen 0,5 mL Vollblut entnommen, in das Schraubglas gegeben,
leicht geschwenkt und bei 37,5 °C inkubiert. Gleichzeitig bei Kontakt zwischen Blut und Schraubglas
wurde ein Zeitmesser gestartet. Alle 30 sec wurde das Schraubglas geschwenkt und makroskopisch

Uberpriift, ob eine Koagulation eingetreten war.

3.6.2 Aktivierte Partielle Thromboplastinzeit (aPTT)
Dieser Standardtest ist auch unter aktivierte partielle Prothrombinzeit (aPTT) bekannt. Im Gegensatz

zur Prothrombinzeit (PT) lasst dieser Test auf die Funktionalitdt des intrinsischen Gerinnungsweges
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rickschlielen. Die aPTT wird herangezogen zur Kontrolle einer erfolgreichen Heparinbehandlung
oder einer thrombolytischen Therapie. AuBerdem erlaubt eine Verlangerung des Wertes die Er-
kennung einer Gerinnungsstorung. Fir die Bestimmung der aPTT wurde Zitratplasma durch die
Zugabe von Phospholipiden (PF-3), Kalzium und Kaolin als Oberflachen-aktivierende Komponente
wieder in einen gerinnungsfahigen Zustand gebracht. Die Zeit bis zum Eintreten der Gerinnung wird
Uber einen Sensor gemessen. Fir einen gesunden Erwachsenen liegt der Normwert bei 20 bis 38
Sekunden.

Dabei Gben verschiedene Faktoren Einfluss auf das Messergebnis aus. Eine Defizienz an Gerinnungs-
faktoren (FI, Fll, FVII, FIX, FX, FXI, FXll, HK und prd-KK) bewirkt eine Verldngerung der Messzeit.
Ebensolches gilt fiir eine erworbene Dysfunktion von Gerinnungsfaktoren, zum Beispiel durch eine
Cumarin-Therapie. Des Weiteren kann mit der aPTT der Gerinnungsstatus bei einer Heparinbe-

handlung Gberpriift werden.

3.6.3 Prothrombinzeit (PT)

Bei der Bestimmung der Prothrombinzeit wird die Funktionalitdt des extrinsischen Koagulations-
weges untersucht. StandardmaRig wird fir auch fir die PT Zitratplasma eingesetzt. Zu Beginn des
Tests wurde das Zitratplasma rekalzifiziert, sodass den Faktoren Vlla, IXa und Xa ausreichend Kalzium
zur Verfiigung stand. Mit der Zugabe von TF wird die extrinsische Koagulation gestartet. Der Mess-
parameter ist die Zeit bis zur Detektion von Fibrinfaden, die ein Sensor mechanisch oder photo-
metrisch erfasst. Flir humanes Blut gilt ein Wert zwischen 11 bis 16 sec als normal. Alle Messungen
der PT fir diese Arbeit wurden automatisiert im BCS XP® von Siemens Healthcare Diagnostics GmbH

durchgefihrt.

3.6.4 FXIla-Aktivitdtstest

Dieser Test basiert auf dem gleichen Prinzip wie die aPTT: mit Zitrat antikoaguliertes Blut wird rekalzi-
fiziert. Uber einen thrombotischen Reiz (Phospholipide) wird der intrinsische Schenkel der Gerin-
nungskaskade induziert. Als Vergleich dient FXlI-Mangelplasma und Standard-Humanplasma (SHP),
sodass das Messergebnis in Prozent SHP angegeben wird. Die Messung erfolgte automatisiert tiber

das BCS XP® von Siemens Healthcare Diagnostics GmbH.
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3.6.5 Differentialblutbild

Das Differentialblutbild gibt Auskunft iber den globalen Gesundheitsstatus eines Organismus. Im

Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Differentialblutbild zur Herstellung von PRP mit einer de-

finierten Thrombozytenzahl eingesetzt und supplementar in den Thrombose-Studien im Kaninchen-

Modell durchgefiihrt.

Die Analyse erfolgte automatisiert iber den Scil Vet ABC (scil animal care company GmbH). Das Test-

system bendtigt wenige Mikroliter EDTA-Blut und nutzt das Impedanzmessverfahren zur Bestimmung

der Zellzahlen. Dabei verfligt das Gerat Uber die Normalwerte der gangigen Versuchstierarten und

gibt Abweichungen an.

Material und Gerdite fiir Blut- und Plasmatests

Material und Gerate

Firma

BCS XP®System

Kalziumchloridldésung

Einmalspritzen, 1 mL

FXII Mangelplasma

Gewinde-Schraubglaser 5 ml

Pathromtin SL

Scil Vet ABC

Standard Human Plasma

Waschlésung

3.7 Statistische Methoden

Siemens Healthcare Diagnostics Products GmbH
Marburg, DE

Siemens Healthcare Diagnostics Products GmbH
Marburg, DE

B Braun Melsungen AG, Melsungen, DE

Siemens Healthcare Diagnostics Products GmbH
Marburg, DE
Scherf Prazision Europa GmbH, Meiningen, DE

Siemens Healthcare Diagnostics Products GmbH
Marburg, DE
scil animal care company GmbH, Viernheim, DE

Siemens Healthcare Diagnostics Products GmbH
Marburg, DE
Siemens Healthcare Diagnostics Products GmbH
Marburg, DE

’

’

’

’

’

’

Alle statistischen Auswertungen wurden mit dem Programm Graph Pad Prism, Version 5.04 erstellt.

Fiir den Vergleich verschiedener Gruppen wurde zunédchst die parametrische Verteilung tberpriift

(Kolmogorov-Smirnov Test bei n < 6 und D’Agostino and Pearson Omnibus Normalitatstest fir n > 6),

um die parametrische Verteilung zu analysieren.
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Anschlieend wurden die normal verteilten Resultate der behandelten Versuchsgruppen lber den
unpaired t-Test mit Welchs Korrektur mit der Positivkontrollgruppe verglichen. Nicht-normalverteilte
Daten wurden mittels Mann-Whitney Test auf signifikante Unterschiede zwischen ,, Behandelt versus
Positivkontrolle” Gberpriift. Ein signifikanter Unterschied wurde definiert als ein Wert von p < 0,05.
Die Kaplan-Meyer-Kurven der Thrombosemodelle wurden anhand des Log rank-Tests verglichen. Alle

Ergebniszahlen sind als Mittelwert + standard error of the mean (SEM) angegeben.

Einbezug der Sterblichkeitsrate im murinen Schlaganfallmodell

Zur Untersuchung der Hypothese, dass eine FXlla-INH-Behandlung die Schlaganfall-induzierten Symp-
tome verbessern kann, wurde zunachst die deskriptive Statistik ausschlielich mit den Daten der
Uberlebenden Tiere angefertigt. Auf dieser Basis wurden alle angegebenen Mittelwerte + SEM be-
rechnet.

Um jedoch auRRerdem einen Unterschied in zwischen den behandelten Gruppen und der Positivkon-
trolle unter Einbezug der Mortalitat statistisch zu analysieren, wurde der p-Wert gesondert berech-
net. Hierfir wurde den nicht-liberlebenden Tieren ein schlechterer Wert zugeordnet, als das schlech-
teste Uberlebende Tier erreichte. AnschlieRend wurde die statistische Analyse mittels des Mann-
Whitney Test (Rang-Test) durchgefiihrt, um den p-Wert zu berechnen. Die Anzahl der verstorbenen

Tiere wurde in der deskriptiven Statistik zusatzlich dargestellt.

86



Ergebnisse

4. ERGEBNISSE

Zur tieferen Untersuchung der Rolle von FXlla in einer Thrombusbildung wurde in der vorliegenden
Arbeit der anti-FXlla MAb 3F7 in murinen Modellen der arteriellen und venésen Thrombose auf seine
Wirksamkeit evaluiert (Kap. 4.1). Um die Erkenntnisse in einem nicht-Nager-Modell zu vertiefen,
wurde der anti-FXlla MAb 3F7 zusatzlich in Thrombose-Modellen in der Spezies Kaninchen getestet
(Kap. 4.2). AuBerdem wurde in dieser Arbeit die Wirksamkeit der FXlla-Inhibitoren rHA-Infestin-4 und

anti-FXlla MAb 3F7 in einem murinen Schlaganfall-Modell evaluiert (Kap. 4.3).

4.1 Wirksamkeit der FXIla-Inhibition in murinen Thrombosemodellen

In internen Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurde die Wirksamkeit der FXlla-Inhibitoren in vitro und in
vivo pharmakologisch evaluiert. Die Dosierungen fiir die in vivo-Studien der vorliegenden Arbeit
wurden anhand dieser Grundlagen gewahlt. Ziel der im folgenden Kapitel dargelegten Resultate war
die Untersuchung der antithrombotischen Wirksamkeit durch den FXlla-INH anti-FXlla MAb 3F7 in
verschiedenen Mausmodellen der arteriellen und venésen Thrombose, wobei der thrombotische Reiz

variiert wurde.

4.1.1 Aortenkompressionsmodell

Im Aortenkompressionsmodell wurde (iber eine starke mechanische Kontusion der Aorta abdominalis
ein Reiz fiir einen okklusiven Thrombus in Wildtyp-Mausen gesetzt. Anhand dessen wurde die anti-
thrombotische Wirkung des anti-FXlla MAb 3F7 untersucht. Dazu wurde mittels einer Flusssonde
gemessen, ob und wann eine thrombotische GefaRokklusion stattfand. Anti-FXlla MAb 3F7 wurde in
dem Versuch i.v. in den Dosierungen 10 mg/kg (n = 5) und 20 mg/kg (n = 11) appliziert. Zur Kontrolle
erhielt eine weitere Gruppe isotonische Saline (n = 10). Alle Substanzen wurden im gleichen Applika-

tionsvolumen pro Gewicht verabreicht.

Resultate

In der mit Saline behandelten Gruppe entwickelten 9 von 10 Tieren einen okklusiven Thrombus
(Abbildung 18 A). Der Zeitpunkt der thrombotischen Okklusion lag dabei im Mittel bei 296,11 *

30,86 sec. Fur die Behandlung mit 10 mg/kg anti-FXlla MAb 3F7 konnte entgegen der Erwartung kein
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protektiver Effekt durch die FXlla-Inhibition festgestellt werden. Die mittlere Zeit bis zur Okklusion
war zwar mit 383 * 69,35 sec etwas verlangert, unterschied sich jedoch nicht statistisch signifikant
von der Saline-Gruppe. Eine Erhohung der anti-FXlla-Dosis (20 mg/kg) resultierte ebenfalls in einer
thrombotischen Okklusion in der Mehrzahl der Tiere, wobei jedoch zwei von 11 Tieren geschiitzt
waren. Dennoch lag die mittlere Okklusionszeit bei 281,1 + 46,75 sec und war ebenfalls im Vergleich
zur Saline-Gruppe statistisch nicht signifikant verandert.

Um die Aktivitat des FXIla-INH nach der Applikation zu liberprifen, wurden nach Versuchsende stich-
probenartig Blutproben von den Tieren der Versuchsgruppen genommen und die aPTT im Plasma

bestimmt (Abbildung 18 B). Die aPTT der Kontrollgruppe (Saline, n = 4) lagen bei 74,78 + 15,37 sec,
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Abbildung 18: FXlla-Inhibition mittels anti-FXlla MAb 3F7 im Aortenkompressionsmodell

Die antithrombotische Wirkung des anti-FXlla MAb 3F7 wurde in einem Mausmodell der arteriellen
Thrombose untersucht. Hierfiir wurde die Aorta abdominalis einer mechanischen Kontusion unter-
zogen. Die Tiere erhielten randomisiert 10 min vor der Verletzung Saline (n = 10), anti-FXlla MAb 3F7
in der Dosierung 10 mg/kg (n = 5) oder 20 mg/kg (n = 11). Eine Ultraschallsonde detektierte fiir 30 min
den Blutfluss im geschddigten Gefdfs. Fiir jede Gruppe ist der Mittelwert + SEM fiir die okkludierten
Gefdfle angegeben. Die Punkte oberhalb der gestrichelten Linie zeigen die Anzahl der Tiere aufSerhalb
der Beobachtungsphase. A: Zeitpunkt der thrombotischen Okklusion, gemessen in sec. Die gestrichelte
Linie verdeutlicht das Ende des Beobachtungszeitraumes bei 1800 sec. Die Punkte oberhalb der Linie
kennzeichnen Gefdf3e, bei denen keine Okklusion beobachtet wurde. B: APTT, in Stichproben. Die aPTT
wurde in sec gemessen, wobei die oberste Messgrenze bei 180 sec lag, gekennzeichnet durch die ge-
strichelte Linie. C: FXlla-Aktivitdtsbestimmung. Zum Vergleich wurden die murinen Plasmaproben ge-
gen Standard Humanplasma (SHP) gemessen. Daher sind die Ergebnisse prozentual zu SHP angege-
ben.
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und fiir die anti-FXlla MAb-Gruppe (10 mg/kg) war die aPTT erhdht auf 109,1 sec (n = 1). In Uberein-
stimmung mit der 10 mg/kg Gruppe wurde bei 4 von 9 Tieren der 20 mg/kg Gruppe anti-FXlla MAb
3F7 der Messbereich des Analysegerdtes Uberschritten (n = 9). Im Mittel lag die aPTT der letzten
Gruppe bei 141,3 £ 5,03 sec.

Noch deutlicher wurde die effektive FXlla-Inhibition bei der Bestimmung der residualen FXlla-Aktivi-
tdt (Abbildung 18 C). Im Verhaltnis zu SHP erreichte die Saline-Kontrollgruppe 48,91 + 4,48 % SHP. Die
FXlla-INH-behandelten Gruppen lagen beide unter 7,5 % SHP, wobei 5 % SHP der unteren Messgrenze
des Gerates entspricht. Tiere unterhalb dieses Bereiches wurden nicht fiir die Berechnung des Mittel-
wertes bericksichtigt, da kein Zahlenwert vorliegt. Im Detail wurde fiir die niedrigere Dosierung (anti-
FXlla MAb 3F7 10 mg/kg) eine residuale FXlla-Aktivitat von 16,29 £ 1,45 % SHP beobachtet, wobei ein
Tier einen Wert unterhalb der Messgrenze erreichte. Die Erhéhung der Dosis auf 20 mg/kg anti-FXlla
MADb 3F7 verringerte die FXlla-Aktivitat zusatzlich auf 12,31 + 1,42 % SHP. Hier zeigten 8 Tiere einen
Wert unterhalb der unteren Messgrenze. Diese Plasmatests zeigen, dass FXlla effektiv in den getes-
teten Tieren inhibiert wurde. Dennoch wurde auch in der hochsten Dosierung kein protektiver Effekt
durch die Behandlung mit anti-FXlla MAb 3F7 in diesem Thrombosemodell beobachtet. Offenbar
spielt der TF-induzierte Gerinnungsweg in diesem Thrombosemodell eine groRere Rolle, als die FXlla-
vermittelte Thrombose. Dennoch ist zu erwdahnen, dass eine Behandlung mit rHA-Infestin-4 hier

schiitzend wirkte [May F et al. 2013].

4.1.2 Venoses Thrombosemodell

Die pathophysiologischen Prozesse einer Thrombose sind abhdngig vom betroffenen GefaRsystem.
Im vendsen System entwickelt sich eine Thrombose unter sehr viel niedrigeren Scherkraften, was sich
auch auf das Wachstum und die Komponenten des Thrombus auswirkt. Die Ausldser einer vendsen
Thrombose sind zumeist Blutstasen. Darliber hinaus wird tber die inflammatorische Prozesse eine
NETose eingeleitet. Dabei setzen neutrophile Granulozyten ihre DNA mit anionischer Ladung frei,
wodurch eine FXlla-vermittelte Thrombusbildung geférdert wird [Fuchs T et al. 2012].

Erganzend zu der Studie der FXlla-Inhibition unter arteriellen Flussbedingungen wurde der anti-FXlla
MADb 3F7 in diesem Modell der vendsen Thrombose in der Maus auf seine antithrombotische Effizienz
hin untersucht. Anhand einer chemischen Reizung der GefidRwand wurde in diesem Versuch ein
thrombotischer Stimulus gesetzt. Dafiir wurde die V. cava caudalis von Mausen mit FeCl; (5 %)

behandelt, was in der Positivkontrolle eine thrombotische Okklusion zur Folge hatte. In diesem
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Modell wurde eine Okklusion als vollstandig definiert, wenn der messbare Blutfluss langer als 2 min
einen Wert unterhalb von 0,02 mL / min aufwies. Der Beobachtungszeitraum betrug 60 min nach
Induzierung der Thrombose. Die Behandlung mit anti-FXlla MAb 3F7 erfolgte i.v. in einer Dosierung
von 10 mg/kg (n = 11) 20 min vor der Einleitung der venésen Thrombose. Zur Positivkontrolle erhielt
eine weitere Gruppe (n = 10) das gleiche Volumen an isotonischer Saline. Die Mause wurden rando-

misiert den Versuchsgruppen zugeteilt.

Resultate

Bei der mit Saline behandelten Kontrollgruppe konnte bei 70 % der Tiere eine vollstandige Okklusion
innerhalb der Beobachtungsperiode nachgewiesen werden (Abbildung 19 A). Die statistische Analyse
mittels Log rank-Test ergab eine hoch signifikante Differenz (p = 0,0007) zwischen der Positivkontroll-
gruppe und der mit anti-FXlla MAb 3F7 behandelten Gruppe.

Die gemittelte Okklusionszeit lag bei 20,21 + 3,88 min fir diese Gruppe (Abbildung 19 B). Im Ver-
gleich dazu waren alle mit anti-FXlla MAb 3F7 behandelten Tiere (11 von 11) vor einer thrombo-
tischen Okklusion des vendsen Gefalies innerhalb des Beobachtungszeitraumes geschiitzt. AuRerdem
ist zu erwahnen, dass trotz des erheblichen chirurgischen Eingriffes makroskopisch keine erhohte
Blutungsneigung in den mit FXlla-INH behandelten Mausen zu beobachten war.

Zusammen betrachtet weist dies darauf hin, dass der FXlla-INH in diesem Modell der vendsen Throm-
bose einen starken antithrombotischen Effekt ausiibt. Die unbeeinflusste physiologische Hamostase

in dieser Studie ist von Bedeutung.
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Abbildung 19: FXlla-Inhibition mittels anti-FXlla MAb 3F7 in einem venésen Thrombosemodell

Darstellung der antithrombotischen Wirksamkeit des anti-FXlla MAb 3F7 im murinen Modell der
FeCls-induzierten venésen Thrombose. In diesem Modell wurde an der Vena cava caudalis mit FeCl;
(5 %) ein thrombotischer Reiz gesetzt. Die Versuchsgruppen erhielten randomisiert prophylaktisch
Saline (n = 10) oder anti-FXlla MAb 3F7 (10 mg/kg; n = 11). Uber eine Ultraschallsonde wurde die
Blutflussrate des geschddigten Gefdfies fiir 60 min aufgezeichnet. A: Okklusionsrate, Kaplan-Meier-
Kurve. Jede Stufe der Kurve steht dabei fiir eine thrombotische Okklusion zum angegebenen Zeitpunkt.
100 % kennzeichnet alle in der Versuchsgruppe eingesetzten Tiere. Die gestrichelte Linie bei 60 min
zeigt das Ende der Beobachtungsphase. Saline: Schwarze Kurve; Anti-FXlla MAb 3F7: Orange Kurve.
Der statistische Vergleich der Okklusionsrate wurde anhand des Log-Rank-Tests durchgefiihrt
(p =0,0007). B: Zeitpunkt der thrombotischen Okklusion. Jeder Punkt steht fiir ein Gefédfs. Die ge-
strichelte Linie kennzeichnet das Ende des Beobachtungszeitraumes bei 60 min. Zusdtzlich ist der
Mittelwert + SEM aufgetragen. Die Normalverteilung der Okklusionszeiten wurde (iber den D'Agos-
tino und Pearson Omnibus Normalititstest lberpriift und anschliefend der Mann-Whitney Test zum
Vergleich angewendet (p = 0,0571).

4.1.3 Arteriovendses Shunt Modell in der Maus

In der Fachliteratur wird diskutiert, dass FXlla maBgeblich zur pathologischen Thrombusbildung an
Fremdoberflachen beitragt. Das KPS wird in der klinischen Praxis beispielsweise durch Kontakt von
Blut mit Verweilkathetern, kiinstlichen Herzklappen oder dem extrakorporalen Zirkulationssystem
der ECMO aktiviert. Ziel dieser Studie war daher die antithrombotische Wirksamkeit von rHA-Infes-
tin-4 (200 mg/kg) und anti-FXlla MAb 3F7 (10 mg/kg) in einem Fremdoberflichen-basierten Throm-
bosemodell zu evaluieren. Dazu wurde in einem arteriovendsen (A/V) Shunt ein prokoagulantes

Glaselement eingebaut, das die negativ geladene Oberflache zur Aktivierung des KPS bietet. Durch
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Silikonkatheter wurde der Blutfluss aus der Aorta abdominalis durch das Glaselement in die V. cava
caudalis geleitet. Dabei wurde per Ultraschallsonde der Blutfluss am Shunt kurz vor Wiedereintritt
des Blutes in die Vene aufgezeichnet, um eine thrombotische Okklusion des Shunts Gberwachen zu

kénnen.

Wirksamkeit von rHA-Infestin-4 im murinen A/V Shunt-Modell

Zu Inhibition von FXlla erhielten 10 Tiere rHA-Infestin-4 (200 mg/kg). Die Tiere der Positivkontroll-
gruppe (n = 10) erhielten isotonische Saline in gleichem Volumen. Eine weitere Gruppe (n = 3) erhielt
Heparin (300 U/kg) als Negativkontrolle. Der Beobachtungszeitraum betrug 30 min. Nach Versuchs-
ende wurde der Thrombus entnommen und gewogen.

Die mit Saline behandelte Kontrollgruppe zeigte wie erwartet eine stabile thrombotische Okklusion
des A/V Shunts in den ersten 11 min der Beobachtungsphase (Abbildung 20 A). Die mittlere Zeit bis
zur vollstandigen Okklusion betrug 6,13 + 0,80 min, wohingegen die heparinisierte Kontrollgruppe
wie erwartet vollstandig vor einem thrombotischen Ereignis geschiitzt war. Die statistische Auswer-
tung mittels I-way ANOVA (Kruskal-Wallis Test und Dunns Post Hoc Test) ergab fir p < 0,0001
(Abbildung 20 B). Die mit rHA-Infestin-4 behandelte Gruppe war vergleichbar zu der mit Heparin
behandelten Gruppe vor Okklusion des Shunts geschiitzt. In 10 von 10 Tieren zeigte die FXlla-Inhi-
bition eine verlassliche antithrombotische Wirksamkeit in diesem Kontakt-induzierten Thrombose-
modell. Nur die mit Saline behandelte Gruppe entwickelte einen okkludierenden Thrombus, der ein
mittleres Nassgewicht von 82,6 + 5,7 mg besal (Abbildung 20 C). In der rHA-Infestin-4-Gruppe sowie
in der Heparin-Gruppe konnte auch nach Versuchsende makroskopisch kein Hinweis auf
thrombotische Ablagerungen im Glaselement beobachtet werden. Es konnte bei den mit rHA-In-
festin-4 behandelten Tieren makroskopisch keine erhdéhte Blutungsneigung festgestellt werden, im
Gegensatz zu einer sehr deutlichen Blutungsneigung der Heparin-Gruppe. Aus diesem Grund wurden

lediglich 3 Tiere dieser Gruppe zugeordnet.
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Abbildung 20: Wirksamkeit von rHA-Infestin-4 im murinen A/V Shunt-Modell

Die antithrombotische Wirkung von rHA-Infestin-4 (rHA-INF-4) wurde in einem Modell der Fremd-
oberfldchen-induzierten Thrombose untersucht. Dafiir wurde ein Silikonkatheter mit eingebautem
Glaselement als Shunt zwischen Aorta abdominalis und V. cava caudalis verwendet. Das Glaselement
diente als prokoagulante Oberfléiche zur Aktivierung des KPS. Die Blutflussrate wurde mittels Ultra-
schallsonde fiir 30 min aufgezeichnet. Die Versuchsgruppen erhielten randomisiert 15 min vor Beginn
des Blutflusses durch den A/V Shunt Saline (n = 10), rHA-Infestin-4 in der Dosierung 200 mg/kg
(n = 10) oder Heparin 300 U/kg (n = 3). A: Okklusionsrate, Kaplan-Meier-Kurve. Jede Stufe der Kurve
steht dabei fiir eine thrombotische Okklusion des Shunts zum angegebenen Zeitpunkt. Die schwarze
Kurve kennzeichnet die thrombotischen Ereignisse in der Saline-Gruppe, die graue Kurve die der Hepa-
rin-Gruppe. Die blaue Kurve zeigt die Daten der mit rHA-Infestin-4 behandelten Gruppe an. Anhand
des Log-rank Tests ergab sich p < 0,0001. B: Zeitpunkte der thrombotischen Okklusion in min. Jeder
Punkt steht fiir ein Versuchstier. C: Nassgewicht der aus dem Glaselement extrahierten Thromben in
mgqg. Die gestrichelte Linie kennzeichnet das Ende des Beobachtungszeitraumes. Zusdtzlich ist der
Mittelwert + SEM eingezeichnet. rHA-INF-4 = rHA-Infestin-4

Wirksamkeit des anti-FXIla MAb 3F7 im murinen A/V Shunt-Modell

In diesem Modell der Fremdoberflachen-induzierten Thrombose wurde neben rHA-Infestin-4 auler-
dem der anti-FXlla MAb 3F7 getestet. Dafiir erhielten 10 Tiere anti-FXlla MAb 3F7 (10 mg/kg). Die
Tiere der Positivkontrollgruppe (n = 10) erhielten isotonische Saline in gleichem Volumen. Eine wei-
tere Gruppe (n = 3) erhielt Heparin (300 U/kg) zur Negativkontrolle. Der Beobachtungszeitraum be-
trug 30 min. Der Thrombus wurde nach Versuchsende aus dem Glaselement entnommen und
gewogen.

Die Analyse zeigte in der Saline-Gruppe eine stabile Okklusion des A/V Shunts in 90 % der Tiere (9 von

10). Spatestens nach 23 min war bei den GefdaBen mit thrombotischer Okklusion der Blutfluss durch
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den A/V Shunt vollstindig versiegt (Abbildung 21 A). Die statistische Auswertung mittels Log-rank
Test ergab fiir p = 0,0012. Durchschnittlich ereignete sich die thrombotische Okklusion in der Saline-
Gruppe bei 15,1 + 2,55 min (Abbildung 21 B). Wie erwartet waren die mit Heparin behandelten Tiere
vollstandig vor einer Thrombose (iber die gesamte Beobachtungszeit geschiitzt. Vergleichbar dazu
wurde auch in der mit anti-FXlla-MAb 3F7 behandelten Gruppe bei 80 % der Tiere (8 von 10) ein
Schutz vor einer thrombotischen Okklusion (iber die Dauer von 30 min beobachtet. Lediglich in 2 mit
FXlla-INH behandelten Tieren wurde eine Okklusion beobachtet, die sich zeitlich nicht von der Saline-
Gruppen Okklusionszeit unterschied. Die statistische Auswertung mittels I-way ANOVA (Kruskal-
Wallis Test und Dunns Post Hoc Test) ergab fiir p = 0,0036 (Abbildung 21 A und B).

Alle Glaselemente wurden nach Versuchsende begutachtet. In der FXlla-INH-Gruppe konnte bei 3
Glaselementen von Tieren ohne Okklusion kein Hinweis auf eine Thrombusbildung nachgewiesen
werden. In 4 Glaselementen derselben Gruppe war makroskopisch im bauchigen Teil des Glasele-
ments eine dinne Ablagerungsschicht aus thrombotischem Material zu erkennen. Die restlichen
Tiere (3 von 10) entwickelten ein deutliches Gerinnsel durch den Kontakt zwischen Blut und Glas, der
in 2 Tieren letztendlich zur Okklusion fiihrte. Die Analyse der Thromben ergab fiir die mit Saline
behandelte Gruppe ein Nassgewicht von 93,4 + 4,5 mg, wahrend in der mit anti-FXlla MAb 3F7
behandelten Gruppe ein Mittelwert von 29,9 + 10,6 mg gemessen werden konnte. Der statistische
Vergleich mit der Saline-Gruppe mittels 1-way ANOVA (Kruskal-Wallis Test und Dunns Post Hoc Test)
ergab p = 0,0008. Wie erwartet wurde in der Heparin-Gruppe kein thrombotisches Material im Glas-
element beobachtet (Abbildung 21 C).

Trotz der Gewebsverletzungen im Zuge der Operation konnte auch unter einer anti-FXlla MAb 3F7-
Behandlung keine erhéhte Blutungsneigung im Vergleich zur Positivkontrolle beobachtet werden, im
Gegensatz zur Heparin-Gruppe mit deutlichem Blutverlust. Demzufolge scheint auch dieser Behand-
lungsansatz keinen negativen Einfluss auf die hamostatische Kapazitdt auszutiben.

Es wurde in beiden oben dargestellten Studien gezeigt, dass die FXlla-Inhibition mittels rHA-Infestin-4
und anti-FXlla MAb 3F7 im murinen A/V Shunt-Modell vor einer Kontakt-induzierten Thrombose
schitzt. Dariiber hinaus wurde trotz des massiven chirurgischen Eingriffs makroskopisch keine Be-

eintrachtigung der physiologischen Hamostase observiert.
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Abbildung 21: Wirksamkeit von anti-FXlla MAb 3F7 im murinen A/V Shunt-Modell

Der anti-FXlla MAb 3F7 wurde auf seine antithrombotische Kapazitét in diesem Modell der Fremd-
oberfldchen-induzierten Thrombose untersucht. Dafiir wurde der Blutfluss durch einen Silikonkatheter
mit eingebautem Glaselement (A/V Shunt) fiir 30 min aufgezeichnet. Die Versuchsgruppen erhielten
randomisiert prophylaktisch 15 min vor Beginn des Blutflusses mit Saline (n = 10), anti-FXlla MAb 3F7
in der Dosierung 10 mg/kg (n = 10) oder 300 U/kg Heparin (n = 3). A: Okklusionsrate, Kaplan-Meier-
Kurve. Jede Stufe der Kurve steht fiir eine thrombotische Okklusion. Die schwarze Kurve kennzeichnet
die Daten der Saline-behandelten Gruppe, die graue die der Heparin-behandelten Gruppe und die der
anti-FXlla MAb 3F7-behandelten Gruppe ist in orange eingetragen. Log-rank Test, p = 0,0012. B:
Zeitpunkte der thrombotischen Okklusion in min. C: Nassgewicht der aus den Glaselementen
entnommenen Thromben in mg. Da bei Heparin keine Thromben aufgetreten waren, wurde diese
Gruppe hier nicht eingezeichnet. Statistik: 1-way ANOVA (Kruskal-Wallis Test mit Dunns Post Hoc
Test), p = 0,0008. In den Grafiken B, C, und D steht jeder Punkt fiir ein Tier. AuBerdem wurde der
Mittelwert + SEM eingetragen. Alle p-Werte wurden im Vergleich zur Saline-Gruppe berechnet.

4.1.4 Erkenntnisse aus den Thrombose-Studien in Mdusen
Fir die hier vorgestellten Studien wurden drei Modelle gewahlt, die eine Thrombose auf unter-

schiedlicher Basis induzieren:

1) Das Aortenkompressionsmodell im arteriellen Zirkulationssystem.
2) Das FeCls-Modell zur Induzierung einer Thrombose im vendsen Zirkulationssystem.
3) Das Fremdoberflachen-induzierten Thrombosemodell unter anndhernd arteriellen Fluss-

bedingungen im A/V Shunt.

Bei der mechanischen Verletzung der Arterie im Kompressionsmodell (1) konnte durch einen pro-

phylaktischen Behandlungsansatz mit anti-FXII-MAb 3F7 hier keine Verbesserung im Vergleich zu
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Saline erzielt werden. In diesem Modell wird die Thrombose wahrscheinlich hauptsachlich Gber FXII-
unabhangige Mechanismen wie TF eingeleitet und vorangetrieben.

Im Gegensatz dazu stand das murine Modell der vendsen Thrombose, vermittelt durch eine che-
mische Reizung mit FeCl;(2) Unter Behandlung mit anti-FXlla MAb 3F7 konnte deutlich eine schitz-
ende Wirkung vor einer thrombotischen Okklusion in den Tieren beobachtet werden.
Ubereinstimmend mit dieser Beobachtung konnte auch im murinen Fremdoberflichen-induzierten
Thrombosemodell die antithrombotische Wirksamkeit der verwendeten FXlla-Inhibitoren bestatigt
werden. In diesem Modell wurde ein thrombotischer Reiz durch den Kontakt zwischen Blut und nega-
tiv geladener Oberflache (Glaselement) herbeigefiihrt. Die protektive Wirksamkeit von rHA-Infestin-4
verhinderte sowohl die Entstehung von thrombotischem Material im Glaselement, als auch eine
Okklusion des A/V Shunts. Die mit anti-FXIla MAb 3F7 behandelte Gruppe zeigte einen vergleichbaren
Effekt, wenngleich die rHA-Infestin-4 Behandlung das gréBte antithrombotische Potential besaR.
Unter der FXlla-Inhibition mittels anti-FXlla MAb 3F7 wurden in den Glaselementen Ablagerungen aus
thrombotischem Material beobachtet, die jedoch nur bei zwei Mausen (2 von 10) zu einer Okklusion
des A/V Shunts fuhrten. Fir keine mit FXIla-INH behandelte Gruppe konnte eine erhdhte Blutungs-
neigung beobachtet werden.

Zusammenfassend konnte in den beschriebenen Modellen unter verschiedenen thrombotischen Rei-
zen gezeigt werden, dass die besondere Starke einer FXlla-Inhibition bei der Fremdoberflachen-indu-
zierten Thrombose liegt. Vermutlich spielt die Aktivierung von FXIl im Aortenkompressionsmodell
eine untergeordnete Rolle. Daher ist anzunehmen, dass die protektive Wirksamkeit durch FXlla-INH
limitiert wird durch die Art und Starke des prothrombotischen Reizes.

Fir rHA-Infestin-4 konnte bereits im Aortenkompressionsmodell sowie in der arteriellen und vendsen
Thrombose mittels FeCl; ein einzigartiges Wirkungsprofil gezeigt werden [Hagedorn | et al. 2010;
Dissertation Jennifer Krupka, 2014]. Die Erkenntnisse der rHA-Infestin-4-Wirkung konnten im Rahmen
der vorliegenden Arbeit auch in der Fremdoberflachen-induzierten Thrombose des A/V Shunts erneut
erweitert werden. Die Untersuchungen zur antithrombotischen Wirkung des anti-FXlla MAb 3F7 zeig-
ten einen vergleichbaren Behandlungserfolg, der im FeCls-induzierten vendsen Thrombosemodell
detektierbar war.

Um den speziesiibergreifenden antithrombotischen Effekt zu belegen und gleichzeitig die residuale

hamostatische Kapazitat einzelner Tiere zu Uberprifen, wurde die FXlla-Inhibition in Modellen mit
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Kaninchen als Vertreter einer nicht-Nager Spezies durchgefiihrt. Diese Studien werden im folgenden

Kapitel dargelegt.

4.2 Wirksamkeit der FXIla-Inhibition in Thrombosemodellen im

Kaninchen

4.2.1 Simultane arterielle und venése Thrombose

Das Modell der simultanen Thrombose vereint die Induzierung einer Thrombose mittels eines chemi-
schen Reizes (FeCl;, 70%) im arteriellen System mit einer vendsen Stase als prokoagulanten Reiz.
AuRer der arteriellen Okklusionsrate und des Thrombus Nassgewichts (vendse Stase) wurde in
diesem Modell zusatzlich die hamostatische Kapazitat der Tiere Uber die Glas-induzierte Gerinnung
mit Vollblut, die Ohrblutungszeit und den Nierenblutungstest bestimmt. Des Weiteren wurde die PT
und die effektive FXlla-Inhibition durch anti-FXlla MAb 3F7 mit Hilfe von aPTT-Messung und FXlla-
Aktivitatsbestimmung Gberprift. Zur Positivkontrolle wurden 10 Kaninchen mit isotonischer Saline
behandelt. 10 weitere Tiere erhielten 5 min vor Versuchsstart i.v. eine prophylaktische Applikation
des anti-FXlla MAb 3F7 (7 mg/kg). An beiden Aa. femorales wurde mit FeCl; (70 %) eine Thrombose
induziert. Die Blutflussrate in den chemisch gereizten Arterien wurde mittels Ultraschallsonde auf-
gezeichnet.

Gleichzeitig wurde in einem etwa 25 mm langen Stiick der linken V. jugularis externa eine Stase ein-
geleitet. Zur Evaluation der Wirksamkeit von FXlla-INH auf die vendse Stase-vermittelte Thrombose
wurde das Thrombusgewicht nach 180 min Stase aus dem Venensegment entnommen sowie das
Nassgewicht bestimmt. Um den Einfluss des FXlla-Inhibitors auf die physiologische Hamostase zu
untersuchen, wurde die Ohrblutungszeit zu den Zeitpunkten -30 min (Baseline), 0 min (nach
Applikation) und 180 min (nach Versuchsende) bestimmt. Auferdem wurde zu den gleichen
Zeitpunkten die Glas-induzierte Gerinnung mit Vollblut (WBCT) in vitro bestimmt. Anschliefend
wurde fir das Nierenblutungsmodell ein Schnitt definierter Ldnge und Tiefe in die linke Niere
durchgefiihrt. Die Zeit bis zur Hamostase und das Volumen des ausgetretenen Blutes wurden
bestimmt. Zusatzlich wurden Zitratplasma-Proben zu den Zeitpunkten-30, 0, 90 und 180 min

entnommen, die im Anschluss auf aPTT, PT und FXlla-Aktivitat untersucht wurden.
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Resultate

Im Folgenden werden zunachst die Resultate der arteriellen Thrombose dargestellt, gefolgt von der
Auswertung der vendsen Stase. AnschlieRend wird auf die Daten der Himostase-Tests und die Ana-
lyse der Plasma-Parameter eingegangen.

Bei der arteriellen Thrombose entwickelten in der Kontrollgruppe 80 % (8 von 10 Tieren) eine stabile
Okklusion der Femoralarterien (Abbildung 23 A). Da eine Doppelbestimmung durchgefiihrt wurde, ist
hier der Mittelwert beider GefaRRe aufgetragen. Falls bei einem Tier ein offenes und ein okkludiertes
GefalR beobachtet wurden, wurde dies dennoch als ,offen” definiert, da ein antithrombotischer
Effekt sichtbar war.

Der statistische Vergleich mittels Log-rank Test zwischen Positivkontrolle und FXlIla-INH-Gruppe ergab
fir p = 0,0031. In der Saline-Gruppe betrug die durchschnittliche Zeit bis zur thrombotischen
Okklusion 41,72 = 5,17 min. Im Vergleich dazu waren alle (10 von 10) Tiere der mit anti-FXlla MAb
3F7 behandelten Gruppe vor einer thrombotischen Okklusion geschitzt.

Der Gewichtsvergleich der vendsen Thromben ergab jedoch keinen Unterschied zwischen den beiden
Gruppen (Abbildung 23 B). In der Saline-Gruppe betrug das Thrombus-Nassgewicht durchschnittlich
48,70 = 9,55 mg und in der anti-FXlla MAb 3F7-Gruppe 44,08 £ 10,93 mg. Mittels t-Test mit Welchs
Korrektur ergab sich fir p = 0,7543.

Zusammen betrachtet deutet dies darauf hin, dass der FXlla-INH in diesem Kaninchen-Modell eine
profunde protektive Wirksamkeit in der chemisch-induzierten Thrombose unter arteriellen Fluss-
bedingungen aufweist. Im Gegensatz dazu scheint der anti-FXlla MAb 3F7 keinen Effekt auf die Stase-
induzierte Thrombose auszuiiben, da sich das Gesamtgewicht der Thromben nicht signifikant unter-
schied.

Um den potenziellen Effekt von anti-FXIla MAb 3F7 auf die physiologische Hamostase zu Gberprifen,
wurde der Ohrblutungstest zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Applikation durchgefiihrt. Dieser
Test demonstriert die Zeit bis zur Himostase nach einer oberflachlichen Hautverletzung. Die Aus-
wertung der Ohrblutungszeiten zeigte zu Beginn und beim Zeitpunkt 180 min keine signifikante
Differenz zwischen der Kontroll- und der behandelten Gruppe. Zum Zeitpunkt -30 min wurde in der
Saline-Gruppe eine durchschnittliche Zeit bis zur Himostase von 1,70 + 0,16 min versus 1,70 + 0,11
min der anti-FXlla MAb 3F7-behandelten Gruppe gemessen. Unmittelbar nach der Applikation (0 min)

betrug die Ohrblutungszeit in der Saline-Gruppe unverandert 1,70 £ 0,23 min versus 2,00 £ 0,16 min
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Abbildung 22: Wirksamkeit des anti-FXlla MAb 3F7 im Modell der arteriellen und venésen Throm-
bose im Kaninchen

In diesem Modell wurde die arterielle Thrombose durch FeCls (70 %) in beiden Femoralarterien indu-
zZiert. Eine Ultraschallsonde zeichnete die Blutflussraten fiir 90 min auf. Gleichzeitig wurde eine Stase
(180 min) in der V. jugularis veranlasst. Wdhrend des Versuchs wurde zu den Zeitpunkten prd-Appli-
kation (-30 min), unmittelbar nach Applikation (0 min) und zu Versuchsende (180 min) die hdmosta-
tische Kapazitdt iber die Ohrblutungszeit bestimmt. Im Anschluss wurde auferdem der Nierenblu-
tungstest durchgefiihrt, der ebenfalls zur Beurteilung der hdmostatischen Kapazitdt diente. A: Okklu-
sionsrate in den Femoralarterien. Jede Stufe der Kurve steht dabei fiir eine thrombotische Okklusion
zum angegebenen Zeitpunkt. 100 % kennzeichnet alle in der Versuchsgruppe eingesetzten Tiere. Die
gestrichelte Linie bei 90 min kennzeichnet das Ende der Beobachtungsphase. Saline: Schwarze Kurve;
Anti-FXlla MAb 3F7: Orange Kurve. Log-rank Test, p = 0,0031. B: Nassgewicht der vendsen Thromben
in mg, wobei jeder Punkt fiir einen Thrombus steht. C: Ohrblutungstest. Die Zeit bis zur Hmostase ist
in min angegeben und die gestrichelte Linie markiert den Zeitpunkt O min (nach Applikation). Die
Kurve in schwarz zeigt die Mittelwerte der Saline-Gruppe an, wéhrend die mit anti-FXlla-behandelte
Gruppe in orange dargestellt ist. Zum Zeitpunkt ,,0 min“ zeigte wurde iiber den Mann-Whitney-Test p
=0,1149 ermittelt. D und E: Nierenblutungstests. Jeder Punkt steht fiir ein Tier. Die Zeit bis zur Himo-
stase (D) ist in min angegeben. Analyse mittels t-Test fiir unverbundene Stichproben, p = 0,8854. Das
Volumen des ausgetretenen Blutes wurde in mL/20 min Beobachtungsdauer aufgetragen. Mann-
Whitney Test, p = 0,8205 (E). B -E: Alle Angaben in Mittelwert + SEM.
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der anti-FXlla MAb 3F7-behandelten Gruppe (Abbildung 22 C). Dem zufolge war die Ohrblutungszeit
lediglich zum Zeitpunkt 0 min in der anti-FXlla MAb 3F7-Gruppe leicht erhoht. Die statistische Ana-
lyse mittels Mann-Whitney-Test ergab hier fir p = 0,1149. Bei Versuchsende wurden in beiden
Gruppen erneut vergleichbare Ohrblutungszeiten gefunden. In der Saline-Gruppe wurde eine Hdmos-
tase nach 1,37 + 0,26 min detektiert versus 1,33 + 0,18 min in der anti-FXlla MAb 3F7-behandelten
Gruppe. Dariliber hinaus wurde nach 180 min der Nierenblutungstest durchgefiihrt (Abbildung 22 D
und E). Die definierte Verletzung der gut perfundierten Niere forciert einen Blutverlust. Die Menge
des ausgetretenen Bluts ist abhdngig vom unbeeintrachtigten Ablauf der biologischen Gerinnungs-
prozesse. Daher diente dieser Test als weiterer Indikator fir die hamostatische Kapazitat, die bei-
spielsweise durch eine systemische Antikoagulation mit Heparin zu einem hohen Blutverlust fiihrt.
Die Zeit bis zum Eintritt der Himostase in der Kontrollgruppe lag im Nierenblutungstest bei 8,7 £+ 1,4
min. In der FXlla-INH-Gruppe konnte eine Blutungszeit von gemittelt 8,4 + 1,2 min festgestellt
werden. Uber einen t-Test mit Welchs Korrektur wurde fiir p = 0,8854 berechnet. Auch der Blut-
verlust wurde nach dem Nierenschnitt nicht durch die FXlla-Hemmung beeinflusst: 14,3 + 4,1 mL
(Saline) versus 10,7 = 1,6 mL (anti-FXlla MAb 3F7). Die statistische Analyse ergab mittels Mann-
Whitney Test hier fur p = 0,8205. Diese Beobachtungen stimmen mit den Daten des Ohrblutungstests
Uberein und demonstrieren, dass die Antithrombose mittels anti-FXlla MAb 3F7 die physiologische
Hamostase in den ausgewahlten Tests nicht beeinflusst.

Mit den Plasmaproben konnte die erfolgreiche Hemmung des plasmatischen FXlla zu den Zeitpunk-
ten t = 0 und t = 180 min nachgewiesen werden (Abbildung 23 A). Fiir die mit FXlla-INH behandelte
Gruppe wurde bis zum Ende der Beobachtungszeit eine deutlich verlangerte aPTT beobachtet. Kon-
sistent dazu war die FXlla-Aktivitdt nach anti-FXlla MAb 3F7-Applikation, die auf unter 30 % des SHP-
Vergleichswertes gesunken war (Abbildung 23 B). Im Kontrast dazu stehen die PT-Messdaten, die sich
zwischen den Gruppen nicht erkennbar unterschieden (Abbildung 23 C). Bei der WBCT wird die
Gerinnung durch den Kontakt zwischen frischem Vollblut und Glas induziert. Vor der Behandlung war
kein Unterschied zwischen den Gruppen zu beobachten (Abbildung 23 D). Unmittelbar nach der FXlla-
INH-Applikation konnte jedoch eine deutliche Verlangerung der WBCT detektiert werden: t = 0 min:
13,9 + 1,65 min (anti-FXlla MAb 3F7) versus 4,39 *+ 0,33 min (Saline).
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Abbildung 23: Blut- und Plasmatests zur Bestimmung des Gerinnungsstatus wahrend des simul-
tanen Thrombosemodells

Zur Kontrolle des Gerinnungsstatus wurde zu den Zeitpunkten -30, 0, 90 und 180 min Blut entnom-
men. A-C: Die aPTT, FXlla-Aktivitdt und PT wurden automatisiert ausgewertet (BCS XP® System, Sie-
mens Healthcare Diagnostics GmbH, DE). A: APTT in sec. B: FXlla-Aktivitét, relativ zu SHP. C: PT in sec.
Grafik D: Whole Blood Clotting Time in min. Das Vollblut wurde unmittelbar wédhrend des Versuchs in
vitro gemessen. Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM aufgetragen. Die horizontal gestrichelte Linie in
Grafik A zeigt die maximale Messzeit im Versuch an; die vertikal gestrichelten Linien (A-D) markieren
den Zeitpunkt O min (unmittelbar nach der Substanz-Applikation). SHP: Standard-Humanplasma.
Schwarz: Saline / Orange: Anti-FXlla MAb 3F7.
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Die Verlangerung der WBCT hielt in der FXlla-INH-Gruppe bis zum Ende der Beobachtungszeit von
t =180 min an: 8,95 * 1,48 min (anti-FXlla MAb 3F7) versus 3,36 + 0,47 min (Saline). Zwar sank der
Wert der WBCT in der FXlla-INH-Gruppe zum Versuchsende hin wieder, was aber durch eine Elimi-
nierung oder die Verteilung der Substanz in die physiologischen Kompartimente erklart werden kann.
Die Ergebnisse der simultanen Thrombosestudie im Kaninchen deuten darauf hin, dass anti-FXlla
MAb 3F7 unter arteriellen Flussbedingungen einen wirksamen Schutz vor einer chemisch induzierten
Thrombose bietet. Im Gegensatz dazu war die Thrombusbildung nach vendser Stase im Vergleich zur
Kontrollgruppe unverdndert. Die Messung der physiologischen Hamostase zeigte, dass sowohl in der
Ohrblutungszeit als auch im Nierenblutungsversuch unter FXlla-Inhibition keine Beeintrachtigung der

hamostatischen Kapazitat vorlag.

4.2.2 Arteriovendses Shunt-Modell im Kaninchen

In Analogie zu den murinen Thrombosemodellen wurde das A/V Shunt-Modell auch im Kaninchen
eingesetzt, um die Wirksamkeit der FXlla-Inhibition eingehender im nicht-Nagetier-Modell zu unter-
suchen. Die im Folgenden beschriebene Studie erweitert die Erkenntnisse aus dem murinen A/V
Shunt-Modell (Kap. 4.1.3).

Hier wurde die antithrombotische Wirksamkeit des anti-FXlla MAb 3F7 durch dieses Fremdober-
flichen-induzierte Thrombosemodell untersucht. Dabei diente auch hier ein Glaselement als Throm-
bose-einleitender Reiz. Als Positivkontrolle erhielten die Tiere isotonische Saline (n = 3), die Nega-
tivkontrollgruppe wurde mit 300 U/kg heparinisiert (n = 3), die FXlla-INH Gruppe wurde mit 7 mg/kg
anti-FXlla MAb 3F7 behandelt (n = 3). Im Gegensatz zum Mausmodell wurde hier der A/V Shunt mit
Glaselement jedoch im Halsbereich zwischen der A. carotis externa sinistra und der V. jugularis
externa durchgefiihrt. Der Blutfluss durch den A/V Shunt mit zwischengeschaltetem Glaselement
wurde fiir 60 min beobachtet. Die Tiere wurden 10 min vor Offnung des A/V Shunts prophylaktisch
mit den jeweiligen Testsubstanzen behandelt. Der A/V Shunt wurde mit isotonischer Saline vorbe-
fillt. Wie im murinen Modell wurde die Blutflussrate mittels Ultraschallsonde detektiert, hier jedoch
direkt an der V. jugularis externa dextra. Zusatzlich konnte die hamostatische Kapazitat Gber den Ohr-
blutungstest und den Nierenblutungstest in vivo Gberprift werden. Die effektive FXlla-Hemmung
wurde mittels Zitratplasma zu verschiedenen Zeitpunkten in vitro kontrolliert, wofir die aPTT, PT und

FXlla-Aktivitat bestimmt wurde.
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Resultate

Alle Tiere der Positivkontrolle (3/3) entwickelten einen stabil okkludierenden Thrombus, der nach
10,53 + 0,46 min die Blutzirkulation durch den A/V Shunt beendete. Wie erwartet waren alle mit
Heparin behandelten Tiere vollstandig vor einer Glas-induzierten thrombotischen Okklusion ge-
schiitzt. Vergleichbar dazu wurde auch in der anti-FXlla MAb 3F7-Gruppe eine gleichbleibende
Blutflussrate ohne eine thrombotische Okklusion (iber die Beobachtungsdauer von 60 min beo-
bachtet (Abbildung 24 A). Bei 2 von den 3 untersuchten Tieren konnte auch nach Versuchsende kein
thrombotisches Material aus dem Glaselement isoliert werden. Ein Tier entwickelte jedoch einen
geringflgigen, nicht okklusiven Thrombus in dem Glaselement mit einem Nassgewicht von 2,0 mg. Im
Vergleich dazu betrug das Thrombus-Nassgewicht der Saline-Gruppe 126,2 + 22,92 mg.

Bei der Analyse des hamostatischen Status zeigten die heparinisierten Tiere eine deutlich erhdhte
Blutungsneigung, was im deutlichen Kontrast zu den mit anti-FXlla MAb 3F7 - und den Saline-behan-
delten Tieren stand. Die Werte der FXlla-INH Gruppe waren sowohl im Ohrblutungstest als auch dem
Nierenblutungstest im Einklang mit denen der Saline-Gruppe. Die statistische Analyse der Ohrblu-
tungstests 60 min nach Applikation ergab mittels t-Test im Vergleich von Saline- mit der FXlla-INH-
Gruppe p = 1 (Abbildung 24 C). Konsistent dazu wurde fiir die Nierenblutungszeit ein Wert von
p=0,765 und fir das Nierenblutungsvolumen p = 0,8166 mittels Mann-Whitney Test ermittelt
(Abbildung 24 D und E). Daraus wird ersichtlich, dass die hamostatische Kapazitat in der anti-FXlla
MAb 3F7-Gruppe in diesen Tests vergleichbar mit der der Saline-Gruppe ist.

Gleichzeitig konnte Uber die Labortests die erfolgreiche FXlla-Hemmung tiber eine verlangerte aPTT
(Abbildung 24 F) und eine deutlich verringerte FXlla-Aktivitat bestatigt werden (Abbildung 24 G). Des
Weiteren wurde eine unveranderte PT beobachtet (Abbildung 24 H).

Der protektive Effekt von anti-FXlla MAb 3F7 in diesem nicht-Nager-Modell der Fremdoberflachen-
induzierten Thrombose konnte in dieser Studie eindeutig demonstriert werden. In Ubereinstimmung
mit den makroskopischen Beobachtungen der murinen Modelle konnte in der vorliegenden Studie im
Kaninchen eine Beeintrachtigung der physiologischen Hamostase durch die hier angewendeten Un-

tersuchungsmethoden ausgeschlossen werden.
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Abbildung 24: Wirksamkeit des anti-FXlla MAb 3F7 im A/V Shunt-Modell Kaninchen

Zur Evaluierung der antithrombotische Wirkung von anti-FXlla MAb 3F7 wurde ein Modell der Fremd-
oberfldchen-induzierten Thrombose im Kaninchen gewdhlt. Dafiir wurde ein Katheter mit eingebau-
tem Glaselement als Shunt zwischen A. carotis sinistra und V. jugularis dextra verwendet. Das Glas-
element stellte die prokoagulante Oberfléiche dar. Die Blutflussrate wurde mittels Ultraschallsonde fiir
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60 min aufgezeichnet. Die Versuchsgruppen (n = 3) erhielten randomisiert prophylaktisch Saline, He-
parin oder anti-FXlla MAb 3F7 (7 mg/kg). A: Zeitpunkt der Okklusion in min. Bei Ausbleiben der Okklu-
sion wurde der Wert 60 min eingetragen. B: Gewicht des aus dem Glaselement entfernten Thrombus
nach Versuchsende (60 min) in mg. C: Ohrblutungstest; Durchfiihrung vor der Substanzapplikation
(prd) und zu Versuchsende (60 min). Die Zeit bis zur Himostase wurde fiir Iingstens 30 min beobach-
tet. Die Daten sind in min angegeben. T-Test fiir verbundene Stichproben (Wilcoxon), p = 1. D und E:
Nierenblutungstest; Durchfiihrung im Anschluss an den Versuch der Blutflussmessung. Die Zeit bis zur
Hédmostase wurde fiir 20 min beobachtet. Mann-Whitney Test, p = 0,765 (D). Auferdem wurde das
Volumen der ausgetretenen Blutmenge bestimmt. Mann-Whitney Test, p = 0,8166 (Grafik E). F-H: Die
Plasmaproben wurden vor der Substanzapplikation (0 min) und zu Versuchsende (60 min) ent-
nommen. Es wurde die aPTT (E), die FXlla-Aktivitit (F) und die PT (G) bestimmt. A-C+F: Die
gestrichelte Linie im Diagramm kennzeichnet das Ende der jeweiligen Beobachtungszeit. A-G: Die
Daten sind als Mittelwert + SEM aufgetragen. Schwarz: Saline / Grau: Heparin / Orange: Anti-FXlla
MADb 3F7 (7 mg/kg). SHP: Standard Humanplasma

4.2.3 Der Clot-Retraktionstest

Dieser in vitro-Test wurde durchgefiihrt, um den Effekt der FXlla-Inhibitoren auf die koagulative Platt-
chenfunktion in den Prozessen der Gerinnselentstehung und -retraktion zu Uberprifen. Das Wort
,Clot”“ bezeichnet in diesem Versuch das artifizielle Gerinnsel aus Plattchen und Serumbestandteilen.
Fiir den Test wurde PRP aus 4 CHB-Kaninchen hergestellt und auf eine einheitliche Plattchen-Konzen-
tration gebracht. Das PRP wurde dann mit den Test- oder Kontrollsubstanzen in gleichem Endvolu-
men gemischt. Fir die Positivkontrolle wurde isotonische Saline und zur Negativkontrolle Heparin
eingesetzt. Als FXlla-INH wurden rHA-Infestin-4 und anti-FXlla MAb 3F7 mit PRP gemischt. Mittels
Kalziumchlorid wurde das Natriumzitrat antagonisiert und durch die Zugabe von Thrombin die Aggre-
gation der Plattchen induziert. Uber die Dauer von 180 min wurde der danach eintretende Retrak-
tionsprozess des Clots alle 30 min per digitale Fotografie dokumentiert. Nach Ablauf der Beobach-
tungszeit wurden das freie Serumvolumen und das Nassgewicht des Clots bestimmt.

In 25 A sind repradsentative Fotos einer Dokumentationsreihe zusammengestellt. Wie erwartet ver-
hinderte Heparin in der Dosierung 9,09 U/mL die durch Thrombin ausgeloste Plattchen-Aggregation
und Gerinnung. Daher war lUber den gesamten Beobachtungszeitraum keine Clotbildung detektier-
bar. In der Saline-Probe war schon 30 min nach Thrombinzugabe deutlich eine beginnende Clot-
bildung zu erkennen. Bei 120 min war eine Retraktion des Clots zu beobachten, wobei sich das Serum
klar vom Clot abtrennte. Die Retraktion setzte sich bis 180 min fort. Aus Vorversuchen war bekannt,
dass die Retraktion nach 180 min abgeschlossen war. Um einen potenziellen Effekt auf die Plattchen-

vermittelte Thrombose durch eine spezifische FXlla-Inhibition zu untersuchen, wurden auRerdem die
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Abbildung 25: Resultate des Clot-Retraktions-Tests

Einfluss der FXlla-Inhibitoren auf die Entwicklung und Retraktion eines Thrombus auf Ebene der Pldtt-
chen-Funktion. Es wurde durch Zugabe von Thrombin in PRP mit einer definierten Pldttchenzahl eine
Pléttchen-Aktivierung und Koagulation eingeleitet. Uber 180 min wurde der Prozess fotografisch do-
kumentiert. Abbildung A: Reprdsentative Fotostrecke. Von links nach rechts wurden in die Kiivetten
zum PRP die Substanzen isotonische Saline, rHA-Infestin-4 (3,03 mg/mL), anti-FXlla MAb 3F7
(0,21 mg/mL) und Heparin (9,09 U/mL) dazugegeben. B: Prozentuales Serumvolumen, relativ zum
Ausgangsgewicht nach 180 min entnommen. C: Nassgewicht des Clots in mg nach 180 min. Die
Balkendiagramme zeigen den Mittelwert + SEM. Schwarz: Saline / Grau: Heparin / Orange: Anti-FXlla
MAb 3F7 / Blau: rHA-Infestin-4

Abkiirzungen: rHA-INF-4: rHA-Infestin-4
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Substanzen rHA-Infestin-4 und anti-FXlla MAb 3F7 in diesem Versuch untersucht. Die mit rHA-
Infestin-4 (3,03 mg/mL) behandelte Probe zeigte bei 30 min im oberen Bereich der Kiivette einen
Clot. Das umgebende PRP gerann ebenfalls, setzte sich jedoch im Zeitverlauf nicht so eindeutig vom
Serum ab, wie in der Positivkontrolle mit Saline. Diese Beobachtung wiederholte sich auch in anderen
Versuchsdurchldaufen unter Zugabe von rHA-Infestin-4. Die Behandlung von PRP mit anti-FXlla MAb
3F7 (0,21 mg/mL) zeigte auch bei 30 min eine Clotentwicklung. Zum Zeitpunkt 120 min war deutlich
die Retraktion durch die Abgrenzung vom klaren Serum zu beobachten. Die Retraktion der Probe
schien zu diesem Zeitpunkt vollstdndig zu sein, da sich visuell beim nachsten Foto kein Unter-schied
zeigte.

Um die Clotentwicklung genauer zu untersuchen, wurde das residuale Serumvolumen nach Ablauf
des Beobachtungszeitraumes bestimmt (Abbildung 25 B). In der Positivkontrolle konnten 84,17 + 4,4
% des initial eingesetzten Volumens aus der Kiivette entnommen werden. Fiir Heparin betrug das
residuale Serumvolumen im Mittel 95,32 + 1,0 %. Die Daten der FXlla-INH behandelten Gruppen ver-
hielten sich vergleichbar zur Positivkontrolle mit gemittelt 78,26 + 4,7 % fir rHA-Infestin-4 und 81,24
+ 4,4 % flr anti-FXlla MAb 3F7.

Zusatzlich wurde nach der Serumentnahme das Nassgewicht des Clots bestimmt. In der Positivkon-
trolle wog der Clot durchschnittlich 68,24 + 24,9 mg. Wie erwartet wurde in der Heparin-Gruppe kein
Clot beobachtet und die 7,97 £ 3,72 mg wurden vermutlich durch einen Rest PRP in der Kiivette ver-
ursacht. Bei rHA-Infestin-4 konnte ein durchschnittliches Clotgewicht von 98,76 + 28,33 mg und bei
anti-FXlla MAb 3F7 79,69 + 27,89 mg ermittelt werden (Abbildung 25 C).

Die Ergebnisse zeigen, dass die FXlla-INH unter den gewadhlten Bedingungen sehr wahrscheinlich
keinen Einfluss auf die Plattchen-vermittelte Clotentwicklung und -Retraktionsfahigkeit zum Zeit-

punkt 180 min ausiben.

4.2.4 Erkenntnisse aus den Thrombosestudien im Kaninchen

In den oben beschriebenen Studien wurde der Einfluss von FXlla-INH auf eine artifizielle Thrombose
unter drei verschiedenen Bedingungen im Kaninchen-Modell Uberprift. Unter arteriellen Fluss-
bedingungen konnte durch die Behandlung mit anti-FXlla MAb 3F7 ein profunder Schutz vor einer
FeCls-induzierten Thrombose im Kaninchen beobachtet werden. Im Gegensatz dazu konnte entgegen
der Erwartung keine Verbesserung durch FXlla-INH bei einer durch vendse Stase herbeigefiihrten

Thrombose im Kaninchen beobachtet werden. Die Uberpriifung der himostatischen Kapazitat tiber
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die Ohrblutungszeit und den Nierenblutungstest in den Kaninchen-Studien ergaben keine Einschran-
kung der physiologischen Himostase unter einer FXlla-INH-vermittelten Antithrombose, obwohl FXlla
nachweislich inhibiert worden war (Blut- und Plasmatests). Zuséatzlich wurde kein Effekt durch anti-
FXlla MAb 3F7 und rHA-Infestin-4 im Vergleich zur Saline-Gruppe auf die Clot-Retraktion in vitro

gefunden. Dahingegen bestand ein profunder Schutz durch die FXlla-Inhibition im AV Shuntmodell.

4.3 Wirksamkeit der FXIla-Inhibitoren im murinen Schlaganfallmodell

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der FXlla-Inhibition im murinen Schlaganfallmodell dar-
gestellt. Das experimentelle Schlaganfallmodell mit Reperfusion zeichnet sich durch komplexe
thrombo-inflammatorische Prozesse aus, die durch eine Ischamie eingeleitet werden. In diesem Zuge
treibt FXII(a) vermutlich die Entstehung von Mikrothromben voran. Derzeit ist trotz intensiver For-
schungsarbeit die einzige zugelassene Therapieoption eines ischamischen Schlaganfalls die Thrombo-
lyse mittels rt-PA, die gleichzeitig mit ernstzunehmenden Risiken verbunden ist. Mit einer Hemmung
von FXlla im Schlaganfallmodell besteht die Moglichkeit, sowohl thrombotische als auch inflamma-
torische Aspekte der Reperfusionsschaden zu verhindern. Letztendlich hat dies zum Ziel eine Ver-
besserung der klinischen Defizite zu erreichen. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, das neuro-

protektive Potenzial einer FXlla-Inhibition im murinen experimentellen Schlaganfall zu evaluieren.

Zusammenfassung der publizierten Vorarbeiten

In Vorarbeiten konnte in FXIll-defizienten Mausen im murinen Schlaganfallmodell ein deutlich redu-
ziertes Infarktvolumen demonstriert werden [Kleinschnitz C et al. 2006]. Gleichzeitig ergaben neuro-
logische Funktionalitatstests eine signifikante Verbesserung im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen.
Kleinschnitz et al. konnten den Befund durch einen prophylaktischen Behandlungsansatz mit dem un-
spezifischen FXIl-Hemmstoff PCK bestatigen und auBerdem den Phanotyp eines Kontrolltieres durch
Substitution eines FXII-defizienten Tieres mit humanem FXII wiederherstellen [Kleinschnitz C et al.
2006]. Daher wurde postuliert, dass durch die Abwesenheit von FXIl im Plasma die neuroprotektiven
Eigenschaften hervorgerufen werden. Des Weiteren konnte auf diese Weise die speziesibergrei-
fende Wirkungsweise des humanen FXII in Mdusen demonstriert werden. In einem nachsten Schritt
wurde durch die pharmakologische FXlla-Inhibition mittels rHA-Infestin-4 protektiver Effekt neben
verschiedenen Modellen der arteriellen Thrombose auch in einem prophylaktischen Behandlungsan-

satz im murinen Schlaganfallmodell beobachtet werden [Hagedorn | et al. 2010].

108



Ergebnisse

Das experimentelle Schlaganfallmodell in der Maus

Im Einklang mit den oben beschriebenen Vorarbeiten wurde auch in dieser Arbeit das Modell der
transienten Okklusion der A. cerebri media (tMCAQ) zur Induzierung eines ischdmischen Schlaganfalls
in C57/Bl6 Mausen angewandt. Dazu wurde ein Faden lber die A. carotis in die hirnversorgende Zir-
kulation vorgeschoben, um in den Versorgungsgebieten der A. cerebri media eine Ischamie zu er-
zeugen. Flr die Reperfusion wurde der Faden nach 60 min wieder aus dem Gefal} entfernt. Diese
artifizielle Rekanalisation verursacht nachfolgend die typischen Prozesse, die auch aus Patienten mit
akutem ischamischen Infarkt beschrieben sind: Zellen des Immunsystems lberwinden die gestorte
BHS und Reperfusionsschaden werden unter anderem durch thrombotische Reaktionen vorange-
trieben [del Zoppo GJ et al. 2003; Pham M et al. 2010].

Hintergrund fiir die vorliegende Arbeit waren die oben beschriebenen vielversprechenden Resultate
aus den murinen Schlaganfall-Experimenten unter FXIl-Defizienz. Im Rahmen dieser Arbeit ergab sich
die Frage, ob eine spezifische FXlla-Inhibition mit rHA-Infestin-4 auch in einem therapeutischen Be-
handlungsschema den erwiinschten protektiven Effekt zeigen kann. Des Weiteren sollten Wirkungs-
studien zum anti-FXlla MAb 3F7 in einem prophylaktischen Studiendesign durchgefiihrt werden.
Diese praklinischen Untersuchungen stellen den ersten Schritt zur Entwicklung eines neuen Therapie-
ansatzes dar, in dem Schlaganfallpatienten méglicherweise von einer verbesserten Reperfusion durch

einen FXlla-INH profitieren kénnen, ohne sie gleichzeitig einem erhéhte Blutungsrisiko auszusetzen.

4.3.1 Prophylaktische Behandlung mit dem anti-FXIla MAb 3F7 (10 und
25 mg/kg)

Ziel des Versuches

Ziel dieses Versuches war zunichst die Untersuchung, ob eine Behandlung mit anti-FXlla MAb 3F7 im
murinen Schlaganfallmodell neuroprotektiv wirkt. Von Hagedorn et al. konnte in einem prophylak-
tischen Behandlungsansatz mit rHA-Infestin-4 ein deutlich reduziertes Infarktvolumen und eine
Verringerung der neurofunktionalen Defizite beobachtet werden [Hagedorn | et al. 2010]. Darauf
basierend wurde ebenfalls eine Reduzierung des Infarktvolumens durch Behandlung mit anti-FXlla

MAb 3F7 im Vergleich zur Positivkontrollgruppe erwartet. Im Falle einer deutlichen Reduzierung des
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Infarktvolumens wurde aullerdem eine Verbesserung der neurofunktionalen Leistung der Tiere er-
wartet.

Als spezifischer FXlla-INH wurde der anti-FXlla MAb 3F7 in den Dosierungen 10 und 25 mg/kg einge-
setzt. Die Applikation erfolgte 15 min vor Einleitung der Ischamie. 24 Stunden nach tMCAO wurden
die Versuchsgruppen neurologisch untersucht (Bederson Score und Grip Test). AnschlieRend wurde
unter tiefer Narkose Zitratplasma entnommen und das Hirngewebe fir die folgenden Tests (Western
Blot und RT-qPCR) prapariert. Die Mause wurden randomisiert den 5 Versuchsgruppen zugeteilt, die
sich aus naiven Tieren (n = 10) und Sham-operierten (n = 18) zur Negativkontrolle, Saline-behandelte
Tiere zur Positivkontrolle (n = 60) und den anti-FXlla MAb 3F7-behandelten Tieren in den Dosier-

ungen 10 mg/kg (n = 48) bzw. 25 mg/kg (n = 33) zusammensetzten.

Mortalitit 24 h nach Einleitung der Ischdmie

Zur Evaluierung, ob sich die FXlla-INH-Behandlung auf die Uberlebensrate innerhalb einer Reper-
fusionsperiode von 24 h auswirkt, wurden die Anzahl der verstorbenen Tiere notiert. Wie erwartet
Uberlebten alle Tiere der naiven Gruppe (10/10) und der Sham-operierten Gruppe (18/18). In der
Positivkontrollgruppe tberlebten 48/60 Tiere und in der mit anti-FXlla MAb 3F7 (10 mg/kg)-behan-
delten Gruppe 38/48 die Reperfusionsperiode. In der nachst hoheren Dosierung des anti-FXlla MAb
3F7 (25 mg/kg) tberlebten alle (33/33) die ersten 24 h nach der Ischamie.

Resultate der neurologischen Tests und des zerebralen Infarktvolumens

24 h nach Einleitung der Ischdamie wurden die Mause dann auf neurofunktionelle Defizite untersucht.
Dafur wurde zuerst der Bederson Score durchgefiihrt, bei dem Punkte von 0 bis 5 vergeben werden,
wobei der Punktwert ,0“ das bestmogliche und ,5“ das schlechtest mogliche Ergebnis fir tGberle-
bende Tiere darstellten.

Wie erwartet zeigten die Tiere der naiven Gruppe und der Sham-operierten Kontrollgruppe kein auf-
falliges Verhalten im Bederson Score (0 = 0 Scorepunkte in beiden Gruppen), da bei diesen Gruppen
keine Ischamie durchgefiihrt worden war (Abbildung 26 A). Im Gegensatz dazu wurde in der Saline-
Gruppe ein Mittelwert von 3,3 + 0,1 Punkten erreicht. Das bedeutet, dass die Mehrheit der Versuchs-
tiere (Saline) aufgrund der neuronalen Degeneration im Motorcortex auf der hemiparetischen Seite
gegen den Uhrzeigersinn im Kreis lief (Score ,3 Punkte”), oder sich unkoordiniert um die eigene
Langsachse drehte. Dieses Verhalten deutet auf schwere Stérungen in der afferenten Kérperwahr-

nehmung und / oder der motorischen Koordination hin (Score ,4 Punkte®).
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Im Vergleich dazu wurde in beiden anti-FXlla MAb 3F7 behandelten Gruppen ein reduziertes neuro-
funktionelles Defizit beobachtet, das in der Dosierung 10 mg/kg 2,8 + 0,2 Punkte und in der Dosier-
ung 25 mg/kg 2,7 + 0,2 Punkte betrug. Die statistische Analyse mittels Mann Whitney-Test unter
Bericksichtigung der verstorbenen Tiere (S. 87) ergab eine signifikante Differenz zwischen der Saline-
Gruppe und der mit 25 mg/kg anti-FXlla MAb 3F7 behandelten Gruppe mit p = 0,005.

Im Anschluss an den Bederson Score wurde der Grip Test mit den Versuchstieren durchgefiihrt. Der
Grip Test erfordert einerseits einen funktionierenden Kérper-Orientierungssinn und andererseits die
Kraft zur motorischen Ausbalancierung. Aus der Literatur ist bekannt, dass die im Tiermodell
beobachteten koordinativen Defizite denen von Schlaganfallpatienten dhneln [Durukan A et al. 2007].
Die Tiere der naiven Gruppe und der Sham-operierten Gruppe erreichten wie erwartet im Durch-
schnitt die Maximalpunktzahl von ,5“ (Abbildung 26 B). Hier lagen keine neurologischen Einschran-
kungen vor. Verglichen daran zeigte sich die Saline-Gruppe ein deutliches Defizit. Obwohl der Mittel-
wert bei 2,4 £ 0,2 Punkten lag, hatten doch einige Tiere erhebliche Probleme bei der Bewiltigung
dieser komplexen Aufgabe. Dem gegeniiber steht ein kaum verdanderter Mittelwert der neuromo-
torischen Funktion in der anti-FXlla MAb 3F7 (10 mg/kg)-Gruppe von 2,5 * 0,3 Punkten und ein ten-
denziell verbesserter Durchschnitt von 2,9 + 0,2 in der anti-FXIla MAb 3F7 (25 mg/kg)-Gruppe.

Die statistische Analyse unter Bericksichtigung der verstorbenen Tiere mittels Mann-Whitney Test
ergab keinen Unterscheid zwischen der Kontrollgruppe und der mit 10 mg/kg behandelten FXlla-INH-
Gruppe. Dahingegen zeigte sich eine signifikante Differenz zwischen der Kontrollgruppe und der mit
25 mg/kg behandelten FXlla-INH-Gruppe mit p = 0,0030 (Mann-Whitney Test). Dies deutet auf eine
Dosis-abhdngige neuroprotektive Wirksamkeit durch die prophylaktische anti-FXlla MAb 3F7-
Behandlung hin.

Im Anschluss an die oben beschriebenen Verhaltenstests wurde die histologische Auswertung des
Infarktvolumen (Abbildung 26 C) mithilfe der Vitalfarbung TTC durchgefiihrt. Dabei wird die klare
Losung TTC durch metabolische Prozesse im vitalen Gewebe zu einem roten Farbstoff umgewandelt.
So konnte anhand dreier aufeinanderfolgender Hirnschnitten die weille Flache des nekrotischen
Infarktkernes bestimmt und hiermit das Infarktvolumen berechnet werden (Kap. 3.5.3). Wie erwartet
zeigten sich keine ischamischen Bereiche in den Hirnschnitten der naiven und der Sham-operierten
Gruppen. Dagegen war das durchschnittliche Infarktvolumen in der ipsilateralen Hemisphare der
Saline-Gruppe im Mittel 90,69 + 7,09 mm? groR. Im Unterschied dazu war das Infarktvolumen in der

anti-FXlla MAb 3F7 (10 mg/kg)-Gruppe reduziert auf 67,55 + 7,66 mm® (p = 0,7861; Mann-Whitney
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Test). In der anti-FXlla MAb 3F7 (25 mg/kg)-Gruppe war ein signifikant reduziertes Infarktvolumen
von durchschnittlich 81,15 + 7,44 mm?® messbar (p = 0,0078; Mann-Whitney Test). Auch hier wurden
die verstobenen Tiere der einzelnen Gruppen bei der Analyse mit berlicksichtigt. Die Ergebnisse
deuten wiederum auf eine Dosis-unabhangige neuroprotektive Wirksamkeit des anti-FXlla MAb 3F7
hin.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die prophylaktische Behandlung mit anti-FXlla MAb 3F7
(25 mg/kg) nach einer Reperfusionsphase von 24 h im murinen tMCAO-Modell die neurofunktionalen

Defizite verbessert und zu einem reduzierten Infarktvolumen fihrt.
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Abbildung 26: Verhaltenstests, Infarktvolumen und Mortalitit im murinen tMCAO-Modell nach
prophylaktischer Behandlung mit anti-FXlla MAb 3F7 (10 und 25 mg/kg)

24 h nach der induzierten Ischdmie/Reperfusion wurde die Versuchsgruppen auf neurologische Defi-
zite hin untersucht. AnschliefSend wurde (iber die TTC-Vitalférbung das totale Infarktvolumen berech-
net. A: Bederson Score. ,0 Punkte” fiir keine erkennbare Verhaltensénderung steht, und , 5 Punkte”
fiir den Verlust von spontaner Motilitét und prdmortalem Verhalten. Statistische Analyse fiir Saline
versus anti-FXlla MAb (25 mg/kg) p = 0,0005. B: Grip Test. In diesem Test werden ,,5 Punkte” fiir keine
neurofunktionalen Defizite vergeben und ,,0 Punkte” fiir neurofunktionale Defizite der Kraft und Koor-
dination. Statistische Analyse fiir Saline versus anti-FXlla MAb (25 mg/kg) p = 0,0030. C: Infarktvolu-
men, angegeben in mm’. Statistische Analyse fiir Saline versus anti-FXlla MAb (25 mg/kg) p = 0,0078.
Alle p-Werte wurden mittels Mann-Whitney Test und unter Berlicksichtigung der verstorbenen Tiere
ermittelt, was durch die graue Schattierung verdeutlicht wird. Die Diagrammbalken zeigen den Mittel-
wert + SEM. Jeder Punkt oberhalb der gestrichelten Linie kennzeichnet je ein verstorbenes Tier.

Weif3: Naiv, n = 10 / Grau: Sham-operierte, n = 18 / Schwarz: Saline; n = 48 / Hell-Orange: Anti-FXlla
MADb 3F7 (10 mg/kg); n = 38 / Orange: Anti-FXlla MAb 3F7 (25 mg/kg); n = 33.

Resultate der molekularbiologischen Untersuchung der Hirnschnitte

Im Folgenden werden die Ergebnisse der zerebralen Messungen des Fibrin(-ogen)-Proteingehalts als
Indikator fir die mikrothrombotischen Prozesse der sekundaren Reperfusionsschaden dargestellt.
Anschlieend wird auf mRNA-Ebene das Expressionsprofil der Ischamie-induzierten Zytokinen IL-1(,

TNF-a und TGF-f eingegangen sowie von Endothelin-1 als Biomarker fiir die BHS-Integritat.

Relative Proteindichte von Fibrin(-ogen)

Durch eine Reperfusion werden thrombo-inflammatorische Prozesse eingeleitet, die Uber eine sekun-
dére Mikrothrombose den wiederhergestellten Blutfluss verhindern und so die Ischdmie-induzierte
Schadigung weiter vorantreiben (Kap. 1.5.1). Fibrin(-ogen) wurde als Indikator gewahlt, um auf Pro-
teinebene zu untersuchen, in wie weit sich die FXIla-Inhibition auf die Bildung der sekundaren Mikro-
thrombosen auswirkt. Die Messung der Proteindichte wurde in beiden Hemisphéaren durchgefiihrt,
wobei auRerdem zwischen Basalganglien (BG) und Cortex (CX) unterschieden wurde. Dies ist durch
das Versorgungsgebiet der A. cerebri media begriindet, die hauptsachlich die BG versorgt und teil-
weise auch den motorischen Cortex. Daher liegt der nekrotische Infarktkern im tMCAO-Modell in den
BG, wahrend im CX die Penumbra lokalisiert ist. Daher wurden die separierten Gewebe einzeln
mittels Western Blot untersucht. Fibrin(-ogen) wurde im Verhaltnis zu dem Referenzprotein B-Actin

gemessen, daher sind die angegebenen Zahlenwerte in arbitrary Units (AU) angegeben.
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Die Fibrin(-ogen)-Bestimmung in den ischdmischen BG ergab in der naiven Gruppe eine basale
Proteindichte von gemittelt 0,363 + 0,10 AU (Abbildung 27 A). In der Sham-operierten Gruppe lag die
Fibrin(-ogen)-Dichte nur leicht hoher bei gemittelt 0,698 + 0,11 AU. Diese Gruppe war zwar nicht von
einer Ischamie betroffen, jedoch kénnte schon der mikrochirurgische Eingriff die leichte Erhéhung
des Akute-Phase-Proteins Fibrin(-ogen) verursacht haben. Dennoch kann daraus abgeleitet werden,
dass die Negativkontrolle valide ist.

Im Gegensatz dazu konnte eine Erhéhung von Fibrin(-ogen) in den ischamischen BG der Saline-
Gruppe auf im Mittel 2,945 + 0,73 AU festgestellt werden. Dieser deutliche Anstieg weist darauf hin,
dass in der Positivkontrolle vermehrt thrombotische Prozesse ablaufen und diese Gruppe als zuver-
lassiger Vergleichswert verwendet werden kann.

In der anti-FXIla MAb 3F7 (10 mg/kg) Gruppe wurde ein vergleichbarer Fibrin(-ogen)-Wert von 2,664
+ 0,51 AU ermittelt. In der nachst héheren Dosierung des anti-FXlla MAb 3F7 (25 mg/kg) konnte mit
einem Mittelwert von 1,418 + 0,19 AU eine signifikante Reduzierung der Fibrin(-ogen)-Dichte beo-
bachtet werden (p = 0,0012; Mann-Whitney Test). Fir die Analyse aller p-Werte wurde Sterblichkeits-
rate mit einbezogen. Die signifikante Reduzierung der Fibrin(-ogen)-Dichte deutet darauf hin, dass die
pharmakologische FXlla-Inhibition einen protektiven Effekt im murinen tMCAO-Modell ausiibt.

Im ipsilateralen Cortex (Abbildung 27 B) war fiir die naive Gruppe ein basaler Mittelwert von 0,433 +
0,14 AU in der relativen Fibrin(-ogen)-Dichte zu beobachten. Die Sham-operierte Gruppe zeigte, ver-
gleichbar zu den Daten aus dem Infarktkern, eine Proteindichte von gemittelt 0,994 + 0,12 AU. Fir
die Saline-Gruppe wurde ein Anstieg der mittleren Fibrin(-ogen)-Dichte auf 1,878 + 0,28 AU berech-
net. Unerwarteter Weise konnte in der anti-FXlla MAb 3F7 (10 mg/kg) Gruppe ein weiterer Anstieg
auf 2,472 + 0,29 AU beobachtet werden, der jedoch keine statistische Signifikanz erreichte. Im Ge-
gensatz dazu zeigte sich in der nachst héheren Dosierung anti-FXlla MAb 3F7 (25 mg/kg) mit 1,811 +
0,35 AU eine Reduzierung der Fibrin(-ogen)-Ablagerung durch Behandlung mit anti-FXlla MAb 3F7
(25 mg/kg) beobachtet, die unter Berlcksichtigung der verstorbenen Tiere eine signifikante Differenz
ergab (p = 0,0165; Mann-Whitney Test).

Bei der Analyse der contralateralen Hemispharen (Abbildung 27 C und D) wurde sowohl in den BG als
auch im CX generell eine geringere Menge Fibrin(-ogen) als in der ipsilateralen Hemisphare detek-
tiert. Dennoch gibt es Unterschiede in den Studiengruppen, denn in den BG der Saline-Gruppe wurde
eine relative Fibrin(-ogen)-Dichte von 1,195 * 0,20 im Mittel gemessen (Abbildung 27 C). Verglichen

mit den ischamischen BG ist dies zwar ein reduzierter Wert, jedoch Ubertrifft er noch die Fibrin-
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(-ogen)-Dichte der Negativ-Kontrollgruppen. Die relative Fibrin(-ogen)-Dichte in der anti-FXlla MAb
3F7 (10 mg/kg) Gruppe wurde mit 1,447 + 0,14 AU berechnet. Im Vergleich dazu wurde in der ho-
heren Dosierung ein Trend zu einer reduzieren Fibrin(-ogen)-Dichte mit gemittelt 1,561 + 0,11 AU
beobachtet (p = 0,0678; Mann-Whitney Test). Wie erwartet wurde in den BG der naiven Gruppe ver-
gleichbar zur ipsilateralen Auswertung ein Mittelwert von 0,503 + 0,09 AU der relativen Fibrin-
(-ogen)-Dichte gefunden. Auch in der Sham-operierten Kontrollgruppe ergab sich eine vergleichbare

Dichte von gemittelt 0,981 + 0,08 AU.
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Abbildung 27: Relative Fibrin(-ogen)-Dichte nach zerebraler Ischamie

Nach einer Reperfusionsperiode von 24 h wurde die Fibrin(-ogen)-Dichte in Basalganglien (BG) und
Cortex (CX) beider Hemisphdren mittels Western Blot bestimmt. Um eine Verdnderung der Reperfu-
sions-assoziierten Mikrothrombose unter FXlla-Inhibition zu evaluieren, wurde Fibrin(-ogen) als Bio-
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marker gewdhlt. Die relative Proteindichte von Fibrin(-ogen) ist im Verhdltnis zum Referenzgen 8-
Actin aufgetragen. Der relative Fibrin(-ogen)-Gehalt der ipsilateralen Hemisphdre ist in den Grafiken A
(BG) und B (CX) dargestellt. A: Saline versus anti-FXlla MAb 3F7 (25 mg/kg) p = 0,0012. B: Saline
versus anti-FXlla MAb 3F7 (25 mg/kg) p = 0,0165. Die Grafiken C (BG) und D (CX) zeigen die Fibrin-
(-ogen)-Dichte der contralaterale Hemisphdre. C: Saline versus anti-FXlla MAb 3F7 (25 mg/kg) p =
0,0678. D: Saline versus anti-FXlla MAb 3F7 (25 mg/kg) p = 0,0430. Alle p-Werte wurden mittels
Mann-Whitney Test und unter Berlicksichtigung der verstorbenen Tiere ermittelt, was durch die graue
Schattierung verdeutlicht wird. vermittelt. Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert + SEM. Jeder
Punkt oberhalb der gestrichelten Linie kennzeichnet je ein verstorbenes Tier.

Weif3: Naive; n = 4 / Grau: Sham-operierte; n = 7 / Schwarz: Saline; n = 24 / Hell-Orange: Anti-FXlla
MAb 3F7 (10 mg/kg); n = 24 / Orange: Anti-FXlla MAb 3F7 (25 mg/kg) n = 12. Abkiirzungen: BG -
Basalganglien; CX - Cortex.

Dies impliziert, dass die thrombotischen Prozesse nach einer Ischdmie zwar hauptsachlich in der be-
troffenen Hemisphare ablaufen, aber dennoch auch die contralaterale Hemisphdare beeinflussen, was
anhand der mild erhéhten Fibrin(-ogen)-Ablagerung gezeigt werden konnte.

Die Beobachtungen gelten auch fir die Analyse der relativen Fibrin(-ogen)-Dichte des contralater-
alen CX (Abbildung 27 D). Die Bestimmung ergab in der naiven Gruppe eine basale Proteindichte von
0,489 + 0,25 AU und in der Sham-operierten Gruppe 1,014 + 0,13 AU. Im Gegensatz dazu konnte eine
Erhéhung von Fibrin(-ogen) in den ischamischen CX der Saline-Gruppe auf im Mittel 1,321 + 0,12 AU
festgestellt werden. Wie auch schon in den BG beobachtet, wurde in der anti-FXlla MAb 3F7
(10 mg/kg)-Gruppe eine vergleichbare Fibrin(-ogen)-Dichte mit gemittelt 1,567 + 0,15 AU ermittelt.
Dem gegeniiber steht eine signifikant reduzierte Proteindichte in der anti-FXlla MAb 3F7 (25 mg/kg)-
Gruppe mit im Mittel 1,418 + 0,14 AU, (p = 0,0430; Mann-Whitney Test). Wie oben fir die BG be-
schrieben, konnte auch im contralateralen CX ein milder Effekt auf die Fibrin(-ogen)-Ablagerung

durch die Ischamie der gegentiberliegenden Hemisphare beobachtet werden.

Relative mRNA-Expression von Biomarkern nach Ischdmie

Um die Wirkung einer FXlla-Inhibition auf die Ischdmie-induzierten inflammatorischen Prozesse zu
untersuchen, wurden die Expressionsprofile der Zytokine IL-1B, TNF-a und TGF-B analysiert. Dabei
forcieren IL-18 und TNF-a pro-inflammatorische Prozesse, wahrend TGF-B immunomodulatorisch
wirkt. AuRerdem wurde die mRNA-Expression von Endothelin-1 (Edn-1) untersucht, da die gestei-
gerte Edn-1-Expression auf Ischdmie-vermittelte Schadigungen der BHS hinweist. Die Fragestellung
war hier, in wie weit die Behandlung mit anti-FXlla MAb 3F7 einen Effekt auf die Ischamie-induzierte

Inflammation hat und ob die FXlla-Inhibition sich protektiv auf die Integritat der BHS auswirkt. Die
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mRNA-Expressionsprofile der ipsilateralen Hemispharen wurden mittels der RT-qPCR-Technik unter-
sucht und anhand der AA-C;-Methode analysiert. Dabei wurde die individuelle Expression des
Referenzgens GAP-DH zur Normierung verwendet. Der resultierende Quotient wurde wiederum
anhand des Medians aus der Sham-operierten Gruppe kalibriert. Diese Vorgehensweise hat sich
etabliert, um im murinen Schlaganfallmodell Verdanderungen der mRNA-Expressionsprofile zu
analysieren. Des Weiteren wurden auch hier alle p-Werte unter Berlicksichtigung der Sterblichkeits-

rate und mit dem Mann-Whitney Test berechnet.

Die relative Genexpression des pro-inflammatorischen IL-13 ergab in den ischdmischen BG fiir die
naiven Tiere gemittelt 9,645 + 4,42 AU, fiir die Sham-Gruppe 1,126 + 0,20 AU, und fiir die Saline-
Gruppe 21,21 + 3,68 AU (Abbildung 28 A). Kontrar dazu steht die erhohte IL-B-Expression der anti-
FXlla MAb 3F7 (10 mg/kg) Gruppe mit 39,75 + 7,00 AU (p = 0,0778; Mann-Whitney Test). In der
nachst-héheren Dosierung des anti-FXlla MAb 3F7 (25 mg/kg) wurde dahingegen eine reduzierte
IL-1B-Expression von 12,07 +1,74 AU beobachtet, die jedoch keine statistische Signifikanz erreichte
(p=0,2144).

Die Auswertung der IL-1B-Expression im ipsilateralen CX (Abbildung 28 B) ergab fir die naiven Tiere
einen Mittelwert von 10,67 + 3,43 AU und fiir die Sham-Gruppe 1,092 + 0,139 AU. Verglichen damit
erreichte die Saline-Gruppe eine stark erhohte mRNA-Expression von 33,56 + 4,50 AU. Dieser Wert
wurde durch die IL-1B-Expression der anti-FXlla MAb 3F7 (10 mg/kg) Gruppe mit 49,46 + 14,25 AU
noch Ubertroffen, der Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant. Dem gegentiber steht die
signifikant reduzierte mRNA-Expression der nachst héheren Dosierung mit 13,96 + 2,10 AU (p <
0,0001).

Das bedeutet, dass eine Behandlung mit anti-FXlla MAb 3F7 die Penumbra schiitzt. Dadurch sind im
Umkehrschluss nach der Ischamie jedoch mehr Neurone metabolisch in der Lage IL-1B freizusetzen,

was zu einer Forcierung der inflammatorischen Prozesse beitragen kdnnte.

Als weiterer Biomarker wurde TNF-a fiir die Ischamie-vermittelten inflammatorischen Reaktionen
analysiert. Das pro-inflammatorisches Zytokin TNF-a vermittelt sowohl neurotoxische Effekte un-
mittelbar nach einer Ischamie. Die Analyse der TNF-a Expressionsmuster in den ipsilateralen BG (Ab-
bildung 28 C) ergab im Mittel fir die naive Gruppe einen basalen Wert von 2,272 + 0,10 AU und in der
Sham-operierten 1,079 £ 0,10 AU. Verglichen damit wurde fiir die Saline-Gruppe eine deutliche Hoch-

regulierung der mRNA mit 16,97+ 2,56 AU gezeigt. In den FXlla-INH-Gruppen wurde eine noch
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massivere TNF-a-Expression beobachtet. Der Wert fiir die anti-FXlla MAb 3F7 (10 mg/kg) Gruppe lag
bei 71,91 + 21,87 AU. In der anti-FXlla MAb 3F7 (25 mg/kg) Gruppe wurde eine zuséatzlich erhohte
MRNA-Expression von 94,58 + 10,53 AU beobachtet, die jedoch keine statistische Signifikanz erreich-
te (p =0,5832).

Diese Daten wurden auch im ipsilateralen Cortex bestatigt (Abbildung 28 D). Die basale TNF-a -Ex-
pression in der naiven Gruppe betrug gemittelt 1,913 + 0,46 AU und in der Sham-operierten Gruppe
1,445 + 0,48 AU. Wie in den BG konnte auch im ischamischen CX der Saline-Gruppe eine TNF-a Hoch-
regulation detektiert werden, die bei 65,19 + 18,09 AU betrug. Wie zuvor wurde die mRNA-Expressi-
on der FXlla-INH Gruppen noch erheblich Ubertroffen, denn in der anti-FXlla MAb 3F7 (10 mg/kg)
wurde ein Wert von 162, 0 = 27,95 AU und in der anti-FXlla MAb 3F7 (25 mg/kg) Gruppe 115,7
12,08 AU. Der Vergleich der TNF-a-Expression zwischen Saline versus anti-FXlla MAb (beide Dosier-
ungen) ergab im CX keinen signifikanten Unterschied. Es ist auch hier moglich, dass die Zellen der ge-
schitzten Penumbra in der FXlla-INH-Gruppe (10 mg/kg) verhéltnismaRig mehr TNF-a freisetzen
kdénnen, als bei einem ausgedehnteren Infarktkern der Positivkontrollgruppe. Allerdings zeigte sich in
der nichsthéheren Dosierung des anti-FXlla MAb 3F7 (25 mg/kg) eine mit der Kontrolle vergleichbare

TNF-a-Freisetzung.

Des Weiteren wurde das Expressionsmuster von TGF- untersucht. TGF-B gilt einerseits als immuno-
modulatorisches Zytokin mit neuroprotektiver Wirkung. Es wird aber andererseits auch mit der Aus-
bildung von Narbengewebe im ZNS assoziiert. Als Analyse-Parameter im murinen tMCAO-Modell gibt
die Expression von TGF- Auskunft Gber die Einleitung endogener neuroprotektiver Prozesse und der
Bildung von nicht-funktionalem Narbengewebe nach einer Ischamie.

Im Infarktkern der BG erreichten die naiven Tiere durchschnittlich eine relative mRNA-Expression von
TGF-B mit 1,127 + 0,11 AU und die Sham-operierten Tiere 1,140 + 0,19 AU (Abbildung 28 E). In der
Saline-Gruppe ergab sich eine erhéhte TGF-B-Expression mit 3,340 + 0,72 AU. Ahnlich verhielt sich die
MRNA-Expression der anti-FXlla MAb 3F7 (10 mg/kg) Gruppe mit 4,107 + 1,08 AU. Im Gegensatz dazu
wurde in der anti-FXlla MAb 3F7 (25 mg/kg) Gruppe eine reduzierte TGF-B-Expression von 1,752 +
0,38 AU detektiert. Die statistische Analyse ergab fiir den Vergleich zwischen der Positivkontroll-
gruppe versus der anti-FXlla MAb 3F7 (25 mg/kg) Gruppe in den BG eine signifikant verringerte TGF-
B-Freisetzung mit p = 0,0022.

Dieser Befund wurde in der Bewertung der TGF-B mRNA-Expression im ipsilateralen CX bestatigt

(Abbildung 28 F). Die basale mRNA-Expression der naiven Gruppe betrug im Mittel 1,312 + 0,49 AU
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und in der Sham-operierten Gruppe 2,521 + 1,57 AU. Wie zuvor konnte auch in der Saline-Gruppe
eine Hochregulation von TGF-B mRNA mit einem Mittelwert von 10,60 + 3,13 AU festgestellt werden.
Im ischdmischen CX der anti-FXlla MAb 3F7 (10 mg/kg) Gruppe betrug die deutlich erh6hte mRNA-Ex-
pression durchschnittlich 27,76 + 11,42 AU, wohingegen in der anti-FXlla MAb 3F7 (25 mg/kg) Gruppe
im Einklang zur reduzierten TGF-B-Expression der BG steht. Denn auch im CX wurde eine nahezu ba-
sale TGF-B-Expression von gemittelt 2,269 £ 0,44 AU beobachtet. Die statistische Analyse ergab nur in
der anti-FXlla MAb 3F7 (25 mg/kg)-Gruppe eine hoch signifikante Differenz der TGF-B-Freisetzung mit
p <0,0001.

Wie schon bei IL-1B und TNF-a beobachtet wurde, zeigte sich auch bei der Expressionsanalyse von
TGF-B unter FXlla-Inhibition in der niedrigeren Dosierung kein deutlicher Unterschied zur Positiv-
kontrolle im Infarktkerngebiert der BG. Jedoch wurde im CX (Penumbra) ein massiver Anstieg der
TGF-B-Expression beobachtet. Wahrscheinlich ist dies ebenfalls darauf zurtickzufiihren, dass die Be-
handlung mit anti-FXlla MAb 3F7 (10 mg/kg) eine gréRere Anzahl vitaler Zellen im CX nach einer
Ischamie hinterlasst. Diese fordern die Synthese der Ischdamie-induzierten Botenstoffe zu denen IL-1B,
TNF-a und TGF-B gehdren. Dem steht der Effekt der 25 mg/kg-Behandlung gegentiber, denn hier
wurden signifikante Unterschiede zur niedrigeren Dosierung beobachtet, die die erwartete reduzierte
Freisetzung von IL-1B und TGF-B mit sich brachten. Bei der TNF-a wurde hier keine Verbesserung im
Vergleich zur Positivkontrolle beobachtet. Zusammen betrachtet unterstiitzt die Messung der

Inflammations-Biomarker also die Annahme, dass die FXlla-Inhibition neuroprotektiv wirkt.

AulRerdem wurde die relative mRNA-Expression von Endothelin-1 (Edn-1) als Indikator fir die intakte
BHS untersucht. Eine ischdmische Phase im ZNS induziert eine Hochregulation von Edn-1. Dies fihrt
letztendlich zu einer erhéhten GefiRpermeabilitit und begiinstigt eine Odembildung. Die naive Grup-
pe zeigte daher in den ischdmischen BG eine sehr niedrige Edn-1 mRNA-Expression von 0,788 £ 0,11
AU und in der Sham-operierten Gruppe von 1,140 + 0,19 AU (Abbildung 28 G). In der Saline-Gruppe
wurde eine deutliche Erh6hung der mRNA-Expression von 4,931 + 0,58 AU detektiert, was eine Kon-
sequenz der Ischdmie darstellt. Die weitere Auswertung ergab in der anti-FXlla MAb 3F7 (10 mg/kg)
Gruppe Uberraschenderweise eine deutlich hochregulierte Edn-1 mRNA-Expression von durchschnitt-
lich 7,479 + 3,28 AU. Im Vergleich dazu ergab sich fiir die anti-FXlla MAb 3F7 (25 mg/kg) Gruppe eine
Edn-1-Expression mit 5,783 + 0,81 AU, die mit dem Wert der Positivkontrolle vergleichbar ist

(p = 0,0689).
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Die Beurteilung der relativen Edn-1 mRNA-Expression im ipsilateralen CX (Abbildung 28 H) bestatigte
in der naiven Gruppe mit durchschnittlich 0,754 + 0,10 AU die basalen Werte der BG. Dies traf auch
auf die Sham-operierte Gruppe zu, die einen Mittelwert von 1,666 + 0,81 AU aufzeigte. Wie erwartet
wurde in der Saline-Gruppe ein massiver Anstieg der Edn-1 mRNA-Expression detektiert mit einem
Mittelwert von 146,4 + 80,59 AU. In der anti-FXlla MAb 3F7 (10 mg/kg) Gruppe wurde eine vergleich-
bare mRNA-Expression mit 93,37 £ 40,50 AU beobachtet. In starkem Kontrast hierzu steht die Analyse
der anti-FXlla MAb 3F7 (25 mg/kg) Gruppe, deren mRNA-Profil auf eine massive Herunterregulierung

der Edn-1 mRNA hindeutet. Durchschnittlich wurde hier eine relative Edn-1-Expression von 0,0166 +
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Abbildung 28: Veranderte mRNA-Expressionsprofile nach zerebraler Ischdamie

Um das Ausmapf der Ischdmie/Reperfusion-induzierten Inflammation zu evaluieren, wurde die mRNA-
Expression der Zytokine IL-1B, TNF-a und TGF-B in den ipsilateralen Hemisphdren mittels RT-qgPCR
bestimmt. Zusdtzlich wurde Edn-1 als Biomarker fiir die Integritét der Blut-Hirn-Schranke analysiert.
Die relative Genexpression wurde nach der AA C-Methode anhand eines Kalibrators und des Refe-
renzgens GAP-DH berechnet und in AU angegeben. Die Genexpression des pro-inflammatorischen
IL-1B ist in den Grafiken A (BG) und B (CX) dargestellt. B: Saline vs. anti-FXlla MAb 3F7 (25 mg/kg);
p < 0,0001. Die Grafiken € (BG) und D (CX) zeigen die Expression des neuroprotektiven und pro-in-
flammatorischen Mediators TNF-a. Keine statistisch signifikanten Differenzen. Die relative Expression
des immunomodulatorischen TGF-B werden in den Grafiken E (BG) und F (CX) dargestellt. E: Saline vs.
anti-FXlla MAb 3F7 (25 mg/kg); p = 0,0022. F: Saline vs. anti-FXlla MAb 3F7 (25 mg/kg) ; p < 0,0001.
Schlieflich ist in den Grafiken G (BG) und H (CX) die Expression von Edn-1 als Biomarker fiir die Inte-
gritdt der BHS aufgetragen. G: Saline vs. anti-FXlla MAb 3F7 (25 mg/kg) p = 0,0689. H: Saline vs. anti-
FXlla MAb 3F7 (25 mg/kg) p < 0,0001. Alle p-Werte wurden mittels Mann-Whitney Test und unter
Beriicksichtigung der verstorbenen Tiere ermittelt, was durch die graue Schattierung verdeutlicht
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wird. Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert + SEM. Jeder Punkt oberhalb der gestrichelten Linie
kennzeichnet je ein verstorbenes Tier. Weif3: Naiv; n = 5 / Grau: Sham-operiert; n =9 / Schwarz: Saline;
n = 24 / Hell-Orange: Anti-FXlla MAb 3F7 (10 mg/kg); n = 22 / Orange: Anti-FXlla MAb 3F7 (25 mg/
kg); n = 13. Abkiirzungen: BG - Basalganglien; CX - Cortex; Edn-1 - Endothelin-1.

0,0019 AU beobachtet, was eine statistisch signifikante Differenz zwischen Positivkontrolle und anti-
FXIla MAb 3F7 (25 mg/kg)-behandelter Gruppe darstellt (p < 0,0001).

Bei der Analyse der Edn-1-mRNA im Infarktkerngebiet (BG) wurde also kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen der Kontrolle und den Gruppen der FXlla-Inhibition beobachtet. Jedoch zeigte
sich in der Penumbra (CX) eine dosisabhangige massive Herunterregulierung von Edn-1 nach FXlla-
INH-Behandlung, die auch das mRNA-Level der Negativkontrollen unterschritt. Eine mogliche Erkla-

rung hierfir ist ein starker protektiver Effekt durch die FXlla-Inhibition auf die BHS.

Plasmatests zur FXIla-Inaktivierung

Zur Uberpriifung der FXlla-Inaktivierung in den Versuchsgruppen wurde den Mausen im Anschluss an
die Verhaltenstests, also 24 h nach der Einleitung der Ischamie, final Blut entnommen. Das mit Zitrat
antikoagulierte Plasma wurde automatisiert mit dem BCS® XP auf aPTT, PT und FXlla-Aktivitat ge-
testet.

In der naiven Gruppe ergab die aPTT-Messung normale Werte fir C57/Bl6-Mduse mit 34,71 *
1,46 sec und in der Sham-Gruppe 52,29 + 5,44 sec (Abbildung 29 A). In der mit Saline behandelten
Gruppe zeigte sich eine moderate Verlangerung der aPTT (91,88 * 5,06 sec), die durch den Verbrauch
von FXlla nach der Reperfusion verursacht worden sein kann. Wie erwartet zeigten beide FXlla-In-
hibitor-Gruppen eine markante Verlangerung der aPTT. 22 von 29 Tiere der anti-FXlla MAb 3F7 (10
mg/kg) Gruppe zeigten keine Koagulation innerhalb der Messdauer von 180 sec. Bei den 7 verblie-
benen Tieren wurde ein Mittelwert von 126,0 + 10,51 sec errechnet. In der anti-FXlla MAb 3F7
(25 mg/kg) Gruppe Uberschritten 10 der 33 Plasmaproben die obere Messgrenze und daher ergab
sich bei den 9 verbleibenden durchschnittlich eine aPTT von 141,3 * 5,03 sec.

Die Aktivitatsbestimmung vom plasmatischen FXIl diente aulRerdem zur Kontrolle der erfolgreichen
FXlla-Inhibition. Diese Messdaten sind in Relation zu Standard Humanplasma (SHP) angegeben (Abbil-
dung 29 B). Wie erwartet wurde in der naiven Gruppe (74,59 + 5,77 % SHP) und der Sham-operierten
Gruppe (64,08 + 5,94 % SHP) die maximale FXII-Aktivitat beobachtet. Passend zur moderaten aPTT-

Verlangerung war auch die FXlla-Aktivitdt der Saline-Gruppe geringfiigig reduziert (48,91 + 4,48 %
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SHP). In den anti-FXlla MAb 3F7-Gruppen wurde die geringste Aktivitat beobachtet, wobei die anti-
FXlla MAb 3F7 (10 mg/kg)-Gruppe 16,29 * 1,45 % SHP erreichte. Von 29 Tieren wurde bei 2 die
untere Messgrenze (< 5 % SHP) unterschritten, sodass diese Tiere nicht in der Auswertung mit
einbegriffen sind. In der mit 25 mg/kg-behandelten Gruppe wurde bei 10 von 33 Tieren die untere
Messgrenze unterschritten. Fir die verbliebenen 23 Tiere ergab sich im Mittel 12,31 + 1,42 % SHP.

Zusatzlich wurde die Funktionalitat der extrinsischen Koagulation mittels PT bestimmt. Generell lagen
die Messdaten aller Versuchsgruppen in einem Intervall zwischen 7,9 sec bis maximal 14,8 sec (Abbil-
dung 29 C). Im Detail erreichte die naive Gruppe 10,00 + 0,22 sec, die Sham-Gruppe 8,907 + 0,08 sec
und die Saline-Gruppe 8,821 + 0,13 sec. Vergleichbar dazu wurde in der niedrigeren FXlla-INH-Dosier-
ung ein Wert von 9,446 + 0,34 sec und in der héheren Dosierung 8,778 £+ 0,12 sec gemessen. Dies ent-
spricht dem Normbereich fiir Mause. Es ergab sich keine Verdanderung durch die anti-FXlla MAb 3F7-

Behandlung.
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Abbildung 29: Plasmatests zur Evaluierung des Gerinnungsstatus 24 h nach Einleitung der Ischdmie

Nach der Reperfusionsdauer von 24 h wurde Plasma zur Evaluierung des Gerinnungsstatus entnom-
men. A: APTT in sec, die durch die intrinsische Gerinnung eingeleitet wird. Jeder Punkt oberhalb der
gestrichelten Linie kennzeichnet je eine Probe auflerhalb der oberen Messgrenze. B: FXlla-Aktivitiit,
relativ zu SHP. C: PT in sec, die die Funktionalitit der extrinsischen Koagulation anzeigt. Die Balken-
diagramme zeigen den Mittelwert + SEM. Weif3: Naiv; n = 15 /Grau: Sham-operierte ; n = 16 /
Schwarz: Saline; n = 34 / Hell-Orange: Anti-FXlla MAb 3F7 (10 mg/kg); n = 29 / Orange: Anti-FXlla
MAb 3F7 (25 mg/kg); n = 33. Abklirzung: SHP - Standard Humanplasma
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4.3.2 Prophylaktische Behandlung mit dem anti-FXIla MAb 3F7 (50 mg/kg)

Ziel des Versuchs

In den vorhergehenden Studien wurden initiale Hinweise auf eine protektive Wirksamkeit durch anti-
FXlla MAb 3F7 in dem murinen Schlaganfallmodell gefunden. Daher war das nachste Ziel diesen
Effekt durch eine erh6hte Dosis von anti-FXlla MAb 3F7 mit 50 mg/kg deutlicher heraus zu arbeiten.
Das Studiendesign wurde wie in 4.3.2 beschrieben beibehalten. Der anti-FXlla MAb 3F7 wurde 15 min
vor Beginn der ischamischen Phase i.v. in der Dosierung 50 mg/kg appliziert. 24 h nach tMCAO-
induzierter Ischdamie wurden die Versuchsgruppen neurologisch untersucht (Bederson Score und Grip
Test). AnschlieBend wurde unter tiefer Narkose Zitratplasma entnommen und das Gehirngewebe fiir
die Infarktvolumetrie mittels TTC-Vitalfarbung prapariert. Aufgrund der einheitlichen Datenlage in
der naiven Gruppe aus Kap. 4.3.1 und aus tierschutzrechtlichen Griinden wurde in dieser Teilstudie
auf die naive Gruppe verzichtet. Folgende Gruppen wurden untersucht: Sham (n = 4), Saline (n = 9)

und anti-FXlla MAb 3F7 (50 mg/kg; n = 9).

Mortalitit 24 h nach Einleitung der Ischdmie

Wie erwartet (berlebten alle Tiere Sham-operierten Gruppe (4/4). In der Positivkontrollgruppe
Uberlebten 7/9 Tieren und in der mit anti-FXlla MAb 3F7 (50 mg/kg)-behandelten Gruppe 7/9 die
Reperfusionsperiode. In beiden Gruppen musste jedoch ein Tier aus der Auswertung entfernt
werden, weil tber die TTC-Farbung und die Verhaltenstests kein Infarkt bzw. neurologischer Defizit
nachweisbar war. Makroskopisch war wahrend der Operation keine erh6hte Blutungsneigung oder

eine vermehrte ICH beobachtet worden.

Resultate der neurologischen Tests und des Infarktvolumens

Die Verhaltenstests zur Evaluierung der neurologischen Defizite wurden 24 h nach Einleitung der
Ischamie durchgefiihrt. Im Einklang mit der vorherigen Studie schnitt die Sham-operierte Kontroll-
gruppe im globalen Bederson Test mit voller Punktzahl ab, denn es waren keine neurologischen Defi-
zite zu beobachten (Abbildung 30 A). In der Saline-Gruppe wurde ein Durchschnitt von 2,8 + 0,2 Punk-
ten erreicht und die FXlla-INH Gruppe zeigte mit einer mittleren Punktzahl von 3,0 £ 0,36 keine signi-
fikante Verbesserung der neurologischen Defizite.

Die Evaluierung des Grip Tests ergab wie zuvor in der Sham-operierten Kontrollgruppe kein Hinweis

auf eine neurofunktionale Beeintrachtigung, denn alle Tiere wurden mit 5 Punkten bewertet (Abbil-
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Abbildung 30: Wirksamkeit des anti-FXlla MAb 3F7 (50 mg/kg) in der zerebralen Ischimie

24 h nach der Reperfusion wurden die neurologischen Defizite evaluiert und anschliefSend das Infarkt-
volumen mittels TTC-Vitalfdrbung bestimmt. Zusdtzlich wurden Plasmatests zur Bestimmung des
Gerinnungsstatus untersucht. A: Bederson Score. ,,0“ steht fiir keine erkennbare Verhaltensdnderung,
und ,,5“ Punkte fiir den Verlust von spontaner Motilitét und prémortalem Verhalten. B: Grip Test. In
diesem Test wird eine ,5” flir keine neurofunktionalen Defizite vergeben. Dahingegen zeigt die ,,0” ein
Defizit der motorischen und koordinativen Koordination an. Die statistische Analyse wurde mit dem
Mann-Whitney Test unter Beriicksichtigung der verstorbenen Tiere durchgefiihrt, was durch die graue
Schattierung verdeutlicht wird. C: Das Volumen des Infarktes ist in mm>. D - F: Resultate der
Plasmatests. Dabei dient die aPTT (D) als Nachweis fiir die Fremdoberfiéichen-induzierte Koagulation.
Die Evaluation der FXlla-Aktivitdt (E) diente zur Uberpriifung der effektiven FXlla-Inhibition. Die PT (F)
zeigt die Funktionalitét der extrinsischen Koagulation an. Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert
+ SEM. Jeder Punkt oberhalb der gestrichelten Linie kennzeichnet je ein verstorbenes Tier. Grau:
Sham-operierte; n = 4 / Schwarz: Saline; n = 6 / Dunkel-Orange: Anti-FXlla MAb 3F7 (50 mg/kg); n = 6.
Abkiirzungen: SHP - Standard Humanplasma.

dung 29 B). Dem gegeniiber stehen die Daten der Saline-Gruppe, in der durchschnittlich 2,0 £ 0,83
Punkte erreicht wurden. Unerwarteter Weise konnte in der anti-FXlla MAb 3F7 (50 mg/kg) Gruppe

mit durchschnittlich 1,667 +0,49 Punkten kein Trend zur Verbesserung beobachtet werden. Dieser
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Befund entsprach nicht der Erwartung, da in der vorherigen Studie bei einer Behandlung mit anti-
FXIla MAb 3F7 (25 mg/kg) signifikant verbesserte neurologische Defizite beobachtet worden war.

Im Anschluss wurde das Infarktvolumen mittels TTC-Vitalfarbung bestimmt. Wie erwartet konnte kein
nekrotisches Gewebe im Hirn der Sham-operierten Gruppe detektiert werden und in der Saline-
Gruppe wurde ein Bereich von 129,1 + 13,02 mm? als metabolisch inaktives Gewebe beobachtet (Ab-
bildung 29 C). Die Auswertung ergab flr die FXlla-INH-Gruppe eine nicht signifikante Reduzierung des
Infarktvolumens mit 105,7 + 17,78 mm?>. Das weist darauf hin, dass die Erhéhung der anti-FXlla MAb
3F7-Dosis auf 50 mg/kg im murinen tMCAO-Modell den protektiven Effekt der Dosis 25 mg/kg auf das

Infarktvolumen nicht zusatzlich steigert, sondern keine Protektion mehr vorhanden ist.

Plasmatests zur FXIla-Inaktivierung

Auch in diesem Versuch wurde die FXlla-Inaktivierung in den Versuchsgruppen lberprift. Daflr
wurde den Mausen im Anschluss an die Verhaltenstests, also 24 h nach der Einleitung der Reper-
fusion, final Blut entnommen. Das mit Zitrat antikoagulierte Plasma wurde automatisiert auf aPTT, PT
und FXlla-Aktivitat getestet.

Die aPTT-Bestimmung ergab fiir die Sham-operierte Gruppe einen Mittelwert von 41,40 * 4,08 sec,
was im Normbereich liegt (Abbildung 30 D). Die Saline-Gruppe zeigte eine moderate Verlangerung
auf durchschnittlich 94,80 + 5,54 sec, wohingegen in der FXlla-INH Gruppe eine signifikante
Verlangerung auf im Mittel 146,6 £ 11,46 sec beobachtet wurde. Die statistische Analyse fiir Saline vs.
Anti-FXIla MAb 3F7 (50 mg/kg) ergab p = 0,0095 (Mann-Whitney Test).

Es wurden signifikante Unterschiede bei der Messung der FXlla-Aktivitdt beobachtet (Abbildung 30 E).
Im Verhaltnis zur Kontakt-induzierten Gerinnung von Standard Humanplasma erreichte die Sham-
operierte Gruppe einen Mittelwert von 106,3 £ 13,49 % und in der Saline-Gruppe 79,60 + 16,08 %.
Wie erwartet gab es in der FXlla-INH Gruppe eine drastische Reduzierung der FXlla-Aktivitat, die im
Durchschnitt bei 9,433 £ 0,94 % lag (p = 0,0238).

Wie auch in der vorherigen Studie konnte in der Messung der TF-induzierten PT kein Unterschied
zwischen den Versuchsgruppen gefunden werden (Abbildung 30 F). Die Mittelwerte lagen fiir die
Sham-operierte Gruppe bei 8,933 + 0,20 sec; in der Saline-Gruppe bei 8,225 + 0,20 sec und in der
anti-FXlla MAb 3F7 (50 mg/kg) Gruppe bei 8,567 + 0,27 sec. Hier wurde kein statistisch signifikanter
Unterschied gefunden (p = 0,2845).

Damit wurde gezeigt, dass die FXlla-Inhibition mittels anti-FXlla MAb 3F7 (50 mg/kg) erfolgreich war.

Denn in dem von der intrinsischen Gerinnung abhdngigen Test aPTT und in der FXlla-Aktivitats-
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messung konnte auch 24 h nach Applikation des FXlla-Inhibitors eine deutliche Reduzierung der FXlla-
abhangigen Gerinnung demonstriert werden. Dagegen wurde kein Effekt auf die PT beobachtet, bei

der eine Koagulation iber den TF-abhangigen Gerinnungsweg eingeleitet wird.

4.3.3 Therapeutische Behandlung mit rHA-Infestin-4 (200 mg/kg)

Ziel des Versuchs

Grundlage fir diesen Versuch waren die Vorarbeiten, die durch Hagedorn et al. publiziert wurden.
Dort wurde rHA-Infestin-4 (200 mg/kg) in einem prophylaktischen Behandlungsansatz untersucht.
Hagedorn et al. konnten unter rHA-Infestin-4-Behandlung eine Reduzierung des Infarktvolumens auf
weniger als 17 % des Kontrollvolumens beobachten [Hagedorn et al. 2010]. Weiterhin war eine signi-
fikante Verbesserung der neurologischen Funktionstests (Bederson Score und Grip Test) beobachtet
worden [Hagedorn | et al. 2010].

In der vorliegenden Arbeit sollte Gberprift werden, ob und in welchem AusmaR sich der neuropro-
tektive Effekt von rHA-Infestin-4 auch in einem therapeutischen Behandlungsansatz bestatigen lasst.
Denn die therapeutische Applikation der Substanz steht naher im Bezug zur klinischen Situation, da
durch die zeitliche Limitierung einer rt-PA-Behandlung nur wenige Patienten mit einem ischdamischen
Schlaganfall davon profitieren kénnen [Hacke W et al. 2008].

Basierend auf den vielversprechenden Resultaten der prophylaktische Therapie mit rHA-Infestin-4
von Hagedorn et al. wurde in der vorliegenden Arbeit erwartet, dass die Behandlung mit rHA-Infes-
tin-4 zu einer Reduzierung der Defizite im Vergleich zu den Kontrolltieren fiihren wiirde. Die Saline-
Gruppe (n = 15) und die rHA-Infestin-Gruppe (200 mg/kg; n = 15) erhielten 60 min nach Einleitung der
Ischamie, also unmittelbar nach Einleitung der Reperfusion, eine i.v. Applikation der Substanz in
gleichem Volumen. 24 h nach tMCAO wurden alle Tiere den in Kap. 3.5.2 beschriebenen Tests unter-
zogen. Dazu wurde mittels Bederson Score die globale neurologische Funktion bestimmt, und Gber
den Grip Test die neuromotorischen Defizite. AnschlieBend wurde unter tiefer Narkose Zitratblut ent-

nommen und das Hirngewebe fiir die Western Blot und die quantitative RT-PCR Analyse prapariert.

Mortalitit 24 h nach Einleitung der Ischamie

Wie in den vorigen Studien wurde auch hier nach einer Reperfusionsdauer von 24 h die Anzahl der

verstorbenen Tiere notiert. Alle Tiere der naiven (4/4) und der Sham-operierten Gruppe (5/5) Uber-
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lebten. In der Positivkontrollgruppe tberlebten 10/15 Tiere und in der therapeutisch mit rHA-In-
festin-4 behandelten Gruppe 11/15 die Reperfusionsperiode. Somit hatte die therapeutische FXlla-
INH-Behandlung keinen protektiven Effekt auf dir Uberlebensrate in dieser Studie. Auch hier wurde

die Sterblichkeitsrate in der Statistik (p-Werte; Mann-Whitney Test) bericksichtigt.

Resultate der neurologischen Tests und des Infarktvolumens

Wie in den vorigen Studien beschrieben, wurde auch hier die Auswertung der neurologischen Defizite
mittels Bederson Score und Grip Test 24 h nach Einleitung der Ischamie durchgefiihrt. Ebenso wurde
im Anschluss das Infarktvolumen mittels TTC-Vitalfarbung bestimmt.

Bei der Auswertung mit Bederson Score war die ,5“ die schlechteste Punktzahl, die bei starksten
neuromotorischen Defiziten (keine spontane Motilitat, kein Fluchtverhalten, eingeschrankter Kor-
pertonus) vergeben wurde. Wie erwartet wurden die Kontrollgruppen (Naive und Sham) ausschlieR-
lich mit ,0“ bewertet. In der Saline-Gruppe wurde durchschnittlich eine 3,0 £+ 0,16 vergeben. Ver-
gleichbar dazu wurde in der rHA-Infestin-4 Gruppe 3,5 * 0,2 Punkte erreicht (Abbildung 31 A).
Demzufolge konnte die therapeutische Behandlung mit dem FXlla-INH keine Verbesserung der glo-
balen neurologischen Defizite erzielen, was in starkem Kontrast zum neuroprotektiven Effekt der
rHA-Infestin-4-Wirksamkeit im prophylaktischen Behandlungsansatz steht.

Anschlieend wurde der Grip Test durchgefiihrt. Die Punktzahl ,5“ war hierbei der beste zu erreich-
ende Wert. Im Detail erreichten sowohl die naiven Tiere wie auch die Sham-operierten die maximale
Leistung, wahrend die Saline-Gruppe eine Punktzahl von 3,1 + 0,45 versus 1,9 + 0,62 in der FXlla-INH-
Gruppe erreichte (Abbildung 31 B). Unerwarteter Weise wurde auch im Grip Test keine Verbesserung
der neurofunktionalen und koordinativen Defizite 24 h nach der Einleitung der Ischamie festgestellt
werden. Wie auch im Bederson Score steht das im Gegensatz zum Befund von Hagedorn et al., denn
dort war fir die prophylaktische Therapie mit rHA-Infestin-4 in beiden Tests eine signifikante Ver-
besserung beobachtet worden [Hagedorn | et al. 2010]. Unmittelbar im Anschluss an die neurolo-
gischen Tests wurde das Hirn entnommen und die TTC-Vitalfarbung zur Bestimmung des Infarkt-
volumens durchgefiihrt. Auch im Vergleich der Infarktvolumina war statistisch kein Unterschied
festzustellen. Die Positivkontrollgruppe erreichte ein durchschnittliches Infarktvolumen von 116,6 +
11,92 mm? versus 111,2 + 8,02 mm?’in der rHA-Infestin-4-behandelten Gruppe (Abbildung 31 C).
Kongruent zu den neurologischen Tests konnte fiir den therapeutischen Behandlungsansatz mit rHA-

Infestin-4 keine Verbesserung des Infarktvolumens beobachtet werden. Dies steht auch im Wider-
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spruch zu den Daten von Hagedorn et al., wo das Infarktvolumen durch den prophylaktischen Be-
handlungsansatz signifikant verringert war [Hagedorn | et al., 2010].

Daraus lasst sich schlieRen, dass die therapeutische Applikation von rHA-Infestin-4 zwar in einer Re-
perfusionsperiode von 24 h keinen sichtbaren protektiven Effekt im Bederson Score, Grip Test und

Infarktvolumen ausuibt.
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Abbildung 31: Neurologische Tests und Evaluierung des totalen Infarktvolumens

Nach der Reperfusionsdauer von 24 h wurde zundichst die Auswertung neurologischer Defizite durch-
gefiihrt und anschliefSend das Infarktvolumen mittels TTC-Vitalfdrbung analysiert. A: Bederson Score.
,0“ steht fiir keine erkennbare Verhaltensédnderung, und ,5“ Punkte fiir den Verlust von spontaner
Motili-tdt und prdmortalem Verhalten vergeben werden. B: Grip Test. In diesem Test wird eine ,,5“ fiir
keine neurofunktionalen Defizite vergeben. Dahingegen zeigt die ,,0“ an, dass ein Tier nicht ausrei-
chend Kraft und Koordination besaf3, um an der Stange zu klettern. C: Infarktvolumen in mm>. Die
Balkendiagramme zeigen den Mittelwert + SEM. Jeder Punkt oberhalb der gestrichelten Linie kenn-
zeichnet je ein verstorbenes Tier. Die statistische Analyse wurde mittels Mann-Whitney Test und unter
Beriicksichtigung der verstorbenen Tiere durchgefiihrt, was durch die graue Schattierung verdeutlicht
wird. Weif3: Naive; n = 4 / Grau: Sham-operierte; n = 5 / Schwarz: Saline; n = 10 / Blau: rHA-Infestin-4
(200 mg/kg); n = 11. Abkiirzung: rHA-INF-4 - rHA-Infestin-4

Resultate der molekularbiologischen Testverfahren

Wie im prophylaktischen Behandlungsansatz mit anti-FXlla MAb 3F7 wurde auch in der im Folgenden
beschriebenen Studie eine Messung des zerebralen Fibrin(-ogen)-Proteingehalts durchgefiihrt. Abge-
lagertes Fibrin(-ogen) diente auch hier als Indikator fiir die Ischamie-induzierten Mikrothrombose. Im
Anschluss wurden auBerdem die mRNA-Expressionsprofile der Ischamie-induzierten Zytokine IL-18,

TNF-a und TGF-B untersucht sowie von Endothelin-1 als Biomarker fiir die BHS-Integritat.
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Relative Proteindichte von Fibrin(-ogen)

Im Zuge einer Ischdmie mit nachfolgender Reperfusion werden thrombo-inflammatorische Prozesse
eingeleitet. Es wird diskutiert, dass die Aktivierung von FXII die intravasale Mikrothrombose forciert
und damit zur Ausbreitung des Infarktkerngebietes auf die Penumbra beitragt [Kleinschnitz C et al.
2006; Pham M et al. 2010]. Da auch in der intrinsischen Gerinnung Fibrin das Endprodukt ist, wurde
Fibrin(-ogen) als Indikator der zerebralen thrombotischen Reaktionen untersucht.

Auch hier wurde die Messung der Proteindichte in beiden Hemispharen durchgefiihrt, mit der Unter-
teilung in Basalganglien (BG) und Cortex (CX). Der nekrotische Infarktkern liegt beim tMCAO-Modell
in den BG, wahrend im CX die Penumbra lokalisiert ist. Die separierten Gewebe wurden mittels
Western Blot untersucht. Es wurden alle Fibrinketten (Alpha, Beta und Gamma) in die Auswertung
mit eingeschlossen und mittels des ubiquitdr vorkommenden Referenzgens B-Actin normalisiert.
Daher werden als Einheit arbitrary Units (AU) verwendet.

Im Infarktkern der BG in der naiven Gruppe wurde eine durchschnittliche Fibrin(-ogen)-Dichte von
0,23 + 0,2 AU beobachtet (Abbildung 32 A). Verglichen damit stieg die Fibrin(-ogen)-Dichte schon in
den Sham-operierten Tieren leicht auf 0,8 £ 0,14 AU an. Fir die mit Saline behandelte Kontrollgruppe
wurde ein Wert von 1,4 + 0,18 AU beobachtet, wahrend die rHA-Infestin-4-behandelte Gruppe eine
relative Fibrin(-ogen)-Dichte von 1,9 + 0,30 AU aufzeigte. Die statistische Analyse ergab keinen signi-
fikanten Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der rHA-Infestin-4-behandelten Gruppe (p =
0,4068). Dies steht im Gegensatz zu den bisherigen Befunden fiir die prophylaktische Behandlung mit
anti-FXlla MAb 3F7. Dort konnte eine signifikante Verringerung der Fibrin(-ogen)-Ablagerung
beobachtet werden. Durch Hagedorn et al. konnte die profunde neuroprotektive Wirksamkeit von
rHA-Infestin-4 im prophylaktischen Ansatz demonstriert werden [Hagedorn | et al. 2010]. Die kaum
veranderte Fibrin(-ogen)-Ablagerung im therapeutischen Behandlungsansatz der vorliegenden Studie
deutet darauf hin, dass der Zeitpunkt der Applikation fir die neuroprotektive Wirksamkeit durch rHA-
Infestin-4 ausschlaggebend ist.

Die Analyse des Cortex der ipsilateralen Hemisphare ergab fiir die naive Gruppe 0,4 £ 0,23 AU und in
der Sham-operierten Gruppe 1,6 + 0,22 AU (Abbildung 32 B). Die Saline-behandelte Kontrollgruppe
erreichte 2,1 + 0,36 AU. Im Gegensatz zu der unverdnderten Fibrin(-ogen)-Ablagerung in den
ischamischen BG konnte im ipsilateralen CX der rHA-Infestin-4-behandelten Gruppe eine reduzierte
Fibrin(-ogen)-Ablagerung mit 1,7 £ 0,24 AU beobachtet werden. Dieser Befund weist drauf hin, dass
auch im therapeutischen Behandlungsansatz der FXlla-Hemmung die Verringerung der Mikro-

thrombosen zum Schutz der Penumbra beitragt.
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Auf der contralateralen Seite, die nicht von der Ischamie betroffen war, konnte kein Unterschied der

Fibrin(-ogen)-Dichte beobachtet werden. Die Messung in der naiven Gruppe ergab in den BG 0,228
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Abbildung 32: Relativer Fibrin(-ogen)-Gehalt nach zerebraler Ischdmie

Nach einer Reperfusionsperiode von 24 h wurde der Fibrin(-ogen)-Gehalt in Basalganglien und Cortex
beider Hemisphdren mittels Western Blot bestimmt. Um eine Verdnderung der Reperfusions-assozi-
ierten Mikrothrombose unter FXll-Inhibition zu evaluieren, wurde Fibrin(-ogen) als Biomarker ge-
wdhlt. Die relative Proteindichte von Fibrin(-ogen) ist im Verhdltnis zum Referenzgen B-Actin aufge-
tragen. Der relative Fibrin(-ogen)-Gehalt der ipsilateralen Hemisphdre ist in den Grafiken A (BG) und B
(CX) dargestellt. A: Saline vs. rHA-INF-4 p = 0,52. B: Saline vs. rHA-INF-4 p = 0,3051. Die Grafiken C
(BG) und D (CX) zeigen die Fibrin(-ogen)-Dichte der contralaterale Hemisphdre. C: Saline vs. rHA-INF-4
p =0,3261 D: Saline vs. rHA-INF-4 p = 0,6784. Alle p-Werte wurden mit Mann-Whitney Test und unter
Beriicksichtigung der verstorbenen Tiere ermittelt, was durch die graue Schattierung verdeutlicht
wird. Die Balkendiagramme kennzeichnen den Mittelwert + SEM. Jeder Punkt oberhalb der gestrichel-
ten Linie kennzeichnet je ein verstorbenes Tier. Weif3: Naiv; n= 2/ Grau: Sham-operierte, n = 5 /
Schwarz: Saline; n = 9 / Blau: rHA-Infestin-4 (200 mg/kg); n = 11. Abkiirzungen: BG- Basalganglien; CX-
Cortex; rHA-INF-4 - rHA-Infestin-4.
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+ 0,9 AU und in der Sham-operierten Gruppe 1,681 + 0,24 AU (Abbildung 32 C). In den BG der Saline-
Gruppe wurde ein Wert von 1,873 + 0,16 AU versus rHA-Infestin-4-Behandlung 1,756 + 0,15 AU beo-
bachtet, was kaum von der Sham-operierten Gruppe abweicht und damit vermutlich durch den chi-
rurgischen Eingriff bedingt wird.

Dazu waren die Ergebnisse der Fibrin(-ogen)-Messung im CX der contralateralen Seite vergleichbar. In
der naiven Gruppe ergab sich ein Wert von 1,047 £ 0,00 AU und in der Sham-operierten Gruppe
1,575 £ 0,17 AU (Abbildung 32 D). Und in den CX der Saline-Gruppe wurde ein leicht erhohter Wert
von 2,099 + 0,19 AU versus rHA-Infestin-4-Behandlung mit 1,979 + 0,18 AU beobachtet.

Relative mRNA-Expression von Biomarkern nach Ischdmie

Auch in dieser Studie wurden die Expressionsprofile der Zytokine IL-1B3, TNF-a und TGF-B analysiert,
um die Wirkung einer FXlla-Inhibition auf die Ischdamie-induzierten inflammatorischen Prozesse zu
untersuchen. Alle angegebenen p-Werte wurden unter Beriicksichtigung der Sterblichkeitsrate und

mittels Mann-Whitney Test berechnet.

Die relative Genexpression des pro-inflammatorischen IL-13 ergab in den ischamischen BG fiir die
naiven Tiere einen Mittelwert von 0,06 + 0,05 AU, fiir die Sham-Gruppe 1,3 + 0,4 AU und fiir die Sali-
ne-Gruppe 13,06 + 8,0 AU (Abbildung 33 A). Im Vergleich dazu konnte eine reduzierte mRNA-Ex-
pression in der rHA-Infestin-4-Gruppe vom Mittelwert 4,2 £+ 1,5 AU beobachtet werden, was jedoch
statistisch nicht signifikant war (p = 0,4068).

Die Auswertung der IL-1B-Expression (Abbildung 33 B) im ischdmischen CX ergab fiir die naiven Tiere
einen Mittelwert von 0,02 + 0,008 AU, fur die Sham-Gruppe 1,5 + 0,43 AU und fiir die Saline-Gruppe
8,0 £ 2,9 AU. Wie zuvor in den BG konnte auch im ischdamischen Cortex der FXlla-INH-Gruppe eine
reduzierte IL-1B-Expression von durchschnittlich 3,4 + 1,2 AU beobachtet werden, die aber auch hier
nicht statistisch signifikant unterschiedlich war (p = 0,3615). Diese Beobachtungen weisen darauf hin,
dass auch die therapeutische Behandlung mit rHA-Infestin-4 einen Effekt auf die IL-1B-vermittelte

Immunantwort im tMCAO-Modell ausiibt.

Als weiteres pro-inflammatorisches Zytokin wurde die mRNA-Expression von TNF-a untersucht. Im
Infarktkern der BG erreichten die naiven Tiere durchschnittlich eine relative TNF-a-Expression tber
1,0 + 0,6 AU und die Sham-operierten Tiere 1,0 + 0,2 AU analysiert (Abbildung 33 C). Die TNF-a-

Expression in der Saline behandelten Kontrollgruppe stieg erheblich an auf 181,4 + 34,91 AU. Damit
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verglichen zeigte FXlla-INH Gruppe eine signifikant reduzierte TNF-a-Expression mit einem Durch-
schnittswert von 13,3 + 5,09 AU (p < 0,0056).

Diese Beobachtung wiederholte sich auch fir die TNF-a-mRNA-Expression im ischdmischen Cortex
(Abbildung 33 D). Die relative Expression in der naiven Gruppe ergab 0,3 + 0,10 AU und in der Sham-
operierten Gruppe 0,9 + 0,15 AU. Wie erwartet stieg auch hier in der mit Saline behandelten Gruppe
die relative mRNA-Expression von TNF-a auf einen durchschnittlichen Wert von 199,9 + 26,57 AU an.
Im Einklang mit den Resultaten der BG stieg auch im CX der rHA-Infestin-4-behandelten Gruppe die
TNF-a-Expression auf 20,7 £+ 7,65 AU an. Die statistische Analyse der Gruppen erbrachte eine
eindeutige Signifikanz (p = 0,0056). Diese Beobachtung weist darauf hin, dass die FXlla-Inhibition
sowohl in den BG als auch im CX einen massiven Einfluss auf die TNF-a-Expression ausiibt. Im
Vergleich zur Positivkontrollgruppe betrug die gemessene mRNA in der FXlla-INH-Gruppe lediglich
7 % in den BG und 10 % im CX.

Zusatzlich wurde die mRNA-Expression von TGF-B (Abbildung 33 E und F) analysiert. Das Zytokin
TGF-B vermittelt neuroprotektive Effekte durch proliferative Signalwege. Es wirkt je nach Rezeptor
auch auf die Astrogliose und tragt somit zur Bildung von nicht-funktionalem Narbengewebe bei. Die
basale Expression von TGF-B im Infarktkern der BG lag im Mittel bei den naiven Tieren um 0,6 £ 0,21
AU und bei den Sham-operierten bei 1,0 £ 0,08 AU. In der Saline-Gruppe war ein deutlicher Anstieg
der TGF-B-mRNA zu verzeichnen, der durchschnittlich bei 4,8 + 1,9 AU lag. Ahnlich dazu lag auch die
relative mRNA-Expression der FXlla-INH-Gruppe bei 6,0 + 0,98 AU (p = 0,5897). Die Messung des
TGF-B mRNA-Levels im ischamischen CX bestatigte diesen Befund. In der naiven Gruppe erreichte das
mRNA-Level von TGF-f 0,8 + 0,10 AU und in der Sham-operierten Gruppe ergab sich ein Mittelwert
von 1,5 + 0,39 AU. Deutlich dariiber lag die TGF-B-Expression der Saline-Gruppe (9,2 + 3,66 AU) und
der rHA-Infestin-4 Gruppe (9,7 + 1,41 AU). Die statistische Analyse der Gruppen zeigte keine
Verbesserung durch die rHA-Infestin-4-Behandlung (p = 0,6187).

Endothelin-1 (Edn-1) wurde als Biomarker zur Evaluation der BHS-Integritat eingesetzt (Abbildung 33
G und H). Seine vermehrte Expression fordert die Dysfunktion der BHS durch eine erhohte
GefaRpermeabilitit, was wiederum die Odembildung forciert. Fiir die naive Gruppe wurde in den
ischamischen BG eine Edn-1-mRNA-Expression von 0,5 + 0,09 AU berechnet, und fiir die Sham-

operierten Tiere 0,8 £ 0,1 AU. In der mit Saline behandelten Gruppe war eine deutliche Erhéhung der
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Abbildung 33: MRNA-Expressionsprofile nach zerebraler Ischdamie

Um das Ausmapf der Ischdmie/Reperfusion-induzierten Inflammation zu evaluieren, wurde die mRNA-
Expression der Zytokine IL-1B, TNF-a und TGF-B in den ipsilateralen Hemisphdren bestimmt. Zusdtzlich
wurde Edn-1 als Biomarker fiir die Integritdt der Blut-Hirn-Schranke analysiert. Die relative Genexpres-
sion wurde nach der AA Cr-Methode anhand eines Kalibrators und eines Referenzgens berechnet. Die
Genexpression des pro-inflammatorischen IL-1B ist in den Grafiken A (BG) und B (CX) dargestellt. A:
Saline vs. rHA-INF-4; p = 0,4068. B: Saline vs. rHA-INF-4; p = 0,3615. Die Grafiken C (BG) und D (CX)
zeigen die Expression des neuroprotektiven und pro-inflammatorischen Mediators TNF-a. C: Saline vs.
rHA-INF-4 p = 0,0056 D: Saline vs. rHA-INF-4; p = 0,0056. Die relative Expression des immunomodula-
torischen TGF-B werden in den Grafiken E (BG) und F (CX) dargestellt. E: Saline vs. rHA-INF-4
p =0,5897. F: Saline vs. rHA-INF-4; p = 0,6187. Schlieflich ist in den Grafiken G (BG) und H (CX) die
Expression von Edn-1 als Biomarker fiir die Integritdt der Blut-Hirn-Schranke aufgetragen. G: Saline vs.
rHA-INF-4; p = 0,3261. H: Saline vs. rHA-INF-4; p = 0,3710. Alle p-Werte wurden mit Mann-Whitney
Test und unter Berlicksichtigung der verstorbenen Tiere ermittelt, was durch die graue Schattierung
verdeutlicht wird. Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert + SEM. Jeder Punkt oberhalb der
gestrichelten Linie kennzeichnet je ein verstorbenes Tier. Weif3: Naiv; n = 2 / Grau: Sham-operiert; n =
4 / Schwarz: Saline; n = 10 / Blau: rHA-Infestin-4 (200 mg/kg); n = 11. Abkiirzungen: BG-
Basalganglien; CX- Cortex; Edn-1- Endothelin-1; rHA-INF-4 - rHA-Infestin-4.

mRNA-Expression zu beobachten, im Mittel bei 2,8 + 0,61 AU. Die Auswertung in der FXlla-INH-
Gruppe Ubertraf unerwarteter Weise das mRNA-Level der Kontrollgruppen mit durchschnittlich 7,4 +
1,52 AU. Die statistische Auswertung ergab jedoch keinen signifikanten Unterschied (p= 0,3261).
Diese Beobachtung galt auch fiir den ischamischen Cortex. In der Saline-Gruppe betrug die relative
Edn-1-mRNA-Expression 5,70 + 2,11 AU versus 18,9 + 5,4 AU in der rHA-Infestin-4-Gruppe. Der

Unterschied zwischen der Gruppen war auch hier statistisch nicht signifikant (p = 0,3710). Dagegen
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gab es keine bedeutsamen Schwankungen in der naiven Gruppe (0,6 + 0,02 AU) und in der Sham-
operierten Gruppe (1,2 + 0,23 AU).

Das bedeutet, nach der therapeutischen Behandlung mit rHA-Infestin-4 wurde vermehrt Edn-1 frei-
gesetzt. In wie fern sich die damit assoziierte erhohte Gefallpermeabilitdat als Konsequenz auf eine

Odembildung auswirkte, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht.

Plasmatests zur FXIla-Inaktivierung

In diesem Versuch wurde ebenfalls anhand von Plasmatests die Inaktivierung von FXII Giberprift. Wie
bereits beschrieben, wurde den Mausen im Anschluss an die Verhaltenstests, also 24 h nach der
Einleitung der Ischamie, final Blut entnommen. Das mit Zitrat antikoagulierte Plasma wurde auto-
matisiert mit dem BCS® XP auf aPTT, PT und FXlla-Aktivitat getestet.

In der naiven Gruppe ergab die aPTT-Messung normale Werte fuir C57/Bl6-Mé&use mit 32,8 + 2,01 sec
(Abbildung 34 A). In Sham-operierten und der mit Saline behandelten Gruppe zeigte sich eine mo-
derate Verlangerung der aPTT, die durch den Verbrauch von FXlla durch den chirurgischen Eingriff
verursacht worden sein kann. Im Detail erreichte die Sham-operierte Gruppe 74,58 + 15,48 sec und
die Saline-Gruppe 91,8 + 7,97 sec. In der rHA-Infestin-4-Gruppe konnte eine signifikante Verlanger-
ung der aPTT beobachtet werden, denn hier (iberschritt die Kontakt-induzierte Gerinnungszeit bei 8
von 11 Tieren die obere Messgrenze von 180 sec. Fir die 3 verbliebenen Tiere wurde im Mittel eine
aPTT von 140,9 £ 7,68 sec gemessen, die im Vergleich zur Saline-Gruppe signifikant verlangert war
(p = 0,014; Mann-Whitney Test).

Die Aktivitatsbestimmung vom plasmatischen FXIl diente auRerdem zur Kontrolle der erfolgreichen
FXlla-Inhibition (Abbildung 34 B). Die Messdaten sind in Relation zu Standard Humanplasma angege-
ben. Wie erwartet zeigte sich in der naiven Gruppe und der Sham-operierten Gruppe die maximale
FXII-Aktivitat mit 94,74 % SHP (Naive) bzw. 78,4 + 16,13 % SHP (Sham-operierte). Passend zur mo-
deraten aPTT-Verlangerung war auch die FXlla-Aktivitdt der Saline-Gruppe leicht verringert. In der mit
rHA-Infestin-4 behandelten Gruppe wurde mit durchschnittlich 30,5 + 0,59 sec die geringste Aktivitat
beobachtet. Da rHA-Infestin-4 eine Halbwertszeit von etwa 4,6 h in Mausen besitzt [Hagedorn | et al.
2010], zeigte sich durch die biologische Elimination bereits eine reduzierte FXlla-Hemmung 24 h nach
der Applikation.

Zusatzlich wurde die Funktionalitat der extrinsischen Koagulation mittels PT bestimmt (Abbildung 34
C). Generell lagen die Messdaten aller Versuchsgruppen in einem Intervall zwischen 7,1 sec bis maxi-

mal 10,1 sec. Dies entspricht dem Normbereich flir Mause. Es ergab sich keine Verdanderung durch die
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FXlla-INH-Behandlung. Detail war die PT fiir die naive Gruppe 9,7 + 0,07 sec, fir die Sham-operierte
Gruppe 8,4 £ 0,21 sec, fiur die Saline-Gruppe 8,5 £ 0,19 sec und fir die rHA-Infestin-4-Gruppe 8,6 *

0,15 sec.
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Abbildung 34: Plasmatests zur Evaluierung des Gerinnungsstatus

Nach der Reperfusionsdauer von 24 h wurde Plasma zur Evaluierung des Gerinnungsstatus entnom-
men. A: Die aPTT in sec, eingeleitet durch die intrinsische Gerinnung. Saline vs. rHA-INF-4 p = 0,014.
Alle Proben auflerhalb der Messgrenze von 180 sec sind als Punkt oberhalb der gestrichelten Linie
aufgetragen. B: FXlla-Aktivitdt, relativ zu SHP in %. Saline vs. rHA-INF-4 p = 0,0002. C: PT, Funktio-
nalitdt der extrinsischen Koagulation in sec. Saline vs. rHA-INF-4 p = 0,3764. Alle p-Werte wurden
anhand des Mann-Whitney Tests berechnet. Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert + SEM an.
Weif3: Naive; n = 4/ Grau: Sham-operierte; n = 5/ Schwarz: Saline; n = 10 / Blau: rHA-Infestin-4 (200
mg/kg); n = 11. Abklirzungen: SHP - Standard Humanplasma; rHA-INF-4 - rHA-Infestin-4.

4.3.4 Erkenntnisse aus den Studien des murinen Schlaganfallmodells

Fir die vorliegende Arbeit wurden folgende Ansatze gewahlt: (1) Prophylaktische Behandlung mit
anti-FXlla MAb 3F7 (10 und 25 mg/kg); (2) Prophylaktische Behandlung mit anti-FXlla MAb 3F7
(50 mg/kg) und (3) Therapeutische Behandlung mit rHA-Infestin-4 (200 mg/kg). Im ersten Ansatz
konnte fur die Behandlung mit anti-FXlla MAb 3F7 (25 mg/kg) deutlich verbesserte klinische Defizite
und ein signifikant reduziertes Infarktvolumen im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet werden.
Darliber hinaus wurde in dieser Gruppe eine deutliche Verringerung der Fibrin-(-ogen)-Ablagerung
und Expression von IL-1B, TGF-B und Endothelin-1 detektiert werden. Eine Erhéhung der Dosis auf 50
mg/kg anti-FXlla MAb 3F7 erbrachte keine Verbesserung, jedoch zeigte sich bei der FXlla-Inhibition
(25 mg/kg) eine gesteigerte Uberlebensrate der Tiere von 100 %. Der therapeutische Behandlungs-

ansatz mit rHA-Infestin-4 ergab keine Verbesserung der klinischen Defizite.
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5. DISKUSSION

Ubersicht

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei neuartige Antithrombotika zur Inhibition von FXlla in
verschiedenen Thrombosemodellen untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass eine FXlla-Inhibition in
den gewahlten arteriellen Thrombosemodellen zu einem profunden Schutz vor einer thrombotischen
Gefalokklusion in verschiedenen Spezies flihrte. Darliber hinaus konnte in einem murinen Modell
der vendsen Thrombose die antithrombotische Wirksamkeit der FXlla-Inhibition bestatigt werden.
Des Weiteren konnte im Mausmodell des ischamischen Schlaganfalls der neuroprotektive Effekt bei
prophylaktischer Behandlung durch die FXlla-Inhibitoren beobachtet werden.

Die physiologische Funktion von FXII war lange Zeit unklar. Anders als bei Mangelzustanden der Ge-
rinnungsfaktoren VII, VIII, IX und XI zeigen Patienten mit FXII-Defizienz klinisch keine Blutungsneigung
[Ratnoff OD et al. 1955]. Aus diesem Grund wurde FXIl lange als unbedeutend fiir die Koagulation ein-
gestuft. In den vergangenen zehn Jahren wurde diese Annahme jedoch revidiert. Um die physiolo-
gische Rolle von FXII in vivo zu erforschen, wurde in Mausen eine Deletion des FXII-Gens durchge-
fihrt, wodurch das Blut der FXII-K.0.-Mause kein FXII-Zymogen enthélt [Pauer HU et al. 2004]. Unter-
suchungen dieser K.O.-Mause in verschiedenen Thrombosemodellen belegten, dass die FXlla-ver-
mittelte Koagulation in der Himostase keine tragende Rolle spielt [Renné T et al. 2005]. Dahingegen
wurden Hinweise dafiir gefunden, dass ein Mangel an FXIl antithrombotisch wirkt, ohne jedoch eine
Blutungsneigung hervorzurufen. Nachfolgende Untersuchungen deuteten darauf hin, dass FXlla die
Fremdoberflachen-induzierte Thrombinbildung forciert [Renné T et al. 2005].

Die daraus folgende Hypothese, dass Thrombose und Hamostase teils durch separate Prozesse ein-
geleitet werden, hat neues Interesse an der (patho-)physiologischen Rolle des Gerinnungsfaktors XII
geweckt. Aus medizinischer Sicht ist die Moglichkeit zur selektiven Hemmung der pathologischen
Thrombose ein bedeutender Fortschritt. Besonders bei kardiovaskularen Erkrankungen und massiven
chirurgischen Eingriffen stellt ein erhéhtes Blutungsrisiko durch die gdngigen Antikoagulationsstrate-
gien ein ernstzunehmendes Problem dar. Eine stabile Antikoagulation erfordert eine engmaschige
Uberwachung des Patienten und wihrend der Antagonisation der Gerinnungshemmung birgt ein Un-
gleichgewicht zwischen Gerinnung und Antikoagulation ein erhéhtes Risiko fiir eine Blutungsneigung

oder Thrombosen.
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Zurzeit sind jedoch keine Alternativen zur systemischen Antikoagulation fiir die Anwendung am Pa-
tienten zugelassen. Die gangigen Therapeutika wirken meist inhibierend auf FXa, Thrombin, oder die
Vitamin-K-abhangige Carboxylierung der Gerinnungsfaktoren VII, IX und X. Trotz fehlender Carboxy-
lierung zirkulieren die Faktoren dann zwar im Blut, aber kdnnen nicht in den aktivierten Zustand
Uberfuhrt werden und sind daher funktionslos. Dadurch kann die physiologische Koagulation nicht
ablaufen. Das bedeutet letztendlich, dass die Thromboseprophylaxe durch ein erhéhtes Blutungs-
risiko ,erkauft” wird.

Die Annahme, dass die zugrunde liegenden Mechanismen von Hiamostase und Thrombose separiert
werden koénnen, bietet eine innovative Strategie fiir einen antithrombotischen Therapieansatz, bei
dem eine Thromboseprophylaxe nicht mit einem erhéhten Blutungsrisiko einhergeht. Als Initiator der
intrinsischen Koagulation ist FXlla eine vielversprechende Zielstruktur. Durch eine pharmakologische
Hemmung von FXlla bestiinde erstmals die Moglichkeit einer selektiven antithrombotischen Therapie

mit reduzierten Nebenwirkungen.

5.1 FXlIlla-Inhibition in der arteriellen Thrombose

Eine arterielle Thrombose entsteht zumeist auf der Grundlage einer arteriosklerotischen Vorerkran-
kung. Durch die Ruptur einer arteriosklerotischen Plaque wird unter anderem Kollagen der subendo-
thelialen Matrix exponiert. Dies fiihrt zur Einleitung von Gerinnungsprozessen, bei denen sehr wahr-
scheinlich die FXII-Aktivierung eine thrombotische Gefalokklusion auf Ebene der Thrombinbildung
und der engen Vernetzung des Fibringeristes vorantreibt [Konings J et al. 2012; Renné et al. 2005].

Mit diesem Hintergrund war ein Projekt der vorliegenden Arbeit in verschiedenen Modellen zu Uber-
priifen, ob eine FXlla-Inhibition einen wirksamen antithrombotischen Schutz bietet. Gleichzeitig
wurde untersucht, ob die selektive antithrombotische Behandlung ohne die bisher damit assoziierten

Blutungsrisiken einhergeht.

FXlIla-Inhibition im Modell der mechanisch induzierten Thrombose in der Maus

Zur Evaluierung der antithrombotischen Wirksamkeit des anti-FXlla MAb 3F7 im arteriellen System
wurde zunachst das murine Modell der Aortenkompression untersucht (Kap. 4.1.1). Durch eine me-
chanische Reizung wurde eine Thrombose induziert, die in den Kontrolltieren innerhalb weniger
Minuten zu einer stabilen GefaBokklusion fiihrte. Die pharmakologische Hemmung von FXlla mittels
anti-FXlla MAb 3F7 wurde in den Dosierungen 10 und 20 mg/kg untersucht. Uberraschenderweise

konnte fir beide Behandlungsansatze kein protektiver Effekt im Verlauf der thrombotischen Okklu-
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sion durch eine FXlla-Inhibition beobachtet werden. Dennoch konnte die effektive Hemmung von
FXlla durch eine verlangerte aPTT bestatigt werden. Das bedeutet die Kontrollen sind valide und der
applizierte FXlla-INH war wirksam.

Das Resultat dieser Studie legt nahe, dass das gewadhlte Modell zur Untersuchung der intrinsischen
Gerinnung und potenzieller Inhibitoren nur bedingt geeignet ist. Durch die massive Kompression wird
vermutlich die subendotheliale Matrix der Aorta freigelegt und induziert die Freisetzung von TF.
Somit wird die Thrombose TF-abhangig eingeleitet und eine ergdnzende Thrombinbildung durch eine
FXIl-Aktivierung spielt vermutlich nur eine untergeordnete Rolle. Da in diesem Modell die mecha-
nische Kompression auf den gesamten GefalRabschnitt ausgelibt wird, ist die Verletzung auBerdem
ringférmig, wodurch wahrscheinlich TF-vermittelt ausreichend Thrombin hergestellt wird. Daher
wurde in diesem Modell eine Grenze des FXlla-INH-Ansatzes deutlich.

Kontrovers dazu sind Daten aus dem gleichen Modell mit FXII-K.O.-Ma&usen. Hier konnten Renné et al.
in den FXll-defizienten Tiere keine finale thrombotische Okklusion beobachten. Jedoch wurde in 60 %
der Mause ein reduzierter Blutfluss gefunden, was vermutlich durch eine Thrombose verursacht
wurde. Einige Tiere zeigten auRerdem eine GefaRokklusion, die jedoch instabil war und innerhalb von
115 sec nach Okklusion embolisierten [Renné T et al. 2005]. Diese Beobachtung steht im Einklang mit
der Vermutung, dass eine wichtige Funktion von FXlla die unterstiitzende Versorgung mit Thrombin
und der Stabilisierung des Fibringeriistes bei der Koagulation ist [Konings J et al. 2011].

Die Diskrepanz zwischen FXIll-defizienten Tieren und einer selektiven Hemmung von FXlla in diesem
Thrombosemodell legt nahe, dass der chronische Mangel an FXIl in den K.O.-Tieren nicht mit einer
kurzfristigen Hemmung des aktivierten FXII vergleichbar ist. Moglicherweise unterscheiden sich die
koagulativen Reaktionen in den FXII-K.O.-Mausen noch in anderen Bereichen von denen der Wild-
typen, was zur Ausbildung der instabilen Thromben fiihrte. Dies wurde allerdings noch nicht tiefer
untersucht. Zudem ist der verwendete Antikorper gegen die humane Form des FXlla gerichtet. Daher
kann nicht ausgeschlossen werden, dass Maus-spezifische Spaltprodukte des FXlla der Inhibition
entgehen und weiterhin aktiv bleiben, oder die Affinitdt zum murinen FXlla niedriger ist, als zum
humanen FXlla. Dies wurde auflerhalb dieser Arbeit in internen Studien der Arbeitsgruppe belegt, die
derzeit noch nicht veréffentlicht sind.

Die pharmakologische FXlla-Inhibition mit rHA-Infestin-4 zeigte ein vergleichbares Resultat mit der in
FXll-defizienten Mausen durchgefiihrten Studie [May F et al. 2013]. Hier konnte eine eindeutige pro-

tektive Wirksamkeit des spezifischen FXlla-Inhibitors beobachtet werden. Da durch eine selektive
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FXlla-Hemmung mit dem monoklonalen Antikérper keine signifikante Verbesserung erreicht werden
konnte, deutet das eventuell auf einen antikoagulativen Nebeneffekt durch rHA-Infestin-4 hin. In der
Tat ist bekannt, dass rHA-Infestin-4 zwar ein potenter FXlla-Inhibitor ist, jedoch auch zu geringen An-
teilen FXa und Plasmin hemmt [Campos IT et al. 2002; Hagedorn | et al. 2010]. Dariiber hinaus kénnte
rHA-Infestin-4 den murinen FXlla potenter hemmen, als der anti-FXlla MAb 3F7. Des Weiteren wur-
den die beiden FXlla-Inhibitoren zwar im gleichen Modell, aber durch unterschiedliche Personen
getestet. Von daher kénnte die Vergleichbarkeit zwischen den Studien limitiert sein, da die erfolg-

reiche Durchfiihrung des Modells zu groRen Teilen auf Erfahrung beruht.

FXlIla-Inhibition in der arteriellen FeCls-induzierten Thrombose

In der vorliegenden Arbeit wurde in den Aa. femorales der Spezies Kaninchen das Modell der FeCls-
induzierten Thrombose durchgefiihrt (Kap. 4.2.1). Die Applikation von FeCls stellt einen starken
thrombotischen Reiz dar, denn die Chemikalie durchdringt das Endothel von aullen nach innen. Zur-
zeit werden verschiedene zugrundeliegende Mechanismen diskutiert, die die Thrombose hervor-
rufen. Auf der einen Seite wird vermutet, dass FeCl; die GefaBwand schadigt und auf diese Art die
Thrombose induziert [Eckly A et al. 2011]. Auf der anderen Seite postulierten Barr et al., dass sich
zunachst Erythrozytenfragmente durch den Kontakt mit FeCl; am Endothel anheften und liber noch
unbekannte Prozesse die Thrombose induzieren, ohne jedoch eine Endothel-Denudation herbeizu-
fuhren [Barr JD et al. 2013]. In beiden Féallen unterstiitzt vermutlich letztendlich eine Plattchen-Rekru-
tierung und -Aktivierung durch die Sekretion von anorganischen Poly-P und Zink-lonen die FXlla-Bil-
dung [Mahdi F et al. 2002; Mdller F et al. 2009]. Demzufolge induziert FeCl; artifiziell die Entstehung
von Plattchen-reichen Thromben, die strukturell denen ahneln, die unter pathophysiologischen Be-
dingungen im arteriellen Hochdrucksystem entstehen. Die intrinsischen Gerinnungsprozesse ge-
wahrleisten dabei vermutlich durch die unterstiitzende Versorgung mit Thrombin die Bildung eines
Fibrin-reichen, okklusiven Gerinnsels.

Eine Studie der vorliegenden Arbeit konnte zeigen, dass die FXlla-Hemmung mittels anti-FXlla MAb
3F7 im Modell der FeCls-induzierten arteriellen Thrombose zuverlassig eine thrombotische Okklusion
der Arterien im Kaninchen verhinderte. Gleichzeitig zeigten zusatzliche Himostasetests keine mit der
FXlla-INH-Behandlung verbundene Blutungsneigung. Dagegen entwickelte sich wie erwartet in der
Kontrollgruppe eine stabile Okklusion, was die tragende Rolle von FXlla in diesem Thrombosemodell
belegt. Es ist wahrscheinlich, dass auch unter den gewahlten Bedingungen die initiale Adhasion von

Erythrozyten und Plattchen normal ablief. Jedoch fehlte unter FXlla-INH-Behandlung die supplemen-
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tierende Thrombinversorgung, die durch die intrinsische Gerinnung gewahrleistet wird. Daher scheint
die thrombotische Kapazitat aus aktivierten Plattchen und extrinsischen Gerinnungsfaktoren insuffi-
zient fiir die Ausbildung eines okklusiven Thrombus zu sein.

Dieses Ergebnis steht im Einklang mit Studien, die im murinen Modell der FeCl;-induzierten Throm-
bose durchgefiihrt wurden. Hier konnte gezeigt werden, dass bei einer chronischen FXII-Defizienz
sowohl in mesenterialen Arteriolen als auch in der A. carotis communis das Thrombuswachstum ins
GefaRinnere gestort ist. Dennoch konnte eine unbeeintrachtigte initiale Plattchen-Adhéasion beobach-
tet werden [Renné T et al. 2005; Wang X et al. 2005]. Dariber hinaus konnte fiir den zweiten spezi-
fischen FXlla-INH rHA-Infestin-4 eine protektive, antithrombotische Wirksamkeit in FeCls-induzierten
Thrombosemodellen in den Spezies Maus, Ratte und Kaninchen gezeigt werden [Hagedorn | et al.
2010; Larsson M et al. 2014; May F et al. 2013]. Zusammen betrachtet untermauern diese Befunde
also die Hypothese, dass FXlla im Modell der FeCls-induzierten Thrombose unter arteriellen Fluss-
bedingungen wesentlich zur okklusiven Thrombusbildung beitragt.

In einem weiteren FeClz-induzierten murinen Thrombosemodell wurde dariiber hinaus durch Reven-
ko et al. eine potenzielle antithrombotische Wirksamkeit durch eine Depletion des FXII-Zymogens ge-
testet. Daflir wurde das FXII-Gen in Wildtyp-Mausen mittels Antisense-Oligonucleotid Technik ausge-
schaltet. Unter Ausschluss von FXIlI beobachtete die Gruppe eine deutlich gestérte und verzogerte
Thrombusbildung, wobei sich kontinuierlich Plattchen-Aggregate vom Thrombus abldsten. Dies
schiitzte in diesem Modell vor einer thrombotischen Okklusion, was im Einklang mit der protektiven
Wirksamkeit des anti-FXlla MAb 3F7 in der vorliegenden Arbeit steht [Revenko AS et al. 2011].
Weitere Untersuchungen mit zwei selektiv gegen das Zymogen FXII gerichteten Antikérpern im mu-
rinen FeCls-induzierten Thrombosemodell demonstrierten einen protektiven Effekt der FXII-Inhibition
in vivo [Matafonov A et al. 2014]. Dabei wurden FXll-defiziente M3use mit humanem FXIl rekonsti-
tuiert, und gleichzeitig wurde je einer der monoklonalen anti-FXII Antikdrper verabreicht. Dieser
Therapieansatz resultierte in einem profunden Schutz vor einer FeCls-induzierten thrombotischen
Okklusion, vergleichbar zu den Beobachtungen im Kaninchen-Thrombosemodell der vorliegenden

Arbeit.

Zusammen genommen konnte ein deutlicher antithrombotischer Effekt durch die Hemmung von
FXll(a) in den Spezies Maus, Ratte und Kaninchen unter arteriellen Flussbedingungen in vivo nachge-
wiesen werden. Weiterhin wurde demonstriert, dass die FXll(a)-Inhibition speziestibergreifend anti-

thrombotisch wirkt, ohne dabei die hdmostatischen Kapazitdt zu beeinflussen. Daher erscheint die
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Hemmung von FXIl(a) in der arteriellen Thrombose als eine attraktive Strategie, da ein speziesunab-
hangiger, potenter antithrombotischer Effekt demonstriert werden konnte. AulRerdem belegen die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die hamostatische Kapazitat durch die FXlla-Inhibition unbe-
einflusst bleibt, was durch die oben beschriebenen Publikationen unterstiitzt wird. Daher lasst sich
annehmen, dass eine FXlla-Inhibition auch im humanen Organismus einen therapeutischen Schutz
vor einer arteriellen Thrombose bietet, wahrend die physiologische Hamostase nicht beeintrachtigt

wird.

5.2 FXlla-Inhibition in der venosen Thrombose

In aktuellen Studien wurden Hinweise dafiir gefunden, dass die Aktivierung von FXIl im Rahmen der
NETose zu einer Thrombusbildung unter vendsen Flussbedingungen beitragt [Fuchs TA et al. 2010;
von Brihl ML et al. 2012]. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die schiitzende Wirksamkeit der
FXlla-Inhibition in Modellen der vendsen Thrombose untersucht (Kap. 4.1.2 und 4.2.1). Im Detail
wurde dabei Giberprift, ob anti-FXlla MAb 3F7 auch unter venésen Flussbedingungen das dreidimen-
sionale Thrombuswachstum hemmt und in wie weit die physiologische Hamostase dadurch beein-
flusst wird. Damit kdnnte die Indikation eines FXlla-INH moglicherweise auf die Behandlung einer
TBVT erweitert werden.

Im Vergleich zu der groBen Anzahl an veroffentlichten Studien zur Untersuchung einer FXlI(a)-Inhi-
bition unter arteriellen Flussbedingungen sind nur wenige Studien publiziert worden, die diesen
Ansatz unter vendsen Bedingungen untersuchten.

Da die Lungenembolie eine verbreitete Komplikation der TBVT ist, wurde in FXII-K.O.-Mausen das
Modell der letalen pulmonalen Thromboembolie durchgefiihrt [Renné T et al. 2005]. Dabei wurde
den Mausen Adrenalin und Kollagen appliziert, wodurch systemisch eine Thrombusbildung einge-
leitet wird. Kollagen vermittelt sowohl die Plattchen- als auch die FXII-Aktivierung. Die Embolisierung
der Thromben in die Lungenkapillaren fuhrt letztendlich zum Tod [Renné T et al. 2005]. Es wurde
beobachtet, dass mehr als 35 % der FXII-K.O.-Tiere diesen massiven thrombotischen Stimulus
Uberlebten, wohingegen keines der Kontrolltiere langer als 5 min iberlebte. Renné et al. schlossen
daraus, dass die Aktivierung von FXIl in diesem Modell zur Thrombusbildung und nachfolgender
Embolie beitragt. Die FXII-Defizienz hatte in der arteriellen Thrombose eine defekte Thrombusbildung
gezeigt. Darauf basierend vermuteten Renné et al. diesen Mechanismus auch als Ursache fiir die

reduzierte Mortalitdtsrate bei FXII-Defizienz in diesem Thromboembolie-Modell [Renné T et al. 2005].
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In der vorliegenden Arbeit wurde die pharmakologische FXlla-Hemmung mittels anti-FXlla MAb 3F7
im murinen Modell der FeCls-induzierten vendsen Thrombose untersucht. Wie erwartet verursachte
die Applikation von FeCls (5 %) in den Kontrolltieren eine stabile thrombotische Okklusion. Im Gegen-
satz dazu konnte nach der Behandlung mit anti-FXlla MAb 3F7 ein profunder Schutz vor einer throm-
botischen GefdaRokklusion unter FXll-Hemmung beobachtet werden (Kap. 4.1.2). Es wurden auller-
dem keine auffalligen Druckschwankungen am untersuchten Gefald V. cava detektiert, die auf eine
nicht-okklusive Thrombusbildung deuten kénnten. Auch konnte trotz des massiven chirurgischen
Eingriffs makroskopisch keine erhdhte Blutungsneigung unter FXlla-Inhibition festgestellt werden.
Demzufolge konnte gezeigt werden, dass die FXlla-Hemmung im murinen Modell der FeCls-induzier-
ten vendsen Thrombose antithrombotisch wirkt, ohne das Blutungsrisiko zu erhéhen.

Als weiteres Modell fiir eine vendse Thrombose wurde in der vorliegenden Arbeit ein Modell der
Stase-induzierten Thrombose im Kaninchen untersucht. Dieses Modell basiert auf einem Stase-
induzierten Thrombosemodell nach Wessler und wurde fiir die hier durchgefiihrten Studien modi-
fiziert (Kap. 3.2.1) [Gitel SN et al. 1979]. Das Stase-Modell entspricht physiologisch am ehesten einer
vendsen Thrombose durch eine funktionelle Stase des Blutes, zum Beispiel durch Langstreckenfliigen
oder Bettlagerigkeit. Mittels einer Ligatur der V. jugularis wurde hier fir 180 min eine vollstandige
Stase des Blutes induziert und anschlieBend das Thrombusgewicht ausgewertet (Kap. 4.2.1). Im
Gegensatz zur protektiven Wirksamkeit der FXlI-Inhibition im murinen Modell der FeCls;-induzierten
Thrombose konnte im Stase-induzierten venésen Thrombosemodell im Kaninchen keine Verdanderung
des Thrombusgewichts unter anti-FXlla MAb 3F7-Behandlung gezeigt werden. Diese Beobachtung
war (berraschend, da zuvor bei der Behandlung mit dem rHA-Infestin-4 ein signifikant reduziertes
Thrombusgewicht im gleichen Modell beobachtet worden war [May F et al. 2013].

Um auszuschlieen, dass die FXlla-Hemmung mittels rHA-Infestin-4 durch eine beschleunigte Throm-
busretraktion das Thrombusgewicht der Vorversuche reduziert war, wurde in der vorliegenden Arbeit
auBerdem der Clot-Retraktions-Tests durchgefihrt (Kap. 4.2.3). In vitro konnte auf thrombozytarer
Ebene keine Verdanderung der Clot-Retraktion unter Einfluss der FXlla-Inhibitoren beobachtet wer-
den. Das reduzierte Thrombusgewicht im Stase-induzierten Thrombosemodell beruht also sehr wahr-
scheinlich auch in vivo auf einem defekten dreidimensionalen Thrombuswachstum. Weiterhin ver-
deutlicht diese Beobachtung, dass die Plattchen-Aggregation bei ausreichender Thrombinmenge

unabhangig von einer FXII-Aktivierung bzw. -Inhibition ablauft.

144



Diskussion

Die Abweichung zwischen der Thrombusmasse bei rHA-Infestin-4 und anti-FXlla MAb 3F7 liegt sehr
wahrscheinlich nicht in einer unzureichenden Dosierung des FXlla-Inhibitors, da lber den Anstieg der
aPTT die Inhibition von FXlla nachgewiesen wurde. Zusatzlich konnte im simultanen Thrombose-
modell (Kaninchen) im gleichen Tier die FeCls;-induzierte Thrombose durch den anti-FXlla MAb 3F7
verhindert wurde. Moglicherweise kdnnte das unveranderte vendse Thrombusgewicht durch die
hohe Affinitat des anti-FXlla MAb 3F7 gegen den humanen FXlla begriindet sein, wodurch eventuell
nicht alle Formen des Kaninchen-FXlla vollstdndig inhibiert wurden. Jedoch konnte in internen Vor-
studien der Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass der anti-FXlla MAb 3F7 auch in Kaninchenplasma mit
hoher Affinitat an FXlla bindet und ihn so inhibiert. Zum Anderen kdénnte ein Unterschied in der Wir-
kungsweise der beiden spezifischen FXlla-Inhibitoren ein verandertes Thrombusgewicht verursacht
haben, denn der rHA-Infestin-4 inhibiert aufer FXIl im massiven Uberschuss auch FXa und Plasmin
[Hagedorn | et al. 2010]. Moglicherweise ist die Bindung von rHA-Infestin-4 an den Kaninchen FXlla

auch potenter und/oder permanent, im Vergleich zur Bindung Giber den anti-FXlla MAb 3F7.

In Studien mit FXII-K.0.-Mausen wurde gezeigt, dass die Abwesenheit von FXIl die Thrombusbildung
unter arteriellen Stromungsbedingungen negativ beeinflusst [Renné T et al. 2005]. Diese Hypothese
wird unterstitzt durch die protektive Wirkung der anti-FXlla MAb 3F7-Behandlung im FeCls-induzier-
ten arteriellen Thrombose-Modells (Kaninchen) in der vorliegenden Arbeit (Kap. 4.2.1). Jedoch unter-
scheiden sich die thrombotischen Reaktionen im arteriellen System von denen im vendsen System.
Renné et al. postulierten die Hypothese, dass unter arteriellen Flussbedingungen die Aktivierung von
FXIl zu einer supplementierenden Thrombinbildung fihrt, wodurch ein muraler, Plattchen-reicher
Thrombus gebildet wird [Lippi G et al. 2011; Renné T et al. 2005]. Die unter vendsen Bedingungen
gebildeten Thromben durch Blutstase oder -Stenose sind dagegen reich an Erythrozyten, Fibrin und
Leukozyten [Wakefield TW et al. 1995]. Ein weiterer Unterschied der beiden Thromboseformen ist
die lokale Ankonzentrierung der Gerinnungsfaktoren unter den langsameren vendsen Stromungs-
bedingungen [Previtali E et al. 2011].

Diese Differenzen in der Thrombusbildung und -Zusammensetzung fiihren zu der Frage, welche Rolle
die FXlla-vermittelte Thrombinbildung in der vendsen Thrombose spielt. Obwohl Renné at al. in
einem Modell der letalen pulmonalen Lungenembolie als Modell fiir eine venése Thrombose in FXII-
K.O.-Mausen einen moderaten Schutz in Abwesenheit von FXIl beobachtet hatten, ist dieses Modell
kritisch zu betrachten [Renné T et al. 2005]. Die Einleitung der Lungenembolie mittels Adrenalin und

Kollagen in diesem Modell entspricht nicht den (patho-) physiologischen Bedingungen, die zu einer
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Lungenembolie fiihren. Daher ist zwar moglich, dass die Abwesenheit von FXIl unter den gewahlten
Umstanden in den FXII-K.O.-Mausen bei Renné et al. protektiv wirkt. Jedoch kénnte der Beitrag von
FXlla unter den normalen Bedingungen zur vendsen Thrombose und einer Lungenembolie von seiner
Funktion im artifiziellen Lungenembolie-Modell abweichen.

Eine weitere Studie zur Untersuchung der Rolle von FXIl in der venésen Thrombose wurde von Re-
venko et al. durchgefiihrt. Anders als in dem verwendeten reinen Stase-Modell der vorliegenden
Arbeit (Kap. 4.2.1) wurde hier eine Reduzierung des Blutflusses (Stenose) durch die V. cava caudalis
in Mausen vorgenommen. Gleichzeitig wurde durch eine Endothelverletzung der thrombotische
Stimulus ergédnzt. Mittels der Antisense-Oligonucleotid-Technik wurde eine FXII-Defizienz herbei-
gefiihrt, wodurch das FXII-Zymogen im Plasma depletiert wurde [Revenko AS et al. 2011]. Es konnte
gezeigt werden, dass die Abwesenheit von FXIl in diesem Stenose-induzierten venésen Thrombose-
modell zu einer Reduzierung der Thrombusmasse flihrte. Hierbei ist der Unterschied zwischen einer
Stenose mit einem residualen Blutfluss, und einer kompletten Blutstase zu betonen. Die protektive
Wirksamkeit der FXII-Depletion bei Revenko et al. ist also nur teilweise vergleichbar zur Beobachtung
der vorliegenden Arbeit, wo unter Stase-Bedingungen im Kaninchen nach anti-FXlla MAb 3F7-Be-
handlung kein protektiver Effekt auf das Thrombusgewicht festgestellt wurde.

Moglicherweise lassen sich die abweichenden Beobachtungen durch die Unterschiede in den jeweils
verwendeten Modellen erklaren. Diese liegen in der Untersuchung der Spezies (Maus versus Kanin-
chen, unterschiedlichen Blutflussgeschwindigkeiten (Stase versus Stenose) und im Ansatz der FXll(a)-
Inhibition. Revenko et al. depletierten auf Expressionsebene das Zymogen FXIl, wohingegen die in der
vorliegenden Arbeit verwendeten FXlla-Inhibitoren gegen die aktive, im Blut zirkulierende Form FXlla
wirken und auRerdem gegen den humanen FXlla entwickelt worden sind.

Bei Revenko et al. wurde zwar die effektive Hemmung von FXll(a) kontrolliert, jedoch konnte eine
residuale FXII-Aktivitdat nicht vollstdndig ausgeschlossen werden. In diesem Zusammenhang ist zu
erwahnen, dass flr die vorliegende Arbeit im Kaninchenmodell der simultanen Thrombose (Kap.
4.2.1) unter anti-FXlla MAb 3F7-Behandlung einerseits arteriell ein deutlicher antithrombotischer
Schutz bestand. Andererseits konnte dieser jedoch unter vendser Stase im gleichen Tier nicht besta-
tigt werden. AuRerdem wurde bei Revenko et al. zusatzlich eine Endothelverletzung mit der Freile-
gung subendothelialer Matrix induziert, um die Thrombose einzuleiten [Revenko AS et al. 2011].

Da FXII auch durch Kollagen aus dem Subendothel aktiviert werden kann, konnte dies eine Ursache

fir die reduzierte ThrombengréRRe in den FXII-depletierten Mausen sein. Denn in dem Fall entstlinde
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der resultierende Thrombus in den Kontrolltieren aus komplexeren Reaktionen, induziert durch
Stenose mit einer GefalRverletzung und unter Beteiligung von FXlla.

Letztendlich deuten die Beobachtungen darauf hin, dass die Prozesse der Koagulation und Thrombus-
bildung zu groRRen Teilen abhangig sind von verschiedenen Randbedingungen. Nur so lasst sich ein
Erklarungsansatz finden, der die Separierung von Thrombose und Hamostase beinhaltet sowie den
Beitrag von FXlla zur arteriellen Thrombose, da FXlla eher eine untergeordnete Rolle bei einer Stase-
induzierten Thrombose zu spielen scheint.

Die Ergebnisse von von Briihl et al. untermauern die Hypothese, dass FXlla in einem Stenose-indu-
zierten murinen Thrombosemodell zu einer Thrombusbildung beitragt [von Brihl ML et al. 2012]. In
den Kontrollen (FXII-K.O. bzw. mit PCK-behandelte Mause) wurde eine reduzierte Thrombusbildung
gefunden. Daraus schlossen von Briihl et al., dass die NETose eine FXlla-abhdngige Thrombinbildung
initiiert. Wahrend der NETose binden vor allem neutrophile Granulozyten an P-Selektin des aktivier-
ten Endothels. Nach der Adhasion und Aktivierung dieser Leukozyten setzen die Monozyten TF frei.
Dabei scheint TF in diesem Zusammenhang hauptsachlich fir die Einleitung der Immunzell-vermittel-
ten Thrombose eine Rolle zu spielen. AuBer der Leukozyten-Aktivierung konnten von Briihl et al. auch
eine Plattchen-Adhasion beobachten, die jedoch nicht wie in der arteriellen Thrombose innerhalb
weniger Minuten zu massiven thrombozytaren Aggregaten fihrte [Massberg S et al. 2010; von Brihl
ML et al. 2012].

Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass die Rolle von FXlla bei der Bildung eines venésen Throm-
bus abhangig ist vom Gerinnungsausloser und den Begleitumstanden, wie ein residualer Blutfluss. Die
Tatsache, dass auch John Hageman an einer Lungenembolie verstarb, weist darauf hin, dass ein chro-
nischer FXIl-Mangel nicht vor einer vendsen Thrombose schiitzt. Lange Zeit wurde deswegen eine
FXll-Defizienz mit einem erhdhten thromboembolischen Risiko assoziiert [Halbmayer WM et al.
1992]. Eine kritische Uberpriifung der Datensitze ergab jedoch Hinweise auf zusatzliche prothrom-
botische Risikofaktoren, die potenziell die thrombotischen Ereignisse ausgeldst haben konnten [Giro-
lami A et al. 2004; Zeerleder S et al. 1999]. Im Fall von John Hageman ging der Lungenembolie bei-
spielsweise eine mehrtagige Bettruhe voraus, da er nach einer Hiftfraktur bettlagerig war. Daher
besteht der Disput weiter, ob ein reduzierter FXII-Spiegel im Plasma von Patienten das Risiko einer
Thrombose erhoht und die Fibrinolyse beeintrachtigt.

In einer Studie von Endler et al. wurden Individuen mit unterschiedlich ausgepragter FXIll-Defizienz

untersucht [Endler G et al. 2007]. Interessanterweise konnte beobachtet werden, dass die Mortalitat
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von Individuen mit normalem FXIl-Level (100 %) und bei einer schweren FXII-Defizient (< 10 %) ver-
gleichbar zur allgemeinen Sterblichkeitsrate war. Dahingegen zeigte sich bei einer reduzierten FXII-
Expression (10 - 30 % der Norm) ein vierfach erhéhtes Mortaliatsrisiko, unabhdngig von der Todesart.
Endler et al. vermuteten daraufhin, dass in der Gruppe mit > 10 % plasmatischem FXIl eine erhéhte
prokoagulante Aktivitdt mit einer Erhohung des thrombotischen Potenzials einhergeht. Dahingegen
resultiert eine schwere FXIll-Defizienz (< 10 %) in einer Abnahme der prokoagulanten und fibrinoly-
tischen Aktivitat, was moglicherweise die normale Sterblichkeitsrate der Gruppe mit schwerer FXII-
Defizienz bedingt [Endler G et al. 2007]. Die von Endler et al. beschriebene U-férmige Beziehung
zwischen dem FXIlI-Plasmaspiegel und genereller Mortalitdt deutet darauf hin, dass auch bei einer
pharmakologischen FXlla-Inhibition der grofRte protektive Effekt bei einer vollstandigen Hemmung
des plasmatischen FXlla zu erwarten ist. Fiir die vorliegende Arbeit wurden in den einzelnen Studien
standardisiert Dosierungen des anti-FXlla MAb 3F7 gewahlt, die zuvor in in vitro-Tests jeweils im
Plasma von Mdusen und Kaninchen zu einer vollstandigen FXlla-Inhibition gefiihrt hatte. Zudem
konnte im Kaninchenmodell der vendsen Stase-induzierten Thrombose die wirksame FXlla-Inhibition
durch Plasmatests zu verschiedenen Zeitpunkten bestatigt werden (Kap. 4.2.1).

Letztendlich kann spekuliert werden, dass eine selektive Hemmung des FXlla bei einer vollstandigen
Blutstase keinen weiteren Vorteil bringt, weil die Thrombose vermutlich nicht allein durch die Reak-
tionen der intrinsischen Gerinnung eingeleitet und aufrecht erhalten wird. Da jedoch im Ligatur-
modell eine protektive Wirksamkeit durch eine FXlla-Inhibition gezeigt werden konnte, scheint FXlla

unter den residualen Flussbedingungen einer Stenose zur Thrombusbildung beizutragen.

5.3 FXlla-Inhibition bei Kontaktaktivierung an Fremdoberfldchen

Da Blut durch Kontakt zu Fremdoberflachen gerinnt, wurden seit 1979 diesbezliglich verschiedene
Materialien auf ihre Thrombogenitat untersucht [Grosse-Siestrup C et al. 1979; Ihlenfeld JV et al.
1979; Vale BH et al. 1982]. Als Modell wurde schon friih ein arteriovendser (A/V) Shunt unter an-
derem in Kalbern, Hunden und Schafen getestet. Haufig wurde in diesen Studien eine Plattchen-Ad-
hasion beobachtet, die die meisten Autoren jedoch nicht mit einer Aktivierung des KPS in Verbin-
dung brachten. Dass die FXII-Aktivierung hierbei der zugrunde liegende Mechanismus fir eine Fremd-
oberflachen-induzierte Thrombose ist, wurde erst vor wenigen Jahren beschrieben [Sanchez J et al.

2008; Zhuo R et al. 2006]. In der klinischen Anwendung spielt die Fremdoberflachen-induzierte
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Thrombose besonders bei intravasalen Prothesen und wahrend einer ECMO-Anwendung oder eines
kardiopulmonalen Bypasses eine groRe Rolle.

Daher wurde in der vorliegenden Arbeit der A/V Shunt als Modell gewadhlt, um eine Fremdober-
flachen-induzierte Thrombose einzuleiten und zu untersuchen. Das Modell bietet optimale Voraus-
setzungen, um die antithrombotische Kapazitat einer spezifischen FXlla-Inhibition unter nahezu arte-
riellen Stromungsbedingungen zu evaluieren. Als prokoagulante Oberflache diente hier ein Glasele-
ment, das Uber einen vendsen und einen arteriellen Katheter mit dem zirkulierenden Blut in Kontakt
gebracht wurde. Im murinen Modell des A/V Shunts wurden zunachst die beiden FXlla-Inhibitoren
rHA-Infestin-4 und anti-FXlla MAb 3F7 untersucht (Kap. 4.1.3).

Die Behandlung mit rHA-Infestin-4 resultierte in einem zuverldssigen Schutz vor einer Fremdober-
flachen-induzierten Thrombose (ber den gesamten Beobachtungszeitraum. In keinem der behan-
delten Tiere zeigte sich ein Hinweis auf ein thrombotisches Ereignis. Vergleichbar dazu wurde eine
protektive Wirksamkeit des anti-FXlla MAb 3F7 festgestellt, da 80 % der Tiere vor einer thrombo-
tischen Okklusion geschiitzt waren. Jedoch wurde unter anti-FXlla MAb 3F7-Behandlung in einigen
Glaselementen eine diinne Schicht thrombotischen Materials gefunden, was bei rHA-Infestin-4 nicht
beobachtet worden war. Diese diinne Schicht bestand vermutlich aus einer Plattchen-Ablagerung, die
trotz einer FXII-Defizienz oder bei einer FXlla-Inhibition auch durch andere Gruppen beobachtet
werden konnte [Matafanov A et al. 2014; Renné T et al. 2005; Revenko AS et al. 2011; Tucker El et al.
2012].

Da bei einer Behandlung mit rHA-Infestin-4 keine solchen Ablagerungen beobachtet wurden, deutet
moglicherweise auf eine potentere Wirksamkeit von rHA-Infestin-4 hin. Moglicherweise kénnte der
Unterschied in der antithrombotischen Effizienz auch in einer niedrigeren Affinitat des anti-FXlla MAb
3F7 gegen den murinen FXlla begriindet sein, da er gegen die humane Form entwickelt wurde. Im
Wesentlichen untermauern die Beobachtungen die postulierte FXlla-Funktion, wonach die besondere
Rolle von FXIl in einer Amplifizierung der Thrombinbildung besteht. Aktivierte Plattchen, negativ
geladene Oberflachen und auch Mikropartikel dienen als Oberflache fiir die Ankonzentrierung und
(Auto-)Aktivierung von FXII, der Gber die intrinsische Gerinnung sowohl die Thrombinbildung als auch
die Anlagerung und Aktivierung weiterer Plattchen vermittelt [Renné T et al. 2005; van der Meijden
PE et al. 2009].

Konsistent zur protektiven Wirksamkeit der FXlla-Inhibition im murinen Modell sind die Beobach-

tungen der FXlla-Inhibition im Kaninchen-Modell des A/V Shunts (Kap. 4.2.2). Im Rahmen der vor-
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liegenden Arbeit wurde in dem Modell die antithrombotische Wirksamkeit des anti-FXlla MAb 3F7
evaluiert. Es wurde beobachtet, dass alle Tiere der FXlla-INH-Gruppe vergleichbar zur Heparin-be-
handelten Gruppe vor einer thrombotischen Okklusion geschiitzt waren. In einem Tier wurde jedoch
eine geringe Menge thrombotisches Material im Glaselement gefunden. Diese Beobachtung passt zu
den im murinen Modell gefundenen Ablagerungen und lasst sich ebenfalls dadurch erklaren, dass
FXlla keine Rolle bei der initialen Plattchen-Adhasion spielt [Matafanov A et al. 2014; Renné T et al.
2005; Revenko AS et al. 2011; Tucker El et al. 2012]. Dass generell in den Glaselementen der Kanin-
chen-Studie nur bei einem Tier wenig thrombotisches Material gefunden wurde, kénnte aulerdem
an dem hoheren Blutvolumenstrom im A/V Shunt des Kaninchens im Vergleich zur Maus liegen, denn
im Verhaltnis wurde der Blutfluss in der Maus physikalisch starkeren Turbulenzen ausgesetzt und
massiver verlangsamt. Weiterhin konnte durch parallel durchgefiihrte Tests wie der Ohrblutungszeit
keine Beeintrachtigung der hamostatische Kapazitdt durch den anti-FXlla MAb 3F7 nachgewiesen
werden. Dies steht im Kontrast zur erhéhten Blutungsneigung nach einer Heparin-Behandlung.

In einer weiteren internen Studie wurde rHA-Infestin-4 in dem gleichen Kaninchen-Modell getestet
[May F et al. 2014]. Auch hier wurde beobachtet, dass der FXlla-INH zuverldssig vor einer Fremdober-
flachen-induzierten okklusiven Thrombose des A/V Shunts schiitzte, ohne sich bemerkbar auf die
physiologische Hamostase auszuwirken. Wie auch im murinen Modell deutet dies auf die tragende
Rolle der FXIl-vermittelten Thrombinbildung hin.

Diese These wird auRerdem durch Belege aus der Literatur unterstitzt. Cheng et al. untersuchten in
einem Pavian-Modell die FXll-vermittelte Aktivierung der intrinsischen Gerinnung [Cheng Q et al.
2010]. Die Gruppe nutzte daflir einen mit Kollagen beschichteten A/V Shunt und inhibierte die FXII-
bindende Domaéne des Substrats FXI mit einem Antikdrper [Gailani D et al. 1997]. Mittels in vivo-bild-
gebender Verfahren konnten Cheng et al. nachweisen, dass die Hemmung der intrinsischen Koagu-
lation keine Auswirkung auf die initiale Plattchen-Adhéasion ausiibte. Des Weiteren wurde eine de-
fekte Thrombusbildung beobachtet, die mit einer deutlich reduzierten Fibrinablagerung im A/V Shunt
einherging. Ein wichtiger Unterschied zwischen dem A/V Shunt-Modell von Cheng et al. und dem in
der vorliegenden Arbeit verwendeten Modell ist die Kollagen-Beschichtung des A/V Shunts durch
erstere. Kollagen wirkt nicht nur als Aktivator von FXIl, sondern wirkt auBerdem direkt aktivierend auf
Plattchen [Nieswandt B et al. 2002]. Dieser Mechanismus tragt vermutlich zusatzlich dazu bei, dass
Cheng et al. in allen Tieren eine initiale Plattchen-Adhasion beobachten konnten und die FXla-

vermittelte Hemmung der intrinsischen Gerinnung in einer reduzierten Fibrin-Ablagerung um 40 %
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resultierte [Cheng Q et al. 2010]. Im Gegensatz dazu wurde in der vorliegenden Arbeit nur bei einem
Kaninchen ein sehr kleiner Thrombus nach Behandlung mit anti-FXlla MAb 3F7 im Glaselement des
A/V Shunts gefunden.

Ergdanzend zu der Studie von Cheng et al. wurde in der gleichen Arbeitsgruppe eine weitere Studie mit
zwei direkt gegen FXII gerichteten monoklonalen Antikérpern im Kollagen-beschichteten A/V Shunt-
Modell im Pavian durchgefiihrt [Matafonov A et al. 2014]. Die verwendeten Antikérper waren gegen
die schwere Kette des Zymogens von FXIl gerichtet, wodurch die Umwandlung zur aktiven Protease
FXlla gehemmt wurde. Kongruent zu den friiheren Beobachtungen bewirkte die direkte FXlla-Inhibi-
tion eine um 70 % reduzierte Fibrinablagerung im A/V Shunt. Dennoch wurde keine Reduzierung der
initialen Plattchen-Adhdsion beobachtet. Durch die Kollagen-Beschichtung des A/V Shunts wurde
jedoch auch hier ein starkerer prothrombotischer Reiz gesetzt, als durch das unbehandelte Glasele-
ment aus den Studien der vorliegenden Arbeit.

Der in der vorliegenden Arbeit getestete anti-FXlla MAb 3F7 wurde aullerdem durch Larsson et al. in
einem ECMO-Modell im Kaninchen untersucht, um die klinische Relevanz einer FXlla-Inhibition tiefer
zu erforschen [Larsson M et al. 2014]. Die ECMO-Studie wurde tber eine Dauer von 6 h durchgefiihrt.
Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass der FXlla-INH dabei ebenso zuverladssig vor einer Thrombose
schiitzte, wie Heparin in der Kontrollgruppe. Die Messung der Fibrinablagerung ergab eine deutliche
Reduktion und keine Differenz zwischen der anti-FXlla MAb 3F7- und der Heparin-Gruppe. Ein wich-
tiger Unterschied bestand jedoch darin, dass fiir die FXlla-INH-Gruppe keine Beeintrachtigung der
Hamostase beobachtet wurde, in der Heparin-Gruppe dagegen eine deutliche Blutungsneigung. Als
Test wurde daflir der Nagelhaut-Blutungstest verwendet. Diese Resultate vertiefen die in der vor-
liegenden Arbeit erhobenen Daten und unterstiitzen damit die Hypothese der nebenwirkungsarmen
Antithrombose mittels FXlla-Inhibition bei einer Fremdoberflachen-induzierten Gerinnungsakti-

vierung.

Zusammengenommen verdichten sich die Hinweise, dass FXlla fir die Thrombinbildung in der Ini-
tiationsphase eine untergeordnete Rolle spielt. Dieses Prinzip wurde in verschiedenen Spezies
bestatigt, daher ist anzunehmen, dass auch im Menschen die Aktivierung von FXIl erst in der Propa-
gationsphase und bei einer Fremdoberflachen-Aktivierung fir eine stabile Thrombose obligat ist.
Durch spezifische FXlla-Hemmung besteht die Option das Thrombuswachstum in der Propagations-

phase zu limitieren, ohne gleichzeitig das Risiko einer Blutung zu erhéhen. Aus klinischer Sicht ware
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daher eine Antithrombose mittels FXlla-Inhibition vor allem bei kardiovaskuldren Stents, wahrend

einer ECMO-Anwendung oder eines kardiopulmonalen Bypasses vorteilhaft.

5.4 FXlla-Inhibition im experimentellen Schlaganfall

Nach einem ischdamischen Schlaganfall mit Rekanalisation werden durch die wieder hergestellte
Durchblutung paradoxerweise Reperfusionsschaden eingeleitet. Diese beinhalten unter anderem die
Entstehung von Mikrothromben und die Forcierung pro-inflammatorischer Prozesse. Letztendlich
wird dadurch die Ausbreitung der Penumbra gefordert. Aktuelle Studien weisen darauf hin, dass eine
FXII-Aktivierung die Reperfusionsschaden vorantreibt, wohingegen FXIll-defiziente Mause geringere
neurofunktionelle Defizite aufwiesen [Kleinschnitz et al. 2006; Pham M et al. 2010]. Daher war ein
Projekt der vorliegenden Arbeit die neuroprotektive Wirksamkeit der FXlla-Inhibition im murinen
Schlaganfallmodell unter verschiedenen Bedingungen zu untersuchen.

Es wurde das weit verbreitete transiente Fadenmodell zur Einleitung eines experimentellen Schlagan-
falls in der Maus angewandt [Engel O et al. 2011]. Dabei wurde die Ischdmie auf einen Zeitraum von
60 min begrenzt, um einerseits das Krankheitsbild im Menschen mit Reperfusion nach einer spon-
tanen oder pharmakologischen Rekanalisation zu simulieren. Andererseits bietet die 60-miniitige
Ischamie-Phase den Vorteil, dass die Mause deutlich erkennbar neuromotorische Schaden als Folge
der Ischdmie zeigen. Gleichzeitig wird damit ein potentielles Wirkungsfenster zur Untersuchung von
neuen neuroprotektiven Therapieansatzen ertffnet.

Bisher konnte in FXII-K.O.-Mausen ein neuroprotektiver Effekt durch die Abwesenheit von FXIl de-
monstriert werden [Kleinschnitz C et al. 2006]. AuBerdem wurde die protektive Wirksamkeit einer
FXIlI-Defizienz durch eine pharmakologischen FXlla-Inhibition mittels rHA-Infestin-4 und PCK bestatigt
[Hagedorn | et al. 2010; Kleinschnitz C et al. 2006]. Darauf basierend wurden in der vorliegenden
Arbeit weitere Studien in dem gleichen murinen tMCAO-Modell durchgefiihrt. Als Arbeitshypothese
wurde angenommen, dass die Inhibition von FXlla in einer verbesserten Reperfusion resultiert und
damit die Ausbreitung des Infarktkerns limitiert. Darliber hinaus bietet dieser Ansatz den grolRen
Vorteil, dass eine FXlla-Inhibition nicht mit einem erhohten Risiko fiir Blutungskomplikationen wie
eine ICH assoziiert wird. Folglich konnten letztendlich auch Schlaganfall-Patienten von einer spezi-
fischen FXlla-Hemmung profitieren.

Dafiir wurde in der vorliegenden Arbeit zunachst der anti-FXlla MAb 3F7 in einem prophylaktischen

Behandlungsansatz im tMCAO-Modell untersucht (Kap. 4.3.1 und 4.3.2). AuBerdem wurde ergédnzend
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zu der Studie von Hagedorn et al. in der vorliegenden Arbeit der spezifische FXlla-INH rHA-Infestin-4

in einem therapeutischen Behandlungsansatz evaluiert (Kap. 4.3.3).

Prophylaktischer Behandlungsansatz mit anti-FXIla MAb 3F7

In der vorliegenden Arbeit konnte unter der Behandlung von anti-FXlla MAb 3F7 (25 mg/kg) eine sig-
nifikante Verbesserung der neurofunktionalen Defizite (Bederson Score und Grip Test) sowie eine
signifikante Reduzierung des Infarktkerngebietes nachgewiesen werden (Kap. 4.3.1). Weiterhin
konnte fir eine drastisch reduzierte Mortalitat beobachtet werden. Da die Dosierung 10 mg/kg anti-
FXlla MAb 3F7 keine signifikante Verbesserung im Vergleich zur Positivkontrolle ergab, kann dies als
Hinweis auf einen Dosis-abhdngigen Therapieerfolg gewertet werden. Die neuroprotektive Wirksam-
keit lieR sich jedoch durch eine Erh6hung der Dosis auf 50 mg/kg nicht zusatzlich steigern.
Makroskopisch wurde kein Hinweis auf eine erhdhte Blutungsneigung wahrend des chirurgischen
Eingriffs oder auf ein erhdhtes Risiko der ICH in den FXlla-INH-behandelten Gruppen gefunden. Dies
weist darauf hin, dass eine pharmakologische FXlla-Inhibition das Potenzial zu einer optimierten
Schlaganfalltherapie besitzt. Diese Ergebnisse bestatigen die Resultate von Kleinschnitz et al., die in
FXII-K.O.-Méausen und unter PCK-Behandlung eine deutlich signifikante Verbesserung der klinischen
Defizite und des Infarktvolumens beobachten konnten [Kleinschnitz C et al. 2006].

Dass die Erhohung der Dosis keine weitere Verbesserung ergab, konnte in der hohen Affinitat des
anti-FXlla MAb 3F7-Antikorpers gegen den humanen FXlla begriindet sein. Wie in den Thrombose-
modellen bereits erwdhnt, werden vermutlich einige Formen des murinen FXlla durch den
monoklonalen Antikérper nicht inhibiert. Damit liee sich die U-férmige Konzentrations-Wirkungs-
Beziehung zwischen anti-FXlla MAb 3F7-Dosis und dem neuroprotektiven Effekt erkldaren. Es wurde
jedoch im Plasma aller FXlla-INH-Gruppen eine verlangerte aPTT und eine markant reduzierte FXlla-
Aktivitat beobachtet. Das spricht dafiir, dass der anti-FXlla MAb 3F7 systemisch im Plasma verteilt
war.

Weiterhin konnten die Resultate von Hagedorn et al. bestatigt werden, die das Fusionsprotein rHA-
Infestin-4 in dem gleichen murinen tMCAO-Modell in einem prophylaktischen Ansatz untersucht
hatten. Unter rHA-Infestin-4-Behandlung wurde eine signifikante Verbesserungen des Infarktvo-
lumens und der klinischen Symptome durch die prophylaktische FXlla-Inhibition beobachtet [Hage-
dorn | et al. 2010].

Zusatzlich zur Auswertung der neurofunktionellen Defizite und der Infarktvolumetrie wurde in der

vorliegenden Arbeit eine dosisabhangige, signifikante Verringerung von Fibrin(-ogen) auf Protein-
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ebene unter FXlla-Inhibition (25 mg/kg) im Bereich der Penumbra beobachtet (Kap. 4.3.1). Das unter-
stitzt die Annahme, dass die Aktivierung von FXIlI die Reperfusions-induzierte Mikrothrombose
vorantreibt und damit zur Ausbreitung des Infarktkerns beitragt. Demzufolge kann eine FXlla-Inhi-
bition die Thrombusbildung reduzieren, was wahrscheinlich zu einer verringerten Fibrin(-ogen)-
Dichte in der ischamischen Hemisphare fiihrt. Kongruent zu dieser Beobachtung wurde von
Kleinschnitz et al. histologisch eine Fibrinablagerung in der Mikrovaskulatur des Endothels als Folge
einer Ischamie nachgewiesen [Kleinschnitz C et al. 2006].

Zur Evaluation der inflammatorischen Reaktionen wurde auflerdem die mRNA-Expression der Zyto-
kine IL-1B, TNF-a und TGF-B bestimmt. Zusatzlich wurde die Expression von Endothelin-1 als Bio-
marker fir die gestdrte BHS-Funktion auf mRNA-Ebene gemessen. Die Analyse der gewahlten Bio-
marker ergab besonders fiir die Dosierung anti-FXlla MAb 3F7(25 mg/kg) im ischamischen Cortex eine
signifikante Verbesserung im Vergleich zur Positivkontrollgruppe. Im Detail wurde eine Verringerung
der Zytokin-Level von der IL-1B und TNF-a beobachtet (Kap. 4.3.1), was auf reduzierte inflammato-
rische Reaktion nach Ischamie hindeutet. Darliber hinaus konnte im Vergleich zur Positivkontrolle
eine reduzierte Endothelin-1-Expression festgestellt werden, was auf eine Verbesserung der BHS-
Dysfunktion nach der Ischamie hindeutet.

Bei der Analyse der IL-1B-Expression fiel auf, dass die naiven Tiere sowohl im Cortex als auch in den
Basalganglien einen erhéhten Wert von etwa 10 AU aufwiesen (Abb. 27 A, B). Dies war tberraschend,
da diese Tiere ja unbehandelt als Negativkontrolle mitgefiihrt wurden. Moglicherweise waren sie
einem erhodhten Stresspegel ausgesetzt, was sich jedoch nicht auf die Werte der anderen unter-
suchten Biomarker auszuwirken schien.

Im Einklang zu einer verringerten inflammatorischen Reaktion konnte auch fir das Entzlindungs-
modulierende TGF-B eine verminderte Expression nachgewiesen werden. Das ist kongruent zu
Beobachtungen von Krupinski et al., die bei der Untersuchung von Hirnproben aus Patienten mit
ischamischem Schlaganfall die hochste TGF-B-Konzentration in der Penumbra auffinden konnten, im
Vergleich zum Infarktkern und im Gewebe der contralateralen Hemisphare [Krupinski J et al. 1996].
Die Gruppe schloss daraus, dass die erhohte TGF- Expression im Rahmen einer Angiogenese zur Re-
strukturierung des Infarktvolumens beitragt. Moglicherweise kann die Reduzierung der TGF-B Ex-
pression auch im Zusammenhang mit dem reduzierten Infarktvolumen betrachtet werden. In dem
Fall wiirde durch das kleinere ischamische Areal insgesamt auch weniger TGF-B zur Restrukturierung

bendtigt.
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Im Einklang mit den murinen Daten der vorliegenden Arbeit wurde in einem Rattenmodell des experi-
mentellen Schlaganfalls eine reduzierte TGF-B Expression beobachtet [Sehara Y et al. 2007]. Die Ver-
suchstiere waren bei der Reperfusion mit granulozytdrem Colony-stimulating factor (G-CSF) behan-
delt worden. Daher schrieb die Arbeitsgruppe die reduzierte Expression des Ischamie-typischen Zyto-
kin-Profils einem Behandlungserfolg zu. Denkbar ware jedoch auch, dass G-CSF nicht allein modu-
lierend auf die Zytokin-Expression wirkt, sondern auch auf anderen Ebenen zur Reduzierung des
infarzierten Areals beitragt. In diesem Fall ware auch das Volumen der Penumbra verringert, was
anteilig zu einer geringeren Menge an TGF-B flhrte. Im Falle der prophylaktischen FXlla-Inhibition
lieRe sich die verringerte mRNA-Expression von TGF-f auf diese Weise erklaren.

Die Rolle von TNF-a bei zerebralen Schadigungen ist nicht vollstandig geklart. Es gibt einerseits Hin-
weise darauf, dass eine Hochregulation von TNF-a mit dem Untergang neuronaler Zellen nach experi-
mentellem Schlaganfall einhergeht [Barone FC et al. 1997]. Die Daten der vorliegenden Arbeit weisen
auf eine Hochregulation von TNF-a hin, die in der Penumbra und unter FXlla-INH-Behandlung ver-
glichen mit der Positivkontrollgruppe besonders ausgepragt ist (Kap. 4.3.1). Im Widerspruch zu die-
sem Resultat konnte in einem Rattenmodell ein reduziertes TNF-a Vorkommen immunhistochemisch
beobachtet werden, was als ein Behandlungserfolg durch eine therapeutische G-CSF-Applikation ge-
wertet wurde [Sehara Y et al. 2007]. Jedoch ist diese Schlussfolgerung kritisch zu betrachten, da die
Resultate von Barone et al. auf Versuchen mit exogen appliziertem TNF-a basieren.

Dahingegen konnten mehrere Gruppen einen neuroprotektiven Effekt von endogenem TNF-a bele-
gen, was im Einklang mit den Daten der vorliegenden Arbeit steht [Bruce AJ et al. 1996; Lambertsen
KL et al. 2009]. Als moglicher Mechanismus wird diskutiert, dass mikroglialer TNF-a antioxidative En-
zyme aktiviert, die nach einer Ischamie das Uberleben von Neuronen férdern. Aus dieser Perspektive
betrachtet konnte die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Hochregulation der TNF-a-Expression
ein Hinweis auf ein verbessertes neuronales Uberleben nach einer Ischimie sein.

Um die Integritdt der BHS zu untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit auBerdem der Biomarker
Endothelin-1 (Edn-1) gemessen. Edn-1 ist ein potentes vasokonstriktives Peptid, welches in der aku-
ten Phase nach einer zerebralen Ischdamie vermehrt im Plasma und Liquor von Patienten nachgewie-
sen werden kann [Fagan SC et al. 2004; Franceschini R et al. 2001; Volpe M et al. 2000]. Neben den
physiologischen Funktionen macht eine Ischamie-induzierte Hochregulation von Edn-1 die BHS per-
meabel [Dashwood MR et al. 2010; Macrae IM et al. 1993; Matsuo Y et al. 2001]. Dadurch wird eine

Extravasation begiinstigt, die wesentlich zur Ausbildung eines Odems in der subakuten Phase des
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Schlaganfalls beitragt. Basierend auf der Annahme, dass sich eine FXlla-Inhibition im murinen Modell
auch protektiv auf eine Odementwicklung auswirkt, wurde der mRNA-Gehalt von Edn-1 mittels RT-
gPCR im Infarktkern und Cortex der ischdmischen Hemisphare bestimmt. Das Expressionsmuster flr
Edn-1 zeigte besonders im Cortex unter FXlla-Inhibition ein dosisabhingig reduziertes Profil (Kap.
4.3.1). Das lasst darauf schlieRen, dass die Behandlung mit anti-FXlla MAb 3F7 auch auf die Integritat
der BHS im minderperfundierten Gewebe eine schiitzende Funktion auslibt. Ein moglicher Mecha-
nismus hierfir ist die neuroprotektive Wirksamkeit der FXlla-Inhibition, die das Infarktvolumen und
eine BK-vermittelte inflammatorische Reaktion verringert. Die beobachtete reduzierte mRNA-Ex-
pression von Edn-1 der vorliegenden Arbeit steht auRerdem im Einklang mit Daten von Matsuo et al.,
die im tMCAO-Modell einen protektiven Effekt durch Blockade des Endothelin-Rezeptors in Ratten
demonstrieren konnten [Matsuo Y et al. 2001].

Die Daten der vorliegenden Arbeit weisen also darauf hin, dass eine prophylaktische FXlla-Inhibition
mittels anti-FXlla MAb 3F7 im murinen tMCAO-Modell iber eine verbesserte Reperfusion und redu-
zierte Inflammation zu einer Verringerung der neurologischen Defizite fiihrt. Dies ist kongruent zu
einer weiteren tMCAO-Studie, in der der FXlla-Inhibitor D-Pro-Phe-Arg Chloromethylketon (PCK)
untersucht wurde [Kleinschnitz C et al. 2006, Tans G et al. 1987]. Die pharmakologische Hemmung
von FXlla durch PCK in einem prophylaktischen Ansatz resultierte in einer neuroprotektiven Wirksam-
keit, vergleichbar zu den Daten der FXII-K.0.-Mause. Die Untersuchung des zugrundeliegenden Me-
chanismus zeigte Uber bildgebende Verfahren (MRI), dass die FXll-defizienten Tiere eine verbesserte
kortikale Reperfusion aufwiesen [Pham M et al. 2010]. Dies spricht fir die Hypothese der vorlie-
genden Arbeit, dass ein spezifischer FXlla-INH die sekundare Thrombose verhindert und auf diese
Weise die Penumbra vor einer Neurodegeneration geschiitzt wird.

Darliber hinaus wurde der selektive FXlla-INH 3-Carboxamid-Courmarin (,COU-254“) im gleichen ex-
perimentellen Schlaganfallmodell getestet, was widerspriichliche Daten lieferte. Die Bindung zwi-
schen COU-254 und FXlla bewirkt eine Acylierung anstatt einer Alkylierung der Protease, wodurch
FXlla proteolytisch inaktiv bleibt [Robert S et al. 2008]. Uberraschenderweise wurde im Gegensatz zu
den bis dahin publizierten Daten hier kein Hinweis auf eine COU-254-vermittelte Neuroprotektion
beobachtet [Kraft P et al. 2010]. Da COU-254 zu Inhibition des humanen FXlla entwickelt wurde, ist
auch hier moglich, dass COU-254 eine geringere oder keine Affinitdat gegen den murinen FXlla besitzt,
vorausgesetzt COU-254 gelangt in einer wirksamen Konzentration ins murine Plasma. Denn im Ge-

gensatz zur i.v.-Applikationsroute der vorliegenden Arbeit wurde die Testsubstanz bei Kraft et al. 2 h
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vor Beginn der Ischdmie i.p. verabreicht, da eine i. v.-Gabe von COU-254 mit einer akuten Vergif-
tungsreaktion und Mortalitat assoziiert wird [Kraft P et al. 2010]. Obwohl beispielsweise fiir das Cu-
marin-Derivat Esculetin bei einer i.p.-Gabe ein neuroprotektiver Effekt im murinen tMCAO-Modell
beobachtet wurde, kénnte die modifizierte biochemische Struktur von COU-254 moglicherweise
einen negativen Einfluss auf die Bioverfligbarkeit haben [Wang C et al. 2012]. Darliber hinaus wurde
von Kraft et al. auch die effektive FXlla-Inhibition nicht durch einen zusatzlichen Blutungstest wie zum
Beispiel eine aPTT untersucht. Daher ist moglich, dass die FXlla-Inhibition bei Kraft et al. nur unvoll-
standig gegeben war, was die unverdndert schweren klinischen Symptome nach dem experimen-
tellen Schlaganfall erklaren konnte.

Geht man davon aus, dass die FXlla-Inhibition im tMCAO-Modell (iber die Verringerung der thrombo-
inflammatorischen Reaktionen zu einer verbesserten Reperfusion fiihrt, spielt die antithrombotische
Wirksamkeit hier eine tragende Rolle. Aus murinen Thrombose-Studien ist weiterhin bekannt, dass
sich ein FXllI-Mangel erst ab einer Verringerung des Zymogens auf weniger als 90 % des normalen
Plasmaspiegels verlangernd auf die aPTT-Zeit und damit stérend auf eine Thrombusbildung auswirkt
[Revenko AS et al. 2011]. In diesem Zusammenhang ist der protektive Effekt der FXlla-Hemmung, der
in der vorliegenden Arbeit und bei Kleinschnitz et al., sowie Hagedorn et al. beobachtet wurde,
vermutlich auf die vollstandige Hemmung des plasmatischen FXlla zurlickzufiihren. Dies steht im Ein-

klang mit den Daten der prophylaktischen anti-FXlla MAb 3F7-Behandlung (Kap. 4.3.1).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die zerebrale Ischamie synchron ein groRes Spektrum in-
flammatorischer, thrombotischer und Hypoxie-induzierter pathophysiologischen Prozesse einleitet.
Aus den gesammelten Daten aller Studien ergibt sich ein Gesamtbild, welches auf die protektive
Wirksamkeit einer prophylaktischen FXlla-Inhibition im Krankheitsbild des ischdmischen Schlaganfalls
schlieBen lasst. Daher besitzt der Ansatz der pharmakologischen FXlla-Inhibition ein grofles anwen-
dungsnahes Potenzial, insbesondere hinsichtlich der Reperfusionsschaden und einer durch rt-PA

erhohten Blutungsneigung als Komplikationen nach einem ischamischen Schlaganfall.

Therapeutischer Behandlungsansatz mit rHA-Infestin-4

Neben dem prophylaktischen Behandlungsansatz der FXlla-Inhibition wurde fir die vorliegende Ar-
beit auBerdem ein therapeutischer Behandlungsansatz im tMCAO-Modell getestet (Kap. 4.3.3).
Hierbei wurde als Erganzung zu den Daten von Hagedorn et al. die FXlla-Inhibition mittels rHA-In-

festin-4 durchgefihrt. Mit diesem FXlla-INH war zuvor im prophylaktischen Behandlungsansatz eine
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signifikante Verbesserung der neurologischen Defizite beobachtet worden, die sich auch in der Redu-
zierung des Infarktvolumens widerspiegelte [Hagedorn | et al. 2010]. Dies war kongruent zu Resul-
taten einer Studie mit FXIl-defizienten Mause im experimentellen Schlaganfall [Kleinschnitz C et al.
2006]. Fir die Studie der vorliegenden Arbeit erfolgte die Applikation von rHA-Infestin-4 (200 mg/kg)
unmittelbar nach Beginn der Reperfusion (Kap. 4.3.3). Dementsprechend gelangte der FXlla-Inhibitor
erst kurz nach Einleitung der thrombo-inflammatorischen Reaktionen in das ischamische und minder-
perfundierte Gewebe. Uberraschenderweise ergab die Beurteilung der neurologischen Defizite 24 h
nach Reperfusion keinen Unterschied zur Kontrollgruppe, was sich auch in der Infarktvolumen-
messung bestatigte.

Die relative Proteinmessung von Fibrin(-ogen) deutete nicht auf eine reduzierte Mikrothrombose
durch die FXlla-Inhibition nach Reperfusion hin. Dies steht im Widerspruch zu der Beobachtung, dass
anti-FXlla MAb 3F7 im prophylaktischen Behandlungsansatz die Fibrinablagerung reduzieren konnte
(Kap. 4.3.1). Dennoch lieR das Expressionsprofil der pro-inflammatorischen Zytokine IL-18 und noch
deutlicher bei TNF-a auf eine abgeschwachte entziindliche Reaktion im Vergleich zur Kontrolle
schlieflen. Diese Mediatoren vermitteln multiple inflammatorische Prozesse und auch den Ischamie-
induzierten neuronalen Zelltod. Daher deuten die Daten der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass
rHA-Infestin-4 auch in einem therapeutischen Behandlungsansatz anti-inflammatorisch wirksam ist.
Es lasst sich spekulieren, dass dieser Effekt moglicherweise erst nach einer Reperfusionsperiode von
langer als 24 h zu einer Neuroprotektion beitrdagt. Im Gegensatz zur reduzierten inflammatorischen
Reaktion wurde Uberraschenderweise eine hochregulierte Edn-1 mRNA-Expression detektiert. Die
vermehrte Edn-1 Expression wird assoziiert mit einer BHS-Extravasation, die eine Odementstehung
fordert. Es wurde nicht untersucht, in wie weit dies eine Odementstehung trotz einer Hemmung der

FXll-vermittelten BK-Bildung als Folge der zerebralen Ischamie vorantreibt.

Vergleich der Faktor Xlla-Inhibitoren im murinen experimentellen Schlaganfall

Nachdem die Depletion von FXIl im murinen Schlaganfallmodell einen deutlichen neuroprotektiven
Effekt zur Folge hatte, stellte die Erforschung spezifisch wirksamer FXlla-Inhibitoren den nachsten
Schritt in der Entwicklung eines neuen Therapieansatzes dar [Kleinschnitz et al. 2006]. Ublicherweise
wird im tMCAO-Modell zunachst die prophylaktische Wirksamkeit einer neuen Substanz getestet.
Dies hat den Vorteil, dass die systemisch vorliegende Testsubstanz ihre Wirksamkeit ohne zeitliche
Verzégerung schon bei Einleitung der Ischamie-induzierten Reaktionen entfalten kann. Mit dieser

Vorgehensweise kann der maximale neuroprotektive Effekt einer Testsubstanz beurteilt werden, was
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beispielsweise bei Untersuchung der Substanzen PCK und rHA-Infestin-4 zu vielversprechenden Re-
sultaten flhrte [Hagedorn | et al. 2010; Kleinschnitz C et al. 2006]. Im folgenden Unterkapitel werden
zunachst die prophylaktische und die therapeutische Behandlungsstrategie im tMCAO-Modell an-
hand der Resultate dieser Arbeit und mit aus der Literatur bekannten Daten verglichen. Im Anschluss
daran werden die Eigenschaften von rHA-Infestin-4 und anti-FXlla MAb 3F7 herausgestellt und in
Bezug zu anderen FXlla-INH gesetzt, fir die bisher im murinen tMCAO-Modell eine protektive Wirk-
samkeit beobachtet wurde.

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst der FXlla-INH anti-FXlla MAb 3F7 auf seine prophylak-
tische Wirksamkeit im murinen tMCAO-Modell unter aufsteigender Dosierung getestet (Kap. 4.3.1
und 4.3.2). Es wurde dabei beobachtet, dass sowohl die neurologischen Defizite als auch das Infarkt-
volumen in der FXlla-INH-Gruppe reduziert waren. Das steht im Einklang zu den Daten von Hagedorn
et al., die fur rHA-Infestin-4 einen deutlichen neuroprotektiven Effekt und ein verringertes Infarkvo-
lumen in dem gleichen Modell demonstrieren konnten [Hagedorn et al. 2010]. Ergdnzend zu diesen
Beobachtungen wurde in der vorliegenden Arbeit ein therapeutischer Behandlungsansatz mit rHA-In-
festin-4 in der gleichen Dosierung und in dem gleichen Modell durchgefiihrt (Kap. 4.3.3).
Uberraschenderweise resultierte die rHA-Infestin-4-Behandlung zum Zeitpunkt der Reperfusion in
keiner Verbesserung der klinischen Symptomatik im Vergleich zu den Positivkontrollen. Darliber hi-
naus wurde keine Verdnderung der Fibrin(-ogen)-Ablagerung in der ischdmischen Hemisphare beo-
bachtet, verglichen mit der Positivkontrolle. Dies deutet darauf hin, dass die therapeutische Wirksam-
keit von rHA-Infestin-4 nach der Einleitung der Ischdmie-induzierten Reaktionen im untersuchten
Zeitfenster von 24 h von einer prophylaktischen Substanzapplikation abweicht.

Mogliche Ursachen fiir die Differenz liegen vermutlich hauptsachlich im Zeitpunkt der Applikation, da
in der prophylaktischen Applikation durch Hagedorn et al. bereits der protektive Effekt durch rHA-In-
festin-4 demonstriert wurde [Hagedorn | et al. 2010]. Zudem konnte in der vorliegenden Arbeit die
wirksame FXlla-Inhibition iber eine verlangerte aPTT und einer reduzierten FXlla-Aktivitat im Plasma
der FXlla-INH Gruppe belegt werden. Daher scheint die FXlla-Inhibition die groBte neuroprotektive
Wirksamkeit wahrend der friihen Phase der Ischdmie-induzierten pathophysiologischen Prozesse aus-
zuliben. Denn wenn schon wahrend der Ischamie ein massives prothrombotisches Potenzial im ZNS
der Maus aufgebaut wurde, kann eine FXlla-Hemmung zum Zeitpunkt der Reperfusion dies nicht

mehr verhindern. Dafiir spricht zum Beispiel, dass bisher mit der im prophylaktischen Ansatz getes-
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teten Substanz PCK keine Studie veroffentlicht wurde, die einen neuroprotektiven Effekt im thera-
peutischen Behandlungsansatz in der Spezies Maus belegt [Kleinschnitz C et al. 2006].

Dem gegenlber stehen Studien, die bei einer therapeutischen Applikation von rHA-Infestin-4 in der
Ratte eine protektive Wirksamkeit demonstrieren konnten [Krupka J et al. 2013]. Dabei bewirkt die
therapeutische FXlla-Inhibition sowohl eine Verbesserung der neurologischen Defizite als auch eine
verringerte Sterblichkeit in der rHA-Infestin-4-Gruppe.

Eine mogliche Erklarung fiir die unterschiedlichen Effekte durch rHA-Infestin-4 in den verglichenen
Spezies kénnte sein, dass die gewéahlte Dosierung von rHA-Infestin-4 in der Maus (200 mg/kg) FXlla
nicht vollstandig inhibieren konnte. Die Ratten erhielten in der vorgestellten Studie jedoch nur
100 mg/kg rHA-Infestin-4, und es konnte ein protektiver Effekt nachgewiesen werden. AuRerdem
bestehen Unterschiede im tMCAO-Modell, denn bei den Ratten wurde die Ischamie fir 90 min auf-
rechterhalten, bei den Mausen hingegen fiir 60 min. Darliber hinaus ist auch denkbar, dass sich die
Ischamie-induzierten Prozesse oder einzelne Reaktionen der Reperfusionsschiaden in Mausen und
Ratten unterscheiden.

Mogliche Indikationen von FXlla-Inhibitoren waren einerseits die Gabe vor einer Rekanalisations-
therapie mittels rt-PA. Andererseits konnte ein FXlla-INH Warfarin zur Schlaganfallprophylaxe er-
setzen, beispielsweise bei Risikofaktoren wie Vorhofflimmern. Eine schwedische Studie ergab, dass
nur etwa 46 % der Patienten mit bekanntem Vorhofflimmern prophylaktisch einen Vitamin-K-Anta-
gonisten erhielten [Bjorck S et al. 2013]. Die Ursache hierfiir lieRen die Autoren offen, jedoch kann
angenommen werden, dass das Risiko fiir ungewollte Blutungen in den meisten Fallen zu grol} war. Es
lasst sich daher spekulieren, dass zurzeit bei einem ersten akuten Schlaganfall viele Patienten von
einem therapeutischen Behandlungsansatz profitieren kénnten. Andererseits konnte eine prophylak-
tische Behandlungsstrategie mit einem FXlla-INH Vorteile als PraventionsmaRnahme nach einem
ersten akuten Schlaganfall darstellen, da dieser als Risikofaktor fiir einen erneuten Schlaganfall gilt.
Laut Hankey erhoht ein voran gegangener Schlaganfall das Risiko flir einen erneuten Schlaganfall auf
4 % im ersten Monat bzw. auf 12 % im ersten Jahr nach dem initialen Schlaganfall [Hankey GJ 2003].
Die Resultate der vorliegenden Arbeit und die Daten aus der Studie mit Ratten weisen aulRerdem
darauf hin, dass eine prophylaktische FXlla-Inhibition im murinen tMCAO-Modell das Risiko der
Schlaganfall-assoziierten Mortalitat innerhalb der ersten 24 h reduziert. AuRerdem geht die Behand-
lung mit einem geringeren Blutungsrisiko einher, als bei einer Behandlung mit den gangigen oralen

Antikoagulanzien wie Vitamin-K-Antagonisten.
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Im rein prophylaktischen Behandlungsansatz des murinen tMCAO-Modells zeigte sich jedoch auch bei
einer rHA-Infestin-4-Behandlung eine starkere neuroprotektive Wirksamkeit, als im direkten Ver-
gleich fur anti-FXlla MAb 3F7 beobachtet wurde. Moglicherweise sind dafiir grundlegende Unter-
schiede auf Molekiilebene verantwortlich. Denn auch die GroRe der therapeutisch eingesetzten Mo-
lekile konnte fir ihre Effektivitat eine Rolle spielen. Bei rHA-Infestin-4 ist die FXlla-inhibitorische
Domane an Humanalbumin gekoppelt. Das gesamte Fusionsprotein besitzt ein Molekulargewicht von
etwa 66 kDa, wobei das Molekulargewicht von Infestin-4 selbst lediglich ca. 7 kDa betragt [Hagedorn |
et al. 2010]. Verglichen damit ist der anti-FXlla MAb 3F7 wesentlich gréRer, denn als Antikdrper der
IgG-Klasse besitzt er ein durchschnittliches Molekulargewicht von 150 kDa [Larsson M et al. 2014].
Durch seine geringe GréRe kann rHA-Infestin-4 daher vermutlich auch kleinere Perforationen der BHS
nach einer Ischamie lGberwinden, die ein grofRes Molekil wie ein 1gG nicht passieren kann. Eine BHS-
Dysfunktion ermdglicht die Extravasation von Plasma und Proteinen in das geschadigte Hirngewebe.
Es gibt in der aktuellen Literatur keine Angaben (iber die maximale GrofRe der diffundierenden Kom-
ponenten. Jedoch ist wahrscheinlich, dass die Licken in der BHS abhdngig sind vom Grad der Ischa-
mie-induzierten Schadigung. Damit ware die pharmakologische Wirkung von relativ groBen thera-
peutischen Proteinen, wie beispielsweise der anti-FXlla MAb 3F7, begrenzt auf das ischamischen
Kerngebiet und eine intravasale Wirkung. Die kleineren rHA-Infestin-4 Molekiile jedoch kdnnten auch
in den Gebieten der moderaten ZNS-Schadigung die BHS passieren und lokal thrombo-inflammato-
rische Prozesse einschranken. Demzufolge kdnnte die geringere GrolRe von rHA-Infestin-4 auch zur
héheren Effizienz in der prophylaktischen Schlaganfall-Behandlung beigetragen haben.

Ein weiterer Unterschied der FXlla-Inhibitoren besteht in ihrer Selektivitat, da der anti-FXlla MAb 3F7
spezifisch und selektiv den humanen FXlla inhibiert und eine Kreuzreaktivitdt gegen den murinen
FXlla hat. Dahingegen konnte fir rHA-Infestin-4 gezeigt werden, dass es 90 % des murinen, plasma-
tischen FXlla hemmt. AuRerdem wurde in vitro bei einem 100-fachen molaren Uberschuss von rHA-
Infestin-4 eine Inhibition von aktiviertem FXa nachgewiesen, was jedoch vermutlich in einer thera-
peutischen Dosierung kaum relevant sein dirfte [Hagedorn | et al. 2010]. Dariiber hinaus konnte rHA-
Infestin-4 mit groRerer Affinitdt an den murinen FXlla binden, als der monoklonale Antikorper, der ja
gegen die humane Form des FXlla entwickelt wurde.

Ein weiterer im murinen tMCAO-Modell untersuchter FXll(a)-Inhibitor mit eindeutiger, neuroprotek-
tiver Wirksamkeit ist PCK, der parallel zu den FXII-K.O.-Mausen getestet wurde [Kleinschnitz C et al.

2006]. PCK ist jedoch ein unspezifischer Inhibitor, der auBer FXlla auch andere Proteasen des KPS in-
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hibiert. Daher ist es moglich, dass die Neuroprotektion unter prophylaktischer PCK-Applikation durch
die gleichzeitige Inhibition von Kallikrein, FXlla, und FXla verursacht werden [Tans G et al. 1987].

Dass auller FXlla auch die Kallikrein-vermittelte BK-Freisetzung im tMCAO-Modell zu der weiteren
Ausbreitung der initialen Infarktschaden beitragt, wird durch die Beobachtungen von Austinat et al.
unterstitzt. Hierbei wurde die Rolle des Bradykinin-Rezeptors B1-R im experimentellen Schlaganfall-
modell untersucht, dessen Expression wahrend inflammatorischer Reaktionen induziert wird. Durch
die Blockade des B1-R konnte eine Verbesserung in neurologischen Defiziten, Infarktvolumen und
auch in der Odembildung demonstriert werden, wohingegen fiir die Blockade des ubiquitdren B2-R
keine schiitzende Wirksamkeit im murinen tMCAO-Modell beobachtet wurde [Austinat M et al.
2009].

Weiterhin spricht die Publikation von Langhauser et al. dafiir, dass die FXlla-induzierte Bradykininfrei-
setzung in der Schlaganfallpathologie ebenfalls eine lGbergeordnete Rolle spielt. Hier wurden Kinino-
gen-defiziente Mause im tMCAO-Fadenmodell untersucht [Langhauser F et al. 2012]. Kininogen wird
dem Kontaktphasensystem zugeordnet und seine Aktivierung fihrt zur Freisetzung des hochwirksa-
men Peptids BK [Maas C et al. 2011]. Dass eine Kininogen-Defizienz in diesem Modell die klinischen
Symptome und das Infarktvolumen verglichen mit den Positivkontrollen signifikant verbessern konn-
ten, weist auf die Bedeutung der BK-Freisetzung im murinen tMCAO-Modell hin. Darliber hinaus
konnten Langhauser et al. 24 h nach der Ischamie/Reperfusion eine reduzierte Odementwicklung und
eine Verringerung der inflammatorischen Reaktionen beobachten [Langhauser F et al. 2012]. Diese
Beobachtungen stehen im Einklang mit den Daten der vorliegenden Arbeit, wobei der selektive anti-
FXlla MAb 3F7 zu einer reduzierten Inflammation fihrte (Kap. 4.3.1).

Moglicherweise kann ein spezifischer FXlla-INH in der Pathophysiologie des murinen tMCAO-Modells
nicht nur die Mikrothrombose-assoziierten Reperfusionsschdaden verringern, sondern aulRerdem die
BK-Freisetzung limitieren. Damit konnte letztendlich die inflammatorische Reaktion nach einer erfolg-
reichen Reperfusion und eine potentielle Odementstehung begrenzt werden. Erste Hinweise auf
diesen potenziellen zusatzlichen Wirkmechanismus ergaben sich aus den unterschiedlichen Beobach-
tungen, nach denen in den FXII-K.O.-Mdausen sehr viel deutlichere neuroprotektive Effekte gefunden
wurden, als beispielsweise in der pharmakologischen, selektiven FXlla-Inhibition [Hagedorn | et al.
2010; Kleinschnitz C et al. 2006; Kraft P et al. 2010; Krupka J et al. 2013].

Alle in diesem Unterkapitel beschriebenen murinen Studien wurden im Labor von Prof. Dr. Christoph

Kleinschnitz durchgefiihrt. Daher sind technisch bedingte Unterschiede generell fir die Durchfiihrung
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des tMCAO-Fadenmodells vernachlassigbar. Zudem ist das verwendete Schlaganfallmodell weit ver-
breitet und wissenschaftlich anerkannt, da es eine hohe Reproduzierbarkeit mit einer relativ ein-
fachen Durchfiihrung vereint. Die transiente Okklusion tGber 60 min simuliert einen Schlaganfall mit
spontaner oder pharmakologischer Rekanalisation, die sowohl im Patienten als auch im Nagermodell

eine sekundare Schadigung zur Folge hat [Coutts SB et al. 2009; Stoll G et al. 2008].

Zusammenfassend ldsst sich also sagen, dass eine Diskrepanz zwischen einem prophylaktischen und
therapeutischen Behandlungsansatz der FXlla-Inhibition besteht. Dies verdeutlicht den groRen Ein-
fluss auf die zeitnahe Verfligbarkeit eines Therapeutikums im Einklang mit dem Motto , time is brain®.
Eine Reduzierung der Reperfusionsschaden durch eine FXlla-Hemmung scheint jedoch bei einer pro-
phylaktischen Substanz-Applikation den grofSten neuroprotektiven Effekt auszuiiben. Eine mogliche
Anwendung der FXlla-INHs in der klinischen Praxis kénnte daher einerseits in der Prdvention bei
Individuen mit erhéhtem Risiko flr einen ischamischen Schlaganfall liegen und andererseits als
Prophylaxe gegen einen erneuten Schlaganfall eingesetzt werden. Ein weiterer Vorteil der prophy-
laktischen FXlla-INH-Behandlung besteht in der physiologisch ablaufenden Hamostase unter FXlla-

Hemmung, die als Komplikation bei den gangigen oralen Antikoagulanzien auftreten kénnen.

5.5 Ausblick

Das neuartige Konzept zur pharmakologischen Antithrombose mittels FXlla-Inhibitoren bietet viele
Vorteile. Die Daten der vorliegenden Arbeit unterstiitzen die Hypothese, dass eine FXlla-Inhibition
besonders unter arteriellen Flussbedingungen und einer Fremdoberflachen-induzierten Thrombose
protektiv wirkt. Der Effekt des FXIla-INH in einem Stase-induzierten Thrombosemodell erbrachte hier
keinen offensichtlichen Vorteil. Des Weiteren wurden Hinweise fiir eine schiitzende Wirksamkeit der
FXlla-INH in einem prophylaktischen Behandlungsansatz im murinen ischamischen Schlaganfallmodell
gefunden. Der beobachtete antithrombotische Effekt zog keine erhdhte Blutungsneigung in den un-
tersuchten Modellen nach sich.

Da jedoch die physiologische Rolle von FXlla noch nicht ganzlich bekannt ist, sind auch potenzielle
Nebenwirkungen einer FXlla-Inhibition zurzeit noch nicht vollstandig kalkulierbar. Die Untersuchung
der FXII-K.O.-Mause war ein wichtiger erster Schritt zur Erforschung der Rolle von FXlla in vivo [Pauer
HU et al. 2004; Renné T et al. 2005; Kleinschnitz C et al. 2006; Renné T et al. 2006]. Da sich diese

Mause nur in einer verlangerten aPTT und einer gestérten Thrombusbildung von den Wildtypen un-
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terscheiden, scheint FXlla fiir die normale Gerinnungsfunktion in einer gesunden Maus keine Rolle zu

spielen.

Fiihrt eine FXlla-Inhibition zu einer Thrombophilie?

Inwiefern diese Beobachtung auf den Menschen Ubertragbar ist, wird derzeit debattiert. Einerseits
gibt es Hinweise darauf, dass FXIl keine Rolle fir eine Thrombophilie spielt, andererseits wird eine
FXII-Defizient mit einem erhohten Risiko mit dem Auftreten thrombotischer Ereignisse in Verbindung
gebracht [Doggen CJ et al. 2006; Girolami A et al. 2004; Grundt H et al. 2004; Halbmayer WM et al.
1992; Koster T et al. 1994; Miller GJ et al. 1997; Zeerleder S et al. 1999]. Die Kontroverse wird beson-
ders deutlich bei der Beobachtung, dass eine U-formige steigende Assoziation zwischen FXIl-Plasma-
spiegel und einem generellen Mortalitatsrisiko besteht, wobei paradoxerweise eine schwere FXII-De-
fizienz wiederum keinen negativen Effekt auf die generelle Mortalitat hat [Endler G et al. 2007].
Eine wahrscheinliche Ursache dieser Ambivalenz ist, dass die physiologischen Funktionen der Prote-
ase noch nicht hinreichend bekannt sind. Es ist jedoch bekannt, dass FXIl(a) in vivo mehr als eine
Funktion ausiibt, die (iber die intrinsische Gerinnung hinaus gehen. Daher ist ein Mangel bzw. Uber-
schuss der Protease nicht eindeutig als generell protektiv oder pathologisch einstufbar.

Mit Fokus auf die prothrombotische Wirkung von FXlla ist eventuell moglich, dass eine systemische
FXlla-Inhibition durch Stérung der dreidimensionalen Thrombusbildung zu einem erhéhten Throm-
bose-Risiko flihren konnte [Gailani D et al. 2007]. In der vorliegenden Arbeit wurde eine potenzielle
Thrombophilie nicht untersucht, was ein weiterfihrender Ansatz fiir zukiinftige Projekte sein sollte.
Die FXlla-Inhibition wurde in den Versuchstieren dieser Arbeit so gewahlt, dass der plasmatische FXlla
rechnerisch zu 100 % gehemmt wurde. Dementsprechend simuliert dies eine schwere FXII-Defizienz,
wobei jedoch das Zymogen weiterhin im Plasma verbleibt. In der Zukunft sollte aulRerdem evaluiert
werden, ob die FXlla-Inhibition erst ab einer definierten Dosierung einen antithrombotischen Schutz
bietet. Denn im Falle einer Fehldosierung des FXlla-INH als Arzneimittel muss das damit verbundene
Risiko bekannt sein.

Des Weiteren sollte zusatzlich untersucht werden, in welchem Ausmall die FXll(a)-vermittelte In-
flammation beeinflusst wird. Dies kénnte zum Beispiel anhand eines Ansatzes mit Endothelzellen in
Kultur, im Tiermodell anhand immunhistologischer Farbungen und mittels Proteinanalyse der rele-
vanten Faktoren Uberprift werden. Aullerdem sollten in diesem Zusammenhang auch die Folgen

einer langfristigen Antithrombose mittels FXlla-Inhibitoren evaluiert werden.
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Potenzielle Ergdnzungen zu den verwendetenThrombosemodellen

Fiir die Simulation einer arteriellen Thrombose wurden in der vorliegenden Arbeit die mechanische
Aortenkompression in der Maus und eine FeCls-induzierte Thrombose beider Aa. femorales im Kanin-
chen herangezogen. Die verwendeten Modelle sind gut reproduzierbar und relativ einfach durchzu-
fihren, entsprechen aber nur teilweise den pathophysiologischen Reaktionen einer arteriellen
Thrombose. Da beim Aortenkompressionsmodell noch nicht vollstandig bekannt ist, welche Faktoren
konkret die okklusive Thrombose herbeifiihren, ware eine mogliche Ergdanzung die histologische Un-
tersuchung des okkludierten GefaRabschnitts und des Thrombus. Dafiir kénnte moglicherweise ein
gegen den humanen anti-FXlla MAb 3F7 gerichteter Antikorper die Bindungsstellen des FXlla-INH
immunbhistologisch in situ aufzeigen. AuRerdem konnte mittels einer Doppelfluoreszenzfarbung un-
tersucht werden, ob die Thrombose eher durch die Freilegung der subendothelialen Matrix oder TF-
abhangig eingeleitet wird.

Obwohl die FeCls-induzierte Thrombose als anerkanntes Modell angewandt wird, ist die eingeleitete
Thrombose artifiziell, denn es existiert kein direktes physiologisches Pendant zu diesem Modell.
Daher wiére es von Vorteil, die FXlla-Inhibitoren in einem weiteren addquaten Modell der Arterioskle-
rose zu untersuchen, wie beispielsweise in Apolipoprotein E-defizienten Mausen. Durch das Fehlen
des Apolipoproteins E sammeln sich vermehrt Triglyceride und Cholesterin im Plasma, was die Bil-
dung einer arteriosklerotischen Lasion forciert [Hayek T et al. 1994]. Dadurch kénnten Erkenntnisse
gewonnen werden, die die Rolle von FXlla neben der GefaRverletzungs-induzierten Thrombose auch
bei einer ,,sterilen” intravasalen Inflammation beleuchten.

Ahnlich dazu sollte auch die FXIla-Inhibition bei der vendsen Thrombose tiefer untersucht werden.
Neben dem murinen FeClz-induzierten Thrombosemodell wurde fiir die vorliegende Arbeit ein Stase-
induziertes Thrombosemodell im Kaninchen untersucht. Unter pathophysiologischen Umstdnden
entsteht die vendse Thrombose in den tiefen Beinvenen zundchst auch durch eine Flussreduktion.
Daher ware es vorteilhaft, die FXlla-Inhibition aullerdem in einem Ligatur-Modell zu untersuchen, das
Uber eine Stenose die Thrombose einleitet. Moglicherweise kann fiir einen FXlla-INH unter residualen
Flussbedingungen eine erhohte Wirksamkeit beobachtet werden, die im Zusammenhang mit einer
reduzierten NETose-induzierten Thrombose steht [Fuchs TA et al. 2012].

Da FXlla die Thrombose an Fremdoberflachen herbeifiihrt, wurde fiir die vorliegende Arbeit ein A/V
Shuntmodell in der Maus und im Kaninchen durchgefiihrt. In zuklnftigen Versuchen kénnte zusatz-
lich zur Okklusionsrate des A/V Shunts auRerdem die Entwicklung und Zusammensetzung des throm-

botischen Materials aus den Glaselementen weiter analysiert werden. Dadurch lieRe sich darauf
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zurlickschlieBen, ob wie bei Renné T et al. die initiale Plattchenadhasion unbeeintrachtigt ablief und
ein FXlla-INH dass sekundare Thrombuswachstum unterstiitzt [Renné T et al. 2006]. Dartber hinaus
ware die Durchfihrung der Versuche aus der vorliegenden Arbeit und des ECMO-Modells von Larsson
et al. in anderen Spezies vorteilhaft. Auf diese Weise konnten Erkenntnisse liber die Wirksamkeit der
FXlla-Inhibition auch in dem humanen System naher verwandten Spezies getestet werden.

AuRerdem ware fur das A/V Shuntmodell auch moglich, den thrombotischen Reiz im Element selbst
zu variieren, beispielsweise durch eine Kollagen-Beschichtung. Damit konnte evaluiert werden, unter

welchen duleren Bedingungen ein FXlla-INH am potentesten antithrombotisch wirkt.

Potenzielle Ergdnzungen der Studien im murinen Schlaganfallmodell

Fiir die vorliegende Arbeit wurde die Dauer der Reperfusion auf 24 h festgelegt. Bisher sind in der
Literatur keine Studien bekannt, in denen eine FXlla-Inhibition nach einer langeren Reperfusions-
phase untersucht wurde. Daher sollte dies zusatzlich im murinen tMCAO-Modell mit einem prophy-
laktischen und einem therapeutischen Behandlungsansatz (ber eine Zeitspanne von mindestens 7
Tagen nach Reperfusion getestet werden. Denn die 24-stiindige Reperfusion gibt zwar Auskunft tber
eine unmittelbare protektive Wirksamkeit der Testsubstanz in der akuten Phase eines ischamischen
Schlaganfalles, ist aber nicht der erstrebte Endpunkt bei der Behandlung menschlicher Patienten. Bei
einer verlangerten Reperfusionsphase kdonnte aulRerdem mittels MRI-Technik zum Einen die indivi-
duelle Entwicklung des infarzierten Gewebes liber die Zeit beobachtet werden. Zum Anderen miiss-
ten auch im Sinne des Tierschutzes weniger Tiere eingesetzt werden, da die individuelle Infarktent-
wicklung in jedem einzelnen Tier (iber mehrere Tage oder Wochen verfolgt werden kann. Andernfalls
missen mehrere Tiere pro Zeitpunkt geopfert werden, um anhand der TTC-Farbung das Infarkt-
volumen zu bestimmen.

Darliber hinaus wurden fiir die hier vorgestellten Studien nur junge, gesunde und mannliche Mause
verwendet. Dies entspricht nicht der klinischen Situation, da Alter und Geschlecht in Patienten-
gruppen haufig sehr durchmischt sind. Daher sollten weitere Studien mit weiblichen und &lteren
Mausen durchgefiihrt werden. Des Weiteren haben Patienten meist mehr als eine Erkrankung, im
Gegensatz zu den jungen Mausen. Um den Faktor der Komorbiditdten Rechnung zu tragen, sollten
auch weitere Erkrankungen wie beispielsweise ein Modell fiir Diabetes im Rahmen der FXlla-Inhi-
bition untersucht werden. Dafir lieRe sich das Modell der mittels Streptozotocin hervorgerufenen

Diabetes in Mausen an als Grundlage hinzuziehen.
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Um auszuschlieBen, dass die FXlla-Inhibition nur im Fadenmodell des Schlaganfalles wirksam ist,
konnte aullerdem die Einleitung der Ischamie variiert werden. Beispielsweise wurde kiirzlich ein
Ratten-Modell entwickelt, bei dem ein autologes Blutgerinnsel die Ischdmie herbeifiihrt. Des Wei-
teren konnte aulRerdem der Zeitpunkt und die Haufigkeit der Substanzapplikation untersucht werden.
Und schlieflich konnte das Modell auch in dem Menschen naher verwandten Spezies durchgefiihrt
werden.

Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurde keine Messung eines Ischamie/Reperfusions-assoziierten
Odems durchgefiihrt. Da spekuliert werden kann, dass ein FXlla-INH auch einer BK-vermittelte Odem-
entwicklung entgegenwirkt, sollte dies noch erganzt werden. Als Vorgehensweise bieten sich die Me-
thoden der Nass-Trocken Gewichtsbestimmung der zerebralen Hemisphdren und der Evans Blue-
Extravasationsmessung an, wenn nicht auf die MRI-Technik zuriickgegriffen werden kann. Des Wei-
teren kénnten immunhistochemische Farbungen durchgefiihrt werden, um in situ die Ausprdagung
einer Reperfusions-assoziierten Mikrothrombose und den Verlauf der Immunzell-Infiltration in das

ischamische Gewebe zu evaluieren.

Optimierungspotenzial der FXIla-Inhibitoren

Die selektive FXlla-Inhibition ist ein attraktiver Ansatz zum Schutz vor einer Thrombose ohne eine
Hamophilie zu induzieren. Der anti-FXlla MAb 3F7 bietet die Vorteile eines humanen IgG, der spezi-
fisch an FXlla bindet und vermutlich auch bei einer langfristigen Applikation keine Unvertraglichkeit
hervorruft. Durch seine molekulare GrofSe von etwa 150 kDa kann er jedoch die Blutbahn eventuell
auch bei einer BHS-Perforation nicht verlassen. Besonders im Falle der Ischamie-induzierten BHS-
Dysfunktion kdnnte dieser GroRenunterschied zwischen rHA-Infestin-4 (66 kDa) und dem anti-FXlla
MADb 3F7 zu dem unterschiedlichen Wirkungsgrad der prophylaktischen Substanzapplikation gefiihrt
haben [Hagedorn | et al. 2010; Larsson M et al. 2014].

Um die Mobilitdt des therapeutischen Antikérpers in den extravasalen Raum zu férdern, wiirde eine
GroRenreduzierung eventuell einen Vorteil verschaffen. Dazu kdnnten entweder lediglich die Fab-
Fragmente des therapeutischen Antikdrpers zur FXlla-Inhibition verabreicht werden, oder die noch
kleineren Nanobodies. Nanobodies bestehen aus der variablen Domdne eines Schwerkettenantikor-
pers, welche die Affinitdt zum Substrat vermittelt. Ein gegen FXlla gerichteter Nanobody sollte die-
selben Eigenschaften wie der IgG-Antikorper aufweisen, mit dem Vorteil der geringeren GroRRe. Von
der Gruppe um de Maat wurden bereits Nanobodies unterschiedlicher Affinitat gegen FXlla vorge-

stellt. Mit Hilfe dieses Nanobodies konnten de Maat et al. in vitro FXII-Spaltprodukte mit unterschied-
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licher Aktivitat in Humanplasma auffinden [de Maat S et al. 2013]. Es besteht auch die Moglichkeit,
diese einkettigen Antikorper fiir therapeutische Zwecke einzusetzen [Roovers RC et al. 2007]. Dies
ware ein Ansatz fiir zukinftige Studien zur FXlla-Inhibition, nicht nur im murinen tMCAO-Modell,

sondern auch fiir die Indikation der optimierten Antithrombose.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Unter physiologischen Bedingungen limitiert die Hdmostase nach einer GefaRverletzung den Blut-
verlust. Dagegen fordern eine Plattchen-Aktivierung und die Blutgerinnung unter pathologischen
Bedingungen die Entstehung einer Thrombose. Hierbei bewirkt der Kontakt zwischen Blut und Fremd-
oberflachen die Einleitung des intrinsischen Gerinnungsweges lber eine FXII-Aktivierung. Dies ist bei-
spielsweise eine Komplikation bei der Anwendung einer extrakorporalen Membranoxygenierung
(ECMO). Folglich bendtigen Patienten eine stabile antikoagulative Medikation, die jedoch mit einem
erhohten Blutungsrisiko einhergeht. Aus aktuellen Studien in verschiedenen Thrombosemodellen in
Nagern und Primaten ging hervor, dass eine Defizienz oder Hemmung von FXll(a) eine verlassliche
antithrombotische Wirksamkeit bietet. Beachtenswert war dabei die uneingeschrankte hamosta-
tische Kapazitat in den behandelten Tieren. Daher war die erste Fragestellung der vorliegenden Ar-
beit die antithrombotische Wirksamkeit von zwei spezifischen FXlla-Inhibitoren zu untersuchen. Diese
waren ein voll humaner, gegen FXlla gerichteter monoklonaler Antikérper (anti-FXlla MAb 3F7) und
das rekombinante Protein rHA-Infestin-4, welches aus einer Raubwanze stammt. Beide Substanzen
zeigten in verschiedenen Thrombosemodellen einen stabilen antithrombotischen Effekt, z. B. bei dem
Fremdoberflachen-induzierten Thrombosemodells des arteriovendsen Shunt-Modells in den Spezies
Maus und Kaninchen.

Der zweite Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war zu untersuchen, inwiefern eine FXlla-Hemmung
im murinen Schlaganfallmodell zu einer Neuroprotektion beitragt. Aus aktuellen Studien im Schlagan-
fallmodell ist bekannt, dass FXll-defiziente Mause und prophylaktisch mit rHA-Infestin-4 behandelte
reduzierte klinische Defizite und ein reduzierte Infarktvolumen aufwiesen. Dies ist vermutlich auf ver-
ringerte Reperfusionsschaden zurlick zu fiihren. Daher wurde fiir die vorliegende Arbeit die prophy-
laktische Applikation von anti-FXlla MAb 3F7 im gleichen Modell untersucht. In einer zusatzlichen Stu-
die wurde rHA-Infestin-4 therapeutisch verabreicht. Der beste neuroprotektive Effekt zeigte sich in
der prophylaktischen Substanz-Applikation, denn hier wurde eine Reduzierung von Inflammation,
Mikrothrombose und Mortalitdt beobachtet, ohne eine erhéhte Blutungsneigung hervorzurufen.

Die Resultate dieser Arbeit deuten also darauf hin, dass eine FXlla-Inhibition bei Thrombosen unter-
schiedlicher Entstehungsarten einen verldsslichen antithrombotischen Schutz bietet, ohne die physio-
logische Hamostase zu beeintrachtigen. Weiterhin konnte die prophylaktische Behandlung mit FXlla-

Inhibitoren die klinischen Defizite im murinen Schlaganfallmodell signifikant verbessern.
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6.1 Summary

While hemostasis involving platelet activation and blood coagulation is crucial to limit posttraumatic
blood loss, under pathological conditions it can also contribute to thrombosis. Furthermore, in clinical
scenarios where blood becomes exposed to anionic foreign surfaces like in extracorporeal membrane
oxygenation (ECMO) the intrinsic pathway of coagulation is initiated via activation of factor XII (FXII).
Consequently, these patients require a robust anticoagulative therapy, which is, however, associated
with an increased bleeding risk. Recent studies in rodents and primates have demonstrated that
deficiency or inhibition of FXlla provided a reliable antithrombotic effect in several thrombosis
models. Most notably, physiological hemostasis was not affected in these animals. Therefore, the
first aim of the present thesis was to evaluate the antithrombotic efficacy of two specific FXlla-
inhibitors, i.e. rHA-Infestin-4, a recombinant protein derived from the hematophagous insect
Triatoma infestans, and a fully human monoclonal antibody directed against FXlla (anti-FXlla MAb
3F7). Both FXlla-inhibitors were tested in different thrombosis models and revealed a profound
antithrombotic efficacy (e. g. when thrombus formation was triggered by foreign surfaces in the
arteriovenous shunt model in mice and rabbits).

The second aim of this thesis was to investigate the neuroprotective effect of FXlla-inhibition in a
murine ischemic stroke model with reperfusion injury (R/l). Recent stroke studies showed an im-
proved outcome in neurofunctional behavior and a reduced infarct volume in FXII-deficient mice,
probably due to a reduced R/I. An additional study confirmed the neuroprotective efficacy of pro-
phylactic FXlla-inhibition by applying rHA-Infestin-4. Therefore, the efficacy of a prophylactic treat-
ment with anti-FXlla MAb 3F7 was studied in this model of murine ischemic stroke in the present
thesis. Moreover, rHA-Infestin-4 was applied in a therapeutic approach. The best neuroprotection
was observed in the prophylactic approach, since the therapeutic rHA-Infestin-4 application could not
improve the disease outcome. In line with these results, the prophylactic FXlla-inhibition ameliorated
the R/I-associated inflammatory reactions, microthrombosis and dramatically reduced mortality at 24
hours after reperfusion. Notably, the risk for intracranial hemorrhage was not increased.

Taken together, this thesis supports the assumption that targeting FXlla may exert a potent anti-
thrombotic approach in clinical scenarios involving contact activation at foreign surfaces like ECMO
without interfering with physiological hemostasis. Additionally, inhibiting FXlla prophylactically

significantly improved the disease outcome after ischemic stroke in mice.
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