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1 Einleitung

1.1 Die Thrombotisch-thrombozytopenische Purpura (TTP)

Die Thrombotisch-thrombozytopenische Purpura (TTP), auch Moschcowitz-Syndrom ge-
nannt, ist eine seltene und schwere systemische Erkrankung. Sie wurde erstmals Anfang des
20. Jahrhundert vom amerikanischen Arzt Moschcowitz beschrieben (Moschcowitz, 1952).
Die TTP tritt meist akut auf, wobei Schiibe typisch sind. Charakteristisch fiir die TTP ist die
Bildung zahlreicher Mikrothrombosen in den arteriellen Kapillaren, welche unter anderem zu
schweren Ischdmien fiihren. Diese TTP-typischen Mikrothrombosen bestehen vor allem aus
groflen Von-Willebrand-Faktor-Multimeren (VWF-Multimere) und wenig Fibrin (Asada et
al., 1985). Eine unbehandelte TTP fiihrt zu iiber 90% Wahrscheinlichkeit zum Tod (Levy et
al., 2005). Schnelles diagnostisches und therapeutisches Handeln ist daher lebensnotwendig.
45% der Patienten, die einen TTP-Schub erleiden, erfahren spiter weitere Schiibe (Bettoni et
al. 2012). Wie eine Studie der Uniklinik Mainz belegte, stellt fiir TTP-Patienten das Wissen,
dass sie jederzeit einem TTP-Schub ausgeliefert sind, zusdtzlich eine starke psychische Belas-
tung dar (Falter, Alber, & Scharrer, 2013). Bei der TTP sind die Prothrombinzeit, die aktivier-
te partielle Thromboplastinzeit (aPTT), die Konzentration der D-Dimere und des Fibrinogens
nicht auffillig erhoht (Humphreys et al., 2004; Saif & McGee, 2005), was deutlich macht,
dass es sich bei der TTP nicht um eine Gerinnungsstorung handelt. Man geht von einer hohen
Dunkelziffer von Erkrankungen aus (Scully et al., 2008). Scully et al. kommen auf eine Hoch-
rechnung von 6 Féllen pro 1 Million in GroBbritannien (Scully et al. 2008). Mariotte berichtet
von einer Priavalenz der TTP von 13 pro 1 Millionen Einwohner in Frankreich (Mariotte et al.,
2016). Die Inzidenz einer TTP wird weltweit auf weniger als 20 Félle pro 1 Million geschitzt
(Sarode et al., 2014). In demographischen Studien hat sich gezeigt, dass Frauen 2-3fach so
hdufig an einer TTP erkranken wie Ménner. AuBBerdem sind Menschen afrikanischer Herkunft
9-mal so hiufig betroffen wie Menschen kaukasischer Herkunft (George et al., 2008).

Lange war die Pathogenese der TTP unbekannt und erst 2001 identifizierten verschiedene
Arbeitsgruppen, die verminderte Aktivitit bzw. den Mangel der Protease ADAMTSI13 (A
disintegrin and metalloprotease with thrombospondin type 1 motif 13) als maBBgeblich an der
Krankheit beteiligt (Levy et al., 2005). Wie weitere Beobachtungen zeigten, scheint ein TTP-
Schub aber nicht zwingend mit einer ADAMTS13-Defizienz zusammenzuhédngen. Bei Patien-
ten mit hereditdrer TTP, bei denen der ADAMTSI13-Mangel einen Dauerzustand darstellt,
konnen TTP-Schiibe bisweilen scheinbar zufillig auftreten und sind nicht vorhersehbar. Die

Frage, welche weiteren Faktoren zum Ausbruch einer TTP fiihren, ist bisher nur unzureichend
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geklart. Bekannt ist mittlerweile, dass die TTP unter anderem durch Infektionen und bestimm-
te Medikamente getriggert werden kann. Fiir die TTP sind in der Literatur zahlreiche Trigger
belegt (sieche Tabelle 16 im Anhang, Seite 160). Die erworbene TTP ist im Gegensatz zur her-
editdiren TTP eine Autoimmunerkrankung, welche durch Bildung von ADAMTSI13-

Hemmkorpern zu einer verminderten Aktivitdt der Protease fiihrt.

1.1.1 Die Geschichte der Thrombotisch-thrombozytopenischen Purpura

Die TTP wurde erstmals 1924 vom Arzt Eli Moschcowitz beschrieben. Ein bis dahin gesun-
des junges Miadchen war mit Fieber und starken Kopfschmerzen eingeliefert worden. Spéter
fiel sie in ein Koma, ihre Organe versagten und das Médchen verstarb binnen zwei Wochen.
Bei der Autopsie des Midchens entdeckte Moschcowitz in den Mikrokapillaren verschiedener
Organe mehrere ,hyalinreiche* Mikrothrombosen. Moschcowitz ging davon aus, dass diese
Mikrothrombosen fiir den plotzlichen und schweren Krankheitsverlauf des Madchens verant-
wortlich waren (Moschcowitz, 1952).

Im Jahr 1965 veroffentlichten Amorosi und Ultmann Befunde, die ndheren Aufschluss tiber
die TTP bringen sollten (Amorosi & Ultmann, 1965). Es wurden 250 alte Félle sowie zusétz-
lich 16 neue Félle der TTP analysiert. Auffallig waren die sehr unterschiedlichen Krankheits-
geschichten der einzelnen Patienten; es konnte keine einheitliche Ursache fiir den Ausbruch
und den Verlauf der Erkrankung gefunden werden. Zusitzlich waren die beobachteten Symp-
tome, abhéngig vom Patienten, verschieden stark ausgeprigt oder teilweise nicht vorhanden.
Fiinf Symptome stachen dennoch heraus und wurden von Amorosi und Ultmann aufgrund
threr Haufigkeit hervorgehoben. Diese Symptome waren 1. Fieber, 2. Blutungen/ Petechien,
3. Anédmie, 4. neurologische Manifestationen und 5. Storungen der Nieren. Wie genau TTP
therapiert werden sollte, war noch vollig unbekannt. 90% der TTP-Patienten starben. Es wur-
den mehrere Mdglichkeiten fiir eine Therapie genannt, u. a. die Splenektomie (Amorosi &
Ultmann, 1965).

Nachdem Bukowski (Bukowski, 1985) eine Therapie mit ,,Fresh Frozen Plasma‘“ vorschlug
und seit 1961 einen Plasmaaustausch mehrfach erfolgreich angewandt hatte, bestitigten auch
Bell et al. in einer Studie mit 108 Patienten, dass ein Plasmaaustausch das Uberleben von Pa-
tienten mit einem TTP-Anfall deutlich verbesserte (Bell et al., 1991). Spitestens von diesem
Zeitpunkt an, etablierte sich der Plasmaaustausch als wirksame Behandlung bei einem TTP-
Schub.

Da Moake (Moake et al., 1982) ungewdhnlich grole Von-Willebrand-Faktor-Multimere im
Plasma von TTP Patienten beschrieb, wurde in der TTP-Forschung nach einer VWF-
spaltenden Protease gesucht. Die Arbeitsgruppen um Furlan und Tsai bestitigten 1996 unab-
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héngig voneinander das Vorhandensein einer solchen Protease ( Furlan, Robles & Ldmmle
1996; Tsai 1996). Erst 2001 wurde diese Protease vollstdndig charakterisiert und erhielt den
Namen ADAMTSI13. 2003 beschrieb Furlan die mangelnde Aktivitit der VWF-spaltenden
Protease ADAMTS13 sowie das Vorkommen von ADAMTS13-Antikdrpern in Patienten
(Furlan, 2003). Noch heute ist die TTP relativ unbekannt und es besteht in der Forschung, bei
Arzten und Patienten weiterhin groBer Forschungs- und Aufklirungsbedarf. So haben sich in
den letzten Jahren weltweit TTP-Zentren gebildet, die sich um TTP-Patienten kiimmern und

Patienten und Arzten eine Plattform zum Informations- und Erfahrungsaustausch bieten.

1.1.2 Einteilung der Thrombotisch-thrombozytopenischen Purpura

Die TTP gehort zu den thrombotischen Mikroangiopathien (TMA). Die bekanntesten Formen
der TMA sind das hdmolytisch-urdmische Syndrom (HUS) und die TTP. TMAs sind gekenn-
zeichnet durch schwere Thrombozytopenie, mikroangiopathische hdmolytische Andmie
(MAHA) und Organischiamien durch Mikrothrombosen.

Aufgrund des dhnlichen Erscheinungsbildes von TTP und HUS sind diese nicht immer ein-
deutig zu unterscheiden und es kommt hiufig zu Verwechslungen. Insbesondere in der alten
Literatur ist daher oft in Fallberichten der Begriff ,,TTP-HUS* zu finden. Im Gegensatz zur
TTP wird das HUS durch hidmorrhagische E. coli Stimme hervorgerufen. Dabei ist die Nie-
renschiadigung sehr stark ausgepragt. Bei HUS unterscheidet man a-HUS (atypisches HUS)
und STEC-HUS (Shigatoxin Escherichia Coli-HUS). STEC-HUS wird durch das Shigatoxin
von E.coli Stimmen verursacht. Das seltener vorkommende a-HUS tritt vorwiegend im Kin-
desalter auf. Bei a-Hus gibt es oft keine Hinweise auf eine Infektion und im Gegensatz zu
STEC-HUS kann es chronisch werden. Oft werden bei a-HUS genetische Defekte des Kom-
plementsystems gefunden (Waters & Licht, 2011). Eine Erhhung des Kreatininspiegels im
Blut deutet auf ein HUS hin und ist ebenfalls ein Kriterium zur Unterscheidung zwischen TTP
und HUS. Bei der TTP unterscheidet man zwischen der primdren TTP und der sekundiren

TTP.

TTP

7\

Primare TTP Sekundare TTP
/ \ Ausgeldst durch
Medikamente oder
hereditir idiopathisch Erkrankungen

Abbildung 1: Einteilung der TTP in die typische primére und die sekundére TTP. Wie bei der idiopa-
thischen TTP kdnnen bei der sekundaren TTP auch Autoantikorper gebildet werden.
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Die priméire TTP

Die primdre TTP wird aufgeteilt in die hereditdre TTP, auch Upshaw-Schulman-Syndrom

(USS) genannt, und die idiopathische TTP. Bei der hereditdren TTP handelt es sich um eine

genetische Storung. Etwa 5-10% der TTP-Patienten leiden unter dieser Form der TTP
(Galbusera et al.,2009; Lotta et al., 2010; Mariotte et al., 2016). Betroffene leiden von Geburt
an unter einer stark verminderten Aktivitdt der ADAMTS13-Protease, was auf Mutationen im
ADAMTS13-Gen zuriickzufiihren ist. Der Defekt wird autosomal rezessiv vererbt. Es sind
iiber 150 verschiedene Mutationen im ADAMTS13-Gen bekannt, welche homo- oder hetero-
zygot auftreten konnen (Kiss, 2010; Mansouri Taleghani et al., 2013). Die Mutationen
4143insA und R1060W sind besonders auffillig und sind in Europa und auf anderen Konti-
nenten verteilt (Hovinga & Lammle, 2012). Die Mutation 4143insA ist vermehrt in Skandina-
vien, am Baltischen Meer, und in Méihren zu finden und ldsst bei den Betroffenen auf einen
gemeinsamen genetischen Hintergrund schlieBen. Seltener findet man die Mutation auch in
den USA, Kanada und Kroatien (Schneppenheim et al., 2006). 4143insA ist eine Nukleotid-
Insertion in Exon 29, welche zu einer Verschiebung des Leserahmens und so zu einem vorzei-
tigen Abbruch an der AS 1386 fiihrt.

Die Mutation R1060W findet man in Europa und den USA. R1060W ist eine Missense-
Mutation in Exon 24 Argl060Trp und 16st haufig erst im Erwachsenenalter eine TTP aus
(Mansouri Taleghani et al., 2013).

In Japan ist die ADAMTS13-Mutation P475S, die eine verminderte Aktivitdt der Protease
bewirkt, sehr hdufig. Auf den Daten einer Studie beruhend, tragen wahrscheinlich bis zu 10%
der japanischen Bevolkerung diese Mutation heterozygot in ihrem Genom (Kokame et al.,
2002). Weitere bekannte Mutationen sind P353L und P457L, welche zu einer teilweisen Be-
eintrdchtigung der Sekretion und einer niedrigeren Aktivitét fiihren (Manea et al., 2007).
Charakteristisch fiir die hereditdare TTP ist, dass sie sich schon oft im Kleinkindalter manifes-
tiert. Im Labor findet man bei der hereditdren TTP keine Autoantikdrper gegen ADAMTS13.
TTP-Schiibe treten in unregelmiBigen Abstdnden auf. Zur Behandlung eines akuten Schubs
bei der hereditdren TTP reicht - im Gegensatz zur sekundiren TTP - oftmals die Gabe von
Plasmainfusionen aus.

Die hdufigere idiopathische TTP wird durch Autoantikorper verursacht. Die idiopathische

TTP ist die hiufigste Form der TTP. In einer Studie von Scully zeigte sich, dass 77% der un-
tersuchten TTP Félle eine idiopathische TTP darstellten (Scully et al., 2008). Bei den Autoan-
tikdrpern kann es sich um Hemmkorper handeln, die die Funktion von ADAMTSI3 ein-
schrinken oder um nicht neutralisierende Antikorper, deren Mechanismus noch nicht voll-

standig erforscht ist. Extrem niedrige ADAMTS13-Aktivitdt (< 5%) ist vor allem aufgrund
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von Antikorpern bei der TTP zu finden und bestétigt oft das Vorliegen einer idiopathischen
bzw. sekundédren TTP (Scully et al., 2008). Im Kapitel ,,Autoantikérper gegen ADAMTS13*
(Seite 15) wird néher auf die Antikdrper eingegangen.

Die sekundére TTP

Sekundire Formen der TTP konnen durch verschiedene Erkrankungen oder Medikamente
ausgelost werden (siehe Tabelle 16, Seite 160). Diese Auspragung grenzt sich von der pri-
méren TTP durch eine weniger erniedrigte Aktivitdit der ADAMTS13-Protease ab. Medika-
mente, welche hiufig mit der sekundéren TTP assoziiert werden, sind unter anderem Thieno-
pyridine, wie Ticlopidin und Clopidogrel, Chinine, verschiedene Chemotherapeutika und Cal-
cineurin-Inhibitoren. Eine Schwangerschaft, Kollagenose und Vaskulititis begiinstigen eben-
falls das Auftreten einer TTP (Sadler 2006; Zakarija et al. 2004). Meist tritt die erworbene

TTP erst im Erwachsenenalter auf, sie kann aber auch schon bei Kindern auftreten.

1.1.3 Symptome der Thrombotisch-thrombozytopenischen Purpura

Nach Mariotte zéhlen neurologische Storungen, Blutungen, Thrombozytopenie und die Ani-

mie zu den typischsten und wichtigsten Symptomen und Befunden der TTP (Hellmann et al.

2010; Mariotte et al., 2016).

Die neurologischen Stérungen duflern sich hdufig in Kopf-
schmerzen, Schwindel und Verwirrtheitszustinden. Diese
konnen von voriibergehender oder anhaltender Dauer sein
(Shenkman & Einav, 2014). Sie treten in etwa 65% der
Patienten auf (Hellmann et al., 2010). Die Blutungen sind
hiufig als Purpura zu erkennen (Amorosi & Ultmann,
1965). Purpura sind kleine Einblutungen in der Haut, die-
durch Verletzungen der Kapillaren auftreten und hiufige

Nebenerscheinung einer Thrombozytopenie sind.

Die  ausgeprigte  Thrombozytopenie  (<10,000/pul)
(Shenkman & Einav, 2014) kommt durch das Haften der

Abbildung 2: Typische Petechien Thrombozyten an den vermehrt aufiretenden ultralangen
;I;ieg:fr“henkel eines  TTP- v \wE_Multimeren (UL-VWF-Multimere) und dem dadurch

entstehenden hohen Verbrauch der Plittchen zustande. Des
Weiteren tritt bei vielen Patienten aufgrund von Hamorrhagien und der Zerstorung von Eryth-

rozyten eine Andmie auf.
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Labordiagnose
Da die Symptome einer TTP oft nicht eindeutig zuordenbar sind, ist es bei Verdacht auf TTP

besonders wichtig, diese durch eine Labor-Diagnose zu sichern. Die wichtigsten Verfahren

sind hierbei folgende:

Die Messung der Plittchenzahl

Durch die Messung der Plittchenzahl kann eine Thrombozytopenie erkannt werden. TTP-
Patienten haben in der Regel Plittchenwerte von <10.000-30.000/ul (Crawley & Scully
2013). (Normalwert: 150.000-400.000/ul)

Die Anferticung von Blutausstrichen

In den Blutausstrichen von TTP-Patienten findet man typischerweise Fragmentozyten (zer-
storte Erythrozyten) mit einer Haufigkeit von iiber 15%0 (Hellmann et al., 2010). Es handelt

sich hierbei um eine mechanische, nicht immunologische Schidigung der Erythrozyten.

e &
b 0‘:00-‘0'.00 g
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Abbildung 3: Blutausstrich mit Fragmentozyten bei einem TTP-Patient, entnommen aus Poddar &
Wang, 2013.

Die Messung des Himoglobinwertes

Bei TTP-Patienten findet man einen Hdmoglobinwert von unter 10 g/dl (Normalwert zwi-
schen 12 und 18 g/dl). Er lésst sich auf die Zerstorung von Erythrozyten und auf Hidmorrha-
gien zurlickfithren und ist ein wichtiges sekundidres Merkmal der TTP (Crawley & Scully
2013).

Die Bestimmung der ADAMTS13-Aktivitdt und ADAMTS13-Antikérpern
Die Messung der ADAMTS13-Aktivitat gibt Aufschluss dartiber, ob die Protease vorhanden

und aktiv ist. Bei einer Aktivitit von unter 10% spricht man von einer schweren AD-
AMTS13-Defizienz. Die Aktivitdt wird als sehr stark vermindert gewertet, wenn sie weniger
als 5% betrdgt. Die Bestimmung von ADAMTS13-Antikdrpern ist ein wichtiger Parameter,
der Aufschluss iiber die Wahrscheinlichkeit eines wiederkehrenden Schubs gibt (Bettoni et
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al., 2012). Sind Autoantikorper vorhanden, handelt es sich um eine erworbene oder idiopathi-

sche TTP.

Die Bestimmung der LDH- und Troponin-Konzentration

Weitere Marker, welche bei einer Diagnose mituntersucht werden sollen, sind LDH und Tro-
ponin (Scully, 2012). Werden hohe Konzentrationen dieser Marker gemessen, weist dies auf

Zellschiaden, die bei der TTP durch die Mikrothrombosen entstehen.

1.1.4 Therapie der Thrombotisch-thrombozytopenischen Purpura (TTP)

Bei Behandlung eines TTP-Schubs ist ein Plasmaaustausch mit ,,Fresh Frozen Plasma* (FFP)
noch immer die erste Wahl bei idiopathischer und sekundirer TTP. Zum einen kann dadurch
dem Korper die Protease ADAMTS13 zugefiihrt werden, was einen vermehrten Abbau der
Mikrothrombosen zur Folge hat, zum anderen werden mégliche ADAMTS13-Hemmkorper
entfernt.

Eine Protein A-Immunadsorption, bei welcher Pathogene und Autoantikérper aus dem kor-
pereigenem Plasma mithilfe von Protein A adsorbiert und entfernt werden, wurde in der Ver-
gangenheit ebenfalls erfolgreich angewandt (Kasper et al., 2007).

Frither wurde bei erworbener TTP héufig die Splenektomie zur Eliminierung der B-
Lymphozyten durchgefiihrt (Hill & Cooper, 1968; Kappers-Klunne et al., 2005; Rodriguez-
Bano et al., 1997; Schneider et al., 1985; Umemura et al., 2013; Veltman et al., 1995). Diese
drastische MaBBnahme findet heute nur noch vereinzelt statt. Die Therapie mit Rituximab, ei-
nem CD20-Antikorper, welcher sich gegen die B-Lymphozyten richtet, hat sich als hilfreich
erwiesen (Albaramki, Teo & Alexander, 2009; Rinott et al., 2015; Scully, 2012). Das Immun-
suppressivum wird oft in Verbindung mit einem Plasmaaustausch verwendet. Weitere Im-
munsuppressiva, die Anwendung gegen TTP finden, sind Corticosteroide.

Zusitzlich werden supportive Therapien, zum Beispiel Erythrozytentransfusionen, durchge-

fithrt.

1.2 Der Von-Willebrand-Faktor

Der Von-Willebrand-Faktor
Der Von-Willebrand-Faktor (VWF) wurde nach dem finnischen Arzt Erik Adolf von Wille-

brand benannt. Dieser beschrieb 1926 erstmals eine angeborene Blutungsneigung, welche sich
von der damals bekannten Himophilie A unterschied. Das ,,Von-Willebrand-Syndrom* oder

die ,,Von-Willebrand-Krankheit*, wie die Krankheit heute genannt wird, war charakterisiert
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durch den Mangel eines Plasmaproteins, dem ,,Von-Willebrand-Faktor® (De Meyer et al.,
2009).

Eigenschaften
Der VWF ist ein multifunktionelles Glykoprotein, das in den Megakaryozyten und den En-

dothelzellen exprimiert wird. Neben der Aufgabe als Trigerprotein fiir den Faktor VIII spielt
der VWF eine wichtige Rolle in der zelluldiren Hamostase (Sadler, 1998). Mit einer Grof3e
von bis zu 20.000 kDa ist der VWF das grofte im Plasma vorkommende Polymer (Sadler,
1998). Die Durchschnittskonzentration von VWF im Plasma von Menschen betréigt etwa 50-
200 IE/dL im Plasma (James&Goodeve, 2011). Der VWF wird konstant und durch Reize sti-
muliert, ausgeschieden. Ungebundener VWF erfihrt eine schwichere Scherkraft, was ithm
erlaubt, eine gefaltete, globuldre Form anzunehmen. In der gefalteten Form sind verschiedene
Bindestellen nicht frei zugédnglich (Crawley et al., 2009). Nur unter hohem Scherstress, wel-
cher insbesondere in den Kapillaren vorhanden ist, entfaltet sich der VWF, wodurch er die
Bindestellen fiir ADAMTS13 und Pléttchen freilegt (Schneider et al., 2007). Der VWF kann
sich mit subendothelialem Kollagen iiber Bindestellen in der A3 Doméine verankern (De
Ceunynck, 2013). In vitro wurde gezeigt, dass die VWF-Multimere sich iiber eine Arg-Gly-
Asp-Sequenz (auch als RGD-Sequenz bekannt) mit Integrin a3 auf dem Endothel verbinden
und als Striange, welche in Richtung des Blutflusses treiben, zu beobachten sind (Huang et al.,
2009). Im Plasma vorkommender VWF sowie durch Aktivierung der Thrombozyten sezer-
nierter VWF konnen an bereits gebundene VWF-Strange binden (Ulrichts et al., 2005). Dieser
Vorgang spielt bei der Himostase eine wichtige Rolle, denn dadurch vergréfert sich die Ad-
hasionsflache fiir die Plittchen und eine rasche Hdmostase wird gewéhrleistet. Die Konzentra-
tion des VWF im Plasma liegt zwischen 5 und 10 pg/mL (Casari et al., 2013), wobei es hier,
abhingig vom Individum, starke Konzentrationsschwankungen gibt. Zusétzlich ist die Kon-

zentration des VWF im Blut abhidngig von der Blutgruppe, dem Alter, Stress und Infektionen.

Die Synthese des VWF

Der VWF wird als Vorlauferprotein in den Megakaryozyten und den Weibel-Palade-
Korperchen (WPK) des Endothels gebildet. Dort hat er zundchst die Form eines Pre-Pro-
Proteins mit einer Linge von 2813 Aminosduren (Casari et al., 2013; Ruggeri, 1997). Die
Struktur des Pre-Pro-Proteins wurde 2012 von Zhou et al. neu definiert und wie folgt verof-
fentlicht: D1-D2-D’-D3-A1-A2-A3-D4-C1-C2-C3-C4-C5-C6-CK (Zhou et al., 2012). Dieses
Pre-Pro-Protein wird in das Endoplasmatische Retikulum (ER) transportiert. Dort findet eine
Glykosylierung und eine iiber die CK Doméne (Cystein-Knot) vermittelte Dimerisierung der

Pro-VWF-Untereinheiten statt (Sadler, 1998;Ulrichts et al., 2006).
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Im Golgi-Apparat kommt es zur Multimeren-Bildung. Es folgen weitere posttranslationale
Schritte wie eine Sulfatierung, die Fertigstellung der N- und O- Glykosylierung und die pro-
teolytische Spaltung des VWF-Propeptids, welches die D1 und D2 Doméne enthélt (Casari et
al., 2013; Sadler, 2006; Titani et al., 1986).

Die Struktur des VWF

Propeptid Reifer VWF

! " GPlb l

.[ D1 D2 D'IDB ][ AlIAZ A3 ID4 m

Faktor VIII Kollagen I Kollagen

ADAMTS13

Abbildung 4: Doménenstruktur des Von-Willebrand-Faktors nach Zheng, 2015. Neben den Doménen
sind verschiedene Bindestellen fiir Faktor VIII, Glykoprotein Ib, Kollagen und ADAMTS13 darge-
stellt.

Das reife VWF-Monomer besteht aus mehreren Doméinen, welche vom N- zum C-Terminus
wie folgt angeordnet sind: D’-D3-A1-A2-A3-D4-C1-C2-C3-C4-C5-C6-CK (Zheng, 2015;
Zhou et al., 2012). In der A1 Domine befindet sich die Bindestelle fiir GPIba, welche fiir die
Adhésion der Thrombozyten wichtig ist; auch diese Doméne ist nur bei Entfaltung des VWF
zugénglich (De Ceunynck et al., 2013). In der A1 Doméne befinden sich aulerdem Bindestel-
len fiir Heparin, Sulfate und Kollagen (Borthakur et al., 2003; Mazzucato et al., 1999; Mohri
et al., 1989; Morales et al., 2006). In der A2 Doméne befindet sich der Spaltbereich fiir AD-
AMTS13 zwischen den Aminoséduren Tyr1605 und Met1606 (Feys et al., 2009). In der unge-
bundenen, globuliren Form ist die A2 Domine fir ADAMTS13 nicht zuginglich und der
VWEF ist vor Abbau durch ADAMTS13 geschiitzt (Crawley et al., 2009). Martin et al. zeigten
2007 in ihrer Arbeit, dass die A2 Doméne auch Einfluss auf die Bindungsaktivitit der Al
Doméne und somit Einfluss auf die Bindung der Plittchen an den VWF hat (Martin et al.,
2007).

Die A3 Domine beinhaltet die Bindestelle fiir Kollagen I und III (Cruz et al., 1995; Kalafatis
et al., 1987; Lankhof et al., 1996). Die A3 Domine kann in der globuléren Form an Kollagen
in verletzten Gefiallen binden, wodurch es unter hohem Scherstress zur Entfaltung von VWF

kommen kann (Crawley et al.,, 2009). Die C1 Domine enthélt die Arg-Gly-Asp Sequenz
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(RGDS), welche unter anderem das Pldttchenintegrin GPIIb/IIla (auch Integrin ollpPs ge-
nannt) bindet (Andrews & Berndt, 2008).

Ultralange VWF-Multimere

Ultralange VWF-Multimere, welche tiber Kopf an Kopf oder End zu End Verldngerungen von
Multimeren entstehen kdnnen, kdnnen spontan GPIb, ein Oberflédchenprotein der Thrombozy-
ten, binden und stellen daher ein hohes Thromboserisiko in arteriellen Kapillaren dar (De
Meyer et al., 2011; Furlan et al., 1997). In den groBBen VWF-Multimeren besitzen die Binde-
stellen fiir Kollagen und die Bindestellen flir die Plittchen, GPIb und IIb/IlIa, eine sehr viel
starkere Affinitdt (De Meyer et al., 2009). Diese VWF-Striange stehen im Verdacht Entziin-
dungen zu begiinstigen; in vitro konnte gezeigt werden, dass die Plattchen-behafteten VWEF-

Strange Leukozyten verlangsamen (Bernardo et al., 2005).

B VWF string length D Anchorage sites
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Abbildung 5: Die Rolle von VWF und ADAMTS13 in der Himostase. Abbildung aus De Ceunynck,
2013.

In Bild A der Abbildung 5 ist ein VWF-Strang zu erkennen; die Dominen Al, A2 und A3
sind als gelbe, blaue und griine Kreise dargestellt. Die violetten Y-formigen Symbole stellen
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Bindestellen dar. Plittchen sind als graue Kreise dargestellt und binden an die A1 Doméne.
Die A2 Doméne ist fiir die ADAMTS13-Protease (rote Schere) im entfalteten VWF, wie wir
ihn verankert und unter Scherkraft vorfinden, frei zugdnglich und der VWF lasst sich spalten.
Bild B zeigt VWF-Stringe, wie man sie in vitro beobachtet. Man erkennt, dass VWF-
Multimere oft aus vielen zusammenhéingenden Strdngen bestehen, welche sich entweder mit-
einander verflechten oder, wie man im unteren Bild sieht, sich jeweils an das Ende eines be-
reits gebundenen VWF-Strangs binden konnen.

In Bild C sieht man wie Thrombozyten mittels des GPIb-Rezeptors an die A1 Doméne (gel-
ber Kreis) binden.

Verankerte VWF-Stringe sind in Bild D dargestellt; Die VWF-Stringe werden von den Wei-
bel-Palade-Korpchen ausgeschieden und verankern sich in vitro mittels P-Selectin oder avp3-
Integrin mit den Endothelzellen.

In Bild E ist die Spaltung des VWF durch ADAMTSI13 abgebildet. Diese ist abhidngig von
konformellen Anderungen des VWF. Die A2 Domine (blauer Kreis) liegt im entfalteten VWF
offen zugédnglich. Befindet sich der VWF im gefalteten Zustand oder interagiert TSP-1 (oran-
gefarbener Kreis) mit den A2-A3 Doménen, kann ADAMTS13 den Ort der Spaltung in der

A2 Domaine nicht erreichen.

Aufgaben als Trigerprotein

Neben der bereits beschriebenen Aufgabe als Mittler zwischen dem Kollagen des Sub-
endothels und den Pléttchen, was letztendlich zum Wundverschluss (primidre Hédmostase)
fiihrt, hat der VWF aulerdem noch eine wichtige Funktion als Tréger und Stabilisator des
Faktor VIII (Sadler, 1998). Die Bindestelle fiir Faktor VIII befindet sich in der D" und D3
Domine. Faktor VIII ist ein Gerinnungsfaktor und Teil der lebenswichtigen Gerinnungs-
kaskade. Er wirkt zusammen mit Calcium und Phospholipiden als Cofaktor fiir den Faktor
IXa. Durch die Bindung an den VWF ist der Faktor VIII vor dem Abbau zeitweise geschiitzt.
Ist Faktor VIII ungebunden, hat er eine Halbwertszeit von einer Stunde. In gebundener Form

hat er eine Halbwertszeit von 8 bis 12 Stunden (De Meyer et al., 2009).

Abbau

Der bisher einzige gesicherte Abbau von VWF im Korper findet durch die Protease AD-
AMTS13 statt. In vitro konnte gezeigt werden, dass auch andere Proteasen, wie zum Beispiel
Leukozyten-Proteasen, Cathepsin G und Elastase den VWF spalten und abbauen konnen
(Raife et al., 2009). Casari et al. beschreiben in ihrer Publikation einen Zusammenhang zwi-
schen der Sialylierung des VWF und dessen Abbau (Casari et al. 2013). Der von den Throm-

bozyten abgegebene hochmolekulare VWF ist durch eine verdnderte Sialylierung resistenter
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gegen den Abbau durch ADAMTSI3 als der von den Endothelzellen sezernierte VWF
(McGrath et al., 2013). Ist das Protein nicht sialyliert, besteht ein erhohter Abbau im Korper.
Rastegarlari et al. zeigten, dass das Protein LRP1 (Low-densitiy lipoprotein receptor-related
protein-1) mafigeblich zum Abbau des VWF beitrégt (Rastegarlari et al., 2012; Wohner et al.,
2015). Als moglicherweise ebenso am Abbau beteiligt, beschreiben sie die Rezeptoren

CLECA4M auf den Endothelzellen und Siglec-5 auf Makrophagen.

1.3 Die Protease ADAMTSI13

Geschichte

ADAMTSI13 wurde im Zuge der TTP-Forschung entdeckt. Upshaw berichtete 1978 von der
Defizienz eines bisher undefinierten Faktors im Plasma einer TTP-Patientin, der scheinbar
durch Gabe von Fremdplasma ausgeglichen werden konnte und die TTP und MAHA riick-
gingig machte (Upshaw, 1978). 1982 brachte Moake das Vorkommen von UL-VWF im
Plasma von Patienten mit der Pathogenese der TTP in einen Zusammenhang (Moake et al.,
1982). Wissenschaftler waren in der Folge auf der Suche nach einer VWF-spaltenden Pro-
tease. 1996 gelang der Gruppe um Furlan eine Teil-Aufreinigung der Protease ( Furlan et al.,
1996). Wie schon in der Einleitung erwéhnt (Kapitel 1.1.2, Seite 3), wurde 2001 die Protease
von mehreren Arbeitsgruppen identifiziert und als ADAMTS13 vorgestellt (Fujikawa et al.,
2001; Gerritsen et al., 2001; Levy et al., 2001; Soejima et al., 2001; Zheng et al., 2001).

Eigenschaften
ADAMTSI3 (,,a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin type 1 motif 13) ist

die 13. Protease der Familie der ADAMTS-Proteasen. ADAMTS-Proteasen iibernehmen
Aufgaben wie die Kollagen-Prozessierung, die Spaltung der Proteoglykane: Aggrecan, Versi-
can und Brevican, die Hemmung der Angiogenese und die Spaltung des VWF. Auflerdem
scheinen die ADAMTS-Proteasen auch eine Rolle bei der Fruchtbarkeit, bei Entziindungen
und bei der Organogenese zu spielen (Lancellotti et al., 2013). Das ADAMTS13-Gen umfasst
37 kb, es besteht aus 29 Exons und 1427 Aminosiduren und ist auf dem Chromosomsabschnitt
9934 lokalisiert (Mansouri Taleghani et al., 2013; Zhou et al., 2005). ADAMTSI13 ist eine
190 kDa groBe Zink-Metalloprotease. An der Endothelschicht gebundene UL-VWEF-
Multimere werden unter Scherstress von ADAMTSI3 in kleinere Homodimere (176-140
kDa) umgewandelt (Dent et al., 1990; Tsai, 1996), welche im Plasma zu finden sind
(Lancellotti et al., 2013). ADAMTSI13 spaltet die Tyr1605-Met1606 Peptidbindung in der
zentralen A2 Domédne des VWF Molekiils. In der Regel liegt die Konzentration von AD-
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AMTS13 im Plasma des Menschen zwischen 0,1 und 0,5 pg/ml

ADAMTSI13 beeinflusst die biologische Aktivitdt des VWFs durch dessen Spaltung wesent-
lich. Umgekehrt beeinflusst aber auch der VWF den ADAMTS13. Neuere Forschungen zeig-
ten, dass ADAMTS13 eine allosterische Aktivierung durch den VWF erfahrt und dadurch in
seiner katalytischen Aktivitit verstirkt wird (Muia et al., 2014).

Eine reduzierte ADAMTS13-Aktivitdt wurde bei systemischen Entziindungen (Levy et al.,
2001), beim Alterungsprozess (Mannucci et al., 2001), bei Sepsis (Nguyen et al., n.d.), Leber-
zirrthose, chronischer Urdmie, idiopathischer Thromobozytopenie (ITP), disseminierter in-
travasaler Koagulopathie (DIC), systemischem Lupus Erythematosus (SLE), nach Operatio-
nen, bei Leukdmie, bei Neugeborenen, wihrend der Schwangerschaft und bei Einnahme von
Kontrazeptiva beobachtet (Feys et al., 2009; Gandhi et al., 2012; Mannucci et al., 2001). Cao
et al. fanden heraus, dass inflammatorische Zytokine, wie zum Beispiel der TNF-a (Tumor-
nekrosefaktor), die Synthese von ADAMTSI3 inhibieren, was auch die reduzierte AD-
AMTS13-Aktivitdt in den oben genannten Beispielen erkléart. Im Gegenzug dazu, scheint das
antithrombotische Tretinoin (engl. ATRA) in der Lage diese Inhibition riickgéingig zu machen

und die Balance zwischen ADAMTS13 und VWF wiederherzustellen (Wang et al., 2015).

Syntheseort
Die Protease ADAMTSI3 wird hauptsdchlich in den Ito-Zellen der Leber (auch hepatische

Sternzellen genannt) exprimiert. Ito-Zellen sind Perizyten. In geringen Mengen wird AD-
AMTS13 aullerdem in den Endothelzellen der Gefdale, Megakaryozyten und Pléttchen, Glia-
zellen und Podozyten gebildet (Manea et al., 2007; Tauchi et al., 2012). Levy et al. zeigten in
einem Northern Blot neben dem Vorkommen von 4,3 kb groBen mRNAs in der Leber auch
das Vorkommen von kiirzeren ADAMTS13-mRNA Signalen in der Plazenta (Levy et al.,
2001).

Die Struktur der ADAMTS13-Protease

Interaktion mit der A2 Domane von VWF Interaktion mit dem Endothel, mit ULVWF und VWF

R EROTS - 100000 C.0EIE
! YYY
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Antikérper Antikérper

Abbildung 6: Doménenstrukutur von ADAMTS13, modifiziert nach Zheng et al. 2015.
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Die Struktur von ADAMTS13 ist in Abbildung 6 dargestellt. ADAMTS13 besteht aus mehre-
ren funktionellen Doméinen. Vom N- zum C-Terminus verlduft die Struktur wie folgt: Am N-
Terminus befindet sich das Signalpeptid (SP), gefolgt von der Ca?'- und Zn?*-abhingigen-
Metalloprotease (M), in welcher sich das katalytische Zentrum fiir die Spaltung von VWF
befindet. Es folgt die Disintegrin-Doméne (D), ein Thrombospondin 1 (TSP1) repeat (,,1°),
die cysteinreiche Domine (Cys) und die Spacer-Domine (Spa). Dieser Bereich interagiert mit
der A2 Domine des VWF. Distal von der Spacerregion findet man die TSP1 repeats 2 bis 8
(2-8) und die CUB-Doménen (C1 und C2). Die TSP1 repeats 2 bis 8 interagieren mit dem
VWF (Lancellotti et al., 2013).

Autoantikorper, wie man sie bei Patienten der sekundiren/erworbenen TTP findet, binden
hauptsichlich in der cysteinreichen Doméne und in der Spacer-Doméne. Diese Sequenz ist
gut konserviert und wurde bei verschiedenen Spezies gefunden (Schimpanse, Hund, Ratte,
Maus und Huhn). Der VWF scheint das einzige Substrat von ADAMTSI13 zu sein (Chauhan
et al., 2008).

Murines ADAMTSI13

In Méusen wurden zwei Genvarianten von ADAMTS13 gefunden: eine dem Menschen dhnli-
che Form und eine zweite Form, die sich durch die Insertion von einem intrazisternalem A-
Typ Partikel (IAP) und einem vorzeitigem Stopcodon unterscheidet (Banno et al., 2004).
IAPs sind Retrotransposons, und besitzen die Fidhigkeit zum eigenstindigen Einbau im Ge-
nom. Diese zweite Form wurde in BALB/c, C3H/He, C57BL/6, und DBA/2 Mausstaimmen
gefunden, nicht aber im 129/Sv Mausstamm, mit welchem in unserer Arbeit gearbeitet wurde.
Die Genvariante mit dem inserierten AP, produziert ein Protein mit einer Linge von 1037
Aminoséduren, in der C-terminalen Region fehlen dadurch zwei weitere Thrombospondin-
Motive und zwei CUB Doménen. Trotzdem konnten Banno et al. in vitro keine signifikante
Verinderung in der Aktivitdt der Protease erkennen (Banno et al., 2004). Die verkiirzte AD-
AMTS13-Protease scheint das Leben der Méause nicht zu beeintrdchtigen. Im Menschen kon-
nen Mutationen im Bereich der TSP1-repeats und den CUB- Doménen zu hereditdrer TTP
filhren (Levy et al. 2001). Das Protein der IAP-freien Variante besteht aus nur einer Amino-
sdure weniger (1426 AS) als das Protein des Menschen. Es hat die gleiche Doménenstruktur.
Der 129/Sv Stamm eignet sich daher besonders gut fiir die ADAMTS13-Forschung. Untersu-
chungen zeigten, dass isolierte IgG-Antikorper von TTP-Patienten ebenfalls an murines AD-
AMTS13 binden, was fiir die gute Vergleichbarkeit der humanen und murinen ADAMTS13-

Protease spricht und die TTP-Forschung anhand von Mausen legitimisiert.
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Abbildung 7: Isoformen des ADAMTS13-Gens in Mausen. Wahrend mADAMTSL dem menschli-
chen ADAMTSI13 stark dhnelt, ist mMADAMTS13S durch die Insertion eines IAP verkiirzt. Beide Va-
rianten transkribieren filir eine funktionsfihige ADAMTSI13-Protease. Abbildung entnommen aus
Banno et al., 2004.

1.3.1 Autoantikorper gegen ADAMTSI13

Autoantikorper gegen ADAMTS13 findet man sowohl bei der idiopathischen als auch bei der
sekundédren TTP. Es gibt neutralisierende und nicht neutralisierende Antikorper. Bei den neut-
ralisierenden wird die Aktivitdt der ADAMTS13 Protease vermindert oder ganz gehemmt. In
einer Studie mit 100 TTP-Patienten wurde bei 48% eine schwere ADAMTS13-Defizienz di-
agnostiziert. In dieser Gruppe wiederum fand man bei 87% der Patienten neutralisierende
Antikorper (Peyvandi et al., 2004), was zeigt, dass Antikorper in der Regel fiir eine schwere
ADAMTS13-Defizienz verantwortlich sind.

Die Bindung der bei der TTP gefundenen Antikorper erfolgt hidufig an der cysteinreichen
Spacerregion der ADAMTSI13 (Hellmann et al., 2010). Zusétzlich wurden Antikérper gefun-
den, welche sich aufgrund unterschiedlicher Epitopenspezifitdt zum Beispiel gegen die CUB-
Region, die Domédnen der Metalloprotease und des Disintegrins, die TSP1 Repeats 2-8 Do-
méne, das Propeptid oder gegen CD36 richteten (Klaus et al., 2004; Schultz et al., 1998).
Meist handelt es sich bei den Antikdrpern der idiopathischen TTP um IgG-Antikorper (Mai-
Falk & Scharrer, 2016; Peyvandi et al., 2004 ). Am hdufigsten findet man die 1gG4-Anti-
korper gefolgt von IgG1l- und IgG2-Antikorpern (Dong et al., 2008; Ferrari et al., 2009).
Auch IgM- und IgA-Antikorper wurden gegen ADAMTS13 beschrieben (Bettoni et al., 2012;
Mai Falk & Scharrer, 2016; Scheiflinger et al., 2003).

Scheiflinger berichtet iiber das Vorkommen von nicht neutralisierenden ADAMTS13 IgG-
und IgM- Antikdrpern, welche die Aktivitdt der Protease nicht direkt stdrten. Moglich ist,

dass hierbei die Halbwertszeit und der schnellere Abbau der Protease beeinflusst wird oder
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dass diese Antikorper Interaktionen zwischen ADAMTS13 und weiteren Proteinen beeinflus-
sen und letztlich zu einer Hemmung fithren (Scheiflinger et al., 2003).

Bei der erworbenen TTP findet man bei den meisten Patienten ADAMTS13-spezifische Im-
munkomplexe. Diese enthalten vor allem IgG4-Antikérper (Plaimauer et al., 2015). Interes-
santerweise wurden diese Komplexe bei 93% der Patienten wéahrend der Remission auch Jah-
re spater gefunden. Plaimauer et al. halten es fiir moglich, dass das mit follikuldren dendriti-
schen Zellen zusammenhdngt, welche die Immunkomplexe an ihre Oberflédche binden und ein
Antigen Depot fiir die Stimulation der Gedéichtnis B-Zellen so iiber Jahre aufrecht erhalten
(Plaimauer et al., 2015).

1.4 Die Rolle von ADAMTS13 und VWF in der Himostase

Die primire Hamostase und der VWF

Der VWF spielt hauptsidchlich in der primiren Hdmostase eine Rolle. Bei einer Verletzung
der Endothelschicht im Blutgefa3 werden das darunterliegende Subendothel und Kollagen frei
zugénglich fiir Plasmaproteine. Zwar konnen die Pldttchen mittels Integrin a2f1 and GPVI
direkt an Kollagen binden, unter hoher Scherkraft benotigen die Plédttchen jedoch den VWF
als Mittler (Nuyttens et al., 2011). Der VWF, welcher in den WPK und im Blut vorliegt, bin-
det an das freiliegende Kollagen im Subendothel. Die wichtigste Funktion des VWF besteht
in seiner Rolle als Mittler fiir die Bindung zwischen dem freiligenden Kollagen eines verletz-
ten Gefdales und den vorbeistromenden Plattchen (Nuyttens et al., 2011). Unter Scherkraft
entfaltet sich der an das Kollagen gebundene VWF und legt seine Bindestellen fiir die PIétt-
chen frei. Weitere im Plasma vorkommende VWF-Multimere binden an bereits gebundenen
VWEF, was die Flache des VWF vergroBert (Ulrichts et al., 2005). Mit Hilfe des VWF, der die
zirkulierenden Plattchen ,.einfangt®, ist ein schneller Verschluss des verletzten Gefiles mog-
lich (Zheng, 2015). Die Pldttchen binden mit GPIb mittels des GPIb-V-IX Rezeptor Komple-
xes an die Al Domine des VWF. Die Bindung der Plittchen an den VWF wird Adhésion
genannt (Martin et al., 2007). Wéhrend der Adhision werden die Pldttchen aktiviert und set-
zen unter anderem ADP und Thromboxan A; frei, wodurch weitere Plattchen aktiviert wer-
den. Die GPIb Bindungen zwischen Plédttchen und VWF sind nur begrenzt stabil; 16st sich die
Bindung, rollen die Plittchen weiter iiber den VWF und das beschidigte Endothel. Die Bin-
dung der Plittchen an Kollagen hingegen ist stabil (De Ceunynck et al., 2013; Gawaz, 1999).
Mit den Kollagen-Rezeptoren GPla/Ila, GPVI, GP IV und p65 gehen die Thrombozyten irre-
versible Bindungen ein (Wu et al., 2002). Es kommt letztendlich zur Spreizung und Aggrega-

tion der Plattchen, was zur Bildung eines ersten Pfropfs fiihrt. Aktivierte Plattchen kdnnen



1.5 Auslosen der TTP durch Trigger 17

ebenfalls VWF aus den o-Granula sezernieren, wodurch der himostatische Effekt verstarkt
wird (Crawley & Scully, 2013).

Ist die Aktivitdt der ADAMTSI13-Protease, die den VWF spaltet, vermindert oder nicht vor-
handen, kommt es gehduft zu Ansammlungen von UL-VWF-Multimeren. An diesen UL-
VWEF-Multimeren bleiben Thrombozyten vermehrt hingen, was schlieflich zur verstarkten

Aktivierung und Aggregation der Plittchen und den TTP-typischen Mikrothrombosen fiihrt.

1.5 Auslosen der TTP durch Trigger

Bei der erworbenen und der angeborenen TTP wurden wiederholt Trigger beobachtet, welche
eine TTP direkt oder indirekt auslosen. So unterschiedlich wie sich die Symptome in den Pa-
tienten présentieren, so unterschiedlich sind auch die Trigger. Die Wirkmechanismen hinter
diesen diversen Triggern sind nur teilweise bekannt. Betrachtet man das Spektrum der Stoft-
klassen der verschiedenen Trigger, so liegt es nahe, dass es sich hierbei um unterschiedliche
Mechanismen handeln muss, die den TTP-Schub herbeifiihren. Zusétzlich ist bekannt, dass
nicht alle als Trigger bekannte Substanzen in allen Patienten einen TTP-Schub ausldsen; bei
einigen Individuen zeigen sie keinerlei Auswirkung. Dieser Umstand gestaltet die Charakteri-
sierung der Trigger und der fiir die Schiibe verantwortlichen Mechanismen als schwierig. Die
Untersuchung der Trigger in dieser Arbeit sollte die Abhidngigkeit der Trigger von der AD-
AMTS13-Defizienz sowie mdgliche Ahnlichkeiten in den Mechanismen der Trigger erdrtern
und aufdecken. In Tabelle 1, Seite 26, werden die fiir diese Arbeit getesteten Trigger und die
dazugehorigen Publikationen aufgefiihrt. Wir testeten verschiedene Trigger an AD-
AMTSI13KO-Méusen. Der Plittchenverbrauch, als erstes und auffélligstes Merkmal der TTP,
wurde in den Versuchen dabei als wichtigster Indikator eines méglichen TTP-Schubs gewer-

tet. Im Folgenden werden die an den Tieren getesteten Substanzen vorgestellt.

1.5.1 Rekombinanter Von-Willebrand-Faktor

Die ADAMTSI13-defizienten Méuse, die in dieser Arbeit untersucht wurden, erlitten tiber
einen Beobachtungszeitraum von 5 Jahren keine spontanen TTP-Schiibe. Dieser Umstand
lasst darauf schlieBen, dass eine bloe Defizienz von ADAMTSI13 in den Maiusen des
129S2/SvPasCrl Stamms keine Schéden hervorruft und eine hohere Konzentration von UL-
VWEF im Blut méglicherweise nicht den gleichen prothrombotischen Status in ithnen bewirkt
wie das bei Menschen der Fall ist. Eine zusidtzliche Vorbehandlung mit rVWF sollte unser
Mausmodell dem Menschen dhnlicher machen und, in Kombination mit bekannten Triggern

der TTP, Triggereffekte verstarken.
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Katharina Ebner (Ebner, 2015) zeigte, dass nach intravendser Injektion mit rekombinantem
humanen VWF (hier mit rhVWF abgekiirzt) bei Méusen des 129S2/SvPasCrl Stamms, die
ADAMTSI13KO-Miuse mit einem hoheren Pléttchenverbrauch reagieren als die Wildtyp-
Mause.

Fiir diese Arbeit sollte zundchst die geeignete Konzentration an thVWF austitriert werden.
Ziel war es eine Schwellendosis zu ermitteln, ab welcher ein Pliattchenverbrauch bei den AD-
AMTSI13KO-Mdusen, nicht aber bei den Wildtyp-Mausen, herbeigefiihrt wird. Die Schwel-
lendosis sollte dann mit weiteren Triggern der TTP verwendet werden, um ein TTP-dhnliches

Krankheitsbild auszulosen.

Pharmakologische Eigenschaften des rekombinanten VWF

Der fiir die Arbeit verwendete rekombinante VWF wurde von Baxter Innovations GmbH
(jetzt Takeda, Stand 2019) hergestellt. Hierzu wurde eine CHO-Zelllinie so modifiziert, dass
sie VWF und Faktor VIII exprimierte. In einem weiteren Schritt wurde der Faktor VIII vom
VWF getrennt und zusitzlich eine furinvermittelte Reifung des VWF durchgefiihrt. Das
rVWF-Konzentrat von Baxter enthdlt die hochmolekulare Form des VWF sowie ultralange
VWE-Multimere, welche man in plasmatischen VWF-Priparaten nicht mehr findet (Turecek
et al., 2009).

Der rekombinante VWF wurde uns fiir diese Arbeit von der ehemaligen Firma Baxter Innova-
tions GmbH aus Osterreich zur Verfiigung gestellt. Die Ergebnisse der Phase 3 Studie wurden
2015 veroffentlicht und bestétigten den therapeutischen Nutzen von rhVWF bei Anwendung
in VWS-Patienten (Gill et al., 2015).

1.5.2 Wilfactin

Um den Einfluss der GroBle der VWF-Multimeren in ADAMTS13KO-Méiusen zu untersu-
chen, sollte eine Behandlung mit plasmatischem VWF durchgefiihrt werden.

Bei Wilfactin, was auf dem deutschen Markt unter dem Namen Willfact bekannt ist, handelt
es sich um plasmatisches humanes VWF-Konzentrat mit einem sehr geringen Gehalt an Fak-
tor VIII. Es wird zur Prophylaxe und Therapie von Blutungen bei Patienten mit Von-
Willebrand-Syndrom angewendet. Der fast nicht vorhandene FVIII in diesem Priparat, soll
eine extreme Erhohung des Faktor VIII-Spiegels im Plasma bei gleichzeitiger Gabe von VWF
unterbinden. Im Gegensatz zu thVWF von Baxter Innovations GmbH (Takeda) sind in Wil-
factin unterschiedliche GroBen an VWF-Multimeren enthalten, es besitzt im Vergleich zu
rekombinantem VWF weniger UL-VWF-Multimere. Die pharmakologischen Eigenschaften

entsprechen liberwiegend denen von thVWF.
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1.5.3 Kogenate®

Kogenate® ist ein rekombinantes Faktor VIII Préparat, welches von BHK-Zellen (,,Baby
Hamster-Kidney-Zellen*) produziert und dann durch verschiedene Schritte aufgereinigt wird.
Es besteht aus einer 40 Da und einer 80 kDa Einheit. Kogenate® funktioniert wie der natiirli-
che FVIII und normalisiert die aPTT. Es wird zur Therapie und Prophylaxe von Blutungen
bei Himophilie A Patienten verwendet (“Fachinformation: KOGENATE®, 2017)

Mit der Gabe von Kogenate® sollte der Einfluss von Faktor VIII auf ADAMTS13KO-Maiuse

und indirekt auf die TTP untersucht werden.

Eigenschaften und Funktion

Das Glykoprotein Faktor VIII ist ein wichtiger Blutgerinnungsfaktor der Gerinnungskaskade.
Es ist etwa 300 kDa grof3 und ist aus den Doménen A1-A2-B-A3-C1-C2 aufgebaut. Aktivier-
ter Faktor VIII ist Kofaktor fiir Faktor IX und unterstiitzt diesen bei der Aktivierung des Fak-
tor X (Mazurkiewicz-Pisarek et al., 2016). Uber weitere Schritte der Gerinnungskaskade fiihrt
dies zur Bildung von Fibrin und letztendlich zu einer erfolgreichen Blutgerinnung. Die Bin-

dung an den VWF schiitzt den Faktor VIII vor dem Abbau.

1.5.4 Histone

Da Infektionen bekanntlich TTP-Schiibe in Patienten auslésen konnen (Booth et al., 2012;
George et al., 2010) und Histone mehrfach mit Infektionen assoziiert wurden (Allam et al.,
2014; Beaulieu & Freedman, 2011), sollten Versuche mit diesen durchgefiihrt werden. Aus
einer Arbeit von Fuchs et al. ist zusétzlich bekannt, dass extrazellulire Histone Thrombozyten
aktivieren und einen Einfluss auf die TTP haben (Fuchs et al., 2011). Fuchs beschreibt eine
Gabe von 50 mg/kg Histone als hochste nicht letale Dosis bei Miusen. Bei seiner Arbeit fiihr-

te diese Dosis im Versuch zu einem Verbrauch der Thrombozyten von 90%.

Figenschaften und Funktion

Histone sind alkalische Proteine, welche in der Regel intrazelluldr im Zellkern von Eukaryo-
ten zu finden sind.

Thre Hauptfunktion besteht in der Wicklung der etwa einen Meter langen DNA im Zellkern.
Es gibt 2 Klassen von Histonen: die Kernhistone und die Verbindungshistone. Die Histone
H2A, H2B, H3 und H4 sind Kernhistone, sie wickeln die DNA und bilden so Nukleosomen,
die wiederum Teil des Chromatins sind (Allam et al., 2014; Fuchs et al., 2011). Histon H1,
ein Verbindungshiston, erlaubt die Formierung der einzelnen Nukleosome zu Chromatin. Da
sich die DNA in gewickeltem Zustand nicht transkribieren lésst, spielen die Histone zusétz-

lich eine Rolle in der Genregulation (Venkatesh & Workman, 2015). Gelangen Nukleosomen
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in den extrazelluldren Raum, etwa durch Zelltod, wirken sie toxisch flir das umliegende Ge-
webe (Ammollo et al., 2011).

Histone sind auch als ,,Neutrophil extracellular traps* (NETs) Teil der immunologischen Ab-
wehr des Korpers (Brinkmann et al., 2004). NETs bestehen aus DNA-Fasern, Granula sowie
Histonen und binden Pathogene, wodurch diese inaktiviert werden. Die Bildung von NETs ist
auch fiir die korpereigenen Zellen toxisch und kann schédliche Nebenwirkungen hervorrufen

(Fuchs et al., 2010, 2011).

1.5.5 Lipopolysaccharide

Lipopolysaccharide (LPS) sind Bestandteil der auleren Membran vieler gramnegativer Bakte-
rien. Das Endotoxin LPS 16st bei Sdugetieren immunologische Reaktionen aus (Wang &
Quinn, 2010). LPS wird vom Toll-like-Receptor 4 (TLR4) erkannt, welcher beispielsweise
bei Makrophagen, Monozyten und Neutrophilen zu finden ist. TLRs sind Rezeptoren des an-
geborenen Immunsystems; sie sind wichtig fiir die Erkennung von Pathogenen. Treffen Zellen
des Immunsystems auf LPS, ist dies ein Signal flir den Korper, dass eine Infektion stattgefun-
den hat, was eine Aktivierung des angeborenen Immunsystems zur Folge hat. Infektionen
sind, wie oben erwdhnt und wie durch zahlreiche Publikationen belegt, hdufig Ausloser fiir
eine TTP (Coppo et al., 2003; Crawley & Scully 2013; Gurevitz & Zorinsky 2011; Levy et
al., 2005; Routy et al., 1991).

Eigenschaften
LPS besteht aus einer lipophoben O-Antigen Region (Oligosaccharidketten), einer R-Kern-

Oligosaccharid Region und einer lipophilen A-Lipid Region (Zhao et al., 2002). Die A-Lipid
Region ist die fiir den Korper toxische Komponente und besteht aus einem phosphorylisier-
tem Diglucosamin mit Acylketten. Die innere Kernregion ist aus 2-Keto-3-Desoxy-Octonat
(Kdo) und L-Glycero-D-Manno-Heptose (Hep), und die duBlere Region aus Hexose- und

Hexosamin-Zucker zusammengestellt (Clifton et al., 2013).


https://de.wikipedia.org/w/index.php?title=2-Keto-3-desoxy-octonat&action=edit&redlink=1
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Abbildung 8: Struktur eines Lipopolysaccharids, entnommen aus Clifton et al. 2013.

1.5.6 Quensyl®

Quensyl® ist ein Medikament, welches u.a. zur Behandlung von Malaria verwendet wird. Der
darin enthaltene Wirkstoff ist das chininverwandte Hydroxychloroquin (HCQ). Die chemi-
sche Summenformel lautet Ci1gHsCIN3O.

HCQ gehort, wie Chinin, zu der Gruppe der Chinoline. Chinin wurde in der Vergangenheit
hiufig als Trigger eines HUS-TTP-Schubs beschrieben (Baliga & Wingo, 2003; Gottschall et
al., 1991; Kojouri et al., 2001; Medina et al., 2001). In manchen Fillen wird auch von einer
Chinin-induzierten TMA gesprochen (Crum & Gable 2000; Reese et al. 2015). Eine Verkniip-
fung von TTP und Chinin findet man hauptsichlich in der dlteren Literatur. Die neuere Litera-
tur spricht zunehmend von einem HUS oder einer TMA, die duch Chinin ausgeldst wird. Es
ist daher teilweise umstritten, ob Chinin eine TTP oder viel eher eine TMA oder ein HUS
auslost. In der Arbeit von Ebner konnte bei ADAMTS13KO-Méiusen keine Triggerwirkung
durch Chinin nachgewiesen werden (Ebner, 2015), daher untersuchten wir die Wirkung von
HCQ als chininverwandte Substanz. Beim Menschen sind Fille von HCQ-induzierter TTP
bekannt (Fromm, 2017; Letchumanan et al., 2009; Mar & Mendoza Ladd, 2011).

Pharmakologische Eigenschaften

HCQ hat im Gegensatz zu Chinin keine zytotoxische Wirkung (Korthagen et al., 2015). Das
schwach basische und lipophile HCQ tritt leicht in Zellen {iber.
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Abbildung 9:Strukturformel von Hydroxychloroquin, enthommen aus Warhurst (Warhurst et al., 2003)

HCQ wird auch gegen rheumatoide Arthritis und systemischen Lupus erythematodes (SLE)
angewandt (Mutschler et al., 2012). Die antirheumatische Wirkung hingt wahrscheinlich mit
einer immunsuppressiven Wirkung durch Hemmung des Komplements und der Antigen-
Antikdrper Reaktion zusammen (Fachinformation Quensyl®, 2018). Es wird davon ausgegan-
gen, dass es sich bei dem Wirkmechanismus von HCQ um eine Stabilisierung der Lysoso-
menmembran und um eine Hemmung von lysosomalen Enzymen in Antigen-prasentierenden
Zellen handelt. Dies fithrt zu einer Storung der proteolytischen Prozessierung von Antigenen
(Graefe, 2016; Mutschler et al., 2012). Nach oraler Aufnahme wird HCQ beinahe vollstindig
resorbiert und findet sich u.a. im Vollblut. Es sammelt sich auBerdem in groBBeren Mengen in
Blutzellen und Organen an (Fachinformation Quensyl®, 2018). Es entstehen hauptsichlich
zwei Metabolite, eines davon ist Desethylhydroxychloroquin (Fachinformation Quensyl® ,
2018). Nebenwirkungen konnen Gewichtsverlust, Verwirrtheitszustinde, Neuropathien, Seh-

storungen und gastrointestinale Storungen sein. HCQ ist laut Mutschler kontraindiziert bei

Erkrankungen des blutbildenden Systems (Mutschler et al., 2012).

1.5.7 Ticlopidin

Ticlopidin ist ein bekannter Trigger der TTP. Die Wahrscheinlichkeit bei Behandlung mit
Ticlopidin eine TTP zu entwickeln, betrdgt etwa 1 zu 5000 (Zakarija et al., 2009). Bei Patien-
ten mit Koronarstents liegt die Wahrscheinlichkeit deutlich héher (1 in 1600) (Jacob et al.,
2012). Die TTP kann zwischen 2 bis 15 Wochen nach Behandlung mit Ticlopidin auftreten
(Jacob et al., 2012; Marder et al., 2013). Bei der Medikamenten-assoziierten TTP wird Tic-
lopidin in einer Liste des FDA (U.S. Food and Drug Administration) als flinfthaufigster Aus-
16ser erwdhnt (Stand 1998-2011). In der Ticlopidin-assoziierten TTP kann oft eine schwere
ADAMTSI13-Defizienz festgestellt werden (Jacob et al., 2012). Auch in der Fachinfo ist TTP

als Nebenwirkung erwéhnt.



1.5 Auslosen der TTP durch Trigger 23

Pharmakologische Eigenschaften

Ticlopidin gehort zu der Stoffklasse der Thienopyridin-Derivate und ist ein Thrombozytenag-
gregationshemmer. Frither wurde Ticlopidin unter anderem zur Prophylaxe gegen thromboti-
schen Gefillverschluss und bei Patienten mit Stents eingesetzt (Bennett et al., 1998). Die Sub-
stanz wird als Prodrug verabreicht. Wie andere Thienopyridine wird Ticlopidin erst iiber
CYP34A aktiviert und bindet irreversibel an den P2Y12-Rezeptor. P2Y 12 ist ein Oberflichen-
protein auf Thrombozyten und reguliert die Thrombozytenaggregation iiber ADP (Herbert &
Savi, 2003). Durch die irreversible Blockierung des Rezeptors wird die Aktivierung der
Thrombozyten verhindert (Algra & van Gijn, 2000). Ticlopidin durchlduft den Koérper in ei-
nem enterohepatischen Kreislauf (Fachinformation Ticlopidin, 2016). Die Metabolisierung

findet zum groBten Teil in der Leber statt.
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Abbildung 10: Strukturformel von Ticlopidin. Ubernommen aus ,, Ticlopidine and Clopidogrel* Quinn
und Fitzgerald, 1999 (Quinn & Fitzgerald, 1999).

Bei oraler Gabe von Ticlopidin tritt eine dosis- und zeitabhdngige Hemmung der Thrombozy-
tenaggregation und der Freisetzung von Plattchenfaktoren sowie eine Verldngerung der Blu-
tungszeit ein (Fachinformation Ticlopidin, 2016). Als Nebenwirkungen wurden Magen-
Darm-Storungen, Urtikaria, TTP, Leberschiadigungen (Mutschler et al., 2012) und schwere
hdmatologische und hdmorrhagische Stérungen, wie Panzytopenie und Agranulozytose, beo-
bachtet (Chen et al., 1999; Fachinformation Ticlopidin, 2016). Ticlopidin kann auch zu Cho-
lestase fiihren (Tsai et al. 2000).

Die gefédhrlichste Nebenwirkung von Ticlopidin ist laut Mutschler die TTP. Seit der Einfiih-
rung des Medikaments 1989, wurden zahlreiche Félle von Ticlopidin-assoziierter TTP be-
schrieben (Bennett et al., 1998; Chen et al., 1999; Gent et al., 1989; Jacob et al., 2012; Page et
al., 1991; Zakarija et al., 2009).

1.5.8 Gemcitabin

Gemcitabin ist ein Difluor-Cytarabin und fungiert als Pyrimidin Antimetabolit. Als Zytostati-
kum wird es erfolgreich alleine oder in Verbindung mit anderen Zytostatika angewandt

(Richmond et al., 2013). Es wird unter anderem bei Behandlung gegen Blasenkarzinome,
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nicht-kleinzelligem Lungenkrebs, Pankreaskarzinom, Eierstockkrebs und maligne Lymphome
verabreicht (Fachinformation Gemcitabin, 2015; Richmond et al., 2013). Gemcitabin greift
die Tumorzellen direkt an und fithrt zur Apoptose (Komar-Stossel et al., 2014). Haufige Ne-
benwirkungen sind Anéimien, Dyspnoe, Leuko- und Thrombopenien, Ubelkeit (Mutschler et
al., 2012) sowie erhohte Transaminasen (AST und ALT), alkalische Phosphatasen, Proteinu-
rie und Hamaturie (Fachinformation Gemcitabin, 2015).

In der Literatur findet man zahlreiche Fille von Gemcitabin-induzierter TMA und Gemci-
tabin-induzierter TTP (Izzedine et al., 2006). Bei einer Gemcitabin-Behandlung steigt das
Risiko eine TTP zu entwickeln drastisch, sobald eine kumulative Dosis von 20000 mg/m?
erreicht ist (Zupancic et al., 2007). Bei der Gemcitabin-induzierten TTP geht man von einer
Beschidigung der Endothelien durch Gemecitabin aus (Zupancic et al., 2007). Die Inzidenz der
Gemcitabin-induzierten TTP liegt zwischen 0 bis 0,15% und 1 bis 4% (Zupancic et al., 2007).

Pharmakologische Eigenschaften

Im Korper wird Gemcitabin (auch Difluordesoxycytidin, dFdC) zu
einem Diphosphat (dFdCDP) und einem Triphosphat (dFdCTP) um-

NH ,
) gewandelt. dFACDP hemmt die Ribonukleotidreduktase. Die Ribon-
;\/ | nukleotidreduktase katalysiert unter normalen Umsténden die Reakti-
ll()l-:)z(' o N on, welche Desoxynukleosidtriphosphate fiir die DNA-Synthese lie-
. fert. Durch ihre Hemmung kommt es also zu einer allgemeinen Er-
HO F niedrigung der Konzentration von Desoxynukleosiden, speziell von

Gemcitabine

dCTP (Desoxycytidintriphosphat); hinzu kommt, dass dFACTP mit
Abbildung 11: Struk- dCTP um den Einbau in die DNA konkurriert (Selbst-Potenzierung).
turformel von Gemci- Durch Einbau von Gemcitabin ergibt sich nach Einbau eines weiteren
tabin aus Mini et al.

2006 Nukleotids eine vollstindige Hemmung und es kommt zu einem

maskierten Kettenabbruch. In die DNA eingebaut, initiiert Gemci-
tabin eine Apoptose. Gemcitabin kann auBlerdem in die RNA eingebaut werden
(Fachinformation Gemcitabin, 2015). Dadurch, dass Gemcitabin die Umwandlung von Cyti-
dinphosphat in Desoxycytidinphosphat hemmt, verhindert es den Einbau von Desoxycytidin-
phosphat in die DNA (Mutschler et al., 2012). Gemcitabin greift daher hauptsdchlich Zellen
in der S-Phase (DNA-Synthese) an (Fachinformation Gemcitabin, 2015).

Gemcitabin wird von den Cytidindeaminasen u.a. in der Leber, im Blut und der Leber meta-
bolisiert woraufhin intrazelluldr Mono-, Di- und Triphosphate des Gemcitabins entstehen. Die
Ausscheidung von Gemcitabin erfolgt bei Menschen nach 5-11 Stunden beinahe vollstdndig

(Fachinformation Gemcitabin, 2015).
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1.5.9 Mitomycin C

Mitomycin C ist ein zytotoxisches Antibiotikum mit anti-neoplastischer Wirkung. Es wurde
erstmals aus Streptomyces caespitosus isoliert (Fachinformation Mitomycin, 2016). Als Ne-
benwirkungen von Mitomycin werden unter anderem Myelosuppression und Schidigungen
des Endothels genannt. Auflerdem treten bei bis zu 10% der Patienten schwerwiegende toxi-
sche Organschiden in Niere und Lunge auf (Mutschler et al., 2012). Es gibt zahlreiche Be-
richte iiber Mitomycin-induziertes HUS und TTP (Cattell 1985; El-Ghazal et al. 2011; Kasper
et al. 2007; Zakarija & Bennett 2005). In Biopsien wurden hierbei glomerulidre und mikrovas-
kuldre Nekrosen beobachtet. Eine Mitomycin-induzierte TTP/HUS tritt in der Regel 4 bis 9
Wochen nach der letzten Chemotherapie auf, kann jedoch auch in einem Zeitraum von 4 bis

15 Monaten spéter auftreten (EI-Ghazal et al. 2011).

Pharmakologische Eigenschaften

Mitomycin wird erst bei physiologischem pH-Wert oder durch NADPH zu einem trifunktio-
nellen Alkylans reduziert (Fachinformation Mitomycin, 2016). Nach Reduktion ist Mitomy-
cin in der Lage Interstrang-Quervernetzungen mit der DNA zu bilden (Kumar et al., 1997). In
der Struktur der Mitomycine finden sich Chinon-, Aziridin- und Carbamatgruppen wieder,

welche eine grofle Zahl an unterschiedlichen Reaktionen zulassen (Paz et al., 2012).

Die Hauptwirkung von Mitomycin hdngt mit der Alkylierung der DNS (selten RNS) und ei-
ner damit verbundenen Hemmung der DNS-Synthese zusammen. Proliferierende Zellen wer-
den starker geschddigt. Durch hohere Dosen werden Peroxidradikale freigesetzt, welche zu
DNS-Briichen fiihren. Die organspezifischen Nebenwirkungen werden mit der vermehrten

Freisetzung von Peroxidradikalen in Verbindung gebracht.

Abbildung 12: Strukturformel von Mitomycin C. Entnommen aus Verweiji, 1990 (Verweij & Pinedo,
1990)

Die Halbwertszeit betrdgt zwischen 30 und 70 Minuten (Mutschler et al., 2012). Hauptort der

Metabolisierung und der Elimination ist die Leber. Es wird zur Behandlung gegen Pankreas-,
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Magen-, Blasen- und Osophagus-Karzinom sowie bei chronisch-myeloischer Leukimie an-
gewendet (Mutschler et al., 2012). Bei intravesikaler Therapie wird Mitomycin in nur unwe-
sentlichen Dosen resorbiert, so dass in der Regel nicht mit systemischen Nebenwirkungen
gerechnet werden muss. Bei paravendser Injektion oder beim Ubertritt aus dem GeféB in um-
liegendes Gewebe verursacht Mitomycin Nekrosen. Neben den typischen Nebenwirkungen
von Chemotherapeutika wie Knochenmarksuppression, Leukopenie, Thrombopenie, Ubelkeit
und Erbrechen, werden selten allergische Reaktionen, HUS und TMA gemeldet. Die TMA ist
dosisabhingig und wurde ab Dosen von 30 mg Mitomycin/m? Korperoberfliche als Neben-

wirkung gemeldet (Fachinformation Mitomycin, 2016).

1.6 Literaturiibersicht: Trigger der TTP

Im Folgenden sind die in dieser Arbeit verwendeten Trigger und eine Auswahl an Literatur in

welcher die Trigger bereits in Verbindung mit TTP gebracht wurden.

Tabelle 1:Aufgefiihrt sind in der Arbeit getestete Trigger der TTP sowie die Anzahl von ausgewahlten
beschriebenen Fillen in der Literatur. TMA und HUS stehen in Klammern, insofern die Félle als TMA
oder HUS diagnostiziert wurden. (Abkiirzung:na= nicht angegeben. TMA = Thrombotische Mikroan-
giopathie; HUS=Hé&molytisch-urdmisches Syndrom)

Trigger Anzahl beschriebener | Quelle
Félle

Antiplattchensubstanzen

-Thienopyridine

Ticlopidin 22 Bennett 2013 (Bennett et al., 2013)
97 FDA review bis 2011 (Jacob et al., 2012)
1 Matsuda 2006 (Matsuda et al., 2006)
1 Tirken 2003 (Turken et al., 2003)
1 Naseer 2001 (Naseer et al., 2001)
13 Chen 1999 (Chen et al., 1999)
40 Bennett 1999 (Bennett et al., 1999)
60 Bennett 1998 (Bennett et al., 1998)
4 Page 1991 (Page et al., 1991)
Chemotherapeutika
Gemcitabin 2 (TMA) Richmond 2013 (Richmond et al., 2013)
1 Kasi 2011 (Kasi, 2011)
1 De Smet 2008 (De Smet et al., 2008)
3 (TMA) Izzedine 2006 (Izzedine et al., 2006)
9 (TMA) Humphreys 2004 (Humphreys et al., 2004)
na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
12 (HUS) Fung 1999 (Fung et al., 1999)
Mitomcyin 1 (TMA) Reese 2015 (Reese et al., 2015)

Shah 2013 (Shah et al., 2013)

El-Ghazal 2011 (El-Ghazal et al., 2011)
Hong 2011 (Hong et al., 2011)

Ontilio 2009(Onitilo et al., 2009)

(TMA) Kasper 2007(Kasper et al., 2007)

na Erwahnt in Bukowski 1985 (Bukowski, 1985)
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52 (HUS) Cantrell 1985 (Cantrell et al., 1985)
Chinine
Chinin 63 (TMA) Reese 2015, review (Oklahoma Registry1989-2014)
(Reese et al., 2015)
1 (HUS-TTP) Baliga 2003 (Baliga & Wingo, 2003)
17 (TTP-HUS) Kojouri 2001 (Kojouri et al., 2001)
1 (HUS) Crum 2000 (Crum & Gable, 2000)
1(ITP) Glynne 1999 (Glynne et al., 1999)
3 HUS Gottschall 1991 (Gottschall et al., 1991)

Und viele weitere Publikationen

Hydroxychloroquin

1 (Thrombozytopenie)
1 (vermutet)
1 (Thrombozytopenie)

Demir 2014 (Demir et al., 2014)
Mar 2011 (Mar & Mendoza Ladd, 2011)
Vazquez 2016 (Vazquez et al., 2016)

Infektionen als Trigger

Infektionen (viral, bakteriell,
fungal)

(durch Dengue-Virus)
(durch Brucella)
(durch Brucella)
(durch Borrelia)

34 (verschiedene Infek-
tionen)

31 (verschiedene Infek-
tionen)

1
1
1
1

Deepanjali 2015 (Deepanijali et al., 2015)
Erdem 2007(Erdem et al., 2007)

Kiki 2008 (Kiki et al., 2008)

Schroder 1995 (Schroder et al., 1995)
Marjolaine 2014 (Marjolaine et al., 2014)

Booth 2012 (Booth et al., 2012)
Und viele weitere Publikationen

1.7 Biomarker der TTP

Bei Untersuchungen auf eine TTP werden haufig neben dem Pléttchenverbrauch, der als auf-
falligstes Merkmal der TTP gilt, weitere Parameter, wie die LDH-Konzentration und das Vor-
liegen von Fragmentozyten iiberpriift. Insofern Komplikationen in den Nieren auftreten, wer-
den zusétzlich das Kreatinin und der Harnstoff-Stickstoff gemessen. Aufgrund der Anédmie in
TTP- Patienten wird oft der Coombs- Test durchgefiihrt. Der Coombs-Test untersucht, ob
Antikorper gegen Erythrozyten flir die hdmolytische Andmie verantwortlich sind. Typisch fiir
die TTP ist ein negativer Coombs-Test. In unserem Versuch testeten wir die LDH-
Konzentration. Die Troponin-Konzentration untersuchten wir als einen neueren Biomarker fiir
die TTP, der unserer Erkenntnis nach bisher noch nicht in ADAMTS13KO-Ma4usen als TTP-

Biomarker untersucht wurde.

Lactatdehydrogenase (LDH)

Die Lactatdehydrogenase (LDH) ist ein zytoplasmatisches Enzym. In den extrazelluldren
Raum gelangt sie nur durch eine Schidigung der Zellmembran. Sie eignet sich daher sehr gut
als Indikator fiir Zelltod im Blutplasma. LDH ist ein Parameter, welcher bei der TTP-
Diagnose oft mituntersucht wird (Scully et al., 2012). Da bei der TTP typischerweise Erythro-
zyten zerstort werden, sollte der LDH-Wert in dieser Arbeit als zusitzliches Indiz fiir eine

TTP dienen.
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Herzschiden bei der TTP: Messung uiber kardiales Troponin

Bei der TTP wurden von jeher auch kardiale Mikrothrombosen beobachtet (Amorosi &
Ultmann, 1965; Hawkins et al., 2008; Ridolfi & Bell, 1981). Da Gandhi et al., wie auch ande-
re Wissenschaftler, von einer hoheren Sterberate bei TTP-Patienten mit Herzschdden berichte-
ten (Gandhi et al., 2010), sollte in dieser Arbeit unser Tiermodell auf kardiale Schéden unter-
sucht werden.

Ein wichtiger Marker von Herzschéden ist kardiales Troponin. Dieses befindet sich in den
Aktin-Myofilamenten des Herzens und spielt eine wichtige Rolle bei der Calcium-abhéngigen
Regulierung der Herzmuskulatur (Korff et al., 2006). Troponin besteht aus 3 Untereinheiten,
Troponin I (¢cTnl, cardiac Troponin I), Troponin T (¢TnT) und Troponin C (¢TnC). cTnl inhi-
bert die Aktin-Myosin Wechselwirkung, ¢cTnT bindet Tropomyosin und nimmt eine regulato-
rische Rolle ein und ¢cTnC bindet Ca*" (Murphy, 2002; Van Eyk et al., 1997).

Die Untereinheiten ¢Tnl und cTnT eignen sich besonders gut als spezifische und sehr sensible
Biomarker, welche Schadigungen und Nekrosen in den Myozyten des Herzens sichtbar ma-

chen (Hughes et al., 2009; Thygesen et al., 2012 ).
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2.1 Das Tiermodell

Zur Untersuchung der Triggermechanismen der TTP wurden speziell geziichtete ADAMTS13
defiziente Mause, welche hier ,,ADAMTS13KO-Méuse“ genannt werden, verwendet. Die
Herstellung des Knockouts wurde am National Institute of Biomedical Innovation (NIBIO)
von Toshiyuki Miyata in Japan durchgefiihrt. Die Mutation wurde auf Méiuse mit einem
129S6/SvEvTac-Hintergrund geziichtet (Banno et al., 2006). Im ADAMTS13-Knockout-
Stamm wurden die Exone 3-6, die fiir die katalytische Doméne des Proteins kodieren, durch
eine Neomycin-Resistenzkassette ersetzt. Diese Deletions-Mutation flihrt zu einer nicht funk-
tionsfadhigen ADAMTS13-Protease. Die offizielle Bezeichnung des Allels lautet: Ad-
amts13™MY%2 [3 disintegrin-like and metallopeptidase (reprolysin type) with thrombospondin
type 1 motif, 13; targeted mutation 1, Toshiyuki Miyata].

Als Kontrolltiere zu den jeweiligen Versuchen verwendeten wir Wildtyp-Mause der Linie
129S2/SvPasCrl aus dem Labor Charles River. Die Versuchstiere wurden in einem Tierstall
nach den allgemein giiltigen Richtlinien des Tierschutzgesetzes gehalten und geziichtet. Fiir
die Tierversuche gelten die Paragraphen 7-9 (5. Abschnitt) des Tierschutzgesetzes (Stand
2010).

Berechtigung zu Tierversuchen

Die durchgefiihrten Tierversuche wurden unter Einhaltung der Tierschutzbestimmungen
durchgefiihrt. Der Tierversuchsantrag lduft unter der Nummer G 11-1-024 und wurde vom

Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz genehmigt.

Riickkreuzung
Da auffiel, dass die ADAMTS13KO-Maiuse in der Regel eine hdhere Thrombozytenzahl auf-

wiesen und sich dariiber hinaus phinotypisch von den 129S2/SvPasCrl-Wildtypen unter-
schieden, wurde eine Riickzucht gestartet. Trotz der nahen Verwandtschaft der Mausstdmme
ist es nicht auszuschlieBen, dass nach mehreren Generationen genetischen Verdnderungen
stattfanden. Durch die Riickzucht sollte gewihrleistet werden, dass die Wildtyp- und die
Knockout-Maiuse weitgehend genetisch vergleichbar sind. Die Riickkreuzung wurde im Laufe
der Arbeit bis zur 7. Generation durchgefiihrt. Bei einer Riickkreuzung wird ein bestimmtes
Merkmal, in diesem Fall die Deletions-Mutation im ADAMTS13-Gen, auf eine gewlinschte
Linie, hier auf 129S2/SvPasCrl, geziichtet.
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Schema einer Riickkreuzung

QKO- FWT++

Linie B
ohne Mutation
50 % Linie B ‘@ @ ‘/i

9K0+/ 9dK0+/+ FKO+-  QwT+/+

Linie A mit
Mutation X

N1 Generation
75 % Linie B

N2 Generation
87,5% Linie B

N10 Generation P KO +/+ 9 KO - .
. Linie B
99,99 % Linie B . B
mit Mutation X

Abbildung 13: Schema der Riickkreuzung. Ziel der Riickkreuzung ist es ein bestimmtes gene-

tisches Merkmal, hier als Mutation X gekennzeichnet, von einer Mauslinie (Mauslinie A) auf
eine andere Mauslinie zu kreuzen (Mauslinie B). In der N10-Generation ist das Merkmal zu

99,99% auf Linie B tibertragen.

In Abbildung 13 ist ein Schema der Riickkreuzung dargestellt. Hierzu wird zunichst das
Weibchen mit der gewiinschten Mutation mit einem Wildtyp-Mannchen gekreuzt. Die Nach-
kommen sind alle heterozygot. Aus dem Wurf wird ein heterozygotes Ménnchen gewéhlt und
mit einem fremden Wildtyp-Weibchen gekreuzt. Der Wurf dieses Pérchens stellt die N1-
Generation dar. Aus der N1-Generation wird wieder ein heterozygotes Madnnchen abermals
mit einem nicht verwandten Wildtyp-Weibchen gekreuzt. Es entsteht die N2-Generation, aus
der wiederum ein heterozygotes Mannchen mit einem Wildtyp-Weibchen gekreuzt wird. Um
das gewtinschte Merkmal mit Sicherheit vollstdndig auf den gewiinschten Hintergrund zu
ziichten, kreuzt man die Méuse auf diese Weise bis man die N10-Generation erreicht. Die
gewlinschte Mutation ist dann zu 99,99% auf die gewlinschte Linie iibertragen (zum Beispiel
auf 129S2/SvPasCrl). Fiir unsere Versuche wurden bereits Tiere aus der N5-Generation ver-

wendet. Die davon erhaltenen homozygoten ADAMTS13KO-Méuse wurden fiir unsere Ver-
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suche verwendet. Das Alter der Versuchsmiuse betrug in der Regel 8-16 Wochen. Es wurden

mannliche und weibliche Versuchstiere verwendet.

2.2 Material

2.2.1 Geriite

In der folgenden Tabelle sind die fiir die Arbeit verwendeten Gerite aufgelistet.

Tabelle 2:Gerite

Gerate

Hersteller

Blutanalyse

Automatischer Hamatologie-Analysator:
Sysmex KX-21N

Scil vet ABC™ Hematology analyzer

Multimeranalyse
Blottingkammer: Trans-Blot® Cell, 49BR

Blottinggerat: Power Pac™ HC

Elektrophoresekammer:
LKD Bromma 2117 Multiphor

Elektrophoreseapparatur:Electropheresis
Power Supply—EPS 601

PCR

Thermo Cycler:

Mastercycler® pro S, vapo. protect, Eppen-
dorf

C1000™, CFX96™ Real-Time System
Sonstige Gerate
Mikrotiterplatten-Lesegerat (Photometer)

Feinwaage: CPA 1003P

Gel-Dokumentation:
GelDocTM EZ imager

Kreisschttler:
Lab dancer

Kihlung: Umwalzthermostat, Model 1162A
Kuhlschrank
Magnetruhrer:

neoMag-Standard-Magnetruhrer, D-6011
Mikroskopie: Olympus IX73

Sysmex Corporation (Kobe, Japan)

Scil animal care company GmbH (Viern-
heim, Deutschland)

BIO RAD-Laboratories
(Minchen, Deutschland)
BIO RAD-Laboratories

(Minchen, Deutschland)
Pharmacia Biotech

(Uppsala, Schweden)

Amersham Biosciences
(Amersham, UK)

BIO RAD-Laboratories
(Minchen, Deutschland)

OpsysMR, DYNEX Technologies
(Denkendorf, Deutschland)
Sartorius (Gottingen,Deutschland)

Bio Rad Laboratories
(Mdnchen, Deutschland)
VWR International
(Darmstadt, Deutschland)

VWR International (Darmstadt, Deutsch-
land)

VWR International (Darmstadt, Deutsch-
land

neoLab® (Heidelberg, Deutschland)

Olympus (Shinjuku, Tokio, Japan)
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pH-Meter:
HI 2211 pH/ORP Meter

Pipetten:

Eppendorf Reference® Pipetten:

0,1-2,5pl; 0,5-10ul; 2-20ul; 10-100ul; 20-
200ul; 100-1000ul

-Eppendorf Research® plus, (multichannel),
30-300ul

-Multipette® plus, Eppendorf

Ruittelplatte: ORBITAL SHAKER DOS-10L

Tischzentrifuge

TiefkUhlschrank -86°

Wasserbad: Julabo ED-5A
Zentrifuge:

Hanna Instruments Deutschland GmbH
(Vohringen, Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

neoLab® (Heidelberg, Deutschland)

REMI Elektrotechnik Limited (Mumbai,
Indien)

VWR International (Darmstadt, Deutsch-
land)

Julabo GmbH (Seelbach, Deutschland)
BECKMAN COULTER

Allegra X-30R Series Rotor F2402H (Brea, USA)
Tabelle 3:Software
Software Hersteller

ELISA: DYNEX RevelationTM QuickLink

GraphPad PRISM Version 6

DYNEX Technologies (Denkendorf, Deutsch-
land)

GraphPad Software, Inc,
(La Jolla, CA, USA)

2.2.2 Verbrauchsmaterialien

Die fiir diese Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

10, 20, 200, 1000 ul Pipettenspitzen, steril,
Rack mit und ohne Filter

10, 20, 200, 1000 ul Pipettenspitzen, lose
ohne Filter
Einmalspritzen: Injekt, 2 ml

Falcon® Gefal® 15 ml und 50 ml
Latexhandschuhe, Grof3e M

Microlance Kanile 26G x 3/8 ; 0,45 x10 mm
Microlance Kanule 30G x 2 ; 0,29 x13 mm

StarLab (Hamburg, Deutschland)

und Ep T.1.P.S. ® Eppendorf (Hamburg,
Deutschland)

StarLab (Hamburg, Deutschland)

und Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

B. Braun Melsungen AG (Melsungen,
Deutschland)

BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
Lohmann & Rauscher (Neuwied, Deutsch-
land)

BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
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Micro-Haematokritréhren, Na-heparinized
DIN ISO 12772
Microseal "B" Adhesive Seals

Microvette® CB 300 K2E Kalium-EDTA
Mikrotiterplatte, 96-well, Nunc®

(Maxi Sorp und unbehandelt, transparent
und weil}, Flach- und Rundboden)
Objekttrager (Menzel-Glaser, Superfrost
und 76 x 26 mm)

Pasteurpipetten, unsteril
PCR-Reaktionsgefalie, 8er-Strips

Reaktionsgefale 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 mi

serologische Pipetten, 5, 10, 25, 50 ml

Assistent ©, Hecht (Sondheim/Rhon,
Deutschland)

Bio-Rad Laboratories (Minchen, Deutsch-
land)

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Manchen, Deutschland)

Thermo Scientific, (Braunschweig, Deutsch-
land)

VWR (Darmstadt, Deutschland)
StarLab (Hamburg, Deutschland)

Axon Labortechnik (Kaiserslautern,
Deutschland)

Biozym Scientific GmbH

(Hessisch Oldendorf, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland
Sarstedt AG& Co (Nimbrecht, Deutsch-
land)

Greiner (Frickenhausen, Deutschland)

2.2.3 Chemikalien

Tabelle 5:Verwendete Chemikalien und Medikamente

Chemikalie

Firma

Agarose SeaKem® HGT(P)
Agarose LGT Typ VII, 2-
Hydroxyethylagarose

Agarose StarPure (N3101-0500)
Aqua B. Braun Spiillsg.

Bovines Serumalbumin

Calciumchlorid

Chromatography Papier 2 CHR/46x57cm
(0,18mm)
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
299.5%, p.a.

DMSO

Essigsaure 100%

Ethanol

Forene®, 250 ml (Isofluran)
Filterpapier 35x45 model 583 Gel Dryer

GelRedTM Nucleic Acid stain
Gemcitabin Hydrochlorid

Lonza (Basel, Schweiz)
Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)

STARLAB GmbH (Hamburg, Deutschland)
B. Braun Melsungen AG (Melsungen,
Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Whatman (Maidstone, UK)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Minchen, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

na

Bio-Rad Laboratories (Minchen, Deutsch-
land)

Biotrend Chemikalien GmbH

Sigma Aldrich (Munchen, Deutschland)
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Giemsas Azur-Eosin-Methylenblauldsung
Glycin >99,9% CELLPURE®
Histone (aus Kalber Thymus), Lyophilized

Ketamin —Hameln (50mg/ml)

Kogenate® 1000 IE

FS Bayer, INN: Octocog alfa
Lipopolysaccharide von Escherichia coli
0111:B4

Mitomycin C

May-Griinwalds Eosin-Methylenblaulésung
Mercaptoethanol 99%, p.a.

Methanol

Natriumchlorid >99,9% CELLPURE®
Natriumdihydrogen-phosphat
Natrium-Citrat

Nitrocellullosemembran Trans-Blot® Trans-
fer Medium

Phosphatpuffer PBS ohne Calcium und
Magnesium

Positivkontrolle des ACTIFLUOR™
ADAMTS13 activity kits

Quensyl®

Rompun® 2% (Wirkstoff: Xylazin)
Roti®-Histofix 4%

Salzsaure

Schwefelsdure 95% P.A.

SDS

Ticlopidin-neuraxpharm, 250 mg Filmtablet-
ten

TRIS

Tris HCI

Triton® X-100

Tween 20 Molecular biology grade
VWEF (recombinant human VWF)
Wasserstoffperoxid 30%

Wilfactin

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
CellSystems Biotechnologie Vertrieb GmbH
(Troisdorf, Deutschland)

Hameln Pharmaceuticals GmbH (Hameln,
Deutschland)

Bayer (Leverkusen, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Manchen, Deutschland)

Medac Gesellschaft (Wedel, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
EIFELFANGO GmbH & Co. KG (Bad Neu-
enahr-Ahrweiler, Deutschland)
BioRad-Laboratories (Minchen, Deutsch-
land)

Invitrogen (Carlsbad/ California, USA)

American Diagnostica GmbH (Pfungstadt,
Deutschland)

Sanofi-Aventis Deutschland GmbH
(Frankfurt, Deutschland)

Bayer (Leverkusen, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland
Neuraxpharm Arzneimittel GmbH
(Langenfeld, Deutschalnd)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland

)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Baxter Bioscience (Wien, Osterreich)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
LFB (Les Ulis, Frankreich)

~— ~— ~— ~—
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2.2.4 Antikorper und Primer
Antikorper
Tabelle 6: Antikorper
Antikorper Spezifitit Monoklonal/ Klon Konjugation Hersteller
Polyklonal Name
(Spezies)
Von Willebrand human Polyklonal A 0082 - DakoCytomation
Faktor (Kaninchen) Danemark
Von Willebrand human Polyklonal P 0226 HRP DakoCytomation
Faktor (Kaninchen) Danemark
Kaninchen Im-  Kaninchen Polyklonal D 0487 AP DakoCytomation
munglobuline (Ziege) Danemark
ADAMTS13 Human Polyklonal - - Baxter Innovati-
(Ziege) ons GmbH
Primer

Die Primer wurden von der Firma Invitrogen bezogen und in lyophilisierter Form geliefert.

Sie wurden in dd H>O in einer Konzentration von 100 uM geldst und bei -20°C gelagert. Fiir

die Verwendung in einem PCR-Mix erfolgte eine weitere Verdiinnung der Primer auf 10 uM.

Tabelle 7: Primer fiir die ADAMTS13-Genotypisierung

Primer Sequenz Funktion

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

Adamts 5'R1 5-TAC TGACTT GTG Genotypisierungs PCR
ACC ACA AGC CCT-"3

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

2.2.5 Kitsysteme

Tabelle 8: Kitsysteme

Name des Kits

Hersteller

Funktion

HotStarTaq Plus Master
Mix Kit

High sensitivity mouse-

cardiac Troponin-I Elisa Kit

Qiagen
(Hilden, Deutschland)

Life Diagnostics

Amplifikation von DNS fur
Genotypisierungs-PCR

Bestimmung von kardialem
Maus Troponin |
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2.2.6 Puffer und Gele

Tabelle 9: Puffer und Gele

Puffer Zusammensetzung
50-fach TAE Puffer 2 M Tris1
(Tris-EDTA-Acetat) 100 mM EDTA

1,5% Agarosegel

Lysispuffer (zur DNA-Isolierung aus
Gewebe fur die Genotypisierung)

Neutralisationspuffer (zur DNA-
Isolierung aus Gewebe fur die Genoty-
pisierung)

VWE-Multimeranalyse

Trenngelpuffer

1%-Trenngel

Sammelgelpuffer 1% SDS

0,75% Sammelgel

2-fach Probenpuffer

1-fach Probenpuffer

Bromphenolblau-Lésung

pH8 mit Essigsaure einstellen

1,5 g Agarose (StarPure)
100 ml TAE-Puffer
2 ul GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (10,000x)

25 mM NaOH
0,2 mM EDTA
pH 12

40 mM Tris-HCI
pH 5

1% SDS
0,75 M Tris-HCI
pH 8,8

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

1% SDS
0,125 M Tris-HCI
pH 6,8

187,5 mg Agarose (Seakam, HGT(P))
25 ml Sammelgelpuffer

2% SDS

20 mM Tris
2 mM EDTA
pH 8,0

2% SDS

10 mM Tris
1 mM EDTA
pH 8,0

0,2% Bromphenolblau
2% SDS

20 mM Tris

2 mM EDTA

pH 8,0
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Elektrophorese-Puffer 0,1% SDS
50 mM Tris
384 mM Glycin

Blotpuffer 8,33 mM Dinatriumhydrogenphosphat-
Dihydrat L6sung (Na:HPO4 x 2 H20)

Blockpuffer 3%BSA

20 mM Tris

150 mM NaCl

0,1% Tween-20 auf pH 7,6 einstellen
Waschpuffer 20 mM Tris

150 mM NaCl

0,1% Tween-20

pH 7,6

2.3 Methoden

2.3.1 PCR-Genotypisierung

Um sicher zu gehen, dass in den jeweiligen Versuchstieren das ADAMTS13-Gen ausge-
knockt war, wurden sie genotypisiert. Mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wur-
den gezielte Abschnitte mit den oben erwdhnten Primern vermehrt und iiber Gelelektrophore-
se aufgetrennt und analysiert.

Zur Gewinnung der DNA wurden etwa 1-3 mm der Schwanzspitze abgetrennt und in ein 1,5
ml Reaktionsgefal gegeben. Dann wurden 40 pl Lysispuffer (siehe Tabelle 9, Seite 36) zu der
Schwanzspitze gegeben und das Gefdll 20 min bei 95°C in einem 1,5 ml Reaktionsgefal3 er-
hitzt. Im Anschluss wurden die Proben im Kiihlschrank auf 4 °C abgekiihlt und nochmals 40
ul Neutralisationspuffer (siehe Tabelle 9, Seite 36) hinzugegeben. Danach konnte die DNA
aus dem Reaktionsgefdl flir die PCR eingesetzt werden. Zur Aufbewahrung bei spaterer Ver-
wendung wurde die DNA bei -20°C aufbewahrt.

Das Protokoll zur Genotypisierung der ADAMTS13KO- bzw. der Wildtyp-Méuse stammt aus
dem ,,National Institute of Biological Innovation (NIBIO), Osaka, Japan. Die Primersequen-
zen sind in Tabelle 7, Seite 35, aufgelistet. Im Gel kann zwischen einer Wildtyp-Bande von
ca. 616 bp Lange und einer ADAMTS13KO-Bande von ca. 350 bp Lange unterschieden wer-

den. Die heterozygote Form zeigt im Gel beide Banden.



38 2 Material und Methoden

Tabelle 10: PCR-Ansatz fiir die Genotypisierung

Genotypisierungs-PCR
Hot Star Quiagen 10 pl
RNAse freies Was-
3 ul
ser
Primer 5F 1l
Primer R1 0,5 pl
Primer R2 0,5 pl
Gelred 2 ul
DNA 3l

PCR-Programm

Tabelle 11: PCR-Protokoll, Genotypisierung der ADAMTS13KO-Méuse

Prozess Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung | 95°C 15 min 1
Denaturierung 94°C 20 sec

Annealing 57°C 20 sec 35
Elongation 72°C 40 sec

Finale Elongation 72°C 5 min 1

2.3.2 Retroorbitale Blutabnahme

Die Blutabnahme zur Messung der Plittchen erfolgte iiber den Innenwinkel des Auges. Hier-
fiir wurde die Maus in ein abgedichtetes Gefd3 mit einem in Isofluran getrdankten Tuch gege-
ben und betdubt. Die betdubte Maus wurde dann am Nacken gehalten und dabei die Haut am
Schidel zuriickgezogen, sodass die Augen leicht hervortraten. Eine etwa 1,5 cm lange Hima-
tokrit-Kapillare wurde dann vorsichtig in den Innenwinkel des Auges eingefiihrt, dadurch
wurde das Blut aus dem Venenplexus herausgeleitet und so in den jeweiligen Behéltern
(EDTA préparierte und Natriumcitrat préparierte Reaktionsgefiflie) gesammmelt. Mit Hilfe
des Sysmex Gerdtes KX-21N, einem Blutanalysator, wurde ein Blutbild gemacht und im An-

schluss Plasma gewonnen.

2.3.3 Analyse der Blutproben mit dem Sysmex KX-21N

Das Sysmex KX-2IN (Sysmex) ist fiir die Analyse von humanem Blut konzipiert. Als mit
dieser Arbeit begonnen wurde, stand uns lediglich dieses Gerdt zur Verfligung. Spéter waren
Messungen mit dem scil Vet ABC™ Hematology Analyzer (scil Vet) mdglich, das unter

anderem auf die Analyse von murinem Blut spezialisiert ist. Vergleichsmessungen zwischen
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scil Vet und Sysmex zeigten hohere Messwerte im scil Vet. Aus Griinden der Vergleichbar-

keit wurden jedoch alle Pliattchenwerte der Arbeit mit dem Sysmex gemessen.

Um den Zusammenhang zwischen den Werten des Sysmex und des scil Vet aufzuzeigen,
wurden 85 Blutproben jeweils mit beiden Geriten gemessen und anschlieBend die Korrelation

und die lineare Regression bestimmt (siche Abbildung 14).

Korrelation der im scil Vet und Sysmex
gemessenen Plattchenzahlen

el -0~ PIt [10e3/pl]
:; ___ scil Vet PIt =
gt +
& 1000- 1,098 x Sysmex PIt + 68,4
T
2 500-
%
(%))

0 . . ,
0 500 1000 1500

Sysmex PIt [10e3/ul]

Abbildung 14: Die Abbildung zeigt die Korrelation nach Pearson und die Regressionsgerade
der im Sysmex und der im scil Vet gemessenen Plittchenzahlen (Pldttchenzahl x 10e3/ul).
Der Korrelationskoeffzient r betrdgt 0,941. Es besteht eine stark positive Korrelation.

Die Korrelation erfolgte nach Pearson mit 95%-Konfidenzintervall. Der Korrelationskoeffi-
zient r ist 0,941. Der p-Wert betrdgt 0,001. Die in dieser Arbeit verwendeten Werte, welche
mit dem Sysmex gemessen wurden, korrelieren stark positiv mit den Werten des mausspezifi-
schen scil Vet-Gerites. Die lineare Regression der Werte lédsst sich mit der Funktion ,,scil Vet

Plt = 1,098 x Sysmex Plt + 68,4 beschreiben.

2.3.4 Plasmagewinnung

Fiir weitere Untersuchungen des Blutes wurde EDTA-Plasma und Citrat-Plasma aus dem Blut
hergestellt. Durch die Zugabe von EDTA bzw. Natriumcitrat wird die Gerinnung des frischen
Blutes verhindert. Zur Herstellung des Citrat-Plasmas wurden 30 ul Natriumcitrat in einem
Reaktionsgefdll vorgelegt und diese dann mit dem abgenommenen Blut auf ein Volumen von
300 pl aufgefiillt, sodass die Verdiinnung etwa 10% betrug. Zur Herstellung von EDTA-

Plasma wurde ebenfalls frisch entnommenes Blut direkt in ein mit EDT A-beschichtetes Rohr-
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chen gegeben. Die Probengefia3e wurden dann bei 800 g fiir 10 min bei Raumtemperatur zent-
rifugiert. Die Uberstinde wurden mit einer Pipette vorsichtig abgenommen und in frische Re-
aktionsgefdB3e liberflihrt. Diese wurden dann bei 13.000 g fiir 10 min zentrifugiert. Die daraus
entstandenen Uberstinde wurden wiederum in neue Reaktionsgefile iiberfiihrt und bei -80°C
aufbewahrt. Das so gewonnene Plasma diente zu weiteren Untersuchungen, wie der Troponin-

Bestimmung, der LDH-Messung und der VWF-Multimeranalyse.

2.3.5 Blutausstriche

Um das Blut der Miause auf beschéddigte Erythrozyten (auch Fragmentozyten oder Schistozy-
ten genannt) zu untersuchen, wurde eine Pappenheim-Féarbung durchgefiihrt. Hierzu wurde
ein Tropfen (ca. 3 pul) frisches EDTA-BIut, links auf einen Objekttriger gegeben. Ein weiterer
Objekttrager wurde dann von schrdg oben (Winkel etwa 45°) an den Bluttropfen gefiihrt, so
dass sich das Blut an der der Kante entlang verteilte. Der Tropfen wurde dann im Winkel von
ungefahr 45° ziigig von links nach rechts {iber den Tréger gestrichen, so dass ein diinner Film
entstand. Nachdem der Ausstrich getrocknet war, wurde dieser gefarbt:

Die Blutausstriche wurden dazu 4 min in unverdiinnter May-Griinwald Losung gefarbt. Da-
nach wurden die Objekttrager zweimal kurz in Wasser (Aqua dest.) entfiarbt und im Anschluss
fiir 20 min in verdiinnter Giemsa Lésung (20 ml Giemsa + 180 ml Aqua dest.) gefarbt. Zum
Abschluss wurden die Objekttrager zweimal in Aqua dest. entfirbt. Die Ausstriche wurden

dann getrocknet und im Anschluss mit dem Mikroskop analysiert und aufgenommen.

2.3.6 Trigger-Untersuchungen

Genereller Versuchsablauf bei den Trigger-Untersuchungen

Bei allen Triggerversuchen wurde, soweit nicht anders angegeben, 2 Tage vor Beginn des
Versuchs Blut bei den Versuchstieren abgenommen, um deren ,,Normal®“- Blutwerte zu ermit-
teln. Am Versuchstag selbst wurde den Méausen die Triggersubstanz je nach Versuch intrape-
ritoneal, intravends oder per Schlundsonde verabreicht. Fiir die intravendse Injekton wurde
darauf geachtet, dass der Bolus das Volumen von 5ml/kg KG nicht tiberschritt. Nach einer
definierten Zeiteinheit wurden die Miuse mit Ketamin/Xylazin narkotisiert. Die Injektion
hierzu erfolgte intraperitoneal. Es folgte eine retroorbitale Entblutung der Tiere (sieche Seite
38). Das Blut wurde dann mittels Sysmex analysiert und im Anschluss Plasma gewonnen
(sieche Punkt 2.3.4., Seite 39). Nach dem Entbluten der Méuse wurde eine zervikale Dislokati-

on durchgefiihrt und Organe (Herz, Niere, Gehirn) entnommen.
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Gabe von rekombinantem, humanem Von-Willebrand-Faktor
Zur Titration des VWF wurde den Miusen -unter Betdubung- 5-2 Tage vor Versuch retroor-

bital etwa 30 pl Blut entnommen und mittels des Sysmex” das Blutbild erstellt. Die Gabe von
von 800 IE (internationale Einheiten) pro kg KG (Kdorpergewicht), 500 IE/kg KG, 250 IE/kg
KG und 100 IE/kg KG rhVWF wurde untersucht. Um die intravendse Injektion in die laterale
Schwanzvene durchzufiihren, wurden die Méuse in einem Mdiuseschreck fixiert und der
Mausschwanz etwa 1 Minute in warmes Wasser getaucht. Dadurch weiten sich die Blutgefal3e
und eine Injektion wird erleichtert. Zur Injektion des thVWF wurde eine Kaniile der Grofe

26G verwendet.

Gabe von Wilfactin
Bei der Gabe von Wilfactin wurden die Méuse mit 500 IE/kg behandelt. Die Injektion erfolgte

1.v. liber die laterale Schwanzvene. Nach 8 h wurden die Méuse mit Ketamin/Xylazin narkoti-

siert, entblutet und die Organe entnommen.

Gabe von Kogenate®
Kogenate® wurde in einer Konzentration von 800 IE/kg i.v. injiziert. Die Injektion erfolgte

1.v. liber die laterale Schwanzvene. Nach 8 h wurden die Mause mit Ketamin/Xylazin narkoti-

siert, entblutet und die Organe entnommen.

Gabe von Histonen mit und ohne Zugabe von rhVWF
Zur Untersuchung der Wirkung wurden Histone aus dem Kélberthymus in Konzentrationen

von 25 mg/kg und 50 mg/kg verwendet. Die Histone wurden in Pulverform gekauft und mit
PBS verfliissigt. Zur Verstiarkung des Effekts wurden in einem weiteren Versuch zusitzlich
100 1IE/kg thVWF injiziert. Die Injektion erfolgte ebenfalls iiber die laterale Schwanzvene.
Die Méuse standen nach Injektion unter Beobachtung, um bei auffilligem Verhalten den Ver-
such zu beenden. Nach ca. 20 Minuten wurden die Méuse mit Ketamin/Xylazin narkotisiert,

entblutet und die Organe entnommen.

Gabe von Lipopolysacchariden und rhVWF
Fiir die Gabe von LPS von E. coli 0111: B4 wihlten wir eine Menge von 1 mg/kg bis 2 mg/kg

LPS, welche i.v. in die laterale Schwanzvene injiziert wurde. Das Wohlbefinden der Tiere
wurde wihrend des Versuchs regelmifig tiberpriift. Etwa 5 Stunden nach LPS-Gabe wurden
die Mause mit Ketamin/Xylazin narkotisiert, entblutet und die Organe entnommen. In einem

weiteren Versuch wurden den Miusen zusitzliche 100 IE/kg thVWF verabreicht.

Gabe von Quensyl® (Hydroxychloroquin)
Quensyl®, das Chininderivat, wurde in einer Konzentration von 6,5 mg/kg i.v. injiziert. Nach

Auskunft von Dr. med. Davit Manukyan (Zentrallabor, Universititsmedizin Mainz), ist die
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hochste Konzentration in den Miusen etwa 3 h nach Einnahme von Quensyl® zu beobachten,
danach ldsst die Konzentration im Blut nach (Edwards et al., 1997). Das Blut der Méuse wur-
de daher 3 h nach Gabe von Quensyl® abgenommen und gemessen. Im Anschluss wurden die

Tiere geopfert.

Gabe von Ticlopidin
Fiir die Gabe von Ticlopidin wurden 250 mg Filmtabletten Ticlopidin mit einem Mdorser zer-

stoBen und mit Wasser verfliissigt. Es wurden 10 mg/kg Ticlopidin oral per Schlundsonde
verabreicht und 100 IE/kg thVWEF injiziert. 8 h nach Gabe von thVWF wurden die Miuse

entblutet und die Organe entnommen.

Gabe von Gemcitabin
Zur Untersuchung der Triggerwirkung von Gemcitabin, wurde ,,Gemcitabine hydrochloride*

der Firma Sigma-Aldrich verwendet. Gemcitabin wurde als akkumulative Menge von 50
mg/kg verabreicht. Die Tiere wurden 5 Tage mit je 10 mg/kg Gemcitabin behandelt. Hierzu
wurde die Substanz intraperitoneal injiziert. Am fiinften Tag wurden den Tieren morgens zu-
satzlich 100 IE/kg thVWF injiziert. 8 h nach Gabe von thVWF wurden die Miuse entblutet

und die Organe entnommen.

Gabe von Mitomycin
Im Vorversuch wurden Konzentrationen von 0.5, 1, 2, 4 und 8 mg/kg Mitomycin getestet. Die

Konzentrationen wurden anhand der Arbeit von Sato et al. gewdhlt (Sato et al., 1989). Der
Versuch wurde aufgrund der Plittchenwerte mit 8 mg/kg durchgefiihrt. Die Mause wurden
1.p. injiziert und 8 h spédter geopfert.

2.3.7 Lactatdehydrogenase-Assay

Da, wie in Punkt 1.1.3 beschrieben, das Vorkommen von Fragmentozyten und Petechien
wichtige Merkmale der TTP sind, sollte bei dieser Arbeit auch die LDH-Konzentration als
Parameter der Zellschddigung und der Himolyse untersucht werden. Die Werte wurden mit
dem LDH-Analysegerét “Architect c8000* (Abbott Laboratories) im Zentrallabor der Univer-
sitdtsmedizin Mainz gemessen. Hierzu musste das Plasma auf ein Mindestvolumen von 120

pl mit NaCl verdiinnt werden.

2.3.8 Troponinbestimmung

Die Troponinwerte der behandelten Méduse wurden mittels dem ,,High sensitivity mouse car-
diac Troponin-I Elisa Kit*“von Life Diagnostics gemessen. Dieses Kit wurde speziell fiir die
Messung von kardialem Tropinin I in Méusen entwickelt. Es handelt sich hierbei um einen

Sandwich-Elisa mit Coat-Antikdrper. In die Wells der beschichteten Platte wurde eine Tropo-
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nin-Standardreihe sowie die jeweiligen Proben gegeben und die Platte 60 min auf einem
Schiittler (150 rpm) inkubiert. Dann wurde die Platte gewaschen (nach Anleitung) und ein
HRP-cTnl-Konjugat hinzugefiigt und die Platte anschlieBend fiir 1 h inkubiert. Nach Hinzu-
geben der TMB-Losung wurde die Platte nochmals 20 min inkubiert. TMB (Tetramethylben-
zidin) ist ein Substrat der Meerrettich Peroxidase (HRP fiir horseradish-peroxidase). Die Per-
oxidase-Reaktion bewirkt einen Farbumschwung nach Blau.

Nach der Inkubationsdauer wurde die Reaktion durch 1 N HCl gestoppt. Die cTnl-
Konzentrationen der einzelnen Proben wurden iiber Absorptionsmessung bei 450 nm Wellen-

lange im Photometer gemessen.

2.3.9 Von-VWillebrand-Faktor-Multimeranalyse

Im Plasma findet man verschiedene Multimergro8en des VWF vor. Durch die verminderte
ADAMTSI13-Aktivitdt besitzen TTP-Patienten vermehrt UL-VWF-Multimere. Zur Untersu-
chung der ADAMTS13KO-Méuse wurde das Blut auf die fiir TTP-Patienten typischen UL-
VWEF-Multimere untersucht. Hierfir wurden die Citrat-Plasmaproben auf ein SDS-
Agarosegel aufgetragen und aufgetrennt. Die im Gel nach GroB3e aufgetrennten Proben wur-
den dann mittels Blotting auf eine Nitrocellulosemembran iibertragen und die Proteine auf der
Membran im Anschluss mit Hilfe von Antikérpern gefiarbt. Die Zusammensetzung der Puffer

und Gele ist in Tabelle 9 (Seite 36) aufgefiihrt. Es wurde wie folgt vorgegangen:

Vorbereitung (1.Tag)

Vor Beginn des Versuchs wurden der Elektrophorese Puffer, der Trenngelpuffer, der Sam-
melgelpuffer und der Probenpuffer angesetzt. Die Glasplatten wurden in einem Wérme-

schrank bei ca. 70 °C warm gestellt.

Ansetzen der Proben

Tiefgefrorene Plasmaproben wurden flir 10 min bei 37 °C aufgetaut, gevortext und kurz zent-
rifugiert. Fiir die Untersuchung von Mausplasmaproben wurden je 20 pl Mausplasma mit 20
ul Probenpuffer versetzt; Fiir die Untersuchung von TTP-Patienten-Proben wurden 5 pl Plas-
ma mit 35 pl Probenpuffer verdiinnt. Die Proben und Kontrollansdtze wurden dann 30 min

bei 57 °C im Wasserbad inkubiert.

Vorbereitung und Herstellung des Gels

Zwei Glasplatten (26,5 x 12,5 cm, 2-3 mm dick) wurden mit vergélltem Ethanol gereinigt und
mit Hilfe von Klammern und Gummiabdichtungen so zusammengesetzt, dass ein etwa 3 mm
dickes Gel gegossen werden konnte. Die Glasplatten und eine Pipette zum GieBBen des Gels

wurden in einem Wérmeschrank bei etwa 70 °C vorgewarmt.
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Das 1% Trenngel wurde dann in der Mikrowelle aufgekocht, mit der Pipette aufgezogen und
blasenfrei in die vorgewarmten Glasplatten gegossen. Die Glasplatten wurden zunéchst 15-20
min bei Raumtemperatur ausgehirtet und spater flir 1 h im Kiihlschrank abgekiihlt.

Nach einer Stunde wurde die obere Glasplatte mit einem diinnen Spatel vorsichtig vom Gel
abgenommen und etwa 2 cm des oberen Gelstiickes abgetrennt (um ein stets einheitlich gro-

Bes Trenngel zu erhalten, legt man das Gel z.B. auf eine vorbereitete Schablone).

Sammelgel-Herstellung

Das 0,75%-Sammelgel dient der Fokussierung der Banden. 225 mg Agarose (Seakam HET
(P) Agarose Cat. 50050) und 30 ml Sammelgelpuffer wurden im Erlenmeyerkolben aufge-
kocht. Das Trenngel wurde dann zum Angie8en des Sammelgels auf einen ebenen Tisch ge-
legt und mit Gummistreifen seitlich abgedichtet. Mit einer senkrecht gehaltenen 25 ml Plas-
tikpipette wurde nun das Sammelgel gegossen. Die Ladetaschen fiir die Proben wurden mit
Hilfe eines speziell angefertigten Kamms ausgespart. Der Rest des Sammelgels wurde im

Wasserbad bei 62 °C aufbewahrt.

Gummi-Abdichtung
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Abbildung 15: Gielen des Multimergels. Zum Angie3en des Sammelgels wird das Trenngel auf einer
ebenen Fliche gelegt und mit Gummiabdichtungen umrandet. Der Kamm wird {iber die noch leere
Flache fiir das Sammelgel gestellt und dient der Aussparung fiir die Ladetaschen. Das Sammelgel
wird dann innerhalb der Abdichtungen gegossen.

Elektrophorese

Die Elektrophorese-Kammer wurde mindestens 1 h vor Gebrauch mit Elektrophorese-Puffer
gefiillt. Das Gel wurde dann mitsamt Glasplatte luftblasenfrei auf die Kiihlplatte gelegt. Je 3
diinne Gel-Blotting Papiere wurden an das Gel angelegt und dienten als Verbindung zwischen
Puffer und Gel. Es wurden dann pro Ladetaschetasche 40 ul Probe aufgetragen. Die Elektro-
phorese wurde im Anschluss 2 h bei 13 mA laufen gelassen. Nach 2 h wurden die Sammel-

taschen mit dem restlichen Sammelgel (s.o0.: im Wasserbad aufbewahrt) verschlossen und bei
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15 mA tiber Nacht etwa 23-25 h laufen gelassen. Die Elektrophorese-Apparatur muss wéh-

rend der gesamten Zeit des Laufes auf 4 °C gekiihlt werden.

2.Tag

Blotten

Nachdem die Elektrophorese abgestoppt wurde, wurde das Gel 15 min mit der Glasplatte in
den restlichen Elektrophorese-Puffer gelegt. Ein Blotpuffer wurde angesetzt (Konzentrat 1:60
mit Aqua dest. verdiinnen; 50 ml Konzentrat auf 3 1und 15 ml auf 900 ml verdiinnen) und die
Blotkammer damit gefiillt. Die Kiihlschlange wurde dann in die Blotkammer eingehidngt und
die Temperatur auf 0 °C eingestellt. Ein Riithrfisch wurde in die Blotkammer gegeben und
wihrend des Blottens wurde geriihrt.

Als néchstes wurde die Nitrocellulose-Folie (NC) vorbereitet. Beim Arbeiten mit NC-Folie ist
es wichtig, Handschuhe zu tragen. Die Folie wurde auf eine Gréf3e von 12 x 9 cm zugeschnit-
ten. Die Blotkassette sowie zwei Schwammeinlagen wurden in eine mit Blotpuffer gefiillte
Schale gelegt und mit Puffer getrankt. Fiir den Blot wurden dann verschiedene Schichten auf-
einandergelagert. Hierzu wurde die Blotkassette in die Schale gelegt. Auf die durchsichtige
Seite der Kasette (+ Pol) wurde zunichst eine in Blotpuffer eingelegte Schwammeinlage und
darauf ein dickes Blotpapier gelegt. Eventuelle Luftblasen wurden mit einer Walze entfernt.
Danach wurde die NC-Folie aufgelegt und auf diese das Gel. Dann folgten ein weiteres Blot-

papier und eine Schwammeinlage.
Die Reihenfolge war wie folgt:

1.durchsichtige Seite der Blotkassette (Plus-Pol)
2.Schwammeinlage

3.Blotpapier

4 Nitrocellulose Papier

5.Gel

6.Blotpapier

7.Schwammeinlage

8.Schwarze Seite der Blotkassette (Negativ-Pol)

Die Kassette wurde dann geschlossen und in die mit Blotpuffer gefiillte Blotkammer bei 1,0

A (Ampere konstant) fiir 180 min geblottet.

Nach dem Blotten wurde die Folie in eine flache Plastikschale gegeben und kurz mit Aqua

dest. gespiilt. Die Folie wurde dann mit 1 x TBS/T-Puffer gewaschen und im Anschluss fiir
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etwa 1 h mit 100 ml 3% BSA -TBS/T-Puffer geblockt.

Danach wurde ein Antikorper-Gemisch (100 ml mit 50 pl AK, Anti Human Polyclonal Rabbit
VWF) (DAKO 0082 VWF) hinzugefiigt und die Schale {iber Nacht auf den Schiittler gestellt.
Am ndchsten Tag wurde die Folie mit 1x TBS-T 4-mal gewaschen, dann mit 1:1000-fach
verdiinntem AK versetzt (100 ml 1 x TBS-T mit 100 ul AK: Polyclonal Goat Anti Rabbit
Immunoglobulin AP).

Féarbung
Nach ca. 2-3 h wurde der Antikdrper abgenommen und die Folie mit 1 x TBS-T gewaschen

(ca. 10-20 min). Vier Férbetabletten (Orthophenyldiamin) wurden in 40 ml H,O geldst und so
die Folie gefarbt, danach wurde mit H,O abgeblockt. Die Folie musste im Anschluss ziigig

gescannt werden und konnte dann ausgewertet werden.

2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Graphpad Prism 6. Die statistische Signifikanz der
Unterschiede zwischen dem jeweiligen Mittel wurde mit dem ungepaarten Student t-Test (Gilt
fiir Vergleiche von 2 Gruppen) oder Anova (mehr als 2 Gruppen) durchgefiihrt. Signifikanzen
sind als Stern dargestellt und wurden mit dem ungepaarten t-Test berechnet. Die Signifikanz
wurde wie folgt gewertet: * = p < 0,05; ** =p <0,01; *** = p <0,005, **** =p <0,001. Die
Ergebnisse werden stets als Mittelwert mit dem Standardfehler des Mittlewerts (SEM) prasen-
tiert.

Die Auswertung mit einem Student t-Test und Anova wurde nach Absprache auf Empfehlung
des Instituts fiir Medizinische Biometrie, Epidemiologie und Informatik der Universititsmedizin

Mainz durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Genotypisierung

Die Miause aus jedem Wurf des ADAMTS13KO-Mausstamms wurden genotypisiert. Die
ADAMTSI13KO-Bande befand sich bei etwa 350 bp, die Wildtyp-Bande bei ca. 616 bp Lan-
ge. Heterozygote Tiere wie in Abbildung 16, Bande 1 wurden weiter fiir die Zucht verwendet.

Homozygote Tiere wurden fiir die Versuche verwendet.

1= ADAMTS13 +/-
2= ADAMTS13 +/+
3= ADAMTS13 -/-

1000 bp

600 bp
500 bp

400 bp
300 bp

200 bp
100 bp

Abbildung 16: Gelbild zur Genotypisierung der ADAMTS13KO-Méuse.

3.2 VWF-Multimeranalyse

Mit Hilfe des VWF-Multimer-Gels wurde der VWF in seine verschiedenen Multimergro3en

aufgetrennt und Unterschiede in den einzelnen Plasmaproben wurden sichtbar gemacht.

T
e
-
- -
5 6

Abbildung 17: VWF-Multimergel mit VWF-Banden. Bande 1 ist eine Plasmapoolprobe von Men-
schen. Bande 2 ist die Plasmaprobe einer Wildtyp-Maus und Bande 3 die Probe einer mit 800 [E/kg
rhVWF behandelten ADAMTS13KO-Maus. Bande 4 ist die Probe einer unbehandelten AD-
AMTSI13KO-Maus. Bande 5 zeigt eine Wilfactin-Bande und Bande 6 stellt rekombinanten humanen-
VWF dar.
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Auf dem Gel (Abbildung 17) erkennt man die gelelektrophoretische Auftrennung der VWF-
Multimere. Die kleinen, gespaltenen VWF-Monomere und Teile wandern am schnellsten und
befinden sich daher am weitesten entfernt vom Startpunkt (im Bild ,,unten®). Je groBer das
Protein, desto langsamer wandert es, was bedeutet, dass sich die groBen Multimere nah am
Startpunkt befinden. Die erste Spur, die Plasmapoolprobe, besitzt sowohl sehr grole (UL-
Multimere und ungespaltenen VWF) als auch kleine Teile des VWF. Vergleicht man die
Wildtyp-Bande (Bande 2) siecht man, dass die sehr groBen VWF-Multimere fehlen. Im Ge-
gensatz zu den Wildtyp-Médusen erkennt man bei den ADAMTS13KO-Médusen (Banden 3
und 4), dass groflere Multimere vorhanden sind. Das Fehlen der ADAMTS13-Protease bei
den Méusen fiithrt dazu, dass sie UL-VWF-Multimere besitzen. Bande 3 ist eine mit 800 IE/kg
behandelte ADAMTS13KO-Maus. Der Startpunkt der Bande verlauft bereits sehr weit oben.
Ebenso wurden reines Wilfactin und thVWF getestet. Im plasmatischen Wilfactin (Bande 5)
sind keine grolen Multimere zu sehen, im rekombinanten VWF-Prédparat (Bande 6) hingegen

findet man auch UL-VWF-Multimere.

3.3 Triggerversuche

Die folgenden Ergebnisse der Triggerversuche wurden alle wie in Punkt 2.4, Seite 46, aufge-
fiihrt, ausgewertet. Die Konzentrationen der verschiedenen Substanzen verstehen sich pro

Kilogramm (kg) Korpergewicht (KG).

3.3.1 Titration mit rhVWF

Um den rhVWF auszutitrieren, wurden verschiedene Konzentrationen des Proteins (800
[E/kg, 500 IE/kg, 250 IE/kg und 100 IE/kg) an den Méusen getestet. Es wurden die Pléttchen-
zahl, der Himoglobinwert, der LDH-Wert und die Troponinkonzentration bei Wildtyp- und
ADAMTSI13KO-Maiusen miteinander verglichen. Aullerdem wurden Blutausstriche angefer-
tigt.
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Gabe von 800 IE/kg thVWF
Plattchenzahl vor und nach Gabe von Plattchenzahl vor und nach Gabe von
800 IE/kg rhVWF bei Wildtyp-Mausen 800 IE/kg rhVWF bei ADAMTS13KO-Mausen
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Abbildung 18: Vergleich der Plittchenzahl von Wildtyp- und ADAMTS13KO-M4iusen vor und nach
Injektion mit 800 IE/kg rhVWEF. , Kontrolle“ ist hierbei die Gruppe 2 Tage vor Versuch und ,,behan-
delt” die Gruppe 8 h nach Injektion am Versuchstag. Aufgetragen ist die Pldttchenzahl (Y-Achse)
gegen die Wildtyp- bzw. ADAMTS13KO-Mausgruppe (X-Achse). Es wurde der ungepaarte t-Test
durchgefiihrt. (ns = nicht signifikant, * = p < 0,05; ** = p<0,01; *** =, p<0,005, **** = p<0,001)

Die Plattchenzahl der Wildtyp-Méuse betrug vor Behandlung 791,3 + 46,51 x 103/ul und nach
Behandlung 544 + 22,71 x 10%/ul. Bei den ADAMTS13KO-Maiusen betrug die Pldttchenzahl
vor Behandlung 827 + 43,30 x 10%/ul und nach Behandlung 84 + 26,55 x 103/ul. Der Platt-
chenverbrauch lag bei den Wildtyp-Méusen bei durchschnittlich 31%. Die ADAMTS13KO-
Maiuse zeigten einen Plittchenverbrauch von etwa 90%. Man erkennt, dass die hohe Konzent-
ration von 800 IE/kg thVWF sowohl bei Wildtyp- als auch ADAMTS13KO-Maéusen einen

signifikanten Plittchenverbrauch bewirkt.

Hamoglobinwert vor und nach Gabe Hamoglobinwert vor und nach Gabe
von 800 IE/kg rhVWF bei Wildtyp-M&ausen von 800 IE/kg rhVWF bei ADAMTS13KO-Mausen
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Abbildung 19: Vergleich des Himoglobinwerts bei Wildtyp- und ADAMTS13KO-Méusen 2 Tage vor
und 8 h nach Injektion mit 800 [E/kg thVWF. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.
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Der Héamoglobinwert der Wildtyp-Méuse betrug vor Behandlung 16,57 + 0,1542 g/dl und
nach Behandlung 14,28 + 0,3038 g/dl. Bei den ADAMTS13KO-Méiusen betrug der Hdmo-
globinwert vor Behandlung 15,73 + 0,3201 g/dl und nach Behandlung 13,80 + 0,3615 g/dl.

cTnl-Konzentration im Plasma
von WT-und ADAMTS13KO-Ma3usen
nach Gabe von 800 IE/kg rhVWF
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Abbildung 20: Vergleich der Konzentration von Troponin I (cTnl) bei Wildtyp (WT)- und AD-
AMTS13KO-Maiusen 8 h nach Injektion mit 800 IE/kg thVWF. Es wurde der ungepaarte t-Test
durchgefiihrt. (ns = nicht signifikant, * = p < 0,05; ** = p<0,01; *** =, p<0,005, **** = p<(0,001).

Der Troponingehalt der Wildtyp-Méuse betrug 4,093 + 3,773 ng/ml. Bei den AD-
AMTS13KO-Maiusen betrug der Troponingehalt 15,32 + 4,554 ng/ml. Beide Gruppen zeigen
eine starke Erhohung des Troponinwerts. Es sind deutliche Unterschiede zwischen Wildtyp-
und ADAMTSI13KO-Maiuse zu erkennen, statistisch ergibt sich jedoch aufgrund der Streuung
keine Signifikanz. Die starke Streuung zeigt, dass nur ein Teil der Tiere Schiden am Herzen

erlitten hat.

LDH-Konzentration im Plasma von WT-
und ADAMTS13KO-Méausen
nach Gabe von 800 IE/kg rhVWF
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Abbildung 21: Vergleich der LDH-Konzentration zwischen WT- und ADAMTS13KO-Maiusen 8§ h
nach Injektion mit 800 IE rhVWF/kg.

Die LDH-Konzentration der Wildtyp-Mause betrug 668,3 + 326 U/l. Bei den AD-
AMTS13KO-Maéusen betrug die Konzentration 3525 + 478,5 U/l. Der Unterschied ist signifi-
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kant. Wir sehen eine leichte Erhohung des LDH-Werts in den Wildtyp-Miusen und extrem
hohe Werte in der ADAMTS13KO-Gruppe.

Gabe von 500 IE/kg thVWEF
Plattchenzahl vor und nach Gabe von Plattchenzahl vor und nach Gabe von
500 IE/kg rhVWF bei Wildtyp-Mausen 500 IE/kg rhVWF bei ADAMTS13KO-Méausen
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Abbildung 22: Vergleich der Plittchenzahl von Wildtyp- und ADAMTS13KO- Miusen 2 Tage vor
und 8 h nach Injektion mit 500 IE/kg thVWF. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Die Pléttchenzahl der Wildtyp-Méuse betrug vor Behandlung 782,7 + 36,02 x 103 /ul und
nach Behandlung 656,8 + 37,88 x 103 /ul. Dies entspricht einem Abfall von durchschnittlich
16%. Bei den ADAMTS13KO-Méusen betrug die Pldttchenzahl vor Behandlung 813,8 +
43,69 x 10%/ul und nach Behandlung 173,7 &+ 86,97 x 10%/ul. Dies entspricht einem Plattchen-
verbrauch von durchschnittlich 79%. Der Pléttchenabfall der ADAMTS13KO-Méuse ist sehr

deutlich erkennbar und zeigt eine starke Signifikanz.

Hamoglobinwert vor und nach Gabe Hamoglobinwert vor und nach Gabe
von 500 IE/kg rhVWF bei Wildtyp-Madusen von 500 IE/lkg rhVWF bei ADAMTS13KO-Mé&dusen
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Abbildung 23: Vergleich des Hdmoglobinwerts 2 Tage vor und 8 h nach Injektion mit 500 IE/kg
rhVWF. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.
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Bei den Wildtyp-Méusen betrug der Wert vor Behandlung 16,38 + 0,2417 g/dl und nach Be-
handlung 14,28 + 0,1530 g/dl. Bei den ADAMTS13KO-Maiusen betrug der Wert vor Behand-
lung 15,82 + 0,2600 g/dl und nach Behandlung 14,18 = 0,2151 g/dl.

cTnl-Konzentration im Plasma von
WT-und ADAMTS13KO-Mé&usen
nach Gabe von 500 IE/kg rhVWF

151
WT: N =3

= I ) I KO: N =2
E 10 —_—
o
£
=
- 5
o

0

$& *.O

Abbildung 24: Vergleich der Konzentration von Troponin I (cTnl) zwischen WT- und AD-
AMTSI13KO-Méausen 8 h nach Injektion mit 500 IE/kg thVWF. Es wurde der ungepaarte t-Test
durchgefiihrt.

Der Troponingehalt der Wildtyp-Méuse betrug 0,160 = 0,08505 ng/ml. Bei den
ADAMTSI13KO-Miéusen betrug der Troponingehalt 9,250 + 0,550 ng/ml.
Da die Gruppen ungleich gro3 gewéhlt sind, ist die Signifikanz nicht aussagekréftig. Tenden-

ziell unterscheiden sich die Werte aber deutlich, was folgend dargestellt ist:

cTnl-Werte nach Gabe von 500 IE/kg thVVWEF:

WT ADAMTS13KO
0 9,8
0,19 8,7
0,29 -
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LDH-Konzentration im Plasma von WT-
und ADAMTS13KO-Méausen
nach Gabe von 500 IE/kg rhVWF
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Abbildung 25: Vergleich der LDH-Konzentration im Plasma von WT- und ADAMTS13KO-Mausen 8
h nach Injektion mit 500 IE/kg rhVWF. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Die LDH-Konzentration der Wildtyp-Mause betrug 556,7 + 168,4 U/l. Wir erkennen sehr
hohe Werte in der ADAMTS13KO-Gruppe. Bei den ADAMTS13KO-Mausen betrug die
Konzentration 2610 + 447,1 U/l. Es ist ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Grup-

pen zu erkennen.

Gabe von 250 IE/kg thVWEF
Plattchenzahl vor und nach Gabe von Plattchenzahl vor und nach Gabe von
250 IE/kg rhVWF bei Wildtyp-Madusen 250 IE/kg rhVWF bei ADAMTS13KO-Mausen
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Abbildung 26: Vergleich der Plédttchenzahl zwischen Wildtyp- und ADAMTS13KO-Méusen 2 Tage
vor und 8 h nach Injektion mit 250 IE/kg thVWEF. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Die Pléttchenzahl der Wildtyp-Maiuse betrug vor Behandlung 721,5 + 34,86 x 10%/pul und nach
Behandlung 644,7 + 40,92 x 10%/pl. Dies entspricht einem Abfall von durchschnittlich 11%.
Bei den ADAMTS13KO-Miusen ist ein starker Abfall zu beobachten. Dort betrug die Platt-
chenzahl vor Behandlung 867,5 + 72,54 x 10%ul und nach Behandlung 207,5 + 81,11 x
10%/ul. Dies entspricht einem Abfall von durchschnittlich 76%.

Die Behandlung mit 250 IE/kg thVWF fiihrte bei den Wildtyp-M&usen zu keinem signifikan-
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ten Plittchenverbrauch. Bei den ADAMTS13KO-Maiusen hingegen war ein signifikanter Ab-

fall zu beobachten.

Hamoglobinwert vor und nach Gabe Hamoglobinwert vor und nach Gabe von
von 250 IE/kg rhVWF bei Wildtyp-Mausen 250 IE/kg rhVWF bei ADAMTS13KO-Mausen

20 _ 20+ . S

N=6 N=6

- = —
3 151 3 157
£ £
-] -]
S 10+ S 101
[~ [~
o o
5 5
T 57 T 5

0- 0 T r

@ N
6"@\\ fb‘\be
° &
o 0
+ ¥

Ab-
bildung 27: Vergleich des Hamoglobinwerts von Wildtyp- und ADAMTS13KO-Méusen 2 Tage vor
und 8 h nach Gabe von 250 IE/kg thVWE. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

In den Wildtyp-Méusen betrug der Himoglobinwert vor Behandlung mit 250 IE/kg thVWF
16,38 = 0,3188 g/dl und nach Behandlung 14,45 + 0,4006 g/dl. Bei den ADAMTS13KO-

Maiusen betrug der Wert vor Behandlung 15,48 + 0,5108 g/dl und nach Behandlung 13,35 +
0,4573 g/dl.

cTnl-Konzentration im Plasma von WT-
und ADAMTS13KO-Mausen
nach Gabe von 250 IE/kg rhVWF
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Abbildung 28: Vergleich der Konzentration von Troponin I (cTnl) zwischen WT- und AD-
AMTS13KO-Miusen 8 h nach Injektion mit 250 IE/kg thVWF. Es wurde der ungepaarte t-Test

durchgefiihrt.

Der Troponingehalt der Wildtyp-Méuse betrug 0,1183 + 0,05350 ng/ml nach Injektion mit
250 IE/kg thVWEF. Bei den ADAMTS13KO-Maiusen betrug der Troponingehalt 8,162 +
2,902 ng/ml. Bei den ADAMTS13KO-Maiusen fillt eine starke Streuung der Werte auf. Wir
finden 1,1 ng als niedrigsten Wert und 17,4 ng als hochsten gemessenen Troponin-Wert in der

gleichen Gruppe. Wie bereits erwéhnt, bedeutet ein hoher Wert, dass das jeweilige Tier Schi-
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den am Herzmuskel erlitten hat; in der ADAMTS13KO-Gruppe finden wir 3 Tiere mit hohen
Werten (vgl. ,,Limitationen*, Seite 87). Die ADAMTS13KO-Gruppe hat signifikant hohere
Troponin-Werte als die Wildtyp-Méuse.

LDH-Konzentration im Plasma
von WT-und ADAMTS13KO-Ma3usen
nach Gabe von 250 IE/kg rhVWF
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Abbildung 29: Vergleich der LDH-Konzentration im Plasma von Wildtyp- und ADAMTS13KO-
Mausen 8 h nach Injektion mit 250 IE/kg thVWE. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Die LDH-Konzentration der Wildtyp-Mause betrug 1014 + 678,7 U/l. Bei den AD-
AMTS13KO-Maiusen betrug die LDH-Konzentration 737,0 = 324,0 U/l. Die Werte sind in
beiden Gruppen erhoht. Die Unterschiede sind nicht signifikant.

Gabe von 100 IE/kg thVWF

Pldattchenzahl vor und nach Gabe von Plattchenzahl vor und nach Gabe von
100 IE/kg rhVWF bei Wildtyp-Mausen 100 IE/lkg rhVWF bei ADAMTS13KO-M&usen
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Abbildung 30: Vergleich der Plittchenzahl von Wildtyp- und ADAMTS13KO-Maéusen 2 Tage vor
und 8 h nach Injektion mit 100 [E/kg rhVWF. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Die Plattchenzahl der Wildtyp-Mause betrug vor Behandlung 695,7 + 44,66 x 103 /pul und
nach Behandlung 596,0 + 81,00 x 10° /ul. Dies entspricht einem Abfall von durchschnittlich
16%. Bei den ADAMTS13KO-Méusen betrug die Pldttchenzahl vor Behandlung 7423 +
52,63 x 10%/pl und nach Behandlung 455,3 + 64,55 x 103/ul. Dies entspricht einem Abfall von
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durchschnittlich 39%. Bei den Wildtyp-Maiusen ist kein signifikanter Abfall in der Pléttchen-
zahl zu erkennen. Die ADAMTS13KO-Méuse weisen einen signifikanten Abfall auf.

Hémoglobinwert vor und nach Gabe Hadmoglobinwert vor und nach Gabe
von 100 IE/kg rhVWF bei Wildtyp-Mausen von 100 IE/lkg rhVWF bei ADAMTS13KO-Madusen
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Abbildung 31: Vergleich des Himoglobinwerts bei WT- und ADAMTS13KO-Maiusen 2 Tage vor und

8 h nach Injektion mit 100 IE/kg thVWF. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Bei den Wildtyp-Mausen betrug der Himoglobinwert vor Behandlung 16,18 + 0,1167 g/dl

und nach Behandlung 13,95 + 0,2693 g/dl. Bei den ADAMTS13KO-Maiusen betrug der Wert

vor Behandlung 16,1 + 0,291 g/dl und nach Behandlung 13,63 + 0,2789 g/dl. Die Werte wa-

ren in beiden Gruppen signifikant; in der Wildtypgruppe war die Signifikanz etwas stérker.
cTnl-Konzentration im Plasma von

WT- und ADAMTS13KO-Mausen
nach Gabe von 100 IE/kg rhVWF
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Abbildung 32: Vergleich der Konzentration von Troponin I (cTnl) zwischen WT- und AD-
AMTS13KO-Miusen nach Injektion mit 100 IE/kg thVWEF. Es wurde der ungepaarte t-Test durchge-
fiihrt.

Der Troponingehalt der Wildtyp-Maiuse betrug nach Gabe von 100 IE/kg thVWF 0,4100 +
0,3002 ng/ml. Bei den ADAMTS13KO-Mausen betrug der Troponingehalt 0,2500 + 0,2201
ng/ml. Man erkennt, dass bei dieser Behandlung sehr niedrige cTnl-Werte gemessen werden

und die Werte sich zwischen Wildtyp und ADAMTS13KO-Maiusen nicht stark unterscheiden.
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3.3.2 Gabe von Wilfactin

Plattchenzahl vor und nach Gabe von Plattchenzahl vor und nach Gabe von
500 IE/kg Wilfactin bei Wildtyp-Mausen 500 IE/kg Wilfactin bei ADAMTS13KO-Mdusen
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Abbildung 33: Vergleich der Plittchenzahl zwischen Wildtyp- und ADAMTS13KO-M4iusen 2 Tage
vor und 8 h nach i.v. Injektion mit 500 IE/kg Wilfactin. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Im Wilfactin-Versuch betrug die Plittchenzahl der Wildtyp-Méuse vor Behandlung 710,8 +
42,98 x 10%/ul und nach Behandlung 658,4 + 45,19 x 10%/ul. Dies entspricht einem Abfall von
durchschnittlich 7%. Bei den ADAMTS13KO-Méusen betrug die Plittchenzahl vor Behand-
lung 828,0 + 38,69 x 10%*/ul und nach Behandlung 764,6 = 90,25 x 103/ul. Dies entspricht ei-
nem Abfall von durchschnittlich 16%. Es gab keinen signifikanten Abfall der Plittchenzahl in

beiden Gruppen.
Hamoglobinwert vor und nach Gabe von Héamoglobinwert vor und nach Gabe von
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Abbildung 34: Vergleich des Himoglobinwerts bei Wildtyp- und ADAMTS13KO-Méusen 2 Tage vor
und 8 h nach i.v. Injektion mit 500 IE/kg Wilfactin. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Bei den Wildtyp-Méusen betrug der Hamoglobinwert vor Behandlung 16,60 + 0,1049 g/dl
und nach Behandlung 15,24 + 0,7698 g/dl. Bei den ADAMTS13KO-Méusen betrug der Wert
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vor Behandlung 16,62 + 0,4386 g/dl und nach Behandlung 14,72 + 0,2354 g/dl. Eine signifi-
kante Verdnderung ist in der ADAMTS13KO-Gruppe zu beobachten.

cTnl-Konzentration im Plasma von
WT- und ADAMTS13KO-Mdusen nach Gabe
von 500 IE/kg Wilfactin
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Abbildung 35: Vergleich der Konzentration von kardialem Troponin I (¢Tnl) zwischen WT- und AD-
AMTS13KO-Maiusen nach Injektion mit 500 IE/kg Wilfactin. Es wurde der ungepaarte t-Test durch-
geflhrt.

Der Troponingehalt der Wildtyp-Mause betrug nach Injektion mit 500 IE/kg Wilfactin
0,08667 = 0,08667 ng/ml. Bei den ADAMTS13KO-Maiusen betrug der Troponingehalt
0,1100 £ 0,1100 ng/ml. Die Werte sind nicht signifikant unterschiedlich und sehr niedrig, was

dafiir spricht, dass Wilfactin keinerlei Einfluss auf die Mause nimmt. Es gilt zu beachten, dass

N bei ADAMTSI13KO nur 2 ist.

3.3.3 Gabe von Kogenate®

Plattchenzahl vor und nach Gabe von Plattchenzahl vor und nach Gabe von
800 IE/kg Kogenate® bei Wildtyp-M&dusen 800 IE/kg Kogenate® bei ADAMTS13KO-Mé&usen
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Abbildung 36: Vergleich der Pléittchenzahl zwischen Wildtyp- und ADAMTS13KO-Méusen 2 Tage
vor und 2h nach Injektion mit 800 IE/kg Kogenate®. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Nach Kogenate® Gabe betrug die Plittchenzahl der Wildtyp-Méiuse vor Behandlung 711,2 +

41,09 x 103/ul und nach Behandlung 624,8 + 23,58 x 10° /ul. Dies entspricht einem Abfall
von durchschnittlich 12%. Bei den ADAMTS13KO-Méusen betrug die Plattchenzahl vor Be-
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handlung 871,6 + 51,88 x 10%/ul und nach Behandlung 759,4 + 71,71 x 10%pl. Dies entspricht
einem Abfall von durchschnittlich 13%. Der Abfall ist in beiden Gruppen nicht signifikant.

Himoglobinwert vor und nach Gabe von Hamoglobinwert vor und nach Gabe von
800 IE/kg Kogenate® bei Wildtyp-Miusen 800 IEIkg Kogenate@ bei ADAMTS13KO-Mausen
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Abbildung 37: Vergleich des Hamoglobinwerts bei Wildtyp- und ADAMTS13KO-Méusen vor und
nach Gabe von 800 IE/kg Kogenate®. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Bei den Wildtyp-Maiusen betrug der Himoglobinwert vor Behandlung mit 800 IE/kg Kogena-
te® 16,08 + 0,1985 g/dl und nach Behandlung 14,16 + 0,3108 g/dl. Bei den ADAMTS13KO-

Maiusen betrug der Wert vor Behandlung 15,80 + 0,2983 g/dl und nach Behandlung 13,34 +
0,3881g/dl.

cTnl-Konzentration im Plasma von
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nach Gabe von 800 IE/kg Kogenate
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Abbildung 38: Vergleich der Konzentration von kardialem Troponin I (¢Tnl) zwischen Wildtyp- und
ADAMTS13KO- Miusen nach Injektion mit 800 IE/kg Kogenate®. Es wurde der ungepaarte t-Test

durchgefiihrt

Der Troponingehalt der Wildtyp-Méuse betrug nach Gabe von 800 IE/kg Kogenate® 0,1667 +
0,08511 ng/ml. Bei den ADAMTS13KO-Miusen betrug der Troponingehalt 0,1867 =+
0,09615 ng/ml. Die Werte waren niedrig; es gab keinen signifikanten Unterschied.

Die Abbildung zur LDH-Konzentration ist hier nicht aufgefiihrt, da N nur 2 ist. In den Wild-
typ-Méusen betrug die Konzentration im Mittel 838,5 + 210,5 U/l. Bei den ADAMTS13KO-
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Mausen betrug die mittlere LDH-Konzentration 778 + 98 U/I.
Es werden keine signifikanten Verénderungen der Troponinwerte nach Gabe von Kogenate®

in den Mdusen beobachtet und die Werte von ADAMTS13KO- und WT-Méiusen sind ver-
gleichbar.

3.3.4 Gabe von Histonen

Gabe von 50 mg/kg Histonen

Plattchenzahl vor und nach Gabe von Pléattchenzahl vor und nach Gabe von
50 mg/kg Histonen bei Wildtyp-Mausen 50 mg/kg Histonen bei ADAMTS13KO-Mé&dusen
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Abbildung 39: Vergleich der Plittchenzahl von Wildtyp- und ADAMTS13KO-Miusen vor und 30
min nach i.v. Injektion mit 50 mg/kg Histonen. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Die Plittchenzahl bei Gabe von 50 mg/kg Histonen betrug in den Wildtyp-Méusen vor Be-
handlung 709,2 + 34,39 x 10? /ul und nach Behandlung 359,2 + 59,41 x 103 /ul. Bei den AD-
AMTS13KO-Maiusen betrug die Plattchenzahl vor Behandlung 813,4 + 73,73 x 10%ul und
nach Behandlung 417,4 £ 105,7 x 10%/ul. Der prozentuale Plittchenverbrauch betrug bei
Wildtypen durchschnittlich 49,4 % und 48,7 % bei ADAMTS13KO-Mé&usen und ist somit

fast identisch.
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Hamoglobinwert vor und nach Gabe von Hémoglobinwert vor und nach Gabe von
50 mg/kg Histonen bei Wildtyp-Médusen 50 mg/kg Histonen bei ADAMTS13KO-Miusen
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Abbildung 40: Vergleich des Himoglobinwerts von Wildtyp- und ADAMTS13KO-Miusen vor und
15 min nach Gabe von 50 mg/kg Histonen. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Bei den Wildtyp-Maiusen betrug der Himoglobinwert vor Behandlung 16,24 + 0,1364 g/dl
und nach Behandlung 14,32 + 0,3072 g/dl und war signifikant. Bei den ADAMTS13KO-
Maiusen betrug der Wert vor Behandlung 16,50 + 0,2683 g/dl und nach Behandlung 14,46 +
0,8571 g/dl. Der Unterschied war nicht signifikant.

cTnl-Konzentration im Plasma von WT-
und ADAMTS13KO-Mausen
nach Gabe von 50 mg/kg Histonen
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Abbildung 41: Vergleich der Konzentration von Troponin I (¢Tnl) bei Wildtyp- und ADAMTS13KO-
Maiusen 30 min nach i.v. Injektion mit 50 mg/kg Histonen. Es wurde der ungepaarte t-Test durchge-

fiihrt.

Der Troponingehalt der Wildtyp-Méuse betrug nach Injektion mit 50 mg/kg Histonen 0,1550
+ 0,1040 ng/ml. Bei den ADAMTS13KO-Méusen betrug der Troponingehalt 2,429 + 1,184
ng/ml. Man erkennt zwar einen deutlichen Unterschied in den Werten, aufgrund der Streuung

(siehe Limitation, Seite 87) sind die Werte im t-Test jedoch nicht signifikant unterschiedlich.
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LDH-Konzentration im Plasma von WT- und
ADAMTS13KO-M3dusen nach Gabe von
50 mg/kg Histonen
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Abbildung 42: Vergleich der LDH-Konzentration im Plasma von Wildtyp- und ADAMTS13KO-
Maiusen 30 min nach i.v. Injektion mit 50 mg/kg KG Histonen. Es wurde der ungepaarte t-Test durch-
geflhrt.

Die LDH-Konzentration der Wildtyp-Méuse betrug 6899 + 3437 U/l. Bei den AD-
AMTSI13KO-Miusen betrug die LDH-Konzentration 5731 + 2439 U/L. Die Unterschiede sind
nicht signifikant.

Gabe von 25 mg/kg Histonen

Plattchenzahl vor und nach Gabe von Plattchenzahl vor und nach Gabe von
25 mg/kg Histonen bei Wildtyp-M&ausen 25 mg/kg Histonen bei ADAMTS13KO-Médusen
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Abbildung 43: Vergleich der Pléttchenzahl zwischen Wildtyp- und ADAMTS13KO-M4iusen vor und
30 min nach i.v. Injektion mit 25 mg/kg Histonen. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Im Versuch mit 25 mg/kg Histonen betrug die Plédttchenzahl der Wildtyp-Méuse vor Behand-
lung 764,8 + 22,28 x 10%/ul und nach Behandlung 525,2 + 45,73 x 10%/ul. Dies entspricht ei-
nem Abfall von durchschnittlich 31%. Bei den ADAMTS13KO-M4iusen betrug die Plattchen-
zahl vor Behandlung 769,6 + 32,32 x 10%/ul und nach Behandlung 489,8 + 20,37 x 10%/pl.
Dies entspricht einem Abfall von durchschnittlich 36%. Der Abfall ist in der AD-
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AMTSI13KO-Gruppe etwas groBBer groBBer als in der Wildtyp-Gruppe.

Hiamoglobinwert vor und nach Gabe von Hamoglobinwert vor und nach Gabe von
25 mg/kg Histonen bei Wildtyp-M3usen 25 mg/kg Histonen bei ADAMTS13KO-Méausen
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Abbildung 44: Vergleich des Hidmoglobinwerts bei Wildtyp- und ADAMTS13KO-Méusen vor und
nach Gabe von 25 mg/kg Histonen. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Bei den Wildtyp-Mausen betrug der Himoglobinwert vor Behandlung 16,60 + 0,1140 g/dl
und nach Behandlung 13,92 + 0,4727 g/dl. Bei den ADAMTS13KO-Maiusen betrug der Wert
vor Behandlung 15,98 + 0,06633 g/dl und nach Behandlung 13,72 £+ 0,2653 g/dl.

LDH-Konzentration im Plasma von WT- und
ADAMTS13KO-Madusen nach Gabe von
25 mgl/kg Histonen
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Abbildung 45: Vergleich der LDH-Konzentration zwischen Wildtyp- und ADAMTS13KO-M4iusen 30
min nach i.v. Injektion mit 25 mg/kg Histonen. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Die LDH-Konzentration der Wildtyp-Miuse betrug 631,7 + 143,5 U/l. Bei den AD-
AMTSI13KO-Méusen betrug der LDH-Gehalt 449,0 + 33,53 U/l. Die Unterschiede sind nicht
signifikant.
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Gabe von 25 mg/kg Histonen und 100 IE/kg rhVWF

Plattchenzahl vor und nach Gabe von Plattchenzahl vorund nach Gabe von
25 mg/kg Histonen und 100 IE/kg rhVWF bei 25 mg/kg Histonen und 100 IE/kg rhVWF bei
Wildtyp-Mausen ADAMTS13KO-Mé&ausen
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Abbildung 46: Vergleich der Plattchenzahl von Wildtyp- und ADAMTS13KO-Méusen 30 min nach
i.v. Injektion mit 25 mg/kg Histonen und 8 h nach 100 [E/kg thVWF. Es wurde der ungepaarte t-Test
durchgefiihrt.

Im Versuch “Gabe von 25 mg/kg Histonen und 100 [E/kg rhVWF* betrug die Plédttchenzahl
der Wildtyp-Méuse vor Behandlung 716,8 + 38,89 x 10? /ul und nach Behandlung 424,8 +
61,14 x 10 /ul. Dies entspricht einem Abfall von durchschnittlich 41%. Bei den AD-
AMTS13KO-Maiusen betrug die Pliattchenzahl vor Behandlung 688 + 28,81 x 10%/ul und nach
Behandlung 324 + 75,94 x 10%ul. Dies entspricht einem Abfall von durchschnittlich 53%.
Der Abfall ist in beiden Gruppen signifikant.

Hamoglobinwert vor und nach Gabe von Hémoglobinwert vor und nach Gabe von
25 mg/kg Histonen und 100 IE/kg rhVWF 25 mg/kg Histonen und 100 IE/kg rhVWF
bei Wildtyp-Mausen bei ADAMTS13KO-Mé&ausen
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Abbildung 47: Vergleich des Hamoglobinwerts bei Wildtyp- und ADAMTS13KO-Méusen vor und
nach Gabe von 50 mg/kg Histonen. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.
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Bei den Wildtyp-Méausen betrug der Hamoglobinwert vor Behandlung 16,78 + 0,2414 g/dl
und nach Behandlung 14,7 + 0,1807 g/dl. Bei den ADAMTS13KO-Méusen betrug der Wert
vor Behandlung 16,1 + 0,2733 g/dl und nach Behandlung 13,75 + 0,4815 g/dl.

3.3.5 Gabe von LPS
Gabe von 2 mg/kg LPS
Pldattchenzahl vor und nach Gabe von Pliattchenzahl vor und nach Gabe von
2 mg/kg LPS bei Wildtyp-M&ausen 2 mg/kg LPS bei ADAMTS13KO-Madusen
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Abbildung 48: Vergleich der Plattchenzahl von Wildtyp- und ADAMTS13KO-Méiusen 2 Tage vor
Versuchsbeginn und 5 h nach i.v. Injektion mit 2 mg/kg LPS. Es wurde der ungepaarte t-Test durchge-
fiihrt.

Im Versuch ,,Gabe von 2 mg/kg LPS* betrug die Plédttchenzahl der Wildtyp-Méause vor Be-
handlung 781,8 + 32,6 x 10*ul und nach Behandlung 503,8 + 15,56 x 103/ul. Dies entspricht
einem Abfall von durchschnittlich 35%. Bei den ADAMTS13KO-Méiusen betrug die Platt-
chenzahl vor Behandlung 898 + 29,67 x 103/ul und nach Behandlung 474 + 16,73 x 10%/ul.
Dies entspricht einem Abfall von durchschnittlich 47%. In beiden Gruppen ist der Abfall stark
signifikant. Bei der ADAMTS13KO-Gruppe ist ein stiarkerer Abfall zu beobachten.
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Hamoglobinwert vor und nach Gabe von Hamoglobinwert vor und nach Gabe von
2 mg/kg LPS bei Wildtyp-Mausen 2 mg/kg LPS bei ADAMTS13KO-M&ausen
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Abbildung 49: Vergleich des Himoglobinwerts von Wildtyp- und ADAMTS13KO-Méusen vor und 5
h nach i.v. Injektio n von 2 mg/kg LPS. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Bei den Wildtyp-Mausen betrug der Himoglobinwert vor Behandlung 16,14 + 0,3187 g/dl
und nach Behandlung 14,78 + 0,4903 g/dl. Bei den ADAMTS13KO-Maiusen betrug der Wert
vor Behandlung 15,52 + 0,2746 g/dl und nach Behandlung 14,34 + 0,5955 g/dl. Es ist eine
leichte Signifikanz in den Werten der Wildtyp-Gruppe zu beobachten.

Die gemessenen Troponinwerte (N=2) von diesem Versuch befindet sich in der Ubersicht.
Der Troponingehalt der Wildtyp-Méause betrug 0,5885 + 0,3385 ng/ml. Bei den AD-
AMTS13KO-Maiusen betrug der Troponingehalt 0,7235 + 0,7235 ng/ml. Aufgrund der gerin-

gen Versuchsgruppe (N=2) konnte keine Aussage zur Signifikanz getroffen werden.

LDH-Konzentration im Plasma
von WT-und ADAMTS13KO-Miadusen
nach Gabe von 2 mg/kg LPS
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Abbildung 50: Vergleich der LDH-Konzentration bei Wildtyp- und ADAMTS13KO-Méusen 5 h nach
i.v. Injektion mit 2 mg/kg LPS. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Die LDH-Konzentration der Wildtyp-Miuse betrug 494,3 + 123,2 U/l. Bei den AD-
AMTSI13KO-Méusen betrug die LDH-Konzentration 532,7 = 57,44 U/l. Die Unterschiede

sind nicht signifikant.
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Gabe von 2 mg/kg LPS und 100 IE/kg thVWF

Pliattchenzahl vor und nach Gabe von
2 mg/kg LPS und 100 IE/kg rhVWF
bei Wildtyp-Mausen

L
1000 I

Pliattchenzahl vor und nach Gabe von
2 mg/kg LPS und 100 IE/kg rhVWF
bei ADAMTS13KO-M&ausen

1 *kkk 1

10004 I 1
3 8007 N=5 3 8007 N=5
S S
- -
T 600 T 6001
3 3
[11] 1] _I_
400 400
£ E
= =
o 200 o 200
0- L] T
\ N
o o°
x> oo
°+o ’oéo
+ .{.0

Abbildung 51: Vergleich der Plittchenzahl von Wildtyp- und ADAMTS13KO-Maiusen vor und 5 h
nach i.v. Injektion mit 2 mg/kg LPS und 8 h nach zusétzlicher Gabe von 100 IE/kg rhVWF. Es wurde
der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Im Versuch mit 2 mg/kg LPS und 100 IE/kg rhVWF Gabe betrug die Pldttchenzahl der Wild-
typ-Méuse vor Behandlung 809,0 + 20,31 x 10*/ul und nach Behandlung 444,4 + 10,32 x 103
/ul. Dies entspricht einem Abfall von durchschnittlich 45%. Bei den ADAMTS13KO-Maiusen
betrug die Plédttchenzahl vor Behandlung 810,8 + 61,03 x 10%/ul und nach Behandlung 398,2
+ 66,67 x 10°/ul. Dies entspricht einem Abfall von durchschnittlich 51%. Der Plittchenabfall

ist in beiden Gruppen stark signifikant.

Héamoglobinwert vor und nach Gabe von
2 mg/kg LPS und 100 IE/lkg rhVWF bei
Wildtyp-Mdusen
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Abbildung 52: Vergleich des Himoglobinwerts von Wildtyp- und ADAMTS13KO-Maéusen vor und 5
h nach Gabe von 2 mg/kg LPS und insgesamt 8 h Gabe von 100 IU/kg thVWF. Es wurde der
ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Bei den Wildtyp-Méusen betrug der Hamoglobinwert vor Behandlung 16,60 + 0,2000 g/dl
und nach Behandlung 14,34 + 0,2977 g/dl. Bei den ADAMTS13KO-Méusen betrug der Wert
vor Behandlung 15,42 + 0,4259 g/dl und nach Behandlung 14,28 + 0,2311 g/dl.
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Die Messung von Troponin ist aufgrund der niedrigen ProbengroBe nicht reprisentativ (N=2)
und daher nur der Vollstdndigkeit halber im Anhang aufgefiihrt. Der Troponingehalt der
Wildtyp-Mause betrug 0,4565 + 0,4365 ng/ml. Bei den ADAMTS13KO-Miusen betrug der
Troponingehalt 0,5960 + 0,3360 ng/ml.

Gabe von 1 mg/kg LPS

Plattchenzahl vor und nach Gabe Plattchenzahl vor und nach Gabe von
von 1 mg/kg LPS bei Wildtyp-M&ausen 1 mg/kg LPS bei ADAMTS13KO-Médusen
1000 L - ' 1000 "
I 1 |—|
3 I 8001 1 _ N=5
o S
b T 600+
3 E]
@ @ ——
E g 4
o o 200
0 T
e Y
\‘o\ (‘b@
d
{~o vé(‘
o o
+ +

Abbildung 53: Vergleich der Pléttchenzahl zwischen Wildtyp- und ADAMTS13KO-Maiusen vor und
5 h nach i.p. Injektion mit 1 mg/kg LPS. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Die Pléttchenzahl der Wildtyp-Méuse betrug vor Behandlung 742,4 + 44,13 x 10 /ul und
nach Behandlung mit 1 mg/kg LPS 497,8 &+ 33,50 x 10® /ul. Dies entspricht einem Abfall von
durchschnittlich 33%. Bei den ADAMTS13KO-Méusen betrug die Pldttchenzahl vor Behand-
lung 767,0 £ 76,89 x 10%/ul und nach Behandlung mit 1 mg/kg LPS 393,0 + 63,15 x 10%/ul
Dies entspricht einem Abfall von durchschnittlich 49%. In beiden Gruppen ist der Abfall sig-
nifikant. In der ADAMTS13KO-Gruppe ist ein stdrkerer Plittchenabfall zu erkennen.
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Hamoglobinwert vor und nach Gabe von Hamoglobinwert vor und nach Gabe von
1 mg/kg LPS bei Wildtyp-M&ausen 1 mg/kg LPS bei ADAMTS13KO-Mé&usen
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Abbildung 54: Vergleich des Hamoglobinwerts bei Wildtyp- und ADAMTS13KO-Méusen vor und
nach i.p. Injektion von 1 mg/kg LPS. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Bei den Wildtyp-Mausen betrug der Himoglobinwert vor Behandlung 15,74 + 0,4854 g/dl
und nach Behandlung 14,50 + 0,2049 g/dl. Bei den ADAMTS13KO-Maiusen betrug der Wert
vor Behandlung 15,22 + 0,3262 g/dl und nach Behandlung 12,86 + 0,9384 g/dl. In beiden
Gruppen ist der Abfall signifikant.

cTnl-Konzentration im Plasma von
WT-und ADAMTS13KO-Méausen
nach Gabe von 1 mg/kg LPS
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Abbildung 55: Vergleich der Konzentration von Troponin I (¢Tnl) in Wildtyp- und ADAMTS13KO-
Maéusen 5 h nach i.p. Injektion mit 1 mg/kg LPS.

Der Troponingehalt der Wildtyp-Miuse betrug 0,3780 + 0,2402 ng/ml. Bei den AD-
AMTS13KO-Maéusen betrug der Troponingehalt 0,3813 + 0,2397 ng/ml. Es ist kein signifi-
kanter Unterschied zu beobachten. Die Werte sind in beiden Gruppen leicht erhoht.
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LDH-Konzentration im Plasma
von WT-und ADAMTS13KO-M&ausen nach
Gabe von 1 mg/kg LPS
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Abbildung 56: Vergleich der LDH-Konzentration im Plasma von Wildtyp- und ADAMTS13KO-
Mausen 5 h nach i.p. Injektion mit 1 mg/kg LPS. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Die LDH-Konzentration der Wildtyp-Mause betrug 499,7 + 91,03 U/l. Bei den AD-
AMTS13KO-Miusen betrug die LDH-Konzentration 521,3 + 108,0 U/L. Es ist kein signifi-

kanter Unterschied zu beobachten.

Es ist anzumerken, dass im ,,2 mg/kg LPS* Versuch das LPS intravends (i.v.) injiziiert wurde,

wohingegen in den Versuchen mit 1 mg/kg LPS, das LPS intraperitoneal (i.p.) injiziert wurde.

3.3.6 Gabe von Quensyl® (Hydroxychloroquin)

Plattchenzahl vor und nach Gabe von Pldattchenzahl vor und nach Gabe von
6,5 mg/kg Quensyl® bei Wildtyp-Mausen 6,5 mg/kg Quensyl® bei ADAMTS13KO-Médusen
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Abbildung 57: Vergleich der Pliattchenzahl von Wildtyp- und ADAMTS13KO-Méusen vor und 3 h
nach Injektion mit 6,5 mg/kg Quensyl®. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Die Plittchenzahl der Wildtyp-Miuse betrug vor Behandlung mit Quensyl® 836,4 + 36,84 x
10%/pl und nach Behandlung 745 + 23,38 x 10%/ul. Dies entspricht einem Plattchenabfall von
durchschnittlich 11%. Bei den ADAMTS13KO-Méusen betrug die Pldttchenzahl vor Behand-
lung im Mittel 744,2 + 19,23 x 10%/pl und nach Behandlung 626,8 + 26,72 x 10%/pl. Dies ent-
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spricht einem Pléttchenabfall von durchschnittlich 16%. Wir sehen einen stdrkeren Abfall in

der ADAMTS13KO-Gruppe.

Hamoglobinwert vor und nach Gabe von Hamoglobinwert vor und nach Gabe von
6,5 mg/kg Quensyl® bei Wildtyp-Mausen 6,5 mg/kg Quensyl® bei ADAMTS13KO-Méadusen
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Abbildung 58: Vergleich des Hamoglobinwerts bei WT-Méusen und ADAMTS13KO-M4iusen vor
und nach Gabe von 6,5 mg/kg Quensyl®”. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Bei den Wildtyp-Mausen betrug der Himoglobinwert vor Behandlung 16,54 + 0,1327 g/dl

und nach Behandlung 13,88 + 0,2177g/dl. Bei den ADAMTS13KO-Maiusen betrug der Wert
vor Behandlung 16,86 + 0,1887g/dl und nach Behandlung 14,56 + 0,296 g/dl.

cTnl-Konzentration im Plasma von WT- und
ADAMTS13KO-M3dusen nach Gabe von
6,5 mg/kg Quensyl®
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Abbildung 59: Vergleich der Konzentration von kardialem Troponin I (¢cTnl) zwischen Wildtyp (WT)-
und ADAMTS13KO-Miusen 3 h nach Injektion mit 6,5 mg/kg Quensyl®.

Der Troponingehalt der Wildtyp-Miuse betrug 0,3823 + 0,2633 ng/ml. Bei den AD-
AMTS13KO-Maéusen betrug der Troponingehalt 0,5850 + 0,2850 ng/ml. Es ist keine Signifi-
kanz zu erkennen. Die ADAMTS13KO-Méuse zeigen etwas hohere Troponinwerte. (Die un-
terschiedliche N-Zahl ist durch eine Verwechslung der Proben entstanden, welche erst nach

Abschluss der Versuche aufgefallen war und daher nicht wiederholt werden konnte).
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LDH-Konzentration im Plasma von WT- und
ADAMTS13KO-Mdusen
nach Gabe von 6,5 mg/kg Quensyl®
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Abbildung 60: Vergleich der LDH-Konzentration von Wildtyp- und ADAMTS13KO-Mausen 3 h
nach Injektion mit 6,5 mg/kg Quensyl®. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Die LDH-Konzentration der Wildtyp-Miuse betrug nach Gabe von 6,5 mg/kg Quensyl®
720,0 = 161,4 U/L. Bei den ADAMTS13KO-Maiusen betrug die LDH-Konzentration 1139 +
143,9 U/I. Die Werte sind in beiden Gruppen erhoht. Es ist kein signifikanter Unterschied

zwischen beiden Gruppen zu beobachten.

3.3.7 Gabe von Ticlopidin

Plattchenzahl vor und nach Gabe Plattchenzahl vor und nach Gabe
von 10 mg/kg Ticlopidin und von 10 mg/kg Ticlopidin und
100 IE/lkg rhVWF bei Wildtyp-Mdusen 100 IE/lkg rhVWF bei ADAMTS13KO-Mausen
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Abbildung 61: Vergleich der Pléttchenzahl von Wildtyp- und ADAMTS13KO-Maiusen vor und nach
Gabe von 10 mg/kg Ticlopidin und Injektion von 100 IE/kg thVWEF. Es wurde der ungepaarte t-Test
durchgefiihrt.

Die Pléttchenzahl der Wildtyp-Maiuse betrug vor Behandlung 722,0 + 51,07 x 10*/pul und nach
Behandlung 675,6 + 46,71 x 103/ul. Dies entspricht einem Plittchenabfall von durchschnitt-
lich 6%. Bei den ADAMTS13KO-Méusen betrug die Plattchenzahl vor Behandlung 687,2 +
66,62 x 10°/ul und nach Behandlung 504,0 + 82,82 x 10%/ul. Dies entspricht einem Plittchen-
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abfall von durchschnittlich 27%. Es ist ein hoherer Abfall in der ADAMTS13KO-Gruppe zu
erkennen. Statistisch ist der Abfall in beiden Gruppen nicht signifikant.

Hamoglobinwert vor und nach Gabe von Hamoglobinwert vor und nach Gabe von

10 mg/kg Ticlopidin und 100 IE/kg rhVWF bei 10 mg/kg Ticlopidin und 100 IE/kg rhVWF bei
Wildtyp-Mausen ADAMTS13KO-Médusen
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Abbildung 62: Vergleich des Himoglobinwerts von Wildtyp- und ADAMTS13KO -Méiusen vor und
nach Gabe von Ticlopidin und 100 IE/kg rhVWEF. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Bei den Wildtyp-Méusen betrug der Himoglobinwert vor Behandlung mit Ticlopidin 16,72 +
0,1934 g/dl und nach Behandlung 14,22 + 0,1625 g/dl. Bei den ADAMTS13KO-Maéusen be-
trug der Wert vor Behandlung 16,72 + 0,2154 g/dl und nach Behandlung 14,36 + 0,3010 g/dl.

cTnl-Konzentration im Plasma von WT- und
ADAMTS13KO-Mdusen nach Gabe von
Ticlopidin und 100 IE/kg rhVWF
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Abbildung 63: Vergleich der Konzentration von Troponin I (cTnl) bei Wildtyp- und ADAMTS13KO-

Maiusen 8 h nach Injektion mit Ticlopidin und 100 IE/kg thVWF. Es wurde der ungepaarte t-Test
durchgefiihrt.

Der Troponingehalt der Wildtyp-Mause betrug 0,0 £ 0,0 ng/ml. Bei den ADAMTS13KO-
Mausen betrug der Troponingehalt 0,8102 + 0,2849 ng/ml. Der Unterschied war signifikant.
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LDH-Konzentration im Plasma von WT- und
ADAMTS13KO-Mausen nach Gabe
von 10 mg/kg Ticlopidin und 100 IE/kg rhVWF
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Abbildung 64: Vergleich der LDH-Konzentration von Wildtyp- und ADAMTS13KO-Méiusen nach
Gabe von Ticlopidin. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Die LDH-Konzentration der Wildtyp-Miuse betrug 1152 £+ 202,9 U/l. Bei den AD-
AMTS13KO-Maiusen betrug die LDH-Konzentration 1843 + 325,2 U/l. Die Werte sind in
beiden Gruppen erhoht. Die Unterschiede sind nicht signifikant.

3.3.8 Gabe von Gemcitabin

Plattchenzahl vor und nach Gabe Pldattchenzahl vor und nach Gabe von
von 50 mg/kg Gemcitabin und 100 IE/kg rhVWF 50 mg/kg Gemcitabin und 100 IE/kg rhVWF
bei Wildtyp-Mausen bei ADAMTS13KO-Médusen
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Abbildung 65: Vergleich der Plittchenzahl von Wildtyp- und ADAMTS13KO-Méusen vor und nach
Injektion mit 50 mg/kg Gemcitabin und 100 IE/kg thVWEF. | Kontrolle* ist hier die Plattchenzahl der
Gruppe 2 Tage vor Versuchsbeginn. ,,Behandelt* zeigt die Plattchenzahl nach der 5-tigigen Versuchs-
reihe. Den Mdusen wurden iiber 5 Tage tdglich i.p. Gemcitabin injiziert; am 5. Tag wurden den Mau-
sen zusétzlich 100 1IE/kg thVWEF injiziert und 8 h spiter die Plattchenzahl gemessen. Es wurde der
ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Die Plattchenzahl der Wildtyp-Mause betrug vor Behandlung 706 + 24,85 x 10%/pul und nach
Behandlung mit 50 mg/kg Gemcitabin und 100 IE/kg thVWF 336 + 28,42 x 10%/ul. Dies ent-
spricht einem Pléttchenabfall von durchschnittlich 52%. Bei den ADAMTS13KO-Maiusen
betrug die Plittchenzahl vor Behandlung 776 + 81,25 x 10%/ul und nach Behandlung 81,75 +

32,45 x 10%/ul. Dies entspricht einem Plittchenabfall von durchschnittlich 89%. Trotz des
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deutlich stirkeren Plattchenabfalls in der KO-Gruppe ist die Signifikanz aufgrund der Streu-
ung niedriger als in der Wildtyp-Gruppe.

Hamoglobinwert vor und nach Gabe von Héamoglobinwert vor und nach Gabe
50 mg/kg Gemcitabin und 100 IE/kg rhVWF von 50 mg/kg Gemcitabin und 100 IE/kg rhVWF
bei Wildtyp-Madusen bei ADAMTS13KO-Madusen
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Abbildung 66: Vergleich des Himoglobinwerts von Wildtyp- und ADAMTS13KO-Maiusen vor und
nach Gabe von Gemcitabin und 100 IE/kg thVWF (s.0.). Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.
Bei den Wildtyp-Mausen betrug der Himoglobinwert vor Behandlung 16,48 + 0,2428 g/dl
und nach Behandlung 13,93 + 0,2955 g/dl. Bei den ADAMTS13KO-Maiusen betrug der Wert
vor Behandlung 16,33 + 0,4460 g/dl und nach Behandlung 12,80 + 0,8317 g/dl. Die Unter-

schiede sind in beiden Gruppen signifikant.

cTnl-Konzentration im Plasma von WT- und
ADAMTS13KO-M&dusen nach Gabe
von 50 mg/kg Gemcitabin und 100 IE/kg rhVWF
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Abbildung 67: Vergleich der Konzentration von Troponin I (cTnl) bei Wildtyp- und ADAMTS13KO-
Maiusen nach Gabe von Gemcitabin und 100 IE/kg thVWF (s.0.). Es wurde der ungepaarte t-Test

durchgefiihrt.

Der Troponingehalt der Wildtyp-Méuse betrug nach Gabe von Gemcitabin und 100 IE/kg
rthVWF 0,09667 + 0,06114 ng/ml. Bei den ADAMTS13KO-Méusen war der Troponingehalt
stark erhoht und betrug 3,648 + 0,9373 ng/ml. Der Unterschied zwischen Wildtyp- und AD-
AMTSI13KO-Mdusen ist signifikant.
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LDH-Konzentration im Plasma von
WT-und ADAMTS13KO-Méausen nach Gabe
von 50 mg/kg Gemcitabin und 100 IE/kg rhVWF
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Abbildung 68: Vergleich der LDH-Konzentration von Wildtyp- und ADAMTS13KO-M4iusen nach 5
tagiger Behandlung (s.0.). Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Die LDH-Konzentration der Wildtyp-Mduse betrug 682,5 + 135 U/l. Bei den AD-
AMTS13KO-Miusen betrug die LDH-Konzentration 636,3 + 135,5 U/l. Die Werte sind im
Vergleich zu den iibrigen Versuchen nur leicht erhoht. Es ist kein signifikanter Unterschied

zwischen beiden Gruppen zu beobachten.

3.3.9 Gabe von Mitomycin

Pléattchenzahl vor und nach Gabe Plattchenzahl vor und nach Gabe
von 8 mg/kg Mitomycin bei Wildtyp-Mausen von 8 mg/kg Mitomycin bei ADAMTS13KO-M&ausen
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Abbildung 69: Vergleich der Plattchenzahl von Wildtyp- und ADAMTS13KO-Méusen vor und 8 h
nach Injektion mit 8 mg/kg Mitomycin. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Die Pldttchenzahl der Wildtyp-Méause betrug vor Behandlung mit 8§ mg/kg Mitomycin 732,0 £
36,45 x 10%/pul und nach Behandlung 679 + 33,19 x 10%/pl. Dies entspricht einem Pléttchenab-
fall von durchschnittlich 7%. Bei den ADAMTS13KO-Méusen betrug die Plittchenzahl vor
Behandlung 723,2 + 44,36 x 10%/ul und nach Behandlung 564,8 + 24,84 x 10%/ul. Dies ent-
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spricht einem Pléttchenabfall von durchschnittlich 22%. Es ist ein signifikanter Unterschied

bei den ADAMTS13KO-Maiusen zu beobachten.

Hamoglobinwert vor und nach Gabe Héamoglobinwert vor und nach Gabe
von 8 mg/kg Mitomycin von 8 mg/kg Mitomycin bei
bei Wildtyp-Madusen ADAMTS13KO-Méausen
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Abbildung 70: Vergleich des Himoglobinwerts von Wildtyp- und ADAMTS13KO-Maiusen vor und
nach Injektion mit 8 mg/kg Mitomycin. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Bei den Wildtyp-Mausen betrug der Himoglobinwert vor Behandlung 16,58 + 0,09695 g/dl
und nach Behandlung 13,92 + 0,2417 g/dl. Bei den ADAMTS13KO-Maiusen betrug der Wert
vor Behandlung 16,52 + 0,1985 g/dl und nach Behandlung 13,46 + 0,2657 g/dl. Die Werte

sanken in beiden Gruppen signifikant.

cTnl-Konzentration im Plasma
von WT-und ADAMTS13KO-Mausen
nach Gabe von 8 mg/kg Mitomycin
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Abbildung 71: Vergleich der Konzentration von Troponin I (cTnl) bei Wildtyp- und ADAMTS13KO-
Mausen 8 h nach Injektion mit Mitomycin.

Der Troponingehalt der Wildtyp-Miuse betrug 0,2933 + 0,2933 ng/ml. Bei den AD-
AMTS13KO-Maéusen betrug der Troponingehalt 0,2967 + 0,2967 ng/ml. Die Werte sind nur

minimal erhoht. Es ist kein signifikanter Unterschied vorhanden.
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LDH-Konzentration im Plasma
von WT-und ADAMTS13KO-Ma3usen nach
Gabe von 8 mg/kg Mitomycin
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Abbildung 72: Vergleich der LDH-Konzentration von Wildtyp- und ADAMTS13KO-M4iusen 8 h
nach Gabe von Mitomycin. Es wurde der ungepaarte t-Test durchgefiihrt.

Die LDH-Konzentration der Wildtyp-Miuse betrug 2028 + 969,1 U/l. Bei den AD-
AMTSI13KO-Méusen betrug die LDH-Konzentration 1833 + 1136 U/L. Insgesamt, scheint
Mitomycin eine Erh6hung der LDH-Werte zu bewirken, wobei 2 Tiere einen sehr hohen Wert
aufweisen. Es ist kein signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp- und ADAMTS13KO-
Gruppe zu beobachten.
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3.3.10 Ubersicht der Ergebnisse
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3.4 Blutausstriche

Von jedem Versuch wurden HE-gefarbte Blutausstriche von mindestens 3 Mausen pro Grup-
pe unter dem Mikroskop analysiert. Dargestellt sind Ausschnitte der Bilder, in denen Frag-
mentozyten zu sehen sind. Auf eine endgiiltige Quantifizierung der Fragmentozyten wurde
verzichtet. Fragmentozyten wurden bei ADAMTS13KO-M4iusen nach Gabe von 800 IE/kg
rhVWF, 250 IE/kg thVWF, 25 mg/kg Histonen, 25 mg/kg Histonen mit 100 IE/kg thVWF,
6,5 mg/kg Quensyl® und 50 mg/kg Gemcitabin gefunden. Im Folgenden sind Beispiele der
Blutausstriche dargestellt.

Blutausstrich nach Gabe von 800 IE/kg rhVWF

Abbildung 73: Blutausstriche von Wildtyp- und ADAMTS13KO-Maiusen nach Injektion mit 800
IE/thVWF.

Nach Gabe von 800 IE/kg thVWF konnten sowohl bei Wildtyp- als auch ADAMTS13KO-
Mausen viele Fragmentozyten gefunden werden. Es wurden 0-2 Fragmentozyten bei Wildyp-
Mausen und 0-5 beit ADAMTS13KO-Maiusen pro Objekttrager gefunden. Die Zahl der Frag-
mentozyten war bei ADAMTS13KO-Maéusen im Vergleich insgesamt hoher.
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Blutausstrich nach Gabe von 250 IE/kg rhVWF
o ¢ CWT  ADAMITSIZ KO -
Hode) &
g, | 2
o/ - k - E
40 um o« ~© 40um

Abbildung 74: Blutausstriche von Wildtyp- und ADAMTS13KO-Maiusen nach Injektion mit 250

IE/kg thVWF.

Nach Gabe von 250 1E/kg thVWF wurden bei Wildtyp- und ADAMTS13KO-Maiusen pro

Ausstrich 0-4 Fragmentozyten gefunden. Insgesamt waren mehr Fragmentozyten bei den

ADAMTS13KO-Maiusen zu sehen.

Blutausstrich nach Gabe von 100 IE/kg rhVWF

Abbildung 75: Blutausstriche von Wildtyp (WT)- und ADAMTS13KO-Méusen nach Injektion mit

100 IE/kg thVWF.

Bei Sichtung im Mikroskop wurden nach Gabe von 100 IE/kg thVWF im Durchschnitt 0-1
Fragmentozyten bei Wildtyp-Méusen und 0-2 Fragmentozyten bei ADAMTS13KO-Méiusen

gefunden.
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Blutausstrich nach Gabe von 25 mg/kg Histonen

Abbildung 76: Blutausstriche von Wildtyp (WT)- und ADAMTS13KO-Méusen nach Injektion mit 25
mg/kg Histonen.

Nach Gabe von 25 mg/kg Histonen, wurden pro Ausstrich 0-5 Fragmentozyten bei Wildtyp-
und ADAMTS13KO-Miusen gefunden.

Blutausstrich nach Gabe von 25 mg/kg Histonen und 100 IE/kg rhVWF

Abbildung 77: Blutausstriche von Wildtyp (WT)- und ADAMTS13KO-Miusen nach Gabe von 25
mg/kg Histonen und 100 IE/kg rhVWF

Im Versuch mit 25 mg/kg Histonen und 100 IE/kg thVWF wurden bei den Wildtyp-Méusen
0-3 Fragmentozyten und bet ADAMTS13KO-Miusen 0-5 Fragmentozyten gefunden.
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Blutausstrich nach Gabe von 2 mg/kg LPS und 100 IE/kg rhVWF

Abbildung 78: Blutausstriche von Wildtyp- und ADAMTS13KO-Maiusen nach Injektion mit 2 mg/kg
LPS und 100 IE/kg rhVWF.

Bei den Wildtyp-und ADAMTS13KO-Méusen wurden pro Blutbild (N=3) nach Gabe von 2
mg/kg LPS und 100 IE/kg thVWF 0-2 Fragmentozyten gefunden. Die Zahl der Fragmentozy-

ten war in beiden Gruppen vergleichbar grof3.

Blutausstrich nach Gabe von 1 mg/kg LPS
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Abbildung 79: Blutausstriche von Wildtyp- und ADAMTS13KO-Maiusen nach Injektion mit 1 mg/kg
LPS. Es wurden Fragmentozyten bei Wildtyp-Méusen und ADAMTS13KO-Méusen gefunden.

Nach Injektion mit 1 mg/kg LPS wurden 0-1 Fragmentozyten bei den Wildtyp-Médusen ge-
funden. Bei den ADAMTS13KO-Miusen wurden 0- 6 Fragmentozyten entdeckt.
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Blutausstrich nach Gabe von 6,5 mg/kg Quensyl®

Abbildung 80: Blutausstriche von Wildtyp (WT)- und ADAMTS13KO-Méusen nach Injektion mit
Quensyl®.

Im Quensyl® -Versuch wurden pro Blutausstrich 0-1 Fragmentozyten bei Wildtyp-Miusen
und 0-4 Fragmentozyten bei den ADAMTS13KO-Méusen gefunden.

Blutausstrich nach Gabe von Gemcitabin
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Nach Gabe mit Gemcitabin wurden 0-2 Fragmentozyten bei Wildtyp-Méusen und 0-8 Frag-
mentozyten bet ADAMTS13KO-Méiusen gefunden.
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3.5 Einflussfaktoren auf die Plattchenzahl der Maus

Abhiéngigkeit zwischen Plittchenzahl, Gewicht, Geschlecht und Alter bei Wildtyp und AD-
AMTS13KO-Miusen

Abhédngigkeit von Pldttchenzahl und Alter der Méuse
Fiir unsere Versuche verglichen wir zusétzlich den Zusammenhang zwischen Alter, Gewicht,

Geschlecht und der Plittchenzahl, um auszuschliessen, dass diese Faktoren die Ergebnisse der
Arbeit signifikant verfilschen. Es zeigte sich, dass dltere Méuse tendenziell eine hohere Zahl
an Pldttchen besallen als jiingere Mause. AuBlerdem besallen die ADAMTS13KO-Méuse in

unseren Versuchen eine hohere Plattchenzahl als die Wildtyp-Mause.

Plattchenzahl in Abhdngigkeit vom Alter
bei Wildtyp und ADAMTS13KO-Mé&usen
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Abbildung 82: Plittchenzahl von Wildtyp- und ADAMTS13KO-Méusen in Abhingigkeit vom Alter.
Es wurde der ,,Multiple comparison test nach Tukey durchgefiihrt. (ns = nicht signifikant, * = p <
0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,005, **** = p<(0,001). Es gab einen signifikanten Unterschied in der
Pléattchenzahl zwischen 8-10 Wochen alten Wildtypen und 14-16 Wochen alten ADAMTS13KO-
Mausen.

Wie man in Abbildung 82 erkennt, steigt die Plidttchenzahl mit dem Alter. Insgesamt ist die
Plattchenzahl in den ADAMTS13KO-Méusen hoher. Ob die stets hohere Plittchenzahl in
ADAMTSI13KO-Maiusen mit dem Knockout des Gens zusammenhidngt oder sich in Folge der
Inzucht entwickelt hat, ist unklar. Das Alter der Versuchstiere war in der Regel zwischen 8

und 16 Wochen, wobei in den einzelnen Versuchen darauf geachtet wurde, dass Alter und

Geschlecht bei beiden Versuchsgruppen vergleichbar gewidhlt waren.

Abhéngigkeit von Plittchenzahl und Gewicht der Méuse

Mause mit einem hoheren Gewicht, die gleichzeitig meist élter sind, besalen in den Versu-

chen eine hohere Zahl an Pléttchen als Mause mit einem geringeren Gewicht.
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Plattchenzahl in Abhédngigkeit vom Gewicht (g)
bei Wildtyp- und ADAMTS13KO-M&usen
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Abbildung 83: Abgebildet ist die Pldttchenzahl in Abhdngigkeit vom Gewicht der Maus. (Multiple
comparison Test, Tukey) Zwischen Gruppe 1 und Gruppe 6 wurde ein signifikanter Unterschied er-
rechnet. (ns = nicht signifikant, * = p < 0,05; ** = p<0,01; *** =, p<0,005, **** = p<0,001)

Es wurden sowohl Ménnchen als auch Weibchen einbezogen und je 15 Maiuse pro Gruppe
gewihlt, dafiir wurden die Tiere randomisiert. Da die Test-Gruppen, was Geschlecht und Al-
ter angeht, in den Versuchen stets vergleichbar gewéhlt wurden, zeigen diese Ergebnisse, dass
eine weitere Untersuchung nicht wichtig ist. Vergleicht man die unterschiedlichen Gewichts-
klassen der Wildtyp- und ADAMTS13KO-Minnchen untereinander und stellt sie in ein Ver-
héltnis mit der entsprechenden Pldttchenzahl, erkennt man mit steigendem Gewicht auch eine
steigende Zahl an Plittchen. Das gleiche gilt fiir die ADAMTS13KO-Méuse. Es gab einen
signifikanten Unterschied zwischen den Wildtypen mit einem Gewicht von 20-21g und den
ADAMTSI13KO-Méusen mit einem Gewicht von 24-25g. Geys et al. veroffentlichten bei der
ISTH 2015 ein Poster, welches darauf schlieen ldsst, dass Adipositas bei ADAMTSI3-
defizienten Miusen ein Risikofaktor fiir die Entwicklung einer TTP ist (Geys et al., 2015).

Abhéngigkeit von Plittchenzahl und Geschlecht

In den Versuchen wurden sowohl ménnliche als auch weibliche Méiuse verwendet. Aufgrund
der physiologischen Unterschiede zwischen weiblichen und ménnlichen Sdugetieren, ist es
wichtig in unseren Versuchen geschlechterspezifische bzw. gewichts- oder altersspezifische
Reaktionen auf Trigger, welche das Ergebnis verfalschen konnten, auszuschlieBen. Liu et al.
berichteten von einer geschlechtsabhidngigen Hochregulierung der Protease ADAMTSI13 in
Maiusen (Liu et al., 2012). Bei Menschen sind insbesondere schwangere Frauen mit angebore-
ner TTP gefdhrdet, einen TTP-Schub zu entwickeln. Das Endothel sezerniert wéhrend der
Schwangerschaft unter anderem vermehrt VWF. Unser Mausmodell entspricht Menschen mit

angeborener TTP.
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Plattchenzahl von Wildtyp-Médusen:
Mannchen (m) und Weibchen (w) im Vergleich
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Plidttchenzahl von ADAMTS13KO- Mausen:
Mé&nnchen (m) und Weibchen (w) im Vergleich
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Abbildung 84: Vergleich der Pléttchenzahl von weiblichen und ménnlichen Wildtyp- und AD-
AMTSI13KO-Miusen. Die Signifikanz wurde mit dem ,,Multiple comparison test nach Tukey be-
rechnet.

Zwischen Minnchen und Weibchen der ADAMTSI13KO-Gruppe wurde kein signifikanter
Unterschied gefunden. Bei den Wildtyp-M&usen gab es eine Signifikanz zwischen 8-10 Wo-
chen alten Weibchen und 14-16 Wochen alten Ménnchen sowie 11-13 Wochen alten Weib-
chen und 14-16 Wochen alten Ménnchen.

3.6 Limitationen

Die LDH-Werte unterlagen teilweise groBBen Schwankungen. Das Plasma musste fiir die Mes-
sung teils stark verdiinnt werden, da das Gerédt zur Messung von menschlichen Proben ge-

dacht war und ein dementsprechend hohes Volumen bendtigt wurde. Dennoch waren die
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LDH-Werte bei ADAMTS13KO-Méusen tendenziell hoher. Das Plasma wurde fiir unsere
Versuche moglicherweise zu hédufig aufgetaut und zu stark verdiinnt, was zu Schwankungen
beigetragen haben konnte. Um groBBe Schwankungen in der Messung zu unterbinden, sollten
zukiinftige LDH-Messungen mit einem grofleren Volumen an frischem Plasma wiederholt
werden. Zusétzlich ist zu bedenken, dass es durch die Blutentnahme ebenfalls zu einer Himo-
lyse kommen kann. Parallel zum LDH-Wert konnte man eventuell auch den Haptoglobinwert

messen. Ein niedriger Haptoglobinwert zeigt einen erhohten Abbau von Erythrozyten an.

Allgemein fallen bei den Troponinwerten in einigen Versuchen groBle Schwankungen der
Werte innerhalb einer Gruppe auf. Dies konnte man, wie Benhamou et al., auf Ungenauigkei-
ten bei der Messung zuriick fiihren: Benhamou et al. berichten von vereinzelten Messschwie-
rigkeiten und gehen von einer cTnl-Degradierung aufgrund der Gefrier- und Tauzyklen aus
(Benhamou et al., 2015). Ein anderer Grund konnte aber damit zusammenhingen, dass die
Bildung und der Ort eines Thrombus einem gewissen Zufall unterliegen. Bei Méusen in denen
sich ein Thrombus im Herzen bildet, findet man erhéhte Troponinwerte. Méuse, welche kei-

nen Thrombus im Herzen bilden, haben dementsprechend keine erhdhten Troponinwerte.
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4 Diskussion

4.1 Die Maus als Modell fur den Menschen

Maiuse werden schon lange und erfolgreich zur Untersuchung der Himostase und Thrombose
als Modell fiir den Menschen verwendet. Da in dieser Arbeit eine menschliche Krankheit in
einem Mausmodell getestet wurde, ist es wichtig, auf Unterschiede im Blutsystem zwischen
Mensch und Maus aufmerksam zu machen und diese in Hinblick auf die Ubertragbarkeit fiir
den Menschen kritisch zu erdrtern.

Die offensichtlichen Unterschiede bestehen in der GroBe und dem Gewicht. Wiegt ein
Mensch im Durchschnitt 62 kg (Walpole et al., 2012), so wiegt eine Maus zwischen 18 und
40 g. Durch die im Verhéltnis grofere Oberfliche der Maus ist ein erhohter Wéarmeverlust
gegeben, der durch einen schnelleren Stoffwechsel kompensiert werden muss. Daraus resul-
tiert eine erhohte Herzfrequenz. Die Herzfrequenz bei Méusen betrédgt, abhéngig vom Stamm,
zwischen 594 und 665 Schldgen pro Minute (Mattson, 2001). Der Blutdruck betrédgt je nach
Mausstamm zwischen 122/102 mmHg. Im Menschen dagegen betrdgt der Blutdruck idealer-
weise 120/80 mmHg, die Herzfrequenz 50-80 Schldge pro Minute.

In einer Studie von Windberger et al. wurden unter anderem die Erythrozytenaggregation und
die Viskositdt im Blut von Sdugern verglichen (Windberger et al., 2003). Die Viskositét des
Mausblutes ist niedriger als die Viskositdt von Menschenblut. Je geringer die FlieBgeschwin-
digkeit, desto grofer ist der Unterschied zwischen Maus und Mensch in der Viskositét.

Die niedrige Viskositdt des Mausbluts konnte einer von mehreren Griinden sein, dass Mause
eine vergleichsweise hohe Zahl an VWF-Einheiten vertragen ohne lebensbedrohliche Throm-
ben zu bilden.

Im Gegensatz zum Menschen besitzen Mause zusétzlich eine sehr viel héhere Zahl an zirku-
lierenden Pléttchen (Jackson et al., 1990; Levin & Ebbe, 1994). Die Plittchen der Méuse sind
etwas kleiner als die der Menschen (4,7 + 0,3 fl bei der Maus, 7,5-10 fl beim Menschen)
(Corash & Levin, 1990). In Maus-Plittchen werden auflerdem die Rezeptoren PAR 3 und 4
exprimiert (Sambrano et al., 2001), beim Menschen hingegen PAR 1 und PAR 4. Dieses deu-
tet auf Unterschiede in der Thrombin-Signalisierung bei Menschen und Méusen hin (Ishihara
et al., 1997; Nakanishi-Matsui et al., 2000). Die Ultrastruktur der Plittchen und Megakaryo-
zyten ist bei Mensch und Maus &dhnlich, die Lebensdauer der zirkulierenden Plittchen ist bei
Maiusen etwa halb so lang (3-4 Tage), wie die der Menschen (Ault & Knowles, 1995; Schmitt

et al., 2001). Ein weiterer wichtiger Unterschied zwischen Mensch und Maus liegt in der im
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Blut vorhandenen VWF-Konzentration. Menschen besitzen eine VWF-Konzentration von 0,4
bis 2,4 IE/ml Blut (Laffan et al., 2014), die der hier verwendeten Méusen lag zwischen 0,3
und 0,4 IE/ml (Ebner, 2015). Es gibt also wichtige Faktoren im Blutsystem der Maus, welche
sich vom Menschen stark unterscheiden. Dieser Tatsache muss man sich bei der Auswertung
der Ergebnisse und der Ubertragbarkeit auf dem Menschen bewusst sein.

Hogan et al. analysierten die Maus als Modell der Himostase, indem sie Arbeiten verglichen,
in denen Miuse mit unterschiedlichen Knockouts von Genen hdamostatisch wichtiger Proteine
untersucht wurden. Bei den Mausen handelte es sich um Tiere, denen Proteine fehlten, die
beispielsweise fir die Thrombinaktivierung oder fiir die Gerinnselbildung wichtig sind. Sie
verglichen die Auswirkungen dieser Knockout-Méduse mit entsprechenden menschlichen
Krankheitsbildern (insofern vorhanden) und kamen zu dem Schluss, dass man das Modell der
Maus fiir die Himostase im Menschen trotz einiger Unterschiede gut verwenden kann (Hogan
et al., 2002). Interessant ist die Beschreibung von Knockout-Mausen, welche trotz nicht vor-
handener Plittchen groftenteils iiberlebten und fertil waren (Shivdasani et al., 1995), was in

Menschen nicht méglich wire.

Tabelle 13: Vergleich Plattchen und Megakaryozyten bei Mensch und Maus modifiziert aus Schmitt
et. al 2001

Mittlere Zahl Mensch Maus (n= 6)
Plittchenzahl (x 10°/1 Blut) | 150-400 1000-1500
Plattchendurchmesser (um) | 1-2 0.5
Plattchenvolumen (f1) 89 34
Plattchenlebensdauer 812 34

(Tage)

4.2 Titration mit thVWF

Bereits eine Dosis von 100 IE/kg rhVWF bewirkt signifikante Unterschiede zwischen
Wildtyp- und ADAMTS13KO-Miusen.

Die Gabe von thVWF erfolgte in Anlehnung an die Arbeit von Schiviz et al. (Schiviz et al.,
2012). Durch die Gabe sollte liberpriift werden, ob der Knockout des ADAMTS13-Gens in
Maiusen einen prothrombotischen Zustand, beziehungsweise eine vergleichbare Reaktion wie
in Patienten der hereditiren TTP bewirkt. In der Arbeit von Schiviz wurden bereits AD-
AMTS13-Knockout-Méuse getestet; es handelte sich dabei um C57BL/6 Maiuse. Dieser

Stamm hat eine vergleichbar niedrige Konzentration an VWF im Plasma (Schiviz et al.,
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2012). Da bekannt ist, dass jeder Mausstamm spezifische physiologische Eigenschaften mit
sich bringt, beispielsweise kann die VWF-Konzentrationen, abhingig vom Mausstamm, um
das 20-fache erhoht sein (Mohlke et al., 1996), war es fiir die Arbeit wichtig, die Wirkung von
rthVWF in unseren 129S2/SvPasCrl Méusen zu testen. K. Ebner hatte in ihrer Doktorarbeit
(Ebner, 2015), bereits gezeigt, dass die Injektion von 2000 IE/kg rhVWF in den
129S2/SvPasCrl Méusen einen starken Pldttchenverbrauch bewirkt. Eine Gabe von 2000
IE/kg thVWEF ist jedoch vergleichbar hoch und sowohl Wildtyp- als auch ADAMTS13KO-
Maiuse wiesen einen extrem hohen Verbrauch von Plittchen auf. Von Willebrand Patienten,
welche VWF zu therapeutischen Zwecken verabreicht bekommen, werden in der Regel mit
40-80 IE/kg behandelt (Sadler & Lillicrap, 2013), was die hohe Menge der in die Miuse inji-
zierten VWF Einheiten verdeutlicht. Durch die Titration sollte jene Schwellendosis an
rhVWF gefunden werden, die bei ADAMTS13KO-Maiusen, nicht aber bei Wildtyp-Méusen,
einen signifikanten Plattchenverbrauch bewirkt. Ein Abfall der Pléittchen ist bei TTP-
Patienten immer ein Hinweis auf einen Plattchenverbrauch durch Bildung von Thromben. Es
wurden Dosen von 800 IE/kg, 500 1E/kg, 250 IE/kg und 100 IE/kg thVWF verabreicht. In
allen diesen Versuchen konnte ein Plittchenverbrauch beobachtet werden. Die untere Schwel-
le zeigte sich bei Gabe von 100 IE/kg thVWF. Eine Gabe von 100 IE/kg rhVWF bewirkte bei
den ADAMTSI13KO-Miusen einen kleinen jedoch signifikanten Plittchenverbrauch (39%
Abfall; Abfall von 742,3 + 52,63 x 103/ul auf455,3 + 64,55 x 10%/ul Pléattchen). Im Gegensatz
hierzu, konnte bei den Wildtyp-Mausen bei einer Gabe von 100 IE/kg thVWF keine signifi-
kante Verdnderung der Plittchenzahl beobachtet werden. Geht man von einem Blutvolumen
von 7-8% des Korpergewichts aus, erhoht sich der VWF-Spiegel bei Gabe von 100 IE/kg
rhVWF in den Miusen um etwa 1,25 IE/ml, was der 3 bis 4-fachen Menge des physiologi-
schen VWF-Spiegels entspricht. Méuse des 129S2/SvPasCrl Stamms vertragen, zumindest
iiber einen kurzen Zeitraum, die 3 bis 4-fache Menge an zusétzlichem VWF ohne messbaren
Schaden zu erleiden. Man kann davon ausgehen, dass Symptome, die sich in den Mausen zei-
gen, im Menschen stirker ausgeprigt wéren, beziehungsweise schon nach geringeren Dosen

zum Vorschein kdmen.

Die Himoglobinwerte sanken nach Gabe von thVWF in beiden Gruppen geringfiigig; in den
Wildtyp-Mausen jedoch stdrker als bei den ADAMTS13KO-Mausen. Die Messung des Hi-

moglobins ist bei TTP-Patienten ein wichtiger sekundirer Indikator und wird bei Verdacht auf
TTP stets durchgefiihrt. Die Himoglobinwerte gaben in unseren Versuchen keinen Aufschluss
iber einen prothrombotischen Zustand in ADAMTS13KO-Maiusen. Dies ldsst sich damit er-
kléren, dass der Himoglobinabfall bei der TTP erst zu einem spéteren Zeitpunkt auftritt, der

erste und signifikanteste Indikator fiir eine TTP bleibt der Plittchenverbrauch. Ein signifikan-
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ter Abfall der Himoglobinwerte bei den ADAMTS13KO-Méusen wire daher wahrscheinlich
erst nach ldngerer Zeit beobachtet worden.

Die Troponinwerte waren bei Gabe von 800 IE/kg, 500 IE/kg und 250 IE/kg thVWF in den
ADAMTSI13KO-Maiusen signifikant erhoht. Nach einer Gabe von 100 1E/kg thVWF wurde
keine signifikante Erhohung des Troponinwerts gegeniiber den Wildtyp-Mé&usen errechnet.
Eine Gabe von 100 IE/kg thVWF ist daher auch am Troponinwert gemessen als Schwellen-
dosis gut geeignet.

Die LDH-Werte zeigten bei Gabe von 800 IE/kg und 500 IE/kg rhVWF signifikante Erho-
hungen in den ADAMTS13KO-Maiusen. Im Versuch mit 250 IE/kg rhVWF war der Unter-
schied nicht mehr signifikant, infolgedessen wurde auch keine LDH-Messung fiir den Ver-

such mit 100 IE/kg rhVWF durchgefiihrt.

Der Grund des erhohten Plittchenverbrauchs bei Gabe von zusétzlichem VWF ist durch die
Bildung von Mikrothrombosen zu erkldren. Die zusétzliche Menge an VWF im Plasma kann
ab einer gewissen Konzentration selbst bei Wildtyp-Méusen moglicherweise nicht schnell
genug gespalten werden. In Folge sammeln sich gro3e wachsende VWF-Multimer Geflechte
an der GefaBwand und es werden vermehrt Pldttchen abgefangen und Thromben gebildet. Das
verwendete rekombinante humane VWF-Substrat besitzt UL-VWF. UL-VWF-Multimere
zeigen eine hohere Aktivitit (Turecek et al., 2009). Sie gelten als prothrombotisch: Pldttchen,
Leukozyten und parasitenbefallene Thrombozyten bleiben leichter an ihnen haften (De
Ceunynck et al., 2012). Bei Tieren mit einem Knockout der ADAMTS13-Protease flihrt eine
zusdtzliche Gabe von VWF erwartungsgemill zu grofleren Auswirkungen hinsichtlich der
Hémostase. Schon geringere Dosen von VWF sind ausreichend, um bei ADAMTSI13KO-
MaAusen einen Plittchenverbrauch zu bewirken. Die Tatsache, dass das Blut der Mause unter
anderem eine niedrigere Viskositdt hat, konnte erkliren, warum eine im Menschen ver-
gleichsweise hohe Gabe von VWF in den ADAMTSI13KO-Madusen zu keinem TTP-Schub
fiilhrt. Eine andere Moglichkeit wére zum Beispiel, dass in den Méusen zusitzlich unbekannte

Faktoren zu einem raschen Abbau des VWFs beitragen.

4.3 Die Gabe von humanem plasmatischen VWF bei Mdusen

Plasmatischer VWF ist weniger aktiv als rekombinanter VWF.

Nach Gabe von 500 IE/kg Wilfactin (humanem plasmatischem VWF) wurde weder bei den
Wildtyp- noch bei den ADAMTS13KO-Méusen ein signifikanter Plittchenabfall beobachtet.
Das Hidmoglobin sank bei den ADAMTS13KO-Maéusen signifikant im Gegensatz zu den
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Wildtyp-Miausen. Die LDH-Werte waren bei Wildtyp-Méausen hoher als bei den AD-
AMTS13KO-Miusen; insgesamt waren die Werte jedoch niedrig. Die Troponinwerte waren
nicht erhoht. Wilfactin, das plasmatische VWF-Konzentrat, zeigte nicht die gleiche Auswir-
kung wie die vergleichbare Menge an rekombinantem humanen VWF. Eine Konzentration
von 500 IE/kg thVWF bewirkte im Gegensatz zu Wilfactin sowohl bei Wildtyp- als auch
ADAMTSI13KO-Miusen einen starken Pldttchenverbrauch und einen signifikanten Anstieg
der Troponin- und LDH-Werte. Diese Ergebnisse bestitigen die fritheren Untersuchungen von
Ebner (Ebner, 2015), welche selbst bei sehr hoher Gabe von Wilfactin (2000 IE/kg) keine
Auswirkungen in ADAMTS13KO-Méusen beobachtete.

rhVWE Humanes
(30mU) VWF Konzentrat
(30mUu)

Abbildung 85: Gelelektrophoretische Auftrennung des VWFs im Multimergel aus Ebner (Ebner,
2015). Abgebildet ist auf der linken Seite des Gels rekombinanter humaner VWF und rechts Wilfactin
(humanes plasmatisches VWF Konzentrat). Man erkennt deutlich, dass UL-VWF-Multimere nur im
rekombinanten VWF vorkommen (roter Kasten). Rechts im humanen VWF-Konzentrat sieht man die
typische Triplettstrukutur des VWF (blauer Kasten), die nach der Spaltung durch ADAMTSI13
entsteht.

Wilfactin wird aus dem humanen Plasma aufgereinigt, es hat einen geringen Gehalt an Faktor
VIII und sehr wenige bis keine UL-VWF-Multimere (siche Abbildung 85). Im Gegensatz zu
anderen plasmatischen VWF-Priparaten wurden bei Wilfactin zusétzlich virale Inaktivie-

rungs- und Eliminierungsschritte durchgefiihrt, um das Risiko einer Krankheitsiibertragung

iiber Plasma zu verringern (Mazurier et al.,, 2004). Pharmakokinetische Tests zeigten, dass
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diese Schritte weder das Konzentrationsmaximum noch die Bioverfligbarkeit des plasmati-
schem VWFs im VWF:Ag- und VWF:RCo-Test signifikant verdnderten (Goudemand et al.,
2005). Wilfactin stabilisiert im Gegensatz zu anderen plasmatischen VWF-Priparaten den
endogenen FVIII, wodurch der FVIII Gehalt nur langsam steigt und sich nach einigen Stun-
den normalisiert (Goudemand et al., 2005). Pharmakokinetische Untersuchungen zu rekombi-
nantem VWF ergaben, dass rekombinanter VWF eine hohere Aktivitdt erreichte als plasmati-
scher VWF, was auf die grolen von ADAMTS13 ungeschnittenen UL-VWF Multimere zu-
riickzufiihren ist. In Bezug auf den Faktor VIII wurden keine Einschridnkungen in rekombina-
tem VWF beobachtet. Rekombinanter VWF stabilisiert wie auch Wilfactin den Faktor VIII im
Korper (Turecek et al., 2009). Der Unterschied in der Wirkung von 500 1E/kg thVWF und
500 IE/kg Wilfactin scheint daher in erster Linie mit dem Fehlen von UL-VWF-Multimeren
im Wilfactin zusammenzuhidngen. Moglich ist, dass plasmatischer VWF durch vorherige Pro-
zessierung im Korper einfacher und schneller abgebaut werden kann als rekombinanter VWF,
was die lingere Halbwertszeit von rekombinantem VWF ebenfalls belegt (Turecek et al.,

2009).

4.4 Die Gabe von Faktor VIII bet ADAMTS13KO-Mausen

Die zusitzliche Gabe von 800 IE/kg Faktor VIII zeigt keinen Einfluss auf AD-
AMTS13KO-Miuse.

Die Gabe von Faktor VIII sollte zeigen, ob Faktor VIII einen Einfluss auf die TTP bezie-
hungsweise auf den VWF und ADAMTS13 hat.

Es konnte gezeigt werden, dass der Gerinnungsfaktor VIII in Form von Kogenate® keinen
signifikanten Plédttchenverbrauch bei Wildtyp- und ADAMTS13KO-Miusen bewirkte. Bei
den Wildtyp-Maiusen betrug die Plittchenzahl vor Behandlung 711,2 + 41,09 x 10? /ul und
nach Behandlung 624,8 + 23,58 x 10° /ul. Dies entspricht einem Abfall von durchschnittlich
12%. Bei den ADAMTS13KO-Méusen betrug die Pldttchenzahl vor Behandlung 871,6 +
51,88 x 10%/pul und nach Behandlung 759,4 + 71,71 x 10%/pul. Dies entspricht einem Abfall von

durchschnittlich 13%. Dieser geringe Verbrauch an Plattchen kommt wahrscheinlich schon
alleine durch die Blutabnahme und Messschwankungen zustande. Die Troponinwerte waren
nicht erhoht und im Blutausstrich waren keine auffilligen Mengen an Fragmentozyten zu er-
kennen. Die Hémoglobinwerte hingegen sanken signifikant bei Wildtyp- und AD-
AMTSI13KO-Méusen ab. Die LDH-Werte waren etwas erhoht, aber nicht signifikant ver-
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schieden, die GruppengrdoBe fiir die LDH-Messung war jedoch nicht gro3 genug um haltbare
Aussagen zu treffen (N=2).

In der Literatur wird diskutiert, dass eine erhohte Faktor VIII Konzentration im Blut (unab-
hingig von VWF) die Ursache fiir eine verstiarkte Thromboseneigung ist (Kyaw et al., 2016;
Patole & Ramya, 2015). Chang et al. beobachteten bei Patienten mit einem aktuen ischidmi-
schen Schlaganfall eine Erhohung der Faktor VIII Konzentration im Plasma (Chang et al.,
2014). Unklar ist jedoch, ob dies lediglich auf die Eigenschaft des Faktor VIII als Akute-
Phase-Protein zuriickzufiihren ist. Shahsavarzadeh et. al argumentierten, dass eine erhohte
Konzentration von Faktor VIII ein 10-fach hoheres Risiko fiir eine Sinusvenenthrombose sein
konnte (Shahsavarzadeh et al., 2011). Menschen erhalten typischerweise zur Behandlung zwi-
schen 25 und 50 IE/kg Faktor VIII (Manco-Johnson et al., 2007). Mit der Gabe von 800 IE/kg
Faktor VIII wurden den Maiusen eine vergleichsweise hohe Gabe an Faktor VIII gegeben,
trotzdem wurden im Versuch keine Nebenwirkungen beobachtet. Dumont et al. testeten sogar
die Gabe von 1000 IE/kg eines rekombinanten FVIII-Fusionsproteins bei Ratten und konnten
keine nachteiligen Auswirkungen bei diesen beobachten (Dumont et al., 2015). Die Gabe von
800 IE/kg FVIII bewirkte in unserem Versuch weder in ADAMTS13KO- noch in Wildtyp-
Mausen eine signifikante Verdnderung im Plattchenverbrauch und den Troponinwerten, wir
konnen daher davon ausgehen, dass eine ADAMTSI13-Defizienz in Verbindung mit einem
erhohten Faktor VIII Spiegel keine Hyperkoagulation bewirkt und das Faktor VIII keinen
groBBen Einfluss auf die TTP hat.

4.5 Die Rolle von Entziindungen bei der TTP am Beispiel von Histonen und LPS

4.5.1 Die Auswirkungen von ADAMTS13-Defizienz bei Gabe von Histonen

ADAMTS13KO-Miuse scheinen kurze Zeit nach Gabe von Histonen unwesentlich emp-

findlicher auf Histone zu reagieren als Wildtyp-M:use.

Die verschiedenen Werte waren bei ADAMTS13KO- und Wildtyp-Méusen etwa 20 Minuten
nach Gabe von Histonen nicht signifikant unterschiedlich.

Da Histone in Verbindung mit Infektionen, Entziindungen und Thrombosen auftreten
(Ramanjaneyulu Allam, et al., 2014; Ammollo et al., 2011), liegt es nahe, dass sie Einfluss
auf die Pathophysiologie der TTP haben konnten. Aus diesem Grund war es fiir unseren Ver-
such interessant, die Auswirkung von Histonen in Wildtyp- und ADAMTSI13KO-Miusen
miteinander zu vergleichen. Etwa 20 Minuten nach Gabe von 50 mg/kg Histonen war der

Verbrauch an Plittchen bei Wildtyp- und ADAMTS13KO-Maéusen vergleichbar hoch, wenn
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auch die Signifikanz des Verbrauchs in den Wildtypen hoher war, was mit der starken Streu-
ung der Werte in der ADAMTS13KO-Gruppe zusammenhing. Der durchschnittliche Abfall
der Plittchenzahl betrug in beiden Gruppen etwa 49%.

Es gab keinen signifikanten Unterschied zwischen den Troponinwerten der Wildtyp- und der
ADAMTSI13KO-Gruppe (Troponingehalt bei Wildtyp: 0,1550 £ 0,1040 ng/ml; bei AD-
AMTSI13KO: 2,429 + 1,184). In der ADAMTS13KO-Gruppe gab es aber Tiere, die einen

relativ hohen Troponinwert (liber 3,1 ng/ml in 2 Méusen) aufwiesen und daher Anzeichen fiir
eine Schidigung im Herzmuskel bzw. mogliche Mikrothrombosen hatten. Die LDH-Werte
waren in beiden Gruppen auffillig hoch.

Bei Gabe von 25 mg/kg Histone war ebenfalls ein signifikanter Abfall der Pléattchenzahl zu
beobachten; die Signifikanz war bei den ADAMTS13KO-Méusen hoher als in den Wildtyp-
Maiusen. Prozentual gesehen, lag der Abfall in den KO-Méiusen bei durchschnittlich 36%; bei
den Wildtyp-Mausen hingegen bei 31%.

Zunéchst scheint es verwunderlich, dass die Gabe von 50 mg/kg Histonen in beiden Gruppen
einen gleich starken Verbrauch an Plattchen hervorruft, die Gabe von 25 mg/kg Histonen je-
doch einen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen leicht erhdhten Verbrauch in ADAMTS13KO-
Mausen zeigt. Eine mogliche Erklarung wire, dass die Dosis von 50 mg/kg Histonen, welche
nach Fuchs et al. 2011, auch der Wert ist bei dem 50 % der Tiere versterben (LD50-Wert)
(Fuchs et al ., 2011), fiir den Korper bereits so hoch ist, dass hierdurch schon der maximale
durch Histone hervorruftbare Schaden ausgelost wird. Dadurch wére der Verbrauch unabhén-
gig von der ADAMTS13-Defizienz bei Wildtyp- und ADAMTS13KO-Méusen gleich hoch.
Erst eine Verringerung der Dosis deutet auf eine moglicherweise hohere Empfindlichkeit der
ADAMTS13KO-Miuse gegeniiber Histonen.

Es gab keinen signifikanten Unterschied zwischen den Troponinwerten der Wildtyp- und der

ADAMTSI13KO-Gruppe nach Gabe von 25 mg/kg Histonen. Die Troponinwerte sind in der
KO-Gruppe erhoht. Die LDH-Werte schwanken nach Gabe von 25 mg/kg Histonen innerhalb
der Wildtyp-Gruppe (631,7 £ 143,5 U/l LDH) im Gegensatz zu den Werten in der AD-
AMTS13KO-Gruppe (449,0 + 33,53 U/l LDH) sehr stark. Auch hier kann keine verbindliche

Aussage getroffen werden, da die Gruppengrof3e zu gering ist.

Gab man zu den 25 mg/kg Histonen zusétzlich 100 IE/kg thVWF, konnte man einen héheren
Plattchenverbrauch bei beiden Gruppen beobachten, als in den Versuchen in denen nur 25
mg/kg Histone oder nur 100 IE/kg thVWF injiziert wurde. Der prothrombotische Effekt wur-

de durch die Kombination der beiden Substanzen also verstérkt.
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Histone werden von Zellen entweder in Form von freien ,,extrazellularen® Histonen, als Teil
von NETs oder als Teil von Nukleosomen ausgeschieden. Unser Versuch zeigt die Wirkung
von extrazelluliren Histonen. Die beobachtete leicht erhohte Empfindlichkeit der AD-
AMTS13KO-Maiuse gegeniiber Histonen konnte mit der zytotoxischen Wirkung von extrazel-
luldren Histonen und/oder einer Histon-induzierten Plittchenaktivierung zusammenhéngen.
Eine Histon-induzierte Plattchenaktivierung findet unter normalen Umstéinden zum Beispiel
bei der Bekdmpfung von Bakterien im Kdorper statt (Fuchs et al., 2010, 2011; Semeraro et al.,
2011). Untersuchungen von Fuchs und Semeraro zeigten, dass Plittchen, welche mit Histonen
versetzt werden, aggregieren (Fuchs et al., 2010, 2011; Semeraro et al., 2011). Extrazellulidre
Histone konnen auf verschiedene Weise eine Plittchenaktivierung bewirken. Sie kdnnen die
Produktion von Zytokinen und die Expression von TLR2 und TLR4 auf Plittchen induzieren.
Die Aktivierung von TLR2 und TLR4 leitet Vorgidnge wie die Plittchenaggregation, die
ATP-Ausschiittung und die P-Selectin-Aktivierung ein (Xu et al., 2011). Ammollo beschreibt,
dass Histone auflerdem die Produktion von Thrombin im Plasma in Anwesenheit von Throm-
bomodulin steigern und belegt so einen weiteren Mechanismus der Plattchenaktivierung. His-
tone konnen auch eine Erhohung des intrazelluldren Calciums in Plittchen hervorrufen (Fuchs
et al., 2011), was zu einer Aktivierung der Plidttchen und zur Aktivierung des GPIIb/Illa Re-
zeptors fiihrt. Der GPIIb/IIla ist maB3geblich an den Vorgéngen der Himostase beteiligt, er
vermittelt unter anderem die Aggregation der Plittchen. Wie Xu et al. berichten, sind extra-
zelluldre Histone zusédtzlich fiir die Entwicklung von Sepsis und endothelialer Dysfunktion
verantwortlich (Xu et al., 2009, 2011). Extrazelluldre Histone konnen die Blutgerinnung aber
auch behindern, indem sie zum Beispiel mit verschiedenen Proteinen im Plasma interagieren.
Wie Ammollo et al. beschreiben, kann die Blutgerinnung durch Histone verzogert und die
Fibrinolyse stimuliert werden (Ammollo et al., 2015). Durch die Bindung der Histone an Pro-
tein C und Thrombomodulin kommt es zu einer reduzierten Aktivierung des Thrombomodu-
lin abhéngigen Protein Cs. Aktiviertes Protein C hat unter anderem eine antikoagulatorische
Eigenschaft. Es wird angenommen, dass die Hemmung des Protein C fiir die Bildung von
Mikrothrombosen bei Organischimien und starken Entziindungen verantwortlich ist

(Ammollo et al., 2011; Esmon, 2003).

Die Rolle von Histonen bei Infektionen: NETs

Histone treten auch in NETs auf, wo sie eine zusitzliche Rolle bei der Bekdmpfung von Bak-
terien und anderen Pathogenen spielen. Dringen Pathogene in unseren Kdrper ein, muss das
angeborene Immunsystem eingreifen. Neutrophile Granulozyten stehen bei der direkten Be-
kdmpfung an erster Stelle (Brinkmann et al., 2004). Neben der Phagozytose und der Produkti-

on von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) ist das Ausscheiden von NETs (neutrophile
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extracellular traps) bei aktivierten Neutrophilen ein wichti-
ger Teil der Immunabwehr (Mayadas et al., 2014). Die
Aktivierung der Neutrophilen kann zum Beispiel iiber LPS
oder Interleukin 8 (IL8) stattfinden (Brinkmann et al.,
2004). Wie auch extrazelluldre Histone, fordern NETs die
Blutgerinnung. Fuchs et al. beobachteten, dass NETs,
VWEF, Fibronektin und Fibrinogen binden. Dadurch wird
die Aktivierung von Pléttchen gefordert und es kommt zur
Bildung von Thromben (Fuchs et al., 2012). Esmon et al.

bestétigten den Zusammenhang von Infektionen und

Blutgerinnung. Sie berichteten, dass Endotoxine die Koa-
Abbildung 86: Bakterien, welche
sich in NETs verfangen haben.
Abbildung aus Brinkmann et al.

2004. Aktivator-Inhibitors verstirken (Esmon et al., 2011).

gulation aktivieren, den Antikoagulationsmechanismus

herunterregulieren und die Wirkung des Plasminogen-

Die Gabe von extrazelluldren Histonen kann, wie erortert, eine Vielzahl von verschiedenen
Mechanismen in Gang setzen, deren letzter Schritt stets zu einer Aktivierung der Plittchen
und dadurch zu einer erhohten Thromboseneigung fiihrt. Fiir TTP-Patienten mit einer heredi-
tiren ADAMTS13-Defizienz bzw. mit einer erworbenen Defizienz sind Infektionen daher

denkbar ungiinstig und haufig Ausloser eines TTP-Schubs.

Der Pldttchenabfall in beiden Mausgruppen nach Gabe von zusétzlich injizierten Histonen
spricht dafiir, dass die Koagulation durch extrazelluldre Histone aktiviert wurde und dadurch
eine erhdhte Thrombosegefahr besteht. Im iibertragenen Sinne wird so auch anhand des Bei-
spiels von Histonen erkldrt, wie und warum Infektionen bei TTP-Patienten ein erhdhtes

Thromboserisiko darstellen und TTP-Schiibe bewirken konnen.

Der im ,,Gabe von 25mg/kg Histone* Versuch beobachtete Unterschied von 5% im Pléttchen-
verbrauch ist relativ gering und konnte auch auf einen methodischen Fehler zuriickzufiihren
sein. Eine hohere Empfindlichkeit der ADAMTS13-defizienten Méuse, miisste folglich durch
eine groBBere Versuchsgruppe verifiziert werden. Es gilt auBerdem zu beachten, dass im Ver-
such mit 20 Minuten eine sehr kurze Wirkzeit der Histone gegeben war. Hétte man das Blut
beispielsweise erst nach einer oder mehreren Stunden gemessen, wire moglicherweise ein
deutlicher Unterschied zwischen ADAMTS13KO und Wildtyp-Méusen aufgetreten. Aus tier-
schutzrechtlichen Griinden wurden die Tiere jedoch nicht ldnger behandelt. Ein weiterer un-

tersuchter ,Infektionstrigger ist LPS.
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4.5.2 Die Auswirkungen von ADAMTS13-Defizienz bei Gabe von LPS

ADAMTS13-Defizienz wirkt sich bei Gabe von LPS leicht nachteilig auf Miuse aus.

Bei einer Injektion mit LPS reagierten die ADAMTS13KO-Méuse im Vergleich zu Wildtyp-

Mausen etwas empfindlicher. Im Versuch ,,Gabe von 1 mg/kg LPS* betrug der Pléttchenver-

brauch 33% bei Wildtyp- bzw. 49% bei ADAMTS13KO-Maiusen. Die Troponinwerte waren
nicht auffillig erhoht und wiesen keine signifikanten Unterschiede zur Vergleichsgruppe auf
(Troponin bei Wildtyp-Miusen: 0,3780 + 0,2402 ng/ml und bei ADAMTS13KO-Mausen:
0,3813 + 0,2397 ng/ml). Die LDH-Werte waren insgesamt eher niedrig und in der AD-
AMTSI13KO-Gruppe nur geringfiigig und nicht signifikant erhoht (Wildtyp: 499,7 + 91,03
U/l; ADAMTSI13KO: 521,3 £ 108,0 U/l). Nach einer hoheren Gabe von LPS (2 mg/kg) ver-
anderte sich der Plittchenverbrauch kaum (Wildtyp-Mause: 35% und ADAMTSI13KO-
Mause: 47%). Die Troponinwerte waren bei Gabe von 2 mg/kg LPS im Vergleich zur Gabe
von 1 mg/kg LPS nur leicht erhoht (0,5885 + 0,3385 ng/ml bei Wildtyp-Mausen und 0,7235 +
0,7235 ng/ml bei ADAMTSI3KO-Méusen). Auch hier waren die Werte bei den AD-
AMTS13KO-Maiusen etwas hoher. Die LDH-Werte lagen bei den Wildtypen bei 494,3 +
123,2 U/l und bei den ADAMTS13KO-Maiusen bei 532,7 + 57,44 U/l. Sie waren nicht signi-
fikant verschieden.

Bei zusitzlicher Gabe von 100 IE/kg thVWF war in beiden Gruppen ein stérkerer Plattchen-

verbrauch zu beobachten. Die LDH-Werte waren tendenziell hoher, die Troponinwerte blie-

ben gleich.

Die Gabe des LPS von E. coli 0111: B4, welches in dieser Arbeit verwendet wurde, wies in
seiner Wirkung nur schwache Unterschiede zwischen den ADAMTS13KO- und den Wildtyp-
Mausen in Bezug auf Plittchenverbrauch, Troponin- oder LDH-Werte auf.

Die Aktivierung des Immunsystems durch LPS und die Auswirkung auf ADAMTS13KO-

Mause

LPS hat einen starken Einfluss auf die Aktivierung der Endothel- und Immunzellen (Kabanov
et al.,, 2016). Lipopolysaccharide, die als Teil der Membran gramnegativer Bakterien vom
Immunsystem als ,Pathogen-assoziierte molekulare Muster“(engl. Pathogen-associated
molecular patterns; PAMPS) erkannt werden, bewirken, so wie Histone, eine Immunantwort
(Aslam et al., 2006). Auch in akuten TTP-Schiiben beobachtet man eine Aktivierung des En-
dothels in Form einer vermehrten Sekretion von VWF sowie einer vermehrten Ansammlung
inflammatorischer Zytokine im Plasma (z. Bsp. IL6, IL2 und TNF-a)) (Wada et al., 1992). Das
spricht fiir die Aktivierung des Immunsystems wéhrend beziehungsweise bereits vor einem

Schub (Wada et al.,, 1992). Neben der Stimulierung der NET-Bildung (sieche Seite 97)
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(Brinkmann et al., 2004), bewirkt LPS auch eine Exprimierung von Toll-like-Rezeptoren
(Aslam et al., 2006). Aslam et al. fanden heraus, dass murine und humane Plattchen, die flir
das Immunsystem wichtigen Rezeptoren TLR2, TLR4 und TLR9 exprimieren, wenn sie mit
LPS stimuliert werden. TLRs auf Plittchen spielen moglicherweise eine wichtige Rolle in der
Kopplung von Entziindung und Hdmostase (Semeraro et al., 2011, Schattner 2018) und kdnn-
ten daher eine weitere Erklarung fiir TTP-Schiibe wihrend einer Infektion liefern. Zhao et al.
zeigten, dass bei der LPS-induzierten Thrombozytopenie auch eine Aktivierung des Komple-
mentsystems stattfindet (Zhao et al., 2002). Sie konnten dies insbesondere fiir das LPS ,,E.coli
09 und ,,Klebsiella O3s* nachweisen (Zhao et al., 2002). Uber den Rezeptor TLR4 auf Mo-
nozyten aktiviert LPS den Myd88-abhingigen und Myd88-unabhingigen Signalweg. Diese
Aktivierung fiihrt zur Produktion von NF-kB, was wiederum die Synthese verschiedener in-
flammatorischer Zytokine, wie TNF-a, IL6, IL8 und IL10, anregt (Bandow et al., 2012;
Hochdorfer et al., 2013; Kabanov et al., 2016; Lu et al., 2008).

Alle diese Mechanismen konnen bei Infektionen zu TTP-Schiiben beitragen und erklidren so-

mit das hiufige Auftreten von TTP-Schiiben nach Infektionen.

Verstarkte Plittchenaggregation durch LPS

LPS kann zusétzlich, wie Histone auch, die Expression von P-Selectin und die ADP-Sekretion
auslosen, wodurch eine stirkere Plittchenaggregation stattfindet. Den Zusammenhang zwi-
schen LPS und Thrombozytopenie betrachten Xiang et al. kritisch. Fiir sie ist es unklar, ob die
LPS-induzierte Thrombozytopenie mit der Gerinnungskaskade und der Immunantwort des
Korpers zusammenhingt oder ob viel eher andere Mechanismen fiir die LPS-induzierte
Thrombozytopenie verantwortlich sind (Xiang et al., 2015).

In vitro stimulieren, die durch LPS indirekt ausgeschiedenen, inflammatorischen Zytokine
IL6 und TNF-a die Sekretion von UL-VWF (Bernardo et al. 2004) und tragen so zu einer
Plattchenaggregation bei. Reiter et al. beobachteten nach Gabe von LPS eine erhéhte Aus-
scheidung von IL6, eine erhdhte VWF-Aktivitdt und eine verminderte Aktivitit von AD-
AMTSI13 in Méusen (Reiter et al., 2005). Da IL6 ADAMTSI13 inhibiert, diskutierten Reiter et
al. die Moglichkeit, dass ADAMTS13 durch LPS indirekt in der Aktivitdt vermindert wird.
Eine Verminderung der ADAMTS13 Aktivitdt in der Wildtyp-Gruppe, konnte erkldren, wa-
rum in unseren Versuchen zwischen ADAMTS13KO- und Wildtyp-Miusen kein grofer Un-
terschied im Plittchenverbrauch und den anderen Tests zu sehen war. Reiter et al. erwédgen
jedoch auch, dass durch die vermehrte VWF Ausscheidung bei Infektionen ADAMTSI13
,verbraucht” wird und die geringere Aktivitdt daher nur indirekt mit IL6 zusammenhéngt.
Beispielsweise demonstrierten Mannucci et al., dass in Patienten bei einer Erhohung des

VWEF gleichzeitig die Aktivitit von ADAMTS13 abnimmt (Mannucci et al., 2004) Eine Ar-
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beit von Arditi et al. zeigte, dass LPS zusétzlich Endothelschiden induziert (Arditi et al.,
1993), was neben der Aktivierung des Immunsystems bei der TTP eine grof3e Rolle spielen
diirfte.

Da LPS extreme Auswirkungen auf den Korper hat, wurde der Versuch aufgrund des Tier-
wohls nach 3 h (2 mg LPS) bzw. 5 h (1 mg/kg LPS) beendet. Die im Vergleich zu anderen
Versuchen relativ kurze Einwirkdauer konnte erkldren, warum zwischen den beiden Maus-
gruppen nur geringe Unterschiede zu beobachten waren. Wiirde man linger mit LPS behan-
deln, wiren eventuell groflere Unterschiede und hohere Troponin- und Pldttchenabfallwerte
zu beobachten. Ein weiterer Grund wire die Hemmung von ADAMTSI13 in den Wildtyp-
MaAusen, die durch LPS indirekt stattfindet.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Auswirkungen nach Gabe von LPS in erster Li-
nie auf der Aktivierung des Immunsystems beruhen. Bei den ADAMTS13KO-Méusen und
den Wildtyp-Madusen zeigten sich ein verstirkter Plattchenverbrauch und ein Anstieg des Tro-
ponins nach Gabe von LPS. Dieser Versuch gibt Hinweise auf eine hohere Anfilligkeit von
ADAMTSI13-defizienten Patienten gegeniiber Infektionen durch Gram-negative Bakterien.
Indirekt wird moglicherweise die Sekretion ultralanger sehr aktiver VWF-Multimere stimu-
liert und kann so zu Mikrothrombosen flihren, die aufgrund einer ADAMTS13-Defizienz bei
hereditdrer TTP oder erworbener TTP widerum zu Schiiben fiihren kdnnen. Dies konnte er-
klaren, warum TTP-Patienten, welche eine verminderte oder nicht vorhandene ADAMTS13-
Aktivitdt besitzen, einen Schub durch Infektionen erleiden konnen. Da LPS iiber IL6 indirekt
die ADAMTSI13-Aktivitdit mindert und daher auch in den Wildtyp-Mausen die ADAMTS13-
Aktivitdt gemindert ist, wurden moglicherweise keine gro3en Unterschiede zwischen Wildtyp

und ADAMTS13KO-Maéusen gefunden.

4.6 Chinin und Quensyl® (Hydroxychloroquin): TTP oder TMA?

Das Chininderivat Hydroxychloroquin zeigt bei einmaliger Gabe nur leichte Auswir-
kungen auf ADAMTS13KO-Mause.

Chinin ist als Trigger fiir TTP/HUS und TMA beim Menschen bekannt. Dennoch konnte Eb-
ner in ADAMTS13KO-Maiusen keine TTP Symptome durch Chinin-Gabe beobachten (Ebner,
2015). Daher testeten wir Quensyl® (Hydroxychloroquin, auch HCQ) aufgrund der chemi-
schen Ahnlichkeit zum Chinin. In unserem Versuch mit Quensyl® reagierten nur die AD-

AMTS13KO-Méduse mit einem signifikanten Pléttchenverbrauch. Dieser ist jedoch mit 16%

bei den ADAMTSI3KO-Maiusen im Vergleich zu den anderen Triggern recht niedrig. Die



102 4 Diskussion

Troponin- und_LDH-Werte waren insgesamt leicht erhoht in den ADAMTSI13KO-Méusen.
(Wildtyp: 0,3823 + 0,2633 ng/ml N=2, ADAMTS13KO: 0,5850 + 0,2850 ng/ml N=3) und
LDH-Werte (720,0 = 161,4 U/l bei Wildtyp- und 1139 + 143,9 U/l bei ADAMTSI13KO-

Mausen). Eine Erhohung der Fallzahl sowie eine lingere HCQ-Behandlung konnte eine hohe-

re Empfindlichkeit der ADAMTS13KO-Méuse bestétigen oder verwerfen.

Die Wirkung von Chinin, Chinin-Derivaten und Hydroxychloroquin

Als Ausloser flir eine Thrombozytopenie/Purpura wurde Chinin schon 1865 in der medizini-
schen Fachzeitschrift ,,The Lancet* erwdhnt (Vipan, 1865). Die Verbindung zwischen Chinin
und HUS (HUS-TTP) wurde erstmals Anfang der 90er Jahre gekniipft und seither wurde der
Zusammenhang erforscht (Crum & Gable, 2000).

Kojouri beschrieb 2001 Chinin als einen hdufigen Ausloser der medikamenteninduzierten
TTP (Kojouri et al., 2001). Chinin kann, wie wiederholt dokumentiert, zu schweren Neben-
wirkungen bis hin zum anaphylaktischen Schock fiihren (Liles et al., 2016). Baliga et. al
schrieben in ihrem Fallbericht (Baliga & Wingo, 2003), dass der typische Chinin-induzierte
TTP-Patient, weiblich und mittleren Alters ist und auBlerdem bereits in der Vergangenheit mit
Chinin behandelt wurde. Sie beschrieben, dass 88 dieser Patienten nach Einnahme von Chinin
unter hdmatologischen Beschwerden litten (79 davon an Thrombozytopenie), 44 Hautverédn-
derungen zeigten, 37 Nierenbeschwerden hatten, 15 systemische Beschwerden erlitten und
sich bei 13 Patienten lebertoxische Komplikationen entwickelten. Bei den restlichen Patienten
gab es vereinzelt weitere Beschwerden. Auffallig ist, dass Chinin teilweise multisystemische

Beschwerden im Korper bewirkt.

Bei TTP-Patienten wird ein Schub am héaufigsten durch chininhaltige Getranke und Limptar®
(Chininsulfat, gegen Wadenkrdampfe) ausgeldst (Information aus dem TTP-Patientenkollektiv
von Frau Dr. I. Scharrer, Uniklinik Mainz). Liles et al. fanden in ihrer Metaanalyse heraus,
dass bei einem Grofteil der Patienten (72%) die Chinin-induzierte Thrombozytopenie nach

Einnahme von Tabletten gegen Wadenkrampfe auftrat (Liles et al., 2016).

Auffillig ist, dass Chinin bisweilen sofort nach Einnahme zu heftigen Symptomen fithren
kann. George et al. verdffentlichten den Fall einer jungen Frau, welche nach nur einem
Schluck eines chininhaltigen Getrénks einen plotzlichen, TTP-dhnlichen, ,,Schub* erlitt. Die
Plattchenzahl war nur leicht verringert und die (erst) einige Tage spiter gemessene AD-
AMTS13-Aktivitdt lag bei 100%. Diese Werte schlieBen eine TTP eher aus. Aufgrund der
gefundenen Chinin-Antikorper gingen George et al.von einer Chinin-induzierten Thrombozy-
topenie aus (George et al., 2017).

Liles et al. untersuchten in einer Metaanalyse die Nebenwirkungen von Chinin und kon-
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zentrierten sich dabei auf die immunvermittelten Fille (Liles et al., 2016). Unter anderem
berichteten sie dabei von 114 Publikationen, in denen 142 Patienten eine immunvermittelte
Reaktion zeigten. Bei 33 Patienten wurde eine Chinin-induzierte TMA beschrieben, bei 22

davon konnte man aber eine TTP ausschlieBen.

Der Wirkmechanismus von Chinin

Bildung von Antikdrpern gegen Chinin

Nach Gabe von Chinin und chininverwandten Substanzen und daraus resultierenden Kompli-
kationen, geht man von einer Medikamenten-induzierten Bildung von Antikérpern aus
(Baliga & Wingo, 2003). Zhu et al. nehmen an, dass Chinin amphipathische Eigenschaften
besitzt, welche es befdhigen, sich in die Antigenbindestelle von im Korper befindlichen Anti-
korpern zu integrieren. Dadurch konnen Hybrid-Paratope gebildet werden, die eine erhohte
Affinitdt zu Zelloberflachen-Antigenen haben (Zhu et al., 2015). Diese molekularen Eigen-
schaften konnten erkléren, warum Chinin hdufig zu medikamenteninduzierten Beschwerden
fiihrt (Liles et al., 2016). Denkbar wire auch die Bildung von Antikérpern gegen ADAMTS13
durch Chinin oder chininverwandte Substanzen. Eine Bildung von Antikérpern ist wohl auch
Grund fiir die von Patienten beschriebene Hypersensitivitidt gegeniiber Chinin, selbst Jahre
nach einer Behandlung mit chininhaltigen Medikamenten. (Barr et al., 1990). Bougie et al.
beschreiben bei Untersuchungen zur Chinin-abhidngigen Purpura, das Vorkommen von ein-
zigartigen Antikorpern gegen Integrin GPIIb/IIla, welche nur in Anwesenheit von Chinin an
das GPIIb/IIIa der Plittchen binden und so eine Thrombozytopenie herbeifiihren (Bougie et
al., 2016). Durch die Antikorper konnte neben der Aggregation von Plattchen zusitzlich eine
Endothelschidigung entstehen, welche zu einer vermehrten VWF Ausscheidung flihrt und
bevorzugt aber nicht ausschlieBlich bei Menschen mit hereditdrer TTP einen TTP-Schub aus-
16sen konnte.

In den Versuchen von K. Ebner bewirkte Chinin keine Schiibe in ADAMTS13KO-Maiusen,
obwohl sie bis zu 3-wochige Behandlungen durchfiihrte (Ebner, 2015). Dies spricht gegen
einen Einfluss von Chinin auf ADAMTS13-Defizienz bei Médusen. Da Chinin-induzierte TTP
in der Uniklinik Mainz bei Patienten beobachtet wurde (bisher unverdffentlichte Daten, Dr. 1.
Scharrer), konnten diese speziellen Félle mit einer individuellen genetischen Disposition oder
dem Interagieren verschiedener Mechanismen zu erkldren sein. Ob es sich bei den durch Chi-
nin erzeugten hdmatologischen Beschwerden um eine Chinin-induzierte TTP, HUS oder
TMA handelt, ist umstritten. Eine Chinin-induzierte TTP scheint ein Sonderfall zu sein. In der
neueren Literatur ist im Zusammenhang mit Chinin vermehrt die Rede von einer medikamen-

teninduzierten TMA (Liles et al., 2016; Page et al., 2018).



104 4 Diskussion

Hydroxychloroquin und TTP

Im Gegensatz zu Chinin und den Chininderivaten Mefloquine und Chinidin (Fiaccadori et al.,
2006; Kojouri et al., 2001) sind Félle von HCQ-induzierter TTP nur spérlich belegt. So findet
man die erste Publikation, die sich mit einem Verdachtsfall einer HCQ-induzierter TTP ausei-
nandersetzt erst 2017 (Fromm, 2017). 2009 wurde unseres Wissens erstmals von einer mogli-
chen Verbindung zwischen TTP und HCQ in der Literatur berichtet (Letchumanan et al.,
2009). Aus der Uniklinik Mainz ist uns ein bisher unverdffentlichter Fall von schwerer TTP

nach Gabe von HCQ in Form von Quensyl® bekannt.

HCQ ist ein bekanntes Immunsuppressivum. In vitro wurde gezeigt, dass HCQ die T-Zell
Aktivierung verhindert (Goldman et al., 2000). Durch das Erhéhen des pH-Werts in Lysoso-
men und Endosomen kann HCQ die Antigen-Prozessierung verdndern, was zu einer Trennung
der invarianten Kette des Haupthistokompatibilitdtskomplex-Klasse II-Komplexes (MHC-
Klasse-1I-Komplex) fiihrt (Lombard-Platlet et al., 1993).

Dadurch wird die Antigen-Bindung verhindert und eine Immunaktivierung erschwert. HCQ
vermindert zusitzlich die Sekretion von Zytokinen, wie zum Beispiel IL6 and TNF-a (Gilman
et al., 1996). Weitere Wirkungen von HCQ sind die Stérung der Pliattchenfunktion (Achuthan
et al., 2015) und das Inhibieren von endosomalen TLRs (Kuznik et al., 2011). Wie Miiller-
Calleja et al. 2016 zeigen konnten, behindert Hydroxychloroquin dariiber hinaus den proin-

flammatorischen Signalweg liber NADPH-Oxidase (NOX) (Miiller-Calleja et al., 2016).

Die immunsuppressiven Eigenschaften und die Anwendung von HCQ gegen entziindliche
Autoimmunerkrankungen schlieBen eine ADAMTS13-Antikérperbildung aufgrund von HCQ
eher aus. Wahrscheinlicher ist, dass HCQ durch eine Endothelschddigung einen TTP-Schub
hervorrufen konnte. HCQ bewirkt in Lysosomen die Verdnderung des pH-Werts, was unter
anderem die Kollagen-Synthese reduziert (Neblock & Berg, 1982). Dementsprechend konnte
eine Reduzierung der Kollagen-Synthese zu geschwichtem Endothel in den Blutgefden fiih-

ren.

Die geringen Unterschiede zwischen den Wildtyp- und ADAMTSI3KO-Méiusen im hier
durchgefiihrten Versuch und dem Versuch von K. Ebner legen nahe, dass Chinin und chinin-
verwandte Stoffe zumindest keine unmittelbare nachteilige Wirkung auf ADAMTS13-
defiziente Miuse haben. Falls eine hohere Empfindlichkeit gegeniiber HCQ in ADAMTS13-
defizienten Miusen gegeben ist und diese nicht mit der Bildung von Autoantikdrpern zusam-
menhéngt, konnte es neben einer wahrscheinlichen Schadigung des Endothels einen weiteren

bisher unbekannten Mechanismus geben, der die Interaktion zwischen Chi-
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nin/Hydroxychloroquin und ADAMTSI13 beinflusst. Eine Messung von Antikdrpern gegen
HCQ wire in weiteren Untersuchungen zur Triggerwirkung von HCQ hilfreich und auf-
schlussgebend. Vergleicht man die Literatur so scheint eine HCQ-induzierte TTP eine Aus-
nahme zu sein und ist moglicherweise eher auf eine spezifische genetische Disposition zu-
rlickzuflihren; man darf aber auch nicht ausschlieen, dass es aufgrund der Seltenheit einer

HCQ-induzierten TTP moglicherweise eine hohere Dunkelziffer gibt.

4.7 Ticlopidin

Eine einmalige Gabe von Ticlopidin hat keinen Einfluss auf ADAMTS13KO-M:iuse.

In unserem Versuch konnten 8 h nach Gabe von 10 mg/kg Ticlopidin und 100 IE/kg thVWF
keine TTP-dhnlichen Zustinde in den Maéusen beobachtet werden. Die ADAMTS13KO-
Maiuse reagierten unwesentlich empfindlicher im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen, was man
auch auf die zusitzliche Gabe von 100 IE/kg thVWF zuriickfiihren kann. In den Wildtypen
betrug der Pléttchenabfall durchschnittlich 6%, in den ADAMTS13KO-Maéusen durchschnitt-
lich 27%. Der Troponinwert war geringfligig erhoht und zeigte einen signfikanten Unter-
schied zwischen beiden Gruppen (Wildtyp: 0,0 £ 0,0 ng/ml und ADAMTS13KO-Méiusen
0,8102 £ 0,2849 ng/ml). Die LDH-Werte waren in beiden Gruppen erhoht. Trotz tendenziell
hoheren Werten in den ADAMTS13KO-Méusen waren die Unterschiede nicht signifikant.
Man muss auch bedenken, dass die Tiere zusétzlich mit 100 IE/kg thVWF behandelt wurden
und dies zum Ergebnis beitrdgt. Interessanterweise ist der Plattchenabfall in diesem Versuch
aber niedriger als der Abfall im Versuch ,,Gabe von 100 IE/kg thVWF*, was wiederum mit
der Wirkung von Ticlopidin als Plattchenaggregationshemmer zusammenhingen koénnte.
In der Literatur wird vermutet, dass Ticlopidin durch die Bildung von ADAMTSI13-
Autoantikdrper oder durch Endothelschiddigung eine TTP auslost. Jacob et al. verdffentlichten
in einer Metaanalyse tiber Ticlopidin-assoziierte TTP, dass ein Teil (20%) der untersuchten
TTP-Patienten nicht an einer schweren ADAMTS13-Defizienz litten, alle Patienten aber neut-
ralisierende ADAMTS13-Autoantikorper im Blut hatten. Auch Bennett et al. publizierten das
Vorkommen von ADAMTSI13-Autoantikdrpern bei 100% der untersuchten Patienten
(Bennett et al., 2013; Jacob et al., 2012).

Ticlopidin-induzierte TTP tritt, wie Bennett et al. schreiben, in der Regel erst nach einer 2- bis
12-wdchigen Behandlung mit Ticlopidin auf. Obwohl einige Autoren berichten, dass Riickfdl-
le bei Ticlopidin-induzierter TTP nach Absetzung des Medikaments selten bis gar nicht auf-

treten (Bennett et al., 1999; Chen et al., 1999; Jacob et al., 2012), ist aus dem Kollektiv der
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Universitdtsmedizin in Mainz ein TTP-Patientenfall bekannt, welcher sicher durch Ticlopidin
getriggert wurde und seither viele Schiibe erlitt.

Das Thienopyridin Ticlopidin wird aufgrund der Nebenwirkungen nicht mehr oder &ufBerst
selten verschrieben und ist mittlerweile weitgehend durch die Thienopyridine Clopidogrel und
Prasugrel ersetzt worden. Diese wurden auch mit TTP in Verbindung gebracht, wenngleich
sie seltener eine TTP auslosen (Jacob et al., 2012). Die Tatsache, dass Clopidogrel und Tic-
lopidin eine unterschiedliche Wirkung im menschlichen Korper haben, kdnnte darauf deuten,
dass bei der Anwendung dieser Thienopyridine unterschiedliche Mechanismen fiir die Auslo-

sung der TTP verantwortlich sind.

Die Gabe von Ticlopidin bewirkt im Gegensatz zu Clopidogrel hiufiger eine sehr schwere
ADAMTSI13-Defizienz bei Patienten (Bennett et al. 2007). Nach Bennett et al. wird
Clopidogrel-assoziierte TTP nur in 12 von 1 Millionen behandelten Patienten ausgeldst (Ver-
héltnis bei Ticlopidin: 1 zu 5000). Der Schub tritt bei Clopdiogrel-assoziierter TTP oft schon
innerhalb von 2 Wochen Behandlung ein. Jacob et al. berichteten, dass bei Clopidogrel-
assoziierter TTP bisher keine Autoantikdrper gefunden wurden (Jacob et al., 2012). Dagegen
beschrieben Bennett et al. (Bennett et al., 2000) in einer Studie von 11 Patienten mit
Clopidogrel-assoziierter TTP, dass 2 Patienten eine schwere ADAMTS13-Defizienz und IgG-
Antikorper gegen ADAMTS13 besaBBen. Die Prasugrel-Félle wurden nicht auf Autoantikorper
getestet, und es ist daher unbekannt, inwiefern diese TTP-Patienten Autoantikdrper besal3en.
Befunde, insbesondere aus fritheren Publikationen, beziiglich ADAMTSI13-Defizienz und
Antikorpern miissen unter Vorbehalt betrachtet werden. In den 80er und 90er Jahren und so-
gar noch heute ist hdufig ein methodisch bedingtes Fehlen von Nachweisen in der Klinik ein
Grund dafiir, dass Antikdrper gegen ADAMTS13 und ADAMTS13-Werte nicht ausreichend
dokumentiert wurden.

Eine Messung von Antikorpern bei behandelten Mausen hétte in unserem Versuch Aufschluss

iiber die Antikorperbildung aufgrund von Ticlopidin geben kdnnen.

Der Wirkmechanismus von Ticlopidin

Der genaue Wirkmechanismus von Ticlopidin ist nicht gekldrt. Der ADP-Inhibitor Ticlopidin
hemmt und greift in die Thrombozytenmembranfunktion ein, indem er die Bindung zwischen
Fibrinogen und Pléttchen sowie die Plittchen-Plattchen-Interaktion hemmt (Fachinformation
Ticlopidin, 2016; Gachet et al., 1990). Gesichert gilt, dass Ticlopidin nicht {iber eine
Prostacyclin-Thromboxan-Antagonisierung wirkt. Die cAMP-Konzentration in Plattchen hat
keinen Einfluss auf die Wirkung von Ticlopidin. Wihrend Ticlopidin irreversibel an Plattchen

bindet, bindet es an Plasmaproteine, wie Serumalbumin und Lipoproteine zu 98% reversibel
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(Fachinformation Ticlopidin, 2016). Des Weiteren inhibiert Ticlopidin die Fibronektin-
Bildung in Endothelzellen und beeintrachtigt so die Zell-Zell-Adhdsion und die Zell-
Subendothel-Adhésion, was wiederum moglicherweise einen Einfluss auf Plittchenaggregati-
on und Thrombusformation hat (Chen et al., 1999). Wie Ha-Doung et al. beschreiben, ist Tic-
lopidin ein Inhibitor fiir das Cytochrom CYP450 2C19 (Ha-Duong et al., 2001), welches am
Metabolismus von Steroiden, Fetten und verschiedenen Medikamenten beteiligt ist
(Guengerich, 1992). Inwiefern das eine Auswirkung auf die Bildung einer TTP haben konnte,

1st unbekannt.

Schiden am Endothel

In vitro konnte gezeigt werden, dass Ticlopidin das Wachstum von Endothelzellen verlang-
samt und die Struktur verdndert (Piovella et al., 1984). Das liegt daran, dass Ticlopidin die
Produktion von extrazelluldren Matrix-Komponenten (EZM) unterbrechen kann (Piovella et
al., 1984). Diese sind wichtig fiir die Integritdt der mikrovaskuldren Endothelzellen (MVEC)
(Piovella et al., 1984). Mauro et al. fanden einen Zusammenhang zwischen Thienopyridin-
assoziierter-TMA (wie zum Beispiel Ticlopidin), Apoptose von Endothelzellen und der Akti-
vierung des MAPK-Signalwegs (Mauro et al., 2004). Der MAPK-Signalweg ist unter ande-
rem verantwortlich flir die Initiierung von Entziindungen und Apoptose. Mauro fand heraus,
dass Ticlopidin und Ticlopidin-assoziiertes-TTP Plasma die EZM-MVEC Interaktionen ver-
anderten und moglicherweise dadurch eine MVEC Apoptose bewirkte. Dafiir untersuchten
Mauro et al., ob das Plasma von Patienten einer Ticlopidin-assoziierten TTP eine Apoptose
der MVEC bewirkt, wie dies der Fall bei Plasma von Patienten der idiopathischen TTP ist.
Sie priiften weiter die Hypothese, dass EZM-Komponenten und MAPK-Signalkaskaden (Mi-
togen-activated-Protein Kinase) in diesen Prozess involviert sind. Es zeigte sich, dass Plasma
von Ticlopidin-assoziierter TTP eine Apoptose bei den primdren MVEC von Haut, Niere und
Leber bewirkte. Das gleiche bewirkten pharmakologische Konzentrationen von Ticlopidin in
Patienten mit Ticlopidin-assoziierter TTP.

Jacob et al. halten Antigenitdt oder molekulare Mimikry von Metaboliten des Ticlopidins,
welche eine strukturelle Ahnlichkeit zu ADAMTS13 haben, fiir mdgliche Ausldser der TTP
(Jacob et al., 2012). Ticlopidin konnte moglicherweise als Hapten agieren oder Metabolite
von Ticlopidin kdnnten einen Komplex mit ADAMTS13 formen und diesen dadurch in seiner
Wirksamkeit hindern (Jacob et al., 2012). Ticlopidin, Prasugrel und Clopidogrel bilden unter-
schiedliche Metabolite, was auch die unterschiedlichen Wirkungen innerhalb der Gruppe der

Thienopyridine erkldren kdnnte.
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Auch die Empfindlichkeit gegeniiber gewissen Thienopyridinen ist aufgrund genetischer Va-
riationen individuell sehr unterschiedlich und wahrscheinlich mit ein Grund dafiir, dass nur
ein Teil der Patienten einen Thienopyridin-assoziierten TTP-Schub erleidet. So sind zum Bei-
spiel viele kongenitale Variationen in den Purinrezeptoren der Thrombozyten beschrieben
(Gachet, 2001), diese konnten die Wechselwirkung zwischen Ticlopidin, den Thrombozyten
und ADAMTS13 beeinflussen.

Ein individueller Unterschied in der Metabolisierung von Ticlopidin kann ebenfalls verant-
wortlich fiir die Variationen in den Wirkungen sein, wie Coppola berichtet (Coppola, 2005).
Die Umwandlung von Clopidogrel zum Beispiel geschieht {iber den Subtyp 3A4 des hepati-
schen Cytochrom-P-Systems (Lau et al., 2004). Die individuelle Aktivitit des Enzyms hat
scheinbar Einfluss auf die Metabolisierung von Clopidogrel und die aktiven Metaboliten (Lau
et al., 2004).

Unser Ergebnis zeigt, dass Ticlopidin zumindest keine unmittelbaren Auswirkungen auf AD-
AMTS13-defiziente-Mause hat. Wie die Literatur zeigt, ist die Ticlopidin-induzierte TTP auf
die Bildung von Autoantikdrpern gegen ADAMTS13 und moglicherweise auf Endothelscha-
digung zurlickzufiihren. Da durch Ticlopidin bedingte TTP Symptome beim Menschen erst
nach ldngerer Behandlungsdauer auftreten, sollten zukiinftige Untersuchungen iiber den Zu-
sammenhang von Ticlopidin und TTP im Mausmodell iiber mindestens 14 Tage durchgefiihrt
werden. Sollten sich negative Auswirkungen bemerkbar machen, kénnen eine Untersuchung

des Endothels und ein Antikorpertest wichtige Hinweise erbringen.

4.8 Die Gabe von Gemcitabin in ADAMTS13KO-Méusen

Gemcitabin bewirkt bei ADAMTS13KO-Mausen einen sehr starken Plittchenver-

brauch.

Die 5-tdgige Behandlung mit Gemcitabin bewirkte sowohl bei Wildtyp- als auch AD-
AMTS13KO-Madusen einen signifikanten Plattchenverbrauch. Bei den Wildtyp-M&usen wur-
de im Mittel ein prozentualer Verbrauch von 52% beobachtet. Die ADAMTS13KO-Miuse

zeigten Gemcitabin gegeniiber eine sehr viel hohere Empfindlichkeit; bei ihnen wurde ein
Verbrauch von 89% beobachtet. Ein vergleichsweise hoher Pldttchenverbrauch wurde bei den
ADAMTSI3KO-Maidusen nur bei Behandlung mit 800 IE/kg thVWF (90% Plittchenver-
brauch) beobachtet.

Die Troponin-Konzentration war bei den ADAMTS13KO-Méusen erhoht und im Vergleich
zu den Wildtyp-Mausen signifikant erhéht (WT: 0,09667 + 0,06114 ng/ml vs AD-
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AMTSI3KO 3,648 + 0,9373 ng/ml). Die LDH-Werte waren bei ADAMTS13KO- und Wild-
typ-Méusen nicht signifikant unterschiedlich (WT: 682,5 + 135 U/l. ADAMTS13KO: 636,3 +
135,5 U/]) und auch im Vergleich zu anderen Versuchen nicht aufféllig hoch.

In der Literatur wird Gemcitabin mehrfach als Ausloser fir TMA bzw. TPP erwidhnt (De
Smet et al., 2008; Izzedine et al., 2006; Kasi, 2011; Richmond et al., 2013; Zupancic et al.,
2007). Da Gemcitabin seit 1996 zur Behandlung vieler Krebserkrankungen angewendet wird,
ist die Gemictabin-induzierte TMA bei Onkologen bekannt.

Der sehr hohe Plittchenverbrauch bei Wildtyp- und ADAMTS13KO-Méusen ist wahrschein-
lich auf eine verstiarkte Ausschiittung von UL-VWF zuriickzufiihren. Dies konnte zum Bei-
spiel durch Endothelschddigung geschehen. In den ADAMTS13KO-Mausen hat die hohere
Konzentration von UL-VWF im Blut eine stirkere Auswirkung. Eine ADAMTS13-Defizienz
scheint jedoch nicht ausschlaggebend fiir die hiufig beobachtete Gemcitabin-induzierte-
TTP/TMA zu sein. Auch der Pléttchenverbrauch der Wildtyp-Miuse war in unseren Versu-
chen bei Gabe von Gemcitabin hoch und sogar hoher als nach Gabe von 800 1E/kg thVWF. In
der Arbeit von Kasi wurde nur bei 13% der Gemcitabin-induzierten TTP-Patienten eine AD-
AMTS13-Defizienz verzeichnet (Kasi, 2011). Zusitzlich spielen die dosisabhingige Toxizi-
tit von Gemcitabin und die immunvermittelte Antwort bei der Gemcitabin-assoziierten-TTP
eine Rolle (Richmond et al., 2013).

Die erhohten Troponinwerte, der starke Pliattchenverbrauch und die Blutbilder mit den vielen
Fragmentozyten bei ADAMTS13KO-Maéusen weisen auf starke Zellschidden. Die Ergebnisse
lassen vermuten, dass Gemcitabin durch seine hohe Toxizitdt sowohl bei Wildtyp-Méusen als
auch bei ADAMTS13KO-Méusen eine TTP bzw. ein TTP-dhnliches Krankheitsbild auslosen
kann. Die ADAMTS13KO-Maduse sind jedoch sehr viel anfilliger und zeigen starkere Symp-
tome, wie man an den Ergebnissen erkennen kann. Auf den Menschen iibertragen bedeutet
dies, dass Menschen mit ADAMTS13-Defizienz, sei sie genetischer oder idiopathischer Art,
starker gefihrdet sind eine TTP durch Gemcitabin zu entwickeln, obgleich die Gemcitabin-
induzierte TTP nicht unmittelbar mit der ADAMTS13 Defizienz zusammenhéngt.

Inwiefern es sich bei den Gemictabin-assoziierten TMA- oder TTP-Fillen wirklich um eine

TTP handelt, wird in der Literatur kontrovers diskutiert.

Der Wirkmechanismus von Gemcitabin

Die Schidigung des Endothels als maBgebende Ursacher der Gemcitabin-induzierten TTP?

Neben der Eigenschaft als Pyrimidin-Antimetabolit wird Gemcitabin in der Literatur ein mog-
licherweise schddigender Einfluss auf das Endothel zugeschrieben. Bei Beschddigung des

Endothels wird unter anderem der VWF aus den Weibel-Palade-Ko6rperchen sezerniert und
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tritt mit dem freigelegten Kollagen im Subendothel in Verbindung. Weitere Auswirkungen
einer endothelialen Schidigung sind die Freisetzung von Nitritoxiden, erhohte Sekretion von
gewebespezifischem Plasminogen Aktivator (tPA: tissue Plasminogen Activator) sowie
Thrombomodulin und Plasminogen-Aktivator-Inhibitor (Thachil, 2007).

Auffallig ist die Erhéhung des Blutdrucks in vielen TMA-Patienten nach Gabe von Gemci-
tabin, wie Humphreys et al. berichten. Bei einigen Patienten fiihrt die Gabe von Gemcitabin
auch zu einer erschwerten Regulierung des Blutdrucks und einer Zunahme von notwendigen
Blutdruckmedikamenten, falls diese bereits an Bluthochdruck litten. Bei Studien stellte sich
heraus, dass der Blutdruck der Patienten mindestens eine Woche vor Ausbruch der TTP zu
steigen begann. Bei 3 von 9 Patienten stieg der Blutdruck 6-10 Wochen vorher an
(Humphreys et al., 2004). Khanal et al. berichten 2015 von maligner Hypertonie induzierter
TMA und ihrer Ahnlichkeit zur TTP (Khanal et al., 2015) Wahrscheinlich ist die Erhdhung
des Blutdrucks auch ein wichtiges Indiz fiir eine Schidigung des Endothels. Eine Messung
des Blutdrucks ist bei endothelschiddigenden Substanzen daher ein nicht zu vernachlissigen-
der Prognosefaktor (Kasi et al., 2011; Khanal et al., 2015), und konnte bei TTP-Patienten
Hinweise auf einen bevorstehenden TTP-Schub geben.

Geht man von einer Beschidigung des Endothels aus, kann der Verbrauch an Plittchen, so-
wohl bei Wildtyp- als auch ADAMTS13KO-Maiusen allein schon durch die erhohte Sekretion
von VWF erkldrt werden.

Antikorperbildung durch Gemcitabin

Zupancic et al. zeigten zusitzlich, dass es zu Antikorperbildung kommen kann. Sie berichten
von einer Erhohung der IgG- und Glykoprotein-Antigen-Konzentration (Zupancic et al.,
2007). Izzedine et al. halten eine Antikdrperbildung gegen CD36, den Thrombospondin-
Rezeptor (auf Plittchen auch GPIV genannt) fiir moglich. CD36 ist nur auf den mikrovaskula-
ren Endothelzellen zu finden und nicht in den groeren Gefdlen (Izzedine et al., 2006). Dies
wiirde auch erkldren, warum in der Regel nur die Gefi3e der Niere und des Gehirns von einer
Schidigung betroffen sind, die Gefdlle der Lunge und Leber hingegen nicht (Izzedine et al.,
2006). Neben diesen zahlreichen mdglichen Faktoren fiir die Entstehung einer TTP, besteht
aber auch die Vermutung, dass Gemcitabin-induzierte TTP zusétzlich mit der bereits zugrun-
deliegenden Malignitdt, welche mit Gemcitabin behandelt wird, zusammenhéngt (Snyder et
al., 1993). Neben der Toxizitdt der Chemotherapeutika kann also auch der eigentliche Tumor
eine mogliche Ursache bei der Entwicklung einer TTP sein; das Aufireten von TMAs bei-

spielsweise wird hiufig in Verbindung mit Tumoren beobachtet.
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Komplementaktivierung nach Gemcitabin Behandlung

Auch das Komplement konnte eine Rolle spielen. Turner et al. verdffentlichten einen Fall, der
fiir eine Beteiligung des Komplementsystems bei Gemcitabin-induzierter TMA spricht

(Turner et al., 2016).

4.9 Die Wirkung von Mitomycin auf ADAMTS13KO-Maiuse

Nach Gabe von Mitomycin C reagieren ADAMTS13KO-Miuse mit einem hoheren
Plittchenverbrauch als Wildtyp-M:use.

Bei Gabe von Mitomycin C konnte ein signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp- und
ADAMTSI13KO-Miéusen in der Plittchenzahl beobachtet werden. Die Zahl der Blutpléttchen
war bei den ADAMTS13KO-Méusen um durchschnittlich 22% verringert, was im Vergleich
zu anderen Versuchen wenig ist. Die Plittchenzahl der Wildtyp-Miuse sank um nur durch-
schnittlich 7%. Die Troponinwerte waren kaum erhoht (WT: 0,2933 + 0,2933 ng/ml; AD-
AMTS13KO: 0,2967 + 0,2967 ng/ml). Die LDH-Werte hingegen waren auffallend hoch, in
den Wildtyp-Médusen sogar noch hoher als in den ADAMTS13KO-Méusem. Der mittlere
LDH-Wert betrug bei Wildtyp-Mausen 2028 + 969,1 U/l und bei ADAMTS13KO-Méusen
1833 £ 1136 U/l. Die Tatsache, dass Wildtyp-Méause und ADAMTS13-defiziente Méuse eine
so hohe LDH-Konzentration im Plasma aufwiesen, deutet auf eine hohe Zelltoxizitdt von Mi-

tomycin hin. Fragmentozyten konnten vereinzelt gefunden werden; die Zahl war nicht auffal-
lig hoch.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass ADAMTS13-defiziente Mduse nur mit dem Pléttchenver-
brauch leicht empfindlicher auf Mitomycin reagierten als die Wildtyp-Méuse. Die relativ ho-
hen LDH-Werte wurden in beiden Gruppen beobachtet. Aufgrund der Ergebnisse scheint die
beobachtete Toxizitdt von Mitomycin nicht abhéngig von einer ADAMTSI13-Defizienz zu
sein.

Dafiir spricht auch die Literatur. Im Gegensatz zu anderen TTP-Féllen liegt bei der Mitomy-
cin-induzierten TTP eher selten eine ADAMTS13-Defizienz vor (Kasper et al., 2007). Klini-
sche Arbeiten haben gezeigt, dass 4-15% der mit Mitomycin behandelten Patienten eine
TTP/HUS entwickeln (Valavaara & Nordman, 1985). Die Chemotherapeutika Mitomycin,
Bleomycin, Cisplatin, Deoxycoformycin und Gemcitabin sind hdufig genannte Trigger fiir
TTP-Schiibe (Leach et al., 1999) (siche Tabelle 16, Anhang Seite 160). Oft findet man in der
Literatur auch den Ausdruck der ,,Mitomycin-assoziierten TMA®, was zum einen mit der be-

reits erwahnten Unsicherheit beziiglich der Differentialdiagnose zusammenhingt zum anderen
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aber auch damit zusammenhingen kann, dass zwar TTP-dhnliche Symptome beobachtet wer-
den aber eine normale ADAMTSI13-Aktivitdt gemessen wird. Man findet auch Beschreibun-
gen zu Mitomycin-assoziierten HUS/TTP Féllen. Zum Beispiel berichten El-Ghazal et al. von
einer Patientin, die sowohl Symptome einer TTP als auch eines HUS aufwies (EI-Ghazal et
al., 2011). Die Mitomycin-assoziierte TTP (und HUS) ist dosisabhéngig (El-Ghazal et al.,
2011; Zakarija et al., 2012), was moglicherweise auch die Ergebnisse dieses Versuchs erklrt.
Wir konnten zeigen, dass eine einmalige Gabe von Mitomycin keine starken Auswirkungen
auf die ADAMTS13KO-Mause hat. Eine hohere Dosis an Mitomycin und eine lingere Be-
handlungsdauer wiirden womdglich die ADAMTS 13KO-Mause stéarker belasten.

Die Sterblichkeit bei Mitomycin-induzierter TTP ist mit bis zu 82% sehr hoch (Blake-Haskins
et al., 2011; Cantrell et al., 1985; Sheldon & Slaughter, 1986). Eine Plasmapherese trigt sel-
ten zur Verbesserung einer Mitomycin-assoziierten TTP oder TMA bei (Cantrell et al., 1985;
G. Shah, Yamin, & Smith, 2013). Teilweise helfen Steroide (Lesesne et al., 1989); mehr Er-
folg verspricht Immunadsorption (Borghardt et al., 1998; Kasper et al., 2007) und die Be-
handlung mit Rituximab (Onitilo et al., 2017; Shah et al., 2013). Die Therapien, die bei einer
Mitomycin-assoziierten TTP helfen, lassen vermuten, dass das Vorkommen von AD-
AMTS13-Autoantikorper oder ADAMTS13-Defizienz nicht die alleinige Ursache einer Mi-
tomycin-assoziierten TTP/TMA sind. (In der Regel fiihrt eine Plasmapherese bei AD-
AMTS13-Defizienz und Autoantikérpern in TTP-Patienten zur Besserung der TTP-
Symptome.)

Der Wirkmechanismus der Mitomycin-assoziierten TTP

Endothelschidden

Eine Arbeit von Seki et al. zeigte in in vitro Versuchen, dass Mitomycin C einen nicht rever-
siblen inhibierenden Effekt auf Endothelzellen hat (Seki et al., 2005).

Schon in frithen Arbeiten wurden Endothelschidden durch Mitomycin beschrieben. So verof-
fentlichte Cattell 1985 das Vorkommen von glomeruldren und mikrovaskuldren Nekrosen und
Thrombosen sowie vaskuldre neointimale Verdickungen in Ratten nach Gabe von Mitomycin
(Cattell, 1985). Je linger die Behandlung mit Mitomycin andauerte, desto schwerwiegender

waren die Auswirkungen auf das Endothel.

Verminderte Prostacyclin-Produktion

Die Schidigung des Endothels durch Mitomycin C fiihrt zusitzlich zu einer Absenkung der
Prostacyclin-Produktion (Duperray et. al., 1988). Prostacyclin (auch PGI; genannt) ist als Me-
diator am Entziindungsgeschehen beteiligt (Stitham et al., 2011) und inhibiert zudem die
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Plattchenaggregation und Thrombus-Bildung am Subendothel (Weiss & Turitto, 1979). Die
Verminderung von Prostacyclin konnte indirekt Thrombosen fordern, da Prostacyclin der

starkste endogene Plattchenaggregationshemmer und zusétzlich ein Vasodilator ist.

CIC: Zirkulierende Immunkomplexe

Neben der Schiadigung des Endothels, geht man davon aus, dass zirkulierende Immunkom-
plexe (engl. CIC, circulating immuncomplexes), welche zum Beispiel Plittchenaggregate
formen, eine wichtige Rolle bei der Mitomycin-induzierten TMA (TTP oder HUS) spielen
(Cantrell et al., 1985; Kasper et al., 2007; Snyder et al., 1993). Die Tatsache, dass Immunad-
sorption bei Mitomycin-assoziierter TMA hilft, ist ein Argument fiir die Bildung von Immun-
komplexen.

Man kann davon ausgehen, dass es sich in den meisten Féllen der ,,Mitomycin-assoziierten
TTP* eher um eine TMA als eine TTP handelt. Selten sind Bakterien (wie bei dem HUS) oder
eine ADAMTS13-Defizienz fiir die TTP-dhnlichen Symptome verantwortlich. Der eigentliche
Grund einer Mitomycin-assoziierten TMA sind daher wohl eine Endothelschddigung und die
Bildung von Immunkomplexen. Eine ADAMTS13-Defizienz macht Patienten fiir eine Mito-

mycin-assoziierte TMA anfilliger und wird daher auch 6fter bei diesen beobachtet.

4.10 Troponin I- Messung: Ein wichtiger Biomarker fiir die TTP-Diagnose

Aufgrund sich hdufender Studien und Autopsieberichte iiber kardiale Mikrothrombosen und
Infarkte bei der TTP (Amorosi & Ultmann, 1965; Benhamou et al., 2015; Hawkins et al.,
2008; Hosler & Hutchins, 2003; Ridolfi & Bell, 1981) wurde das Augenmerk in den letzten
Jahren der TTP-Forschung zunehmend auf Schiden im Herzen gerichtet. Auch die Tatsache,
dass Patienten mit Herzschiden eine hohere Sterberate aufweisen (Gandhi et al., 2010), zeigt
die Dringlichkeit der Untersuchung.

Die hohe Spezifitdt von kardialem Troponin fiir Myokardschdden bietet groe Vorteile ge-
geniiber der unspezifischen Kreatinkinase (Babuin & Jaffe, 2005; Wahla et al., 2008), die

bisweilen auch als Marker fur Herzschiden verwendet wird.

Seit einigen Jahren wird von fiihrender TTP-Spezialisten die Empfehlung ausgesprochen bei
Einlieferung von TTP-Patienten eine Messung des cTnl vorzunehmen (Benhamou et al.,
2015; Gandhi et al., 2010; Hughes et al., 2009; Patschan et al., 2006; Puyade et al., 2014).
Eine Erhohung der Troponin-Werte bei TTP-Patienten verlangt nach sofortigen Maflnahmen.
Erhohtes Troponin gilt bei Diagnose einer TTP als schlechter Prognosefaktor beim Menschen

(Alwan et al., 2017; Benhamou et al., 2015; Scully et al., 2016). Die Studie von Gandhi zeig-
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te, dass eine cTnl-Konzentration von iiber 0,25 ng/ml bei TTP-Patienten mit einem dreifachen
Risiko fiir Therapieresistenz oder Tod verbunden war (Gandhi et al., 2010). Benhamou et al.
zeigten ebenfalls, dass TTP-Patienten, welche der Krankheit erlagen, hhere cTnl-Werte auf-
wiesen und Ofter an einer hohen Schubrate der TTP litten, als iiberlebende TTP-Patienten
(Benhamou et al., 2015). Hughes et al. beschrieben in ihrer Arbeit 2009 einen Zusammenhang
zwischen erhohtem c¢TnT Gehalt, ADAMTS13-Autoantikdrpern (IgG) und erhohter Sterb-
lichkeit. Uber 67% der verstorbenen Patienten zeigten eine Erhdhung von ¢TnT in Verbin-
dung mit IgG-Autoantikorpern (Hughes et al., 2009). 2016 wertete Scully Troponin als einen
bedeutenden Prognosefaktor (Scully et al., 2016).

Tabelle 14: Studien zu kardialen Schiden bei der TTP. Entnhommen aus Wahla 2008.

% Zahl der Patienten

Studie Art n (TTP) mit kardialen Schiden
Patschan et al.(Patschan et Retrospektive Ko- 32 40,6"
al., 2006) horte

McCarthy et al. (Mccarthy et Fallstudie 10 20"
al., 2002)

Hosler et al. (Hosler & Fallstudie/Autopsie 25 100?
Hutchins, 2003)

Bell et al. (Bell et al.,1990) Fallstudie/ Autopsie 8 1002
Ridolfi et al. (Ridolfi & Bell, Fallstudie/ Autopsie 17 76,42
1981)

Siersema et al.(Siersema et Fallstudie/ Autopsie 3 1002
al., 1989)

1: Herzinfarkt mit erhéhten kardialen Enzymen

2: Thrombi auf histologischen Schnitten bei der Autopsie

In unserer Arbeit konnten wir in ADAMTS13KO-Madusen einen im Gegensatz zu Wildtyp-
Mausen signifikant erhohten Troponin I-Spiegel nach Gabe von 500 IE/kg rhVWF, 250 IE/kg
rthVWF, Gemcitabin und Mitomycin in Verbindung mit 100 IE/kg thVWF beobachten. Die
hochsten Werte wurden bei Gabe von 800 IE/kg thVWF in ADAMTS13KO-Méiusen gemes-
sen (hochster Wert: 34,53 ng/ml).

Nemmar et al. beschreiben eine Konzentration von etwa 0,2 ng/ml Troponin I in Kontroll-
Maiusen als Normalzustand (Nemmar et al., 2017). Es gilt zu bedenken, dass Nemmar Miuse
des Balb/c Stamms (und nicht des 129SV-Stamms) untersuchte. Wie bereits erwihnt, konnen
sich physiologische Werte stammbedingt in Miusen voneinander unterscheiden. Wir haben
keine Werte von Méusen im Normalzustand. Da Kogenate® und Wilfactin in den Miusen
keinen signifikanten Plittchenverbrauch bewirkten, gehen wir davon aus, dass die gemesse-

nen Troponin-Werte dieser Versuche in etwa den ,,Nullwert* abbilden. Berechnet man die
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Mittelwerte und deren Standardfehler (SEM) aus den Kogenate® und Wilfactin-Versuchen,
kommt man auf einen Baseline-Wert von 0,13 £0,06 ng/ml fiir die Wildtypen und auf einen
Baseline-Wert von 0,16 +0,07 ng/ml fiir die ADAMTS13KO-Maéuse. (Die Werte der Wild-
typ- und ADAMTS13KO-Gruppe wurden getrennt berechnet, da die ADAMTS13KO-Méuse
wihrend des Entblutens tendenziell empfindlicher reagieren und daher hohere Troponinwerte
besitzen). Diese Werte werden in einem Grof3teil der anderen Versuche sowohl bei Wildtyp-
als auch ADAMTS13KO-Miusen iiberschritten (siche Tabelle 12, Seite 79). In den Versu-
chen mit den Substanzen Gemcitabin und Ticlopidin bleiben die Wildtypgruppen unter dem
Baseline-Wert und zeigen, dass diese Substanzen in unserer Arbeit keine schiddigendende
Auswirkung auf das Herz hatten.

Im Menschen werden Werte von iiber 0,2 ng/ml Troponin zusammen mit LDH-Werten von
iber 1000 U/l mit einem Herzinfarkt assoziiert (Patschan et al., 2006). Diese Kombination
findet sich bei den Versuchen mit 800 IE/kg rthVWF (Wildtyp und ADAMTS13KO), 500
IE/kg thVWF (ADAMTSI13KO), 50 mg/kg Histone (ADAMTS13KO), Quensyl® (AD-
AMTS13KO), Ticlopidin (ADAMTS13KO), Mitomycin (Wildtyp und ADAMTS13KO)
wieder. Auch wenn die Werte von Menschen nicht direkt auf Méuse libertragen werden kon-
nen, konnen sie zumindest als Anhaltspunkt dienen und zeigen, dass die oben genannten Sub-
stanzen einen starken negativen Einfluss auf die Gesundheit der ADAMTS13-defizienten
Maiuse haben.

Die Troponinwerte bei Gabe von 800 IE/kg thVWF waren zwar bei den ADAMTSI13KO-
Maiusen im Mittel hoher, aufgrund der starken Streuung innerhalb der Versuchsgruppe, ergab
sich bei der Berechnung jedoch kein signifikanter Unterschied im t-Test. Wie in den Limitati-
onen erwéhnt, konnten die Schwankungen mit dem Verdiinnungsgrad oder den Tauzyklen
zusammenhdngen. Wahrscheinlicher ist, dass die Schwankungen davon abhingen, ob die
MaAuse einen Thrombus im Herzen besitzen. Nur die Tiere, welche einen Thrombus im Her-
zen gebildet haben, weisen auch erhdhte Troponinwerte auf. Auch wenn daher die Ergebnisse
nicht statistisch signifkant waren, konnen wir anhand der erhdhten Troponinwerte erkennen,
dass es in der ADAMTS13KO-Gruppe vermehrt zu Thrombusbildung und Schiden im Her-
zen kommt.

Aufgrund unserer Ergebnisse konnen wir die Messung von cTnl bei Miusen als eine neue und
gute Moglichkeit eines diagnostischen und prognostischen Parameters in der TTP-Forschung

empfehlen.
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4.11 LDH als Biomarker fiir die TTP

Fiir unsere Versuche wurde das Plasma der Miuse auf die Aktivitdt von LDH im Zentrallabor
der Unimedizin Mainz gemessen. Die Auswertung der Ergebnisse erwies sich als schwierig.
Die Werte schwankten zwischen 11280 U/l und 120 U/l (vgl. Tabelle 15, Seite 117). Bei-
spielhaft erkennbar ist eine signifikante Erhohung der LDH-Werte bei den ADAMTS13KO-
Maiusen nach Gabe von 800 IE/kg thVWF und 500 IE/kg thVWF; die Werte betrugen dort im
Durchschnitt 3525 + 478,5 U/l und 2610 + 447,1 U/l. AuBBerdem erhoht (aber nicht signifi-
kant) waren die LDH-Werte in den ADAMTS13KO-Méiusen nach Gabe von Ticlopidin und
Quensyl®. In den iibrigen Versuchen (250 1E/kg thVWF, Gemcitabin, Mitomycin, Histone,
und LPS) waren die Werte in beiden Gruppen vergleichbar hoch oder sogar héher in den
Wildtyp-Miusen. Fiir die Versuche mit Wilfactin und Kogenate® gab es nur jeweils zwei
Werte pro Gruppe, die Ergebnisse sind daher nicht aussagekriftig. Auffallend sind die sehr
hohen LDH-Werte nach Gabe von 50 mg/kg Histonen, welche zudem in den Wildtyp-Méusen
hoher sind als in den ADAMTS13KO-Mausen.

Auch bei TTP-Patientenproben ist bekannt, dass die LDH-Werte erheblich schwanken und
daher die Aussagekraft des LDH-Werts nicht vergleichbar mit der Aussagekraft der Platt-
chenzahl ist. Die Schwankungen, bei den fraglichen Proben, konnten mit den bereits erwahn-
ten Limitationen zusammenhingen.

In der Literatur findet man verschiedene Referenzwerte flir LDH-Werte bei Méusen (482,5 +-
159,6 und 300-400) (Wang et al., 2007; Yang et al., 2008). Die Werte, die man dort findet,
unterscheiden sich stark voneinander, was moglicherweise von der jeweils eingesetzten Me-
thode, dem Messgerdt und wahrscheinlich dem jeweiligen Mausstamm abhédngig ist. Die
Messung des LDH-Werts hat in unseren Versuchen keine wegweisenden Befunde erbracht.
Fiir weitere zukiinftige Untersuchungen kdnnte man zum Beispiel den Haptoglobinwert, wel-

cher ebenfalls Himolyse misst, mit einem mausspezifischen Reagenz testen.
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Tabelle 15: Ubersicht der LDH-Werte (ns=nicht signifikant)

Versuch Hochster Wert | Hochster Wert Mittelwert Mittelwert Signi-
Wildtyp-Maus | ADAMTS13KO- | Wildtyp ADAMTSI13KO | fikanz

Maus (= SEM) (= SEM)

800 IE/kg 1316 4120 668.3 £326 n=3 | 3525 +£478,5n=3 | **

500 IE/kg 884 3284 55§,7 +168,4 2610+ 447,1 n=3 | *

250 IE/kg 2369 1376 1014+678 n=3 737+324 n=3 ns

fﬁ%‘ﬁj‘?m 1160 892 778+ 141,6 n=5 | 653 106,4n=5 | ns

Mitomycin 4912 5184 2028+969 n=4 1833+£1136 n=4 ns

50 mg Histone 11280 9024 6899+3437 n=3 | 5731 £2439n=3 | ns

25 mg Histone | 884 516 631,7+143,5 449+33,53n=3 | ns

2 mg LPS 740 596 494,3+123,2 532,7+57,44n=3 | ns

1 mg LPS 653 707 49§,7ﬂz91,03 521,3+108 n=3 ns

Quensyl ® 960 1427 720+ 161,4n=3 | 1139+ 143,9n=3 | ns

Ticlopidin 1380 2476 11524+202,9 n=3 | 1843+ 325,2n=3 | ns

Kogenate®™ 1049 876 838,5+210,5 778,0+ 98 (n=2)

Wilfactin 628 408 628 + 0 n=2 396+12 (n=2)

4.12 Die TTP, ein Zusammenspiel vieler Faktoren

ADAMTS13-Defizienz, Endothelschiaden, Aktivierung des Immunsystems und der Hi-
mostase sowie genetische Defekte konnen eine Rolle bei der Entwicklung einer TTP spie-
len.

Durch Studieren der Literatur und in unseren Versuchen erkennt man, dass die Entstehung
einer TTP nicht von nur einem Faktor, etwa der ADAMTS13-Protease, abhidngig ist. Eine
Studie von Peyvandi et al. ergab, dass von 100 TTP-Patienten nur 48% an einer schweren
Defizienz (< 10% ADAMTSI13-Aktivitdt) und 24% an einer milden Defizienz litten (10-46%
ADAMTS13-Aktivitdt). Eine normale ADAMTSI13-Aktivitdt (> 46% Aktivitit) fand man
immerhin bei 28% der Patienten (Peyvandi et al., 2004). Umgekehrt gilt, dass nicht alle Pati-
enten, die eine schwere ADAMTS13-Defizienz haben, wie zum Beispiel hereditdre TTP-
Patienten, unter stdndigen TTP-Schiiben leiden. Die TTP ist, wie auch Peyvandi zeigte, nicht
dringend von einer ADAMTS13-Defizienz abhdngig. Daraus wird ersichtlich, dass eine AD-
AMTS13-Defizienz lediglich einen TTP-Schub begiinstigt, dass aber zuséatzlich weitere Fak-
toren eine Rolle bei der TTP spielen. Phillips et al. empfehlen bei einer ADAMTSI3-
Aktivitdt von iiber 10% und Anzeichen einer TMA, eine Untersuchung in Hinblick auf Gen-

defekte im Komplement durchzufiihren (Phillips et al., 2016). Vieira-Martins publizierte 2016
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eine Arbeit, die sich mit den genetischen Grundlagen der TMA befasst (Vieira-Martins et al.,
2016). Sie zeigte, dass etliche Mutationen Einfluss auf eine TMA (in diesem Fall A-Hus) ha-

ben konnen.

Die Rolle von ADAMTSI13 fiir die TTP
ADAMTSI13 ist das Schliisselenzym der TTP. Ist die Aktivitdt dieses Enzyms eingeschriankt

oder gar vollig ausgeschaltet, kommt es unter gewissen Umstinden zu den TTP-typischen
Mikrothrombosen. Die soweit bekannt wichtigste Funktion von ADAMTSI13 besteht in der
Spaltung des VWF. Wie in unserer Arbeit gezeigt wurde, reagierten ADAMTS13KO-Maéuse
auf die unterschiedlichen Trigger in der Regel empfindlicher als die Wildtyp-Kontrollgruppe.
Die Ergebnisse bestdtigten vorhergehende Publikationen und Arbeiten, welche beschreiben,
dass ADAMTS13 durch die Spaltung des VWF eine antiinflammatorische und antithromboti-
sche Wirkung im Kd&rper hat und an der Regulierung von chronischer und akuter Entziindung
beteiligt ist (Gandhi et al., 2011). Zum Beispiel zeigten de Meyer et al., dass ADAMTSI13
einen schiitzenden antiinflammatorischen Effekt bei kardialen Ischimien hat. Durch die Spal-
tung des VWF verhindert ADAMTSI13 eine libermidflige VWF-vermittelte Plédttchen- oder
Leukozyten-Rekrutierung im ischdmischen Herzmuskel. In ADAMTS13-defizienten Méusen
hingegen konnte vermehrtes Leukozytenrollen beobachtet werden (De Meyer et al. 2012),
was erkldren konnte, warum wir in der Regel hohere Troponinwerte in den ADAMTS13KO-

Maiusen finden.

Endothelschiden als wichtiger Faktor der TTP

Eine grofiflachige Schiadigung des Endothels als mogliche Mitursache bei der TTP wurde
schon 1936 in Betracht gezogen (Kwaan, 2005). Die vaskuldren Endothelzellen spielen eine
verbindende Rolle zwischen den Vorgédngen der Hamostase, der Immunaktivierung (durch
Infektionen und Entziindungen) und dem Komplementsystem. Die Verwicklung in diese be-
deutenden Prozesse im Korper bietet eine Erkldrung fiir die vielen verschiedenen Triggermog-
lichkeiten, welche zu demselben Krankheitsbild, der TTP, fithren konnen. Verletzungen des
Endothels aktivieren die Hamostase, insbesondere durch die erhohte Freisetzung von UL-
VWEF-Multimeren und durch das freiliegende Kollagen, an welchem vermehrt plasmatischer
VWEF haftet. Dies flihrt letztendlich zur Aktivierung von Plittchen und der Bildung von
Thromben. Schadigungen der Endothelzellen, etwa durch Chemotherapeutika, konnen zu ei-
ner endothelialen Dysfunktion, einer Freisetzung der vasodilatatorischen Nitritoxide (NO)
und zu einer erhohten Sekretion von tPA und Thrombomodulin fiihren (Thachil, 2007).

Herlitz et al. beschrieben bereits 1997 einen Zusammenhang zwischen erhohten NO-Werten

und TTP (Herlitz et al., 1997). Hoirisch-Clapauch et al. identifizierten den tPA als einen fiir
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die TTP wichtigen Faktor (Hoirisch-Clapauch & Nardi, 2014). Wahrscheinlich ist die Erho-
hung dieser Substanzen im Fall der TTP nicht als TTP-begiinstigender Faktor, sondern viel-
mehr als Marker flir eine starke Endothelschiddigung zu sehen. Erhohte NO- und tPA-
Konzentrationen, welche bei einer TTP gemessen werden, bestétigen daher indirekt den Zu-

sammenhang von Endothelschiddigung und TTP.

Die Rolle von Infektionen bei der TTP

Haufig erleiden Patienten der hereditdren TTP einen TTP-Schub nach einer Infektion. Dies
bestitigten auch Morgand et al. in einer Studie mit 280 TTP-Patienten (Morgand et al., 2014).
Sie fanden heraus, dass 41 % der Patienten vor oder wiahrend des TTP-Schubs an einer Infek-
tion litten und diese in der Regel durch gramnegative Bakterien ausgelost wurde.

Bei einer Infektion durch Fremdorganismen werden das Immunsystem und somit auch das
Komplement aktiviert. Der korpereigene Schutzmechanismus reagiert mit der Ausscheidung
von zytotoxischen Nukleosomen und Histonen, welche ihrerseits zu Gewebeschdden flihren
(Esmon et al., 2011). Die Endotoxine der Krankheitserreger aktivieren zusitzlich die Koagu-
lation. Die Entziindungsfaktoren, TNF-a und IL8 stimulieren die Sekretion von VWF. In vitro
konnte gezeigt werden, dass der Entziindungsfaktor IL6 auBerdem die Spaltung der UL-
VWE-Multimere inhibiert (Bernardo et al., 2004; Blake-Haskins et al., 2011). Hohe IL6 Kon-
zentrationen werden auch bei Sepsis beobachtet und korrelieren mit einer niedrigen AD-
AMTS13-Aktivitdt und einer niedrigen Plittchenzahl (Nguyen et al., 2007). Die Folgen von
Entziindungen konnen also krankhafte Bildungen von Mikrothrombosen sein, welche bei
ADAMTSI13-defizienten Patienten stdrker ausfallen und zu den bekannten Symptomen der
TTP fiihren konnen. In unserer Arbeit konnten wir nicht eindeutig zeigen, dass Histone und
LPS in ADAMTS13-defizienten Méusen starke Auswirkungen hatten. Chauhan machte mit
LPS die gleiche Beobachtung (Chauhan et al., 2008). Moglicherweise spielt der Versuchsauf-
bau bei den Ergebnissen unserer Versuche eine Rolle. Da LPS Fieber und einen toxischen
Schock auslost, wurden die Miuse schon 3-5 h nach Gabe von LPS geopfert und das Blut
weiter auf die unterschiedlichen Parameter untersucht. Vielleicht wiirde man bei einer niedri-
geren Dosierung iiber einen Zeitraum von mehreren Tagen andere Ergebnisse erzielen. Wahr-
scheinlich sind Histone und LPS bei der Entwicklung einer TTP durch Infektion nicht die
ausschlaggebenden Faktoren; weiterhin anhaltende Berichte tiber Félle von TTP und Infektio-
nen (Riveiro-Barcela et al. 2018, Arapovic¢ et al. 2019,Andy Tang et al. 2018) zeigen jedoch

den starken Zusammenhang
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Komplement: Beteiligung bei der TTP

Das Komplementsystem ist ein wichtiger Bestandteil des angeborenen Immunsystems. Die
wichtigsten Aufgaben bestehen in der Abwehr von Fremdzellen, im Abbau von Immunkom-
plexen und in der Erkennung geschédigter Zellen (Noris & Remuzzi, 2013). Das Komplement
kann iiber den klassischen-, den alternativen- und den Lectin-Weg aktiviert werden. Durch die
Aktivierung des Protein-Kaskadensystems werden drei wichtige Effektoren des Immunsystem
erzeugt: 1. proinflammatorische Anaphylatoxine (C3a und C5a), die Leukozyten aktivieren
und an den Ort des Geschehens locken, 2. Opsonine (C3b, iC3b, and C3d), die den Abtrans-
port und Abbau von Fremdorganismen und Immunkomplexen unterstiitzen und 3. Membran-
angriffskomplexe (C5b-9), welche die ,Feindzelle angreifen und zerstoren (Noris &

Remuzzi, 2013).
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Abbildung 87: Das Komplementsystem nach Noris et al. ( Noris & Remuzzi, 2013)

In den letzten Jahren wurde vermehrt die Bedeutung des Komplements bei der TTP erforscht.
Komplement-Aktivierung sowie Mutationen im Komplementsystem sind in mehreren Arbei-
ten iiber die TTP beschrieben (Cao et al., 2008; Réti et al., 2012; Turner et al., 2015; Wu et
al., 2013). Réti fand heraus, dass die Konzentration der Komplementfaktoren C3a and SC5b-9
wihrend eines akuten Anfalls bei TTP-Patienten im Vergleich zu gesunden Personen erhoht
war, was auf eine Involvierung des Komplements wihrend eines Schubs deutet. Zusitzlich
fanden sich bei 15% der Patienten verringerte Konzentrationen von C3 wéhrend eines Schubs,
was auf einen Verbrauch von Komplement hinweist (Réti et al., 2012). Bei hereditére TTP-
Patienten mit Nierenproblemen konnte ausgeschlossen werden, dass diese mehrheitlich Muta-

tionen im Komplement besitzen (Fan et al., 2016).
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Turner et al. zeigten 2015, dass UL-VWF-Multimere, wie sie bei der TTP auftreten, nicht nur
die Adhésion und Aggregation der Plattchen initiieren, sondern auch den alternativen Weg im
Komplement anregen. In vitro konnten sie belegen, dass sich C3b, die aktive Form von C3; an
gebundene UL-VWF bindet und den Zusammenschluss der C3-Konvertase (C3bBb) und der
C5-Konvertase (C3bBbC3b) auf den Stringen veranlasst. Dieser Mechanismus fiihrt in vivo
zur Bildung des terminalen Membranangriffkomplexes C5b-9 (Turner et al., 2015).
Westwood et al. beobachteten einen Zusammenhang von Anti-ADAMTS13-IgG-Subklassen
und hohen Konzentrationen an C3a; Patienten mit den hdchsten Konzentrationen an C3a, wie-
sen 3-4 IgG-Subklassen auf (Westwood et al. 2014). Sie zeigten auBBerdem, dass bei akuter
TTP hohere Konzentrationen an 1L6 und IL10 gemessen wurden als in Patienten in Remissi-
on.

Zusitzlich wurden auch Zusammenhidnge zwischen dem Neutrophilen-Aktivierungsmarker
Neutrophil Elastase (NE), der TTP und dem Komplement beschrieben. Mikes et al. konnten
zeigen, dass eine erhohte NE-Konzentration im Plasma unmittelbar mit einer akuten TTP zu-
sammenhingt. Sie folgerten, dass die erhohte NE bei TTP-Patienten durch die Aktivierung
der Neutrophilen und der Bildung von NETs entsteht (Mikes et al., 2014). NETs aktivieren
das Komplement und umgekehrt aktiviert das Komplement Neutrophile, was zu einer positi-

ven Riickkopplung fiihrt (Leffler et al., 2012; Peng et al., 2009).

Genetische Veranlagung als Risikofaktor

Es ist anzunehmen, dass die genetische Veranlagung bei der TTP eine grof3e Rolle einnimmit.
Man kann von einer individuellen genetischen Pradisposition oder Empfindlichkeit gegeniiber
den verschiedenen Triggern ausgehen, da nicht jede als Trigger bekannte Substanz in allen
Patienten eine TTP auslost.

Deutlich wird dies, wenn man die Vielzahl der verschiedenen Trigger betrachtet, die bei ei-
nem Teil der Patienten immer zu einem TTP-Schub fiihren konnen, bei dem anderen Teil der
Patienten aber nie eine TTP auslésen. Auch die Tatsache, dass fiir Afrikaner eine hohere
Wabhrscheinlichkeit (neunmal hoher!) besteht, an einer TTP zu erkranken, bestitigt eine ge-
wisse genetische Disposition bei vielen TTP-Patienten. Genetische Polymorphismen findet
man in der Bevolkerung hiufig. Sie sind auch der Grund, warum Medikamente bei Patienten
unterschiedlich wirken. Eine Studie iiber genetische Polymporphismen in Bezug auf
Clopidogrel zum Beispiel publizierten Zhang et al. Sie zeigten, dass mit Clopidogrel behan-
delte Menschen aufgrund von einem Polymorphismus des CYP219 Gens unterschiedlich auf
das Medikament reagierten (Zhang et al., 2017). Die Triger des CYP2C19*2 oder *3 Allels
zeigten nach Gabe von Clopidogrel vor und nach einer perkutanen Koronarintervention eine

starkere Plittchenreaktivitit, als beispielsweise Trager des CYP2C19*0 Allels.
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Genetische Polymorphismen im Immunsystem: HLA Allele

HLAs (Human Leukocyte Antigens) sind wichtige Komponenten im Immunsystem, da sie bei
der Erkennung korperfremder und korpereigener Zellen helfen. John et al. beschrieben einen
Zusammenhang von HLA-Allelen und der TTP. Sie untersuchten eine Gruppe von Patienten
mit erworbener TTP und zeigten, dass diese Gruppe signifkant hohere Zahlen der Allele
HLA-DQB1*02:02 und HLA-DRB1*11 im Vergleich zur Kontrollgruppe besalen und Tri-
ger dieser Allele daher eine hoheres Risiko haben an einer idiopathischen TTP zu erkranken
(John et al., 2012). Hrdinova et al. erwdhnen zusétzlich, dass das HLA- DQB1*03 Allel héu-
figer in TTP-Patienten zu finden ist (Hrdinova et al., 2018). Hingegen wurde das Allel HLA-
DRB1*04 bei TTP-Patienten seltener gefunden, was flir eine ,,TTP-schiitzende* Eigenschaft
dieses Allel spricht (Hrdinova et al., 2018; John et al., 2012).

Mutationen im ADAMTS13-Gen
Wie im Kapitel ,,1.3 Die Protease ADAMTS13%, Seite 12, beschrieben, wurden bei TTP-
Patienten zahlreiche ADAMTS13-Mutationen gefunden. Die Mutationen fiihren entweder zu

einer verminderten proteolytischen Fahigkeit von ADAMTSI13 oder zu einem totalen Ausfall
der Funktion von ADAMTS13. Mutationen im ADAMTS13-Gen sind fiir die hereditdre TTP
typisch.

Hamostatische Effektoren

Weitere, spekulative und teilweise in der Literatur erwédhnte TTP-fordernde Mutationen oder
Polymorphismen, kdnnten jene sein, welche eine Plédttchenaktivierung oder -adhdsion begiins-
tigen. So zum Beispiel Mutationen verschiedener Effektoren und Faktoren des Gerinnungs-
systems, wie Mutationen der Glykoproteine, des Thrombomodulins, des Prostacyclins aber
auch des Endothels. Mutationen von Thrombomodulin wurden bereits in der Literatur mit a-
HUS in Verbindung gebracht (Delvaeye et al. 2009)

Mutationen der Rezeptoren GPVI und Integrin o231 (auch GPIla/lla genannt) konnten zum
Beispiel zur TTP beitragen. Beide Rezeptoren haben Einfluss auf die direkte Interaktion von
Kollagen und Pléttchen. Polymorphismen von GPVI konnten auch eine erhéhte Thrombus-
formation bei hohem Scherstress bewirken (Best et al., 2003). Nach Dumont sind auch Blu-
tungen bei Polymorphismen von GPVI zu beobachten (Dumont et al., 2015). Des Weiteren
wiren Mutationen im GPIb/V/IX Komplex denkbar.

Mutationen des Immunsystems: Komplement

Es gibt einige Publikationen, welche Mutationen im Komplement und ihren méglichen Ein-
fluss auf die TTP beschreiben. 2016 berichteten Phillips et al. von Mutationen des Komple-
ment-Inhibitors CD46 und des Faktor H-Gens bei TMA-Patienten. Faktor H hat einen regulie-



4.13 Ausblick: Neue Therapieansitze 123

renden Einfluss auf das Komplementsystem und wirkt dadurch antiinflammatorisch. Rayes et
al. beschrieben 2013, dass durch Bindung des Faktor H an den VWF, seine Kofaktor-Aktivitét
gegeniiber der Faktor I vermittelten Herabregulation der Komplement-Aktivitdt verstérkt
wird. Faktor H verhindert durch die Interaktion aulerdem den Abbau des VWF durch AD-
AMTSI13 und fordert die Plattchenaggregation (Rayes et al., 2014). Eine Mutation im Faktor
H konnte daher die Entstehung einer TTP begilinstigen (Phillips et al., 2016).

Komplexe Immunologische Reaktionen

Dong berichtete 2008 von einer TTP-Patientin, welche trotz tdglichen Plasmaaustauschs ver-
starb. Die Pldttchenzahl sank stetig und die Antikorper-Aktivitdt nahm im Laufe der Behand-
lung bis auf das 39-fache zu. Zu Beginn der Behandlung war eine hohe Titerzahl an IgG1-
Antikorpern im Plasma der Patientin gefunden worden, welche sich im Verlauf der Krankheit
verminderte und durch eine Erh6hung der Titerzahl an IgG2-Antikorpern ersetzt wurde. Dong
et al. vermuten eine Aktivierung der Thl-Zytokin-Antwort und gehen von einer Verschirfung
der TTP aufgrund komplexer immunologischer Reaktionen aus. Diese Verschiarfung konnte
auf somatische Hypermutation von B-Zellen oder die Bildung neuer B-Zellklone zuriickgehen
(Dong et al., 2008).

TTP-Patienten besitzen also hdufig ungiinstige Konstellationen von per se nicht lebensbedroh-
lichen genetischen Defekten oder Polymorphismen, die in Verbindung mit gewissen Trig-
gersubstanzen einen TTP-Schub ausléosen konnen. Zusétzlich leiden Patienten der erworbenen

TTP hédufig an einer genetische Anfalligkeit fiir Autoimmunreaktionen (Mikes et al., 2014).

4.13 Ausblick: Neue Therapieansétze

Trotz Behandlung mit Plasmapherese, FFP und Corticosteroiden, sind 30-50% der Patienten
schubgefihrdet und erleiden mitunter eine Verschlimmerung der Symptome. Daher werden
haufig Immunmodulatoren wie Rituximab und Glucocorticoide bei Patienten der erworbenen
TTP verabreicht (Yates et al., 2014). Kopic et al. publizierten 2016 die Entwicklung einer
rekombinanten humanen ADAMTS13-Protease mit dem Namen BAX930, welche von der
Firma Baxter Innovations GmbH (jetzt Takeda, Stand 2019) durchgefiihrt wurde (Kopic et al.,
2016; Plaimauer et al., 2015). BAX930 konnte bereits in einem TTP-Maus-Modell erfolgreich
angewandt werden und verspricht bessere therapeutische Erfolge als die gingige Behandlung
mit FFP bei Patienten der hereditdren TTP. Die zusitzliche Gabe von ADAMTS13-Protease
neutralisiert bei erworbener TTP die vorhandenen ADAMTSI13-Antikorper wihrend eines
akuten Anfalls und fiihrt wieder zu einer Erh6hung der ADAMTS13-Konzentration im Pati-
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enten. (Kopi¢ et al., 2016; Scully et al., 2017). Das neue Medikament befindet sich derzeit in
Phase 3 einer klinischen Studie (Stand 2019). BAX930 wiirde fiir hereditire TTP-Patienten,
welche an hdufigen TTP-Schiiben leiden, eventuell die Mdglichkeit der prophylaktischen und
selbststdndigen Behandlung eréffnen, wie es beispielsweise bei Diabetikern der Fall ist. Here-
ditdre TTP-Patienten leiden oft auch psychisch unter der Tatsache jederzeit einen plotzlichen
TTP-Schub ausgeliefert zu sein. Eine prophylaktische Behandlung wiirde eine groB3e Erleich-
terung bedeuten. Neben dieser aussichtsreichen Entwicklung gibt es weitere Ansétze flir die
Behandlung von TTP Patienten.

Yates et al. berichteten von einer Patientin mit erworbener TTP, die unter haufigen TTP-
Schiiben litt und welche sich trotz Behandlung mit géngigen Therapien nicht nachliefen. Sie
konnte mit Bortezomib, einem Proteasom-Inhibitor, welcher als Chemotherapeutikum ange-
wandt wird, gut behandelt werden. Zudem verldngerten sich dadurch die schubfreien Interval-
le bei der Patientin (Yates et al., 2014).

Die Arbeitsgruppe um Tersteeg, fand heraus, dass Plasmin, in Abwesenheit von ADAMTS13,
UL-VWF spalten kann und die Bindung der Plittchen beeinflusst (Tersteeg et al., 2014).
Tersteeg et al. empfehlen infolgedessen eine niedrige thrombolytische Therapie mittels Plas-

min, welche auch effektiv eventuell vorhandene ADAMTSI13-Antikorper umgehen konnte.

In Versuchen zeigten Feys et al., dass Plattchen-VWF-Komplexe durch den Urokinase-Typ-
Plasminogen-Aktivator an Endothelzellen degradiert werden ( Feys et al., 2010). Plasminogen
wird auf der aktivierten Endotheloberfliche exprimiert und hilft so beim Abbau des
Mikrothrombus. Plasminogen-Aktivierung wurde bei akuten TTP-Patienten beobachtet. In
vitro wurde gezeigt, dass Neutrophil Elastase, Thrombin und Granzym B den VWF ebenfalls

degradieren kénnen (Wohner et al., 2012).

Rekombinantes Thrombomodulin (rTM) wird derzeit zur Behandlung von DIC (disseminierte

intravasale Koagulopathie) verwendet. Bei der DIC handelt sich um eine lebensbedrohliche
Aktivierung der Blutgerinnung in mehreren Bereichen des Korpers, aufgrund von vaskuldren
Gewebeschdden. Unter anderem kommt es zur exzessiven Bildung von Fibringerinnseln und
dem starken Verbrauch von Pléittchen und weiteren Gerinnungsfaktoren (Levi et al., 2009;
Venugopal, 2014). rTM kann sich positiv auf endotheliale Dysfunktion auswirken. Das An-
tikoagulans bindet Thrombin und vermittelt die Protein C Aktivierung, was letztendlich anti-
fibrinolytisch, antikoagulatorisch und antiinflammatorisch auf die Gefasswand wirkt (Martin
et al., 2013). Da es viele Ahnlichkeiten zwischen DIC und TTP gibt (Reduktion der AD-
AMTS13-Aktivitdt, starker Verbrauch von Pléttchen) untersuchten Nakamura et al., die Be-

handlung mit r'TM bei erworbener TTP (Nakamura et al., 2016). Es konnte eine Erh6hung der
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Plattchenzahl und eine allgemeine Verbesserung des Zustands der TTP Patienten beobachtet
werden. Auch Nishijima et al. behandelten durch die Gabe von rekombinantem 16slichen
Thrombomodulin eine Gemcitabin-induzierte TTP erfolgreich (Nishijima et al., 2013). Fiir
weitere haltbare Aussagen zur Anwendung von rTM bei der TTP miissten zusitzliche Unter-
suchungen durchgefiihrt werden. Aus der Forschung erdffnen sich weitere Therapieansitze.
2015 haben Zheng et al. mit Anfibatide, einem GPIb-Antagonisten, ein weiteres mogliches
Therapeutikum gegen die TTP beschrieben (Zheng et al., 2015). Anfibatide konnte im Ver-
such eine Botrocetin-induzierte Plittchenagglutationen beinahe vollstindig riickgéingig ma-
chen. Zheng et al. vermuten daher, dass Anfibatide eine Plittchenagglutinationen auch wéh-
rend eines TTP-Schubs auflosen konnte. Peyvandi et al. verdffentlichten 2016 eine supportive
Therapie durch Caplacizumab. Caplacizumab ist ein Anti-Von-Willebrand-Faktor Nanobody.
Er verhindert die Bindung zwischen UL-VWF-Multimeren und Pléttchen. In der Phase 2 Stu-
die konnte gezeigt werden, dass sich die Pldttchenzahl bei mit Caplacizumab behandelten
TTP-Patienten schneller normalisierte (Peyvandi et al., 2016).

Die Arbeitsgruppe um lJian stellte verschiedene ADAMTS13-Varianten her. Einige dieser

Varianten waren resistent gegen ADAMTS13-Autoantikorper (Jian et al., 2012). Der Einsatz
solcher ADAMTS13-Varianten wére fiir die TTP-Behandlung der idiopathischen und erwor-
benen TTP, die immerhin bis zu 95 % der TTP-Fille ausmachen, ein Meilenstein in der Be-
handlung.

Alle hier erwdhnten Substanzen und Proteine konnten flir die weitere TTP-Forschung von

Interesse sein und sollten als zukiinftige Therapiemoglichkeiten weiter erforscht werden.
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5 Zusammenfassung/Abstract

Thrombotic Thrombocytopenic Purpura (TTP) is a rare and severe haematological disorder.
The absence of the VWF cleaving protease ADAMTS13 plays a key role in TTP. Despite this
ADAMTSI13 deficiency doesn’t automatically constitute a TTP onset and it is still unknown
what exactly triggers TTP. For this reason we tested a number of different substances in
ADAMTSI13KO-mice, a model for hereditary TTP, and studied their involvement in the de-
velopment of TTP. The following substances were tested: recombinant VWF, plasmatic VWF
(Wilfactin), plasmatic FVIII (Kogenate®), Hydroxychloroquine (Quensyl®, Ticlopidin (a
Thienopyridine), Gemcitabine and Mitomycin (chemotherapeutics) and LPS and Histons.
These substances are known to trigger TTP directly or indirectly. Since it is known that one of
the first indicators for TTP onset in patients is platelet loss, we used this as the main criteria to
define TTP onset in our mouse model. Mouse blood was tested for platelet loss, anemia and
schistocytes before and after administration of the substances. Additionally, we measured
LDH- and cardiac troponin I (¢cTnl) levels. After administration of thVWF we observed that
ADAMTSI13KO-mice reacted with a stronger platelet loss and generally higher troponin lev-
els than wildtype mice. Plasmatic FVIII and VWF did not have any effects on the mice. LPS
und Histones, substances which typically also contribute to infection and inflammation, did
not explicitly show stronger effects in ADAMTS13KO-mice. This brought us to the conclu-
sion that Histones and LPS don’t play an important direct role in infection- and inflammation-
associated-TTP. ADAMTS13KO-mice hinted at a higher sensitivity towards Hydroxychloro-
quine and Ticlopidine probably due to their toxic effect on endothelia.

When treated with Gemcitabine, mice of both groups reacted with heavy platelet loss and tro-
ponin levels were very high in ADAMTS13KO-mice. After administration of Mitomycin high
levels of LDH were found in both groups and a higher platelet loss was observed in
ADAMTSI13KO-mice. The results of Gemcitabine and Mitomycin can also be attributed to a
high cell toxicity and endothelial damage.

We conclude that most of these substances induce endothelial damage, which leads to a pro-
thrombotic state and can trigger TTP in hereditary TTP-patients. Endothelial damage causes
higher secretion of VWF, which if not cleaved by ADAMTS13, will form highly adhesive
prothrombotic and proinflammatory strings. This explains the higher sensitivity of
ADAMTSI13KO-mice towards the tested substances. Authentic replication of human TTP in
mice seems difficult, as shown in other studies, yet our results imply that measuring platelet
loss and c¢Tnl levels are important and reliable markers for TTP research in mice. Through
reviewing literature and by taking our results into account, we conclude that the onset of TTP
in patients develops through complex interactions between genetic mutations, activation of

the immune system, activation of hemostasis and endothelial damage.
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Anhang

Weitere Trigger der TTP im Uberblick

Folgend sind verschiedene publizierte TTP-assoziierte Fille und die dazugehorigen Quellen
angegeben. Die Tabelle stellt keinen Anspruch auf Vollstindigkeit.

Tabelle 16: Tabelle mit Triggern der TTP. ,,na“ steht fiir nicht angegeben, ,,?* fir ,,Verdacht auf*,
wenn die Autoren der Publikation lediglich vermuten, dass es sich um einen Trigger handeln kdnnte.

Trigger Anzahl beschriebener Quelle
Falle
Thrombozytenaggregationshemmer
-Thienopyridine
Ticlopidin 22 Bennett 2013 (Bennett et al. 2013)
97 Jacob et al 2012(Jacob et al., 2012) FDA re-
view bis 2011
1 Matsuda 2006 (Matsuda et al., 2006)
1 Tirken et al 2003 (Turken et al., 2003)
1 Naseer 2001 (Naseer et al., 2001)
13 Chen1999 (Chen et al., 1999)
40 Bennett 1999 (Bennett et al., 1999)
60 Bennett 1998 (Bennett et al., 1998)
4 Page 1991 (Page et al., 1991)
Clopidogrel 1 Khodor 2016 (Khodor et al., 2016)
1 Ishikawa 2012 (Ishikawa et al., 2012)
1 Karkowski 2011 (Karkowski et al., 2011)
1 Fukusako 2007 (Fukusako et al., 2007)
50 Zakarija 2004 (1998-2002) (Zakarija et al.,
2004)
197 Jacob 2012 (FDA 1998-2011) (Jacob et al.,
2012)
Prasugrel 14 Jacob 2012 (FDA 1998-2011) (Jacob et al.,
2012)
-Andere
Defibrotid na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
Dipyridamol na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
na Lindquist 1981 (Lindquist & George, 1981)
Immunsuppressive Medikamente
Cyclosporin 3 Sabater et. Al 2016 (Sabater et al., 2016)
15 Reese 2015 (Reese et al., 2015)
1 Gupta 2005 (Gupta et al., 2005)
1 (HUS) Lapointe 1999 (Lapointe et al.,1999)
1 Pratt 1999 (Pratt et al., 1999)
Tacrolimus (FK506) 4 (TMA) Reese 2015 (Reese et al., 2015)(Oklahoma
registry)
1 Maramattom 2015 (Maramattom et al. 2015)
1 Go 2008 (Go et al., 2008)
1 Boctor FN 2006 (Boctor et al., 2013)
1 Tezcan 1998 (Tezcan et al., 1998)
OKT3, Muromonab-CD3, na Erwahnt in Pisoni 2001 (Pisoni et al., 2001)
Antikérper na Erwahnt Medina 2001 (Medina et al., 2001)
Sirolimus 8 (TMA) Reese 2015 (Reese et al., 2015)
3 Eyzaguirre 2005 (Eyzaguirre et al., 2017)
1 Crew 2005 (Crew et al., 2005)
Everolimus (Derivat von 2 (TMA) Yilmaz 2011 (Yilmaz et al., 2011)
Sirolimus)

Nichtersteroidale Entziindungshemmer

Piroxicam T na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
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na Giordano 1987 (Giordano et al., 1987)
Diclofenac na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
1 Bondeson et al. 1991 (Bondeson et al., 1991)
Ketorolac na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
Ibuprofen 1 Oregel 2013 (Oregel, Ramdial, & Gluck, 2013)
1 Benmoussa 2016 (Benmoussa et al., 2016)
na Catizone 1974 (Catizone et al., 1974)
Nimesulide na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
Salicylamid na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)

Immunmodulatoren

Interferon Beta

4 (+6) (TMA)

Hunt 2014 (in Kombination mit Bluthochdruck)
(Hunt et al., 2014)

3 Larochelle 2014 (Larochelle et al., 2014)
1 Poddar 2013 (Poddar & Wang, 2013)
1 Ding 2016 (Ding, Qian, Zhang, & Wu, 2016)
1 (TMA) Gerischer 2016 (Gerischer et al., 2016)
na Medina 2001 (Medina et al., 2001)
Interferon Alpha 6 (TMA) Galesic 2006 (Galesic et al.,2006)
1 (TMA) Lambot, 2010 (in Kombination mit Hepatitis C)
(Lambot et al., 2010)
1 Lacotte 2000 (Lacotte et al., 2000)
1 Deutsch et al 2007 (Deutsch et al., 2009)
1 Kitano 2006 (in Kombination mit Hepatitis C)
(Kitano et al., 2006)
na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
Antibiotika
Ciproflaxcin (Fluorchinolon) 1 Mouraux 2002 (Mouraux et al., 2002)
1 Hashmi 2015 (Hashmi et al., 2015)
1 (TMA) Tuccori 2008 (Tuccori et al., 2008)
1(TP?) Cheah 2009 (Cheah et al., 2009)
1 (HUS) Allan 2002 (Allan et al., 2002)
Penicillin na Erwahntin FDA 2011 (Jacob et al., 2012)
na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
Piperacillin 1 Yata et al 2000 (Yata et al., 2000)
Pencillamine 1 Ahmed 1978 (Ahmed et al.,1978)
na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
Trice 1983 (Trice, Pinals, & Plitman, 1983)
Rifampicin na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
1 Gupta 2005 (Gupta & Wargo, 2005)
1 Fahal 1992 (Fahal et al., 1992)
Cephalosporin 3 Patel 2016 (Patel & Amber, 2016)
1 Baron 2003 (Baron et al., 2003)
Oxytetracycline na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
Trimethoprim- 1 (TMA) Reese 2015 (Reese et al., 2015)
sulfamethoxazol 1 Bapani 2013 (Bapani et al., 2013)
1 Martin 2007 (Martin et al., 2007)
Ampicillin na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
Sulfisoxazol na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
Metronidazol 1 Rivkin 2007(Rivkin, 2007)
na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
Clarithromycin 1 Alexopoulou 2002 (Alexopoulou et al., 2002)
na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
Impfstoffe
Hepatitis-B na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
Influenza na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
DPT (Diphterie, Pertussis, na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
Tetanus)
TAB (Typhus-Paratyphus) na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
MMR (Masern-Mumps-Roétel na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)

Impfung)

Chemotherapeutika

Gemocitabin

2 (TMA)

Richmond 2013 (Richmond et al., 2013)
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0.015% to 1.4% Inzidenz 1 Kasi 2011 (Kasi, 2011)
1 De Smet 2008 (De Smet et al., 2008)
3 (TMA) Izzedine 2006 (lzzedine et al., 2006)
9 (TMA) Humphreys 2004 (Humphreys et al., 2004)
na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
12 (HUS) Fung 1999 (Fung et al., 1999)
Mitomcyin 11 (TMA) Reese 2015 (Reese et al., 2015)
1 Shah 2013 (N. Shah et al., 2013)
1 El-Ghazal 2011 (EI-Ghazal et al., 2011)
1 Hong 2011 (Hong et al., 2011)
1 Onitilo 2009 (Onitilo et al., 2017)
1 Kasper 2007(Kasper et al., 2007)
na Erwahnt in Bukowski 1985 (Bukowski, 1985)
52 (HUS) Cantrell 1985 (Cantrell et al., 1985)
Carmustine na George 2010 (George, 2010)
1 Veseley 2003 (Vesely et al., 2003)
Oxaliplatin 2 (TMA) Erwahnt in Reese 2015 (Reese et al., 2015)
1 Mancano 2014 (Mancano, 2014)
1 (HUS) Alberts 2003 (in Kombination mit Gemcitabin)
(Alberts et al., 2003)
Carboplatin na lams 2013 (in Kombination mit Docetaxel and
Trastuzumab) (lams et al,, 2013)
na Walker 1989 (Walker et al., 1989)
Deoxycoformycin na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
1 (HUS) Sakai 1995 (Sakai et al.,1995)
Fluorouracil na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
na Lesesne 1989 (Lesesne et al., 1989)
10 (HUS) Cantrell 1985 (in Kombination mit Adriamycin
und Mitomycin C) (Cantrell et al., 1985)
Tretinoin 1 Fujita 2003 (Fuijita et al., 2003)
Hydroxyurea na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
Zinostatin na (HUS) Sheldon 1986 (Sheldon & Slaughter, 1986)
Estramustin 1 Byrnes 1986 (Byrnes et al., 1986)
Doxorubicin 3 (HUS) Cantrell 1985 (in Kombination mit Fluorouacil
und Mitomycin C) (Cantrell et al., 1985)
Vinblastin 1 (HUS) Lesesne 1989 (in Kombination mit (Lesesne et
al., 1989)
1 (HUS?) Harrell 1982 (in Kombination mit Bleomycin und
Vincristin) (Harrell, Sibley, & Vogelzang, 1982)
Chlorozotocin na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
1 (MAHA) Kressel 1981 (Kressel et al., 1981)
Cytarabin 1 Regragui 2012 (in Kombination mit Daunorubi-
cin) (Regragui et al., 2012)
Sunitinib 2 (TMA) Reese 2015 (Reese et al., 2015)
1?(TTP-HUS) Choi 2008 (Choi et al., 2008)
1 (TMA) Kapiteijn 2007 (Kapiteijn et al., 2007)
1 (TMA) Frangie 2007 (Frangie et al., 2007)
Docetaxel 1 (TMA) Reese 2015 (Reese et al., 2015)
1 (TMA) lams 2013 (in Kombination mit Carboplatin und
Trastuzumab) (lams et al., 2013)
1 (HUS) Citarrella 2002 (in Kombination mit Gemcitabin)
(Citarrella et al., 2002)
Vincristin 1 (TMA) Reese 2015 (Reese et al., 2015)
Bleomycin/Cisplatin/Vincristin | 1 (HUS) Gardner 1989 (Gardner et al., 1989)
3 (MAHA) Sheldon 1986 (Sheldon & Slaughter, 1986)
Daunorubicin na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
1 Byrnes 1986 (in Kombination mit Cytarabin)
(Byrnes et al., 1986)
Cisplatin 1(HUS) Lesesne 1989 (in Vbdg mit Vinblastin und Ble-
omycin) (Lesesne et al., 1989)
2 (HUS) Watson 1989 (Watson et al., 1989)
Vancomycin na George 2010 (James N George, 2010)
Bevacizumab 3 (TMA) Reese 2015 (Reese et al., 2015)
na Oregel 2013 (Oregel et al., 2013)

1

Nishijima 2013 (in Kombination mit Gemcitabin)
(Nishijima et al., 2013)
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3 Bayraktar 2010 (Bayraktar et al., 2010)
Chinine
Chinin 63 (TMA) Reese 2015 review (Oklahoma Registry1989-
2014) (Reese et al., 2015)
1 (HUS-TTP) Baliga 2003 (Baliga & Wingo, 2003)
17 (TTP-HUS) Kojouri 2001 (Kojouri et al., 2001)
1 (HUS) Crum 2000 (Nancy F Crum & Gable, 2000)
1(ITP) Glynne 1999 (Glynne et al., 1999)
3 HUS Gottschall 1991 (Gottschall et al., 1991)
Und weitere Publikationen
Mefloquin 1 Fiaccadori 2006 (Fiaccadori et al., 2006)

Hydroxychloroquine

1 Thrombozytopenie
1 (vermutet)
1 Thrombozytopenie

Demir 2014 (Demir et al., 2014)
Mar 2011 ( Mar et al., 2011)
Vazquez 2016 (Anton Vazquez et al., 2016)

Autoimmunerkrankungen

Lupus erythematodes (SLE) 1 Thampi 2011 (Thampi et al., 2011)

1 Maruoka 2007(Maruoka et al., 2007)

2 Starck 2005 (Starck et al., 2005)

1 Chak 2003 (Chak et al., 2003)

40 Musio et. Al, 1998; (Musio et al., 1998)

8 Bray 1994 (Bray et al., 1994)
Antiphospholipid Syndrom na Furlan 2003 (M. Furlan, 2003)
Rheumatoide Arthritis na Furlan 2003 (M. Furlan, 2003)
Polyarteritis na Furlan 2003 (M. Furlan, 2003)
Sclerodermie na Furlan 2003 (M. Furlan, 2003)
Myasthenia gravis na Furlan 2003 (M. Furlan, 2003)
Polymyositis na Furlan 2003 (M. Furlan, 2003)
Sjoégren’s Syndrom na Furlan 2003 (M. Furlan, 2003)
Entziindungen
Pankreatitis 7 McDonald 2009 (McDonald et al., 2009)
Infektionen 31 Booth et al 2012 (Booth et al., 2012)
-Bakterielle Infektion
Mycoplasma pneumoniae 1 Bar 2000 (Bar et al., 2000)
Streptokokken 1 Schriber 1993 (Schriber et al., 1993)

1 Morrin 2006 (Morrin et al., 2006)

1 (TMA) Myers 1993 (Myers & Marrie, 1993)
Borrelia burgdorferi 1 Schréder 1995 (Schroder et al., 1995)
Brucella 1 Kurtaran 2011 (Kurtaran et al., 2011)

1 Akbayram 2011 (Akbayram et al., 2011)

1(TMA) Kupermann 2010 (Kuperman et al., 2010)

1 Kiki 2008 (Kiki et al., 2008)

1 Erdem 2007 (Erdem et al., 2007)
Leptorspira 1 Siikran 2013 (Sukran et al.,2013)
Capnocytophaga canimorsus | 1 Ma 2013 (Ma & Goetz, 2013)
(Flavobakterium) 1 Brichacek et al. 2012 (Brichacek et al., 2012)

1 (HUS) Mulder 2001 (Mulder et al., 2001)

1 Kok et al 1999 (Kok et al., 1999)

1(TTP-ahnlich) Quilichini 1998 (Quilichini et al., 1998)

1 (TTP-ahnlich) Finn 1996 (Finn, Dale, & Isles, 1996)

1 (TTP-ahnlich) Scarlett 1991 (Scarlett et al., 1991)

-virale Infektionen

Hepatitis C

Lotta 2013 (Lotta et al., 2013)
Mak 2009 (Mak et al., 2009)

HIV (Humanes Immundefizi-
enz-Virus)

_ A

Warner 2016 (Warner et al., 2016)
Rakhmanina 2014 (Rakhmanina et al. 2014)
Michaux 2013, in Kombination mit Interferon a
(Michaux et al., 2013)

Kurtaran 2011 mit Brucellose (Kurtaran et al.,
2011)

Blazes 2004 (Blazes & Decker, 2004)

De Man 1997 (de Man et al.,1997)

Dengue-Virus

Deepanjali 2015 (in Kombination mit Schwan-
gerschaft) (Deepanjali et al., 2015)
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CMV/(Zytomegalievirus) 1 (TMA) Mitsuiki 2017 (Mitsuiki et al., 2017)

1 (TMA) Java 2015 (Java et al., 2015)

na (TMA) Ramasubbu 2003 (Ramasubbu et al., 2003)
Krebs (allgemein) na (TMA) Babu 2016 (Babu et al., 2016)
Krebs:Leiomyosarcoma 1 Karti 2003 (Karti et al., 2003)
Krebs: Brustkrebs 4 (ITP) Samimi 2010 (Samimi, Mirkheshti, Heidarpour,

& Abdollahi, 2010)

Transplantation 1 (TMA) Noris 2010 (M. Noris & Remuzzi, 2010)

1 (TMA) Basic-Jukic 2008 (Basic-Jukic et al., 2008)

1 (TMA) Ponticelli 2006 (Ponticelli & Banfi, 2006)

na (TMA) Hochstetler 1994 (Hochstetler et al.,1994)
Knochenmark Transplantati- na Allford 2002 (Allford, Bird, & Marks, 2002)

on
(Stammzell Transplantation)

1 (TTP-&hnlich)

Roy 2001 (Roy et al., 2001)
Gonzalez-Vicent 1999 (Gonzalez-Vicent et
al.,1999)

na (TMA) Moake 1996 (Moake & Byrnes, 1996)
1 (TMA) Zeigler 1995 (Zeigler et al., 1995)
1(TMA) Pettitt 1994 (in Kombination mit Cyclosporinen)
(Pettitt & Clark, 1994)
8 (HUS-TTP) Silva 1991 (Silva et al.,1991)
Antifungizide
Micafungin 1 Nazzal 2011 (Nazzal et al., 2011)
Echinocandine
Sonstige
Alkohol 1 Scully 2016 (Scully et al., 2016)
2 Deford 2013 (Deford et al., 2013)
1 Zamir 2004 (Zamir et al., 2004)
na Furlan 2003 (M. Furlan, 2003)
Ipilimumab na 2017 King (King, de la Cruz, & Lutzky, 2017)
Oxymorphon (Opioide) 1 Kotbi 2015 (Kotbi, Han, Cheng, & Odom, 2015)
1 Kapila 2014 (Kapila et al., 2014)
1 Tennessee Department of Health 2014 (Kapila
et al, 2014)
1 Amjad 2013 (Amjad & Parikh, 2013)
na Erwahnt in Furlan 2003 (M. Furlan, 2003)
na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
uvm
Albendazole na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
Tetrachlormethan na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
Methapyrilene (Antihistamin) na Erwahnt in Medina 2001 s.o.
Valaciclovir (Virostatika, Nuk- | na Erwahnt in Medina 2001 s.o.
leosidanalogon)
Kokain 1 (MAHA) Odronic 2014 (Odronic et al., 2014)
1 (TMA) Volcy 2000 (Volcy et al., 2000)
1 (TMA) Alcazar-Guijo 2005 (in Kombination mit Pan-
kreatitis) (Alcazar-Guijo et al., 2005)
1 (MAHA) Keung 1996 (Keung, Morgan, & Cobos, 1996)
Heroin na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
Echinacea (Immunstimulanz) | 1 Liatsos 2006 (Liatsos et al., 2006)
Quetiapin 1 Husnain 2016 (Husnain et al., 2016)
1 (TMA) Reese 2015 (Reese et al., 2015)
1 Huynh 2005 (Huynh, Chee, & Lau, 2005)
Sulfisoxazole 1 (TMA) Reese 2015 (Reese et al., 2015)
1 Medina 2001 (Medina et al., 2001)
Trielina 1 (TMA) Reese 2015 (Reese et al., 2015)
Pentostatin 2 (TMA) Reese 2015 (Reese et al., 2015)
Simvastatin na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
1 Koduri 1998 (Rao Koduri, 2017)
Fluvastatin na Erwahnt in v. Auer 2008 (von Auer et al., 2008)
Famotidine (Histamine H2 na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
Rezeptor-Antagonist) 1 Kallal 1996 (Kallal & Lee, 1996)
Cimetidine na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
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Hormone
orale Kontrazeptiva na George 2015 (Schwangerschaft) (George,
Schwangerschaft na Nester, & Mclintosh, 2015)
1 Fujimura 2011 (Fujimura et al., 2011)
(Schwangerschaft)
na Stylianou 2009 (Stylianou et al., 2009)
na Lopez Izquierdo 1999 (Lopez lzquierdo et al.,
1999)
1 McShane 1993 (McShane et al., 1983)
1 Holdrinet 1983 (Holdrinet et al., 1983)
konjugierte Ostrogene na Furlan 2003 (M. Furlan, 2003)
na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
Tamoxifen na Furlan 2003 (M. Furlan, 2003)
na Erwahnt in von Auer 2008 (von Auer et
al.,2008)
9(HUS) Montes 1993 (Montes et al., 1993)
Medroxy progesteron na (MAHA) Sheldon 1986 (Sheldon & Slaughter, 1986)
Danazol na Furlan 2003 (M. Furlan, 2003)
na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
17-Beta estradiol na Stylianou 2009 (Stylianou et al., 2009)
na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
Ethynodiol acetate na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
1 McShane 1983 (McShane et al.,1983)
Levonorgesterol na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
1 Fraser 1996 (Fraser et al., 1996)
Norethisterone na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
Ethinyl estradiol na Erwahnt in Medina 2001 (Medina et al., 2001)
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