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1 Einleitung 

 

1.1 Atherosklerose 

Die Atherosklerose ist als Ursache für kardiovaskuläre Erkrankungen mit Folgen 

wie Myokardinfarkt oder Schlaganfall einer der führenden Todesgründe in entwi-

ckelten Ländern.[1, 2] Unter dem Begriff der Arteriosklerose sind verschiedene 

Gefäßerkrankungen zusammengefasst. Häufig wird dieser Begriff synonym zu 

Atherosklerose verwandt, jedoch summieren sich unter die Arteriosklerose, ne-

ben der Atherosklerose an sich, weitere Erkrankungen, wie z.B. die Mönckeberg-

Mediasklerose. Die Atherosklerose wird als eine chronisch inflammatorische Er-

krankung der großen und mittleren Arterien beschrieben.[3] Diese Reaktion folgt 

auf einen mechanischen Endothelstress und Dyslipidämie. Eine Rekrutierung 

von Leukozyten folgt und die Plaquebildung stellt die sichtbare Folge dieses Pro-

zesses dar.[4] Die Mehrzahl dieser Plaques bleibt klinisch inapparent. Jedoch 

sind die Folgen der Atherosklerose wie Gefäßstenosen, -thrombosen und -em-

bolien sehr ernst zu nehmen, da sie in Koronarer Herzkrankheit (KHK), Myokar-

dinfarkten, Schlaganfällen, oder in der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit 

enden können. 

Einige Studien konnten verschiedene Risikofaktoren der Atherosklerose aufde-

cken. Zu nennen sind hier unter anderem die Framingham-, Procam-, Rotterdam- 

oder die Tromsø-Studie. Als Hauptrisikofaktoren gelten Tabakkonsum[5], Diabe-

tes mellitus[6], Arterielle Hypertonie[7], Dyslipidämie[8], Adipositas[9] und ein 

fortgeschrittenes Lebensalter[10]. Es gibt jedoch noch weitere Risikofaktoren, die 

mit der Atherosklerose in Verbindung gebracht werden, wie z.B. psychosomati-

sche Faktoren, ein hoher Fibrinogenspiegel, Hyperphosphatämie und andere. 

Die Mortalitätsrate für vaskuläre Erkrankungen beträgt aktuell für 35 bis 60-jäh-

rige Männer <200 pro 100.000 Einwohner pro Jahr. Die Wahrscheinlichkeit für 

35-jährige Menschen bis zum Alter von 70 Jahren an den Folgen einer vaskulä-

ren Erkrankung zu sterben beträgt aktuell 4%. Interessanterweise waren diese 

Zahlen früher deutlich höher. Die Mortalitätsrate betrug im Jahre 1950 noch über 
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700 Fälle/100.000 Einwohner pro Jahr. Auch das Risiko für 35-Jährige in den 

folgenden 35 Jahren an vaskulären Erkrankungen zu sterben betrug 1980 noch 

16%. Diese Daten wurden im Vereinigten Königreich erhoben, lassen sich jedoch 

weitgehend auf die gesamte westliche Welt übertragen.[1] 

 

1.1.1 Pathogenese der Atherosklerose 

Die Atherosklerose wird als eine chronisch inflammatorische Erkrankung der gro-

ßen und mittelgroßen Arterien beschrieben.[3] Ihren Beginn nimmt diese Erkran-

kung schon im Kindesalter. In einer großen Untersuchung von verstorbenen jun-

gen Menschen konnten in allen Aorten der Individuen sogenannte Fettstreifen 

(„fatty streaks“) gefunden werden.[11] Mit zunehmendem Alter zeigt sich dann 

eine sich immer schneller ausbildende Veränderung der Gefäßabschnitte.[12] Ab 

der 4. Lebensdekade kann man eine pathologische Intimadicke, Ausbildung von 

Plaques, Plaquerupturen und deren vital bedrohenden Folgen wie Myokardin-

farkte und Schlaganfälle feststellen.[13] 

Multiple Faktoren spielen in der Pathogenese der Atherosklerose zusammen. 

Hierbei handelt es sich vor allem um Endotheliale Dysfunktion, Dyslipidämie, ent-

zündliche Prozesse und Plaque Ruptur. Das Endothel ist eine einschichtige Aus-

kleidung des inneren Lumens der Blutgefäße. Dies bildet eine aktive Schicht zwi-

schen Blutzellen und dem Gewebe unterhalb des Endothels. Diese Schicht mo-

duliert viele Prozesse, die mit der Interaktion zwischen Blutzellen und tiefer lie-

gendem Gewebe einhergehen. Aber auch eine direkte Interaktion zwischen En-

dothel und Blutbestandteilen kann stattfinden. Das Endothelium moduliert den 

Gefäßtonus, das Wachstum, die Hämostase und auch die entzündlichen Pro-

zesse. Die Dysfunktion dieser Prozesse im Endothelium stellt einen anfänglichen 

Schritt in der Pathogenese der Atherosklerose dar.[14] Der Verlust der vasodila-

tatorischen Funktion des Endothels führt zu einem Abfall des vom Endothel pro-

duzierten Stickstoffmonoxid, was ein Hauptmechanismus in der Pathogenese 

sein könnte.[15] Eine chronische Belastung des Endothels durch z.B. Verwirbe-

lungen des Blutstroms an für die Atherosklerose prädisponierten Stellen, wie der 

Aortenbogen oder Gefäßabgänge, führt zu einer adaptiven Intimaverdickung mit 
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einer erhöhten endothelialen Permeabilität und möglicher Einwanderung von 

Leukozyten.[16, 17] Die anderen klassischen Risikofaktoren für die Entstehung 

einer Atherosklerose wie Diabetes, Dyslipidämie, Hypertonie und Nikotinabusus 

haben einen pathogenen Einfluss auf die Funktion des Endothels. Bei vorliegen-

der Hypercholesterinämie findet man im Mausmodell schon nach 1-2 Wochen 

eine erhöhte Expression von endothelialen Adhäsionsmolekülen und ein stärke-

res Vorkommen von chemotaktischen Zytokinen.[18] Auch die Rekrutierung von 

Monozyten und die Proliferation von myeloiden Zellen in der Intima kann in die-

sem sehr frühen Stadium festgestellt werden.[18] Vor allem eine gleichzeitig vor-

handene Hypercholesterinämie mit erhöhtem low density lipoprotein (LDL) und 

erniedrigtem high densitiy lipoprotein (HDL) kann die endotheliale Dysfunktion 

induzieren.[19] Bei vorliegender Hypercholesterinämie mit erhöhtem LDL wird 

das LDL in die Gefäßwand eingelagert. Dieses wird dann durch freie Radikale 

oxidiert.[19] In diese Prozesse wird bereits klinisch und pharmazeutisch einge-

griffen. Die Hyperlipidämie kann durch eine Diät[20] oder medikamentös mittels 

Statinen, welche zu einer Erhöhung der Bioverfügbarkeit des vom Endothel pro-

duzierten Stickstoffmonoxid führen[21], modifiziert werden. Auch durch ACE-

Hemmer oder Antioxidanzien wie Vitamin C oder Flavonoide, die z.B. in Rotwein 

vorkommen, lässt sich die endotheliale Dyfunktion positiv beeinflussen.[22, 23] 

Als chronisch inflammatorische Erkrankung spielt das Immunsystem in der Ent-

stehung und der Progression der Atherosklerose eine entscheidende Rolle.[3] 

Beide Teile des Immunsystems, der angeborene, sowie auch der erworbene Teil, 

sind involviert.[24] Die Entdeckung von T-Zellen in einer menschlichen athero-

sklerotischen Plaque im Jahre 1985 gab Hinweise, dass das Immunsystem eine 

bis dahin noch unbekannte Funktion in der Pathogenese der Atherosklerose in-

nehaben muss.[25] Nach der Einlagerung und Oxidation von LDL in der Gefäß-

wand induziert dieser Prozess die Exprimierung von VCAM1 (vascular cell-adhe-

sion molecule 1). Hierdurch können Monozyten an die Gefäßwand adhärieren 

und diese infiltrieren.[26] Die Monozyten differenzieren sich zu Makrophagen, 

welche dann das oxidierte LDL phagozytieren. Hierbei entstehen die sogenann-

ten Schaumzellen (engl.: „foam cells“).[17] Die Makrophagen initiieren den ent-
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zündlichen Prozess, in dem sie T-Lymphozyten aktivieren, welche dann Chemo-

kine, wie z.B. TNFα produzieren und somit die chronische Entzündung initiieren 

und unterhalten.[27] Aufgrund dieser Veränderungen wandern auch glatte Mus-

kelzellen in den atherosklerotischen Gefäßbereich ein. Diese differenzieren sich 

wahrscheinlich aus Hämatopoetischen Stammzellen.[28] Dort bilden sie dann 

vermehrt Kollagen, was zur Bildung einer stenosierenden Plaque und der soge-

nannten „Fibrinösen Kappe“ beiträgt. Glatte Muskelzellen unterlaufen häufig der 

Apoptose, was dann wiederum zur Akkumulation von Makrophagen führt.[29] 

Die Atherosklerose, im Speziellen das Plaquewachstum, bleibt asymptomatisch 

bis ein Stenosegrad von 70-80% des Lumens erreicht wird. Darüber hinaus 

kommt es dann z.B. zu typischen anginopektinösen Beschwerden, sollten Koro-

nargefäße betroffen sein. Solch höhergradige Stenosen sind oft mit einer stabilen 

Plaque vergesellschaftet. Plaquerupturen mit der Folge einer Gefäßverlegung, 

was z.B. zu einem Myokardinfarkt führen kann, entstammen typischerweise aus 

instabilen atherosklerotischen Bereichen, die eine Stenose von <50% des Gefä-

ßes aufweisen.[30] Dies zeigt, dass die Atherosklerose einerseits direkte Symp-

tome als Folge einer Stenose des Gefäßes bewirken und andererseits auch gra-

vierende Folgen nach einer Plaqueruptur mit arterieller Embolie auslösen kann. 
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1.2 Thrombozyten 

Die Thrombozyten, auch Blutplättchen genannt, sind zelluläre Blutbestandteile. 

Sie wurden erstmals von Max Schultze 1865 beschrieben.[31] Giulio Bizzozero 

konnte diese Entdeckung im Jahre 1882 in vivo bestätigen.[32] Thrombozyten 

sind anukleäre, scheibenartige Blutpartikel welche aus Megakaryozyten im Kno-

chenmark abgeschnürt werden. Jeder Megakaryozyt ist in der Lage 5000 – 

10.000 Thrombozyten zu bilden. Ein gesunder Mensch bildet ca. 1011 Thrombozy-

ten pro Tag. Der Durchmesser von reifen Thrombozyten beträgt 2-3µm. Ungefähr 

2/3 der im menschlichen Körper vorhandenen Thrombozyten zirkulieren im Blut-

kreislauf, 1/3 wird in der Milz gespeichert. Die physiologische Konzentration der 

Thrombozyten beträgt 150-400 x 103 pro Mikroliter Blut. Nach einer Lebensdauer 

zwischen 5 und 9 Tagen werden die Thrombozyten durch Phagozytose in Milz 

und Leber abgebaut.[33] 

Die Hauptaufgabe der Thrombozyten besteht in der Aufrechthaltung der Integrität 

des Blutgefäßsystems. Schon Bizzozero stellte 1882 fest, dass Thrombozyten 

die ersten sind, die nach einer Gefäßverletzung an diesem Bereich adhärie-

ren.[31] Thrombozyten sollen Blutungen nach einer Verletzung stillen und die 

Blutgerinnung an dieser Stelle aktivieren. Sobald es im Blutgefäßssystem eine 

Verletzung gibt, adhärieren Thrombozyten an diese Stelle und werden aktiviert. 

Dies führt unter anderem zur weiteren Rekrutierung von Thrombozyten, die dann 

einen Thrombus ausbilden. Sie legen sich an die freiliegende Extrazellulärmatrix 

des Subendotheliums an und kontrollieren somit die Verletzung und initiieren den 

Heilungsprozess. [34, 35] Dieser Prozess muss immer in einem Gleichgewicht 

stehen. Eine unkontrollierte Thrombusformation kann mit dramatischen Folgen 

wie z.B. einem Akuten Koronarsyndrom oder Thrombosen einhergehen.[34, 35]   

Die Aktivierung der Thrombozyten kann über verschiedene Mechanismen ge-

schehen. Hierzu zählen Bestandteile der subendothelialen Matrix, Faktoren des 

Gerinnungssystems, Immunkomplexe und andere. Durch das freiliegende Sub-

endothelium bei einer Gefäßverletzung können Thrombozyten mittels des Gly-

koproteins (GP) Ib/IX/V an den von-Willebrandtfaktor (vWF) und über GPIV an 

Kollagen binden. Durch diese Aktivierung wird die Konformation von Integrinen 

verändert. Das Integrin αIIbβIII kann als Fibrinogenrezeptor an Fibrinogen binden, 
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αIIβI als Kollagenrezeptor an Kollagen. Es kommt zu einer festen Bindung zwi-

schen Thrombozyten und dem freiliegenden Gewebe. Dies hat zur Folge, dass 

die Thrombozyten sich über dem Bereich der Gefäßverletzung ausbreiten und 

sich die Thrombozyten untereinander mittels des Integrins αIIbβIII fest verbinden 

können. Diese sogenannte Aggregation kann reversibel sein, wenn die Stimula-

tion nur schwach ist und kurz andauert oder irreversibel, sollte diese stark sein 

und über einen längeren Zeitraum bestehen.[36]  

Obwohl Thrombozyten keine Kerne besitzen haben sie zahlreiche Möglichkeiten 

durch Sekretion von verschiedenen Stoffen oder Interaktion mit anderen Zellen 

auf ihre Umstände zu reagieren. Diese beeinflussen dann komplexe biologische 

Mechanismen. Hierzu gehören die Hämostase, Thrombusbildung, Zelladhäsion, 

Chemotaxis, Proliferation von Zellen, Aktivierung von entzündlichen Prozessen 

oder Zell-Rekrutierung.[36] Da eine Verletzung auch immer das Risiko einer In-

fektion birgt werden auch Leukozyten von Thrombozyten rekrutiert. Dies ge-

schieht einerseits über einen direkten Zell-Zell Kontakt oder indirekt über die Aus-

schüttung von Zytokinen.[37]  

 

1.2.1 Das Glykoprotein Ibα als thrombozytärer Oberflächenrezeptor 

Das thrombozytäre Glykoprotein Ibα ist unter den Namen GPIbα oder CD42b 

bekannt. In Menschen wird es vom GPIBA Gen kodiert. 

GPIbα ist ein Teil des von-Willebrand-Faktor-Rezeptorkomplexes (GP Ib-IX-V). 

Der von-Willebrand-Faktor-Rezeptor (vWF-Rezeptor) besteht aus vier verschie-

denen Polypeptiden und kommt ausschließlich auf Megakaryozyten und Throm-

bozyten als Oberflächenrezeptor vor. Auf menschlichen Thrombozyten ist der GP 

Ib-IX-V Rezeptorkomplex der am zweithäufigsten exprimierte Rezeptor.[38] Er 

besteht aus den Glykoproteinen GPIbα, GPIbβ, GPIX und GPV. Alle Polypeptide 

gehören zu der Familie der Leucin-reichen Proteinen. GPIb ist ein Heterodimer 

bestehend aus einer α- und einer β-Untereinheit. Verbunden sind diese durch 

Disulfidbrücken. Über nonkovalente Bindungen sind beide Untereinheiten auch 

mit GPIX und GPV verbunden. Nur für GPIbα ist bekannt, dass dieses Liganden 

binden kann.[39, 40] 



 14 

Die klinische Bedeutung des vWF-Rezeptorkomplexes zeigt sich im Bernard-

Soulier Syndrom. Dies ist eine sehr seltene hereditäre Thrombozytopathie mit 

autosomal-rezessivem Erbgang. Es wurde festgestellt, dass die Ursache ein 

Fehlen des GPIb Proteins ist, woraus eine Makrothrombozytopenie mit Funkti-

onsstörung der Thrombozytenadhäsion folgt. Symptomatisch zeigt sich dies in 

einer hämorrhagischen Diathese mit Purpura und erhöhter Hämatomnei-

gung.[38, 41] 

GPIbα bindet den vWF nach dessen Immobilisation im Subendothelium und bei 

gleichzeitig vorhandener erhöhter Scherrate des Blutflusses.[42, 43] Diese Bin-

dung aktiviert die Thrombozyten und führt zu deren Aggregation.[44] Die bin-

dende Domäne von GPIbα weißt am 300 Aminosäuren großen NH2 Ende 7 Leu-

cin-reiche Wiederholungen auf. Diese Region wird durch eine Mucin-reiche Re-

gion, genannt Makroglykopeptid, mit dem Thrombozyten verbunden. Darunter 

befindet sich eine Transmembran-Domäne, innerhalb der Zellmembran dann 

eine ca. 100 Aminosäuren große zytoplasmatische Region. Diese vermittelt die 

Verbindung zum Zytoskelett und zu den Signalproteinen.[45] 

GPIbα bindet neben dem vWF auch weitere Proteine, wie Thrombin, P-Selectin, 

die Faktoren XI und XII, sowie Hochmolekulares Kininogen.[38, 46-48] Die Inter-

aktion zwischen Thrombozyten und Leukozyten wird unter anderem von GPIbα 

und dem auf Leukozyten vorkommenden β2 Integrin Mac-1 vermittelt.[149] Dies 

ist für Neutrophile Granulozyten und Monozyten bekannt und im Kapitel 1.4 aus-

führlich beschrieben.[56]  
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1.2.2 Die Rolle von Thrombozyten in der Pathogenese der Atherosklerose 

Die Rolle von Thrombozyten in der Atherosklerose wird schon seit den 1960er 

Jahren beforscht und ist durch viele Belege bestätigt.[49] Die Thrombozyten neh-

men hier eine Schlüsselrolle nicht nur in späten Komplikationen der Atheroskle-

rose, sondern auch in der Initialphase der Erkrankung ein. Sie interagieren hier-

bei mit anderen Thrombozyten, dem Endothel und Leukozyten.[49]  

Im Fall einer Gefäßverletzung werden extrazelluläre Proteine, wie z.B. der vWF 

oder Kollagen freigelegt. Thrombozyten adhärieren anschließend mit dem Gly-

koprotein Ib/IX/V (GPIb/IX/V) an den vWF.[34, 36] Dies führt zur Aktivierung der 

Thrombozyten und zu einer festen Verbindung mit der Extrazellulärmatrix.[50] 

Die Integrine erfahren eine Konformationsveränderung und so kann der Fibrino-

genrezeptor αIIbβIII an Fibrinogen binden und der Kollagenrezeptor αIIβI an Kol-

lagen. Es kommt zu einer festen Bindung zwischen Thrombozyten und dem frei-

liegenden Gewebe. Dies hat zur Folge, dass die Thrombozyten sich über dem 

Bereich der Gefäßverletzung ausbreiten können und sich die Thrombozyten un-

tereinander mittels des Integrins αIIbβIII fest verbinden können. Somit kann eine 

mögliche Blutung durch eine Verlegung des Defektes und eine Thrombusbildung 

gestillt werden.[36]  

Eine Gefäßverletzung ist nicht die einzige Bedingung unter der Thrombozyten an 

das Endothel adhärieren. Es konnte gezeigt werden, dass auch schon die allei-

nige Aktivierung des intakten Endothels ausreicht, damit Thrombozyten dort ad-

härieren können.[51-53] Hierbei sind der GPIIb/IIIa-Rezeptor, Fibrinogen, Fib-

ronectin, der vWF, aber auch der Rezeptor ICAM-1, das Integrin αVβ3 und der 

GPIb/IX/V Rezeptorkomplex beteiligt.[52] Die meisten Studien zeigten in vitro, 

dass diese Prozesse von statten gehen. Jedoch gibt es auch in vivo Studien, in 

welchen die Methode der Intravitalmikroskopie verwendet wurde, die bestätigten, 

dass Thrombozyten nicht nur in vitro, sondern auch unter arteriellen Flussbedin-

gungen an das Endothel adhärieren.[54, 55] 

Die Adhäsion von Thrombozyten an das Endothel, oder an die freiliegende ext-

razelluläre Matrix, ist ein Prozess aus mehreren Schritten. Zuerst kommt es zu 

einer lockeren Anlagerung der Thrombozyten, danach zu einem Entlang-„Rollen“ 
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und schließlich zur festen Adhäsion. Das Rollen wird von P-Selektin oder E-Se-

lektin, welche auf den Endothelzellen exprimiert werden, vermittelt.[54] Als Lig-

and auf den Thrombozyten dient hier einerseits der GPIb/IX/V Rezeptorkomplex. 

Im Speziellen vermittelt der GPIbα-Rezeptor die Adhäsion von Thrombozyten an 

aktivierte Endothelzellen und an das Subendothelium.[56] Unter hohen Scherra-

ten konnte andererseits das Glykoprotein PSGL-1 als Ligand für P-Selektin iden-

tifiziert werden.[57] Diese Interaktionen zwischen Thrombozyten und Endothel-

zellen sind jedoch nur von kurzer Dauer und reversibel. Für eine feste Adhäsion 

benötigt es auch hier andere Mechanismen, welche unter dynamischen, arteriel-

len Flussbedingungen noch nicht eindeutig aufgeklärt sind. Hinweise mehren 

sich, dass die thrombozytenständigen β3-Integrine αIIbβ3 und αVβ3 für die feste 

Adhäsion zwischen Thrombozyten und dem intakten, aber aktivieren Endothel 

zuständig sind.[58] 

Während dieser Prozesse werden die Thrombozyten aktiviert. Sie sezernieren 

dann Adhäsionsproteine, wie z.B. Fibrinogen, Fibronectin, vWF, P-Selectin, 

GPIIb/IIIa, Wachstumsfaktoren, wie z.B. Transformierender Wachstumsfaktor α 

(TGF-α), Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF), Chemokine wie z.B. Platelet fac-

tor 4 (PF-4,CXC4), Gerinnungsfaktoren, wie z.B. Protein S, Faktor V/XI, aber 

auch pro-inflammatorischen Zytokine wie IL1β, sCD40L und CCL5. Hiermit wir-

ken Thrombozyten auf die Endothelzellen, aber auch auf Leukozyten und andere 

Thrombozyten.[36, 59] Beispielsweise bewirkt IL-1β eine Aktivierung der En-

dothelzellen, aber auch die erhöhte Expression von Adhäsionsproteinen, wie z.B. 

ICAM-1 oder αVβ3 auf den Endothelzellen.[60, 61] Auch die Ausschüttung des 

Monocyte-chemoattractant-Protein-1 wird IL1β abhängig verstärkt, worauf dann 

eine erhöhten Monozytenrekrutierung folgt.[60, 62] Die Ausschüttung von CXCL4 

(PF4) und CCL5 führt ebenfalls zu einer verstärkten Adhäsion und Infiltration von 

Monozyten.[59, 63] 

Die Atherosklerose ist eine chronisch inflammatorische Erkrankung. Die Rekru-

tierung von Leukozyten an die Stelle einer Gefäßverletzung und die Vermittlung 

der Adhäsion ist eine entscheidende Verbindung zwischen der Atherosklerose 

und dem stattfindenden entzündlichen Prozess.  
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Diese Rekrutierung von Leukozyten ist eine der wichtigsten Aufgaben der Throm-

bozyten in Bereichen von Verletzungen und Entzündungen.[36, 64, 65] Sobald 

Thrombozyten z.B. nach einer Gefäßverletzung an der Gefäßwand adhärieren 

bieten sie eine „klebrige Oberfläche“ um Leukozyten an die Gefäßwand zu rek-

rutieren. Dies konnte in vitro, aber auch unter Strömungsbedingungen in vivo ge-

zeigt werden.[36, 51, 52, 54] Ähnlich wie die Rekrutierung von Thrombozyten an 

die Gefäßwand erfolgt die Rekrutierung von Leukozyten an die Gefäßwand in 

mehreren Schritten. Der erste Schritt ist die lockere Anhaftung der Leukozyten 

an die Thrombozyten. Dies geschieht mittels einer Verbindung aus P-Selektin 

(auf Thrombozyten) und PSGL-1 (auf Leukozyten).[36, 66] Anschließend kommt 

es zu einer festen Adhäsion durch die Bindung des Leukozytenrezeptors Mac-1 

(CD11b/CD18, αMβ2). Liganden für Mac-1 auf den Thrombozyten sind der GPIbα 

Rezeptor[39], JAM-3/C[35, 67], ICAM1[68], oder ICAM2[69]. Die Verbindung zwi-

schen Thrombozyten und Leukozyt initiiert dann eine Kaskade der Inflamma-

tion.[36, 70] 

Für verschiedene Leukozyten ist die Interaktion mit Thrombozyten bekannt. 

Thrombozyten kommunizieren mit neutrophilen Granulozyten über Mac-1 und 

GPIbα [39], über die P-Selektin/PSGL-1Bindung oder über ICAM1/2[67, 68]. Mit 

Monozyten treten sie ebenfalls über die genannten Rezeptorpaare in Verbindung. 

Thrombozyten interagieren auch mit Dendritischen Zellen (DCs), dies wird im Ka-

pitel 1.4 in Ausführlichkeit behandelt. Die Interaktion von Thrombozyten mit T-

Zellen, B-Zellen und Natürliche-Killer-Zellen bewirkt auch deren Rekrutierung 

und Aktivierung.[71] 

Die Interaktion zwischen Monozyten und Thrombozyten führt zu Prozessen, die 

die Inflammation verstärken. In einem ersten Schritt kommt es zu einer erhöhten 

Anzahl an zirkulierenden Monozyten mit einem veränderten Phänotyp, welcher 

die Entzündung verstärkt. Diese Monozyten besitzen eine erhöhte Affinität an das 

aktivierte Endothel zu adhärieren.[72, 73] Aber es gibt auch Belege, dass Throm-

bozyten eine antiinflammatorische Wirkung auf Monozyten haben. Dies zeigt, 

dass der Effekt von Thrombozyten auf Monozyten kontextabhängig ist.[72, 74] 
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Auch die Progression der Atherosklerose wird von Thrombozyten beeinflusst. So 

beschleunigen Thrombozyten die Lipidaufnahme, sowie die Schwammzellforma-

tion, indem sie die Cholesterinaufnahme in Monozyten verstärken.[75] Eine sys-

temische Thrombozytenaktivierung steht in Menschen mit der Koronaren Herz-

krankheit[76] und auch mit der Karotisstenose[77] in Verbindung.[49] Weiter 

wurde beschrieben, dass die Aktivierung von Thrombozyten mit einer Verdickung 

der menschlichen Karotis einhergeht. [49, 77] 

In fortgeschrittenen Stadien der Atherogenese bilden sich auf einen hypoxischen 

Reiz hin Vasa vasorum aus. Diese ziehen von der Adventitia in Richtung Intima. 

Hierbei ist bekannt, dass Thrombozyten die Angiogenese fördern.[78] Erythrozy-

ten, welche Hämoglobin und Eisen abgeben, Leukozyten, die Tissue factor pro-

duzieren und aktivierte Thrombozyten können Mechanismen initiieren, die in ei-

ner Ruptur der Plaque enden. Die Ruptur einer Plaque bei gleichzeitiger dünner 

fibrösen Kappe ist die Ursache von Komplikationen wie Myokardinfarkt oder 

Schlaganfall. [78-80] 
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1.3 Dendritsche Zellen 

Dendritische Zellen (DCs) wurden erstmals von Paul Langerhans im Jahre 1868 

beschrieben. Dies verleiht den in der Haut befindlichen DCs auch den Namen 

„Langerhans-Zellen“. Steinman und Cohn konnten die DCs 1973 als antigenprä-

sentierende Zellen identifizieren, wofür Steinman im Jahre 2011 den Nobelpreis 

für Physiologie oder Medizin erhielt.[81, 82] DCs stellen in allen Geweben eine 

kleine Population dar, jedoch sind sie die potentesten antigenpräsentierenden 

Zellen im menschlichen Körper.[83, 84] Sie sind das Bindeglied zwischen dem 

angeborenen und dem erworbenen Immunsystem.[81, 85]  

DCs vermitteln auf der einen Seite Immunität, in dem sie als antigenpräsentie-

rende Zellen fungieren und nach ihrer Aktivierung auch als stimulierende Zellen 

T- und B-Zellen aktivieren. Andererseits sind DCs auch für die Vermeidung von 

Autoimmunreaktionen im Körper zuständig, indem sie autoreaktive T-Zellen eli-

minieren und somit dem Immunsystem die nötige Toleranz für Autoantigene ver-

leihen.[86] 

DCs gehören, genauso wie Makrophagen, zur myeloischen Zellreihe.[87] Sie ent-

stehen aus einer gemeinsamen CD34+ Stammzelle im Knochenmark. Des Wei-

teren können sich DCs auch aus zirkulierenden oder ortsständigen Monozyten 

proliferieren. In ihrer Entwicklung durchlaufen sie drei Stadien: Vorläufer-DCs, 

unreife DCs und reife DCs. Vorläufer-DCs zirkulieren mit dem Blutstrom und wer-

den dann gewebsständig. Dort warten sie auf potentielle Antigene, welche sie 

dann aufnehmen können. Hauptsächlich kommen die DCs in diesem Stadium 

entlang von Epithelien oder Körperhöhlen vor.[84, 88-93] Auf verschiedene Art 

und Weisen können sie hier Informationen über mögliche pathogene Antigene 

sammeln: Sie nutzen Phagozytose, Rezeptor-vermittelte Endozytose, direkten 

Kontakt zu nekrotischen oder apoptotischen Zellen, viral infizierte Zellen oder an-

dere. Nach der Internalisierung dieser Fragmente werden diese über MHC I oder 

II auf der Zelloberfläche präsentiert. Unreife DCs haben eine typische sternför-

mige Gestalt mit bis zu 10µm langen Zytoplasma-Fortsätzen (Dendriten), welche 

die Oberfläche der Zelle vergrößern, beweglich sind und somit Antigene aufneh-

men können.[84, 88-93] 
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DCs gehören zu beiden Teilen des Immunsystems. Als Bindeglied zwischen an-

geborenem und erworbenem Immunsystem können sie mit Zytokinen auf be-

drohliche Eindringlinge reagieren. Sie besitzen die Fähigkeit das angeborene Im-

munsystem auf eine spezielle Gefahr hin auszurichten. Nach der Aufnahme des 

Antigens und mit Hinzukommen eines sekundären Signals, z.B. über Toll-like-

Rezeptoren (TLR), regulieren DCs Chemokinrezeptoren wie CCR7 hoch und 

migrieren in lymphatische Gewebe wie z.B. Lymphknoten oder die Milz. Dort un-

terlaufen die bisher unreifen DCs einer vollständigen Reifung. DCs können je-

doch auch im peripheren Gewebe reifen oder direkt mit T-Zellen kommunizieren. 

Während der Reifung wird die Endozytose von anderen Antigenen herunterge-

fahren und es werden Moleküle, die für die Adhäsion und die Präsentation von 

Antigenen zuständig sind, vermehrt auf der Oberfläche exprimiert. Im Zuge die-

ser Reifung werden auch Moleküle, die der T-Zell Stimulierung dienen, vermehrt 

exprimiert. Hierzu gehören CD80/B7-1, CD83 und CD86/B7-2 Moleküle, das sind 

die sogenannten B7-Moleküle. Mittels Signalen über Toll-like-Rezeptoren, C-Typ 

Lektin Rezeptoren oder Fc- und MHC-Rezeptoren werden die Antigene verarbei-

tet und schlussendlich T-Zellen präsentiert.[82, 84, 88-95] 

DCs haben als professionelle antigenpräsentierende Zellen (APCs) die enorme 

Fähigkeit native, Gedächtnis-, und Effektor-T-Zellen zu stimulieren. Sie können 

auch Natürliche-Killer-T-Zellen aktivieren. Sie präsentieren verschiedene exo-

gene und endogene Antigene über den Haupthistokompatibilitätskomplex der 

Klasse I und II (MHCI/II) an T-Lymphozyten um einen auf das Antigen passenden 

T-Lymphozyten zu finden. Dieser Prozess wurde in der Haut beschrieben, es wird 

aber angenommen, dass dies auch in anderen Geweben stattfindet.[82, 84, 88-

93, 96] DCs und T-Zellen können auch einen direkten Zell-Zell Kontakt bilden. 

Diese Interaktion und die Anwesenheit von co-stimulatorischen Faktoren ist Vo-

raussetzung für die T-Zell Aktivierung und die folgende Differenzierung zu Ef-

fektorzellen. Ohne Co-Stimulation unterliegen die T-Zellen, die im Kontakt mit 

DCs stehen, der Apoptose oder einer fehlerhaften Reaktion. Die Differenzierung 

von T-Helferzellen hin zu Effektorzellen wird nach dem DC/T-Zell Kontakt von 

Zytokinen, insbesondere IL-12, ausgelöst.[84, 88-93]  
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Dendritische Zellen sind an vielen Prozessen beteiligt. Sie verteidigen den Körper 

gegen Pathogene oder maligne Vorgänge und werden für eine adäquate Toleranz 

der körpereigenen Bestandteile und bei der Verhinderung einer Autoimmunreak-

tion benötigt.[97] Es wird immer deutlicher, dass DCs eine große Bedeutung in 

vielen Erkrankungen haben. Hierzu zählen virale oder bakterielle Infektionen, Au-

toimmun- und sogar Tumorerkrankungen. Die Erforschung der Physiologie und 

Pathophysiologie der DCs wurde in letzter Zeit immer wichtiger. Daraus folgte 

eine immer größer werdende klinische Bedeutung in der Therapie von Erkran-

kungen durch die Beeinflussung von DCs.[83, 88, 89, 98] 

 

1.3.1 Das Integrin Mac-1 

Das Makrophagen Integrin 1 (Mac-1) wurde erstmals 1990 von Arnaout et al. 

strukturell und funktionell beschrieben.[99] Dieser Oberflächenrezeptor ist unter 

verschiedenen Bezeichnungen bekannt: Complement receptor typ 3 (CR3), 

CD11b/CD18, Mo1, αMβ2 und Mac-1.  

Mac-1 ist auf verschiedenen Leukozyten exprimiert. Hierzu zählen Monozyten, 

Makrophagen, Neutrophile Granulozyten, Natürliche Killerzellen oder Dendriti-

sche Zellen. 

Mac-1 ist ein heterodimerisches Glykoprotein (GP165,95). Der Rezeptor gehört 

zu den Integrinen, welche als eine große Familie von Oberflächenrezeptoren für 

die Adhäsion und Migration von Zellen zuständig sind. Es gibt 3 β-Integrin Fami-

lien (β1, β2, β3). Zu der β2-Integrin Familie gehören die Rezeptoren LFA-1 

(CD11a/CD18), p150,95 (αXβ2, CD11c/CD18) und Mac-1 (CD11b/CD18). Als 

Heterodimere bestehen diese Integrine aus einer α-(CD11a,b,c) und einer β-Un-

tereinheit (CD18).[100, 101] 

Die Möglichkeit der Bindung des Proteins C war die erste Funktion, die Mac-1 

zugeschrieben wurde. Deshalb wurde dem Integrin auch der Name „Complement 

receptor typ 3“ gegeben.[102] Mac-1 ist für die Aggregation von Leukozyten, die 

Adhäsion an andere Zellen oder Oberflächen oder für die Bindung von verschie-

denen Proteinen zuständig.[39, 102-104]  
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Als Liganden von Mac-1 sind endotheliale Rezeptoren, wie z.B., ICAM-1, Ober-

flächenrezeptoren wie z.B. GPIbα[39], Jam-3/JAM-C[35, 67], Proteine der extra-

zellulären Matrix, wie z.B. Fibrinogen (an GPIIb-IIIa gebunden) oder Glycosami-

noglykane bekannt.[39, 69, 104] 

Für die Bindung von einigen Liganden von Mac-1 ist die sogenannte I-Domäne  

in der αM Untereinheit von CD11b zuständig.[105, 106] Die αM Untereinheit von 

CD11b enthält eine I-Domäne (inserted = dt. eingefügt). Diese besteht aus unge-

fähr 200 Aminosäuren und bindet Liganden.[105] Sie ist ähnlich der A1 Domäne 

des vWF, welche vom GPIb-IX-V Komplex gebunden wird.[107, 108] Für die Bin-

dung von GPIbα konnten Simon et al. eine sogenannte M2 Sequenz innerhalb 

der I-Domäne von Mac-1 identifizieren.[109] Es konnte gezeigt werden, dass die 

M2 Sequenz ein spezifischer Rezeptor für GPIbα ist.[110] Ausführlich ist dies in 

Kapitel 1.4 beschrieben. 

Mac-1 exprimiert neben der I-Domäne auch eine Lektin-ähnliche Domäne, die 

verschieden Liganden, wie z.B. komplexe Polysaccharide wie β-Glucan bindet. 

Diese Lektin-ähnliche Domäne ist für die Erkennung und Phagoyztose verschie-

dener Antigene zuständig, jedoch sind auch verschiedene andere Funktionen, 

wie die Interaktion mit anderen Rezeptoren bekannt.[111] Auch gibt es Hinweise, 

dass eine Bindung eines Liganden über die Lektin-ähnliche Domäne zu einer 

Konformationsänderung und somit zu einer Vorbereitung oder Aktivierung der I-

Domäne führen kann. Die Bindung von β2 Integrinen führt nicht nur zur Aggrega-

tion oder Adhäsion von Leukozyten, sondern auch zu einem „Outside-in“ Signal 

innerhalb der gebundenen Zellen. Es kommt zur Aktivierung der Leukozyten, was 

ihre inflammatorische Funktion verstärkt. Weiter führt dieses Signal zur Induktion 

von Genen, die z.B. für IL-1β, TNF-α oder für den Tissue factor codieren.[112, 

113] Über die Assoziation von Mac-1 mit IRAKI1 (IL-1 receptor-associated 

Kinase), TRAF6 (TNF receptor-associated factor 6) und TAK1 (TGF-β activated 

kinase) führt eine Bindung zur Verstärkung der NFκB-Aktivität.[114] Die Diffen-

zierung von Monozyten wird durch die Bindung von Mac-1 und die folgende Be-

einflussung des Transkriptionsfaktors Foxp1 gesteuert.[115] 
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1.3.2 Die Rolle von Dendritischen Zellen in der Pathogenese der Athero-
sklerose 

Die Funktion der DCs in der Atherosklerose ist bisher noch nicht eindeutig geklärt. 

Es gibt widersprüchliche Daten, ob DCs die Progression der Erkrankung verstär-

ken oder diese verhindern.[116-118] Schon lange ist bekannt, dass Makrophagen 

und auch Monozyten eine essentielle Bedeutung in der Atherosklerose ha-

ben.[119] Dendritische Zellen sind eng mit diesen beiden Zellarten verwandt. Ak-

tuelle Untersuchungen führen zu der Annahme, dass DCs eine ähnlich wichtige 

Stellung in der Pathogenese haben.[84]  

Das Vorkommen von DCs in der gesunden Aorta wurde 1995 erstmals beschrie-

ben.[82, 120] In gesunden Gefäßabschnitten findet man eine kleine Anzahl an 

DCs vor allem im subendothelialen Bereich des Gefäßes und in noch kleinerer 

Anzahl in der Adventitia.[84, 121] Es wird vermutet, dass DCs dort dem Gefäß-

assoziierten lymphatischen Gewebe (VALT) angehören. Dies ist eine Gruppe aus 

verschiedenen Immunzellen, die ihre Umgebung nach potentiellen pathogenen 

Antigenen scannen.[84, 122] An Stellen des Gefäßsystems, welche für die 

Atherosklerose prädisponiert sind, wie z.B. der Aortenbogen, Abzweigungen oder 

Gefäßwölbungen, findet man schon in der Frühphase der Atherosklerose 

DCs.[49, 123] Hier bilden sie sogenannte Zellcluster aus.[124] Vergleicht man 

dies mit Bereichen, die gegen die Atherosklerose eher resistent sind, ist die An-

zahl in den anfälligen Bereichen deutlich erhöht.[84] Die Anzahl der DCs in der 

Aorta ist in der Anfangsphase der Atherosklerose eher gering. Jedoch steigt diese 

enorm an, sobald die Erkrankung fortschreitet.[82, 125] DCs wurden bereits bei 

Kindern im Alter von 8 Wochen bis zu 10 Jahren in der Intima der Karotiden ent-

deckt.[84, 126] Neben der Proliferation ortsständiger Zellen scheint auch die Rek-

rutierung dendritischer Zellen in der Atherosklerose bedeutsam zu sein.[49, 127] 

Bei einer Gefäßverletzung werden die Endothelzellen, die die Gefäßwand aus-

gleiten, in Mitleidenschaft gezogen. Thrombozyten und Fibrin lagern sich dort an, 

um die Blutung zu unterbinden und den Heilungsprozess zu initiieren. Auch die 

Immunabwehr ist in solch einem Fall sehr wichtig, deshalb kommt es anschlie-

ßend es zu einer Rekrutierung von Leukozyten auf welche die Infiltration der Ge-

fäßwand folgt.[39] 
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Leukozyten zirkulieren unter normalen Bedingungen durch Blutgefäße und lym-

phatische Gewebe. Bei Verletzungen oder Entzündungen infiltrieren sie diese 

Gewebe. Dieser Prozess wird von der Interaktion von Integrinen mit den jeweili-

gen Liganden vermittelt. Beeinflusst wird dieser Prozess von verschiedenen Zy-

tokinen. Die DCs binden über Oberflächenrezeptoren an E- und P-Selektin, wel-

ches sich an der Oberfläche von Endothelzellen befindet.[128] Nach der Interak-

tion mit dem Endothel beginnen DCs sich unter atherosklerotischen Bedingungen 

vermehrt in der Gefäßwand anzusammeln.[82] Verschiedene vom Endothel aus-

gehende, proatherogene Stimuli verstärken diesen Prozess, sodass sich im 

Laufe der Erkrankung mehr DCs in der Gefäßwand akkumulieren.[129] Auch die 

Rekrutierung der DCs über sich anlagernde Thrombozyten stellt einen wichtigen 

Weg der DCs in den Bereich der Atherosklerose dar. Dies ist in Kapitel 1.4 aus-

führlich beschrieben. Bei Versuchen, in denen das Integrin Mac-1 blockiert oder 

deletiert wurde, fiel eine stark gehemmte Infiltration der Immunzellen in entzün-

dete Gewebe auf, was zu einer gestörten Funktion in der Bekämpfung des pa-

thogenen Vorgangs führte. Dies lässt auf die Wichtigkeit von Mac-1 im angebo-

renen Immunsystem schließen.[100, 130] 

Die Verantwortung von Lipidaufnahme, die Schwammzellformation und auch das 

Plaquewachstum wurde bisher hauptsächlich den Makrophagen zugeschrieben. 

Jedoch zeigen neuere Studien immer deutlicher, dass DCs ebenfalls Lipide auf-

nehmen und zur Initiation und Progression der Atherosklerose beitragen.[82, 131] 

Vermutet wird sogar, dass zuerst die DCs und erst dann lipidspeichernde Makro-

phagen am Initiierungsprozess der Atherosklerose beteiligt sind.[84] DCs beein-

flussen höchstwahrscheinlich nicht nur die Anfangsphase der Atherosklerose 

sondern auch die vulnerable Plaque.[35, 132]  

Die Anzahl an im Blut zirkulierenden DCs in Patienten mit einer KHK, stabiler 

oder instabiler Angina pectoris, sowie in Patienten mit einem Myokardinfarkt ist 

verringert, da diese nach ihrer Aktvierung in die Lymphknoten oder in athero-

sklerotische Plaques migrieren. Dort ist die Anzahl der DCs erhöht.[49, 133-136] 

Auch innerhalb der klinischen Progression der Erkrankung ist das Vorkommen 

von DCs unterschiedlich. Patienten, die an den Symptomen der Atherosklerose 
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leiden, zeigen in einer Karotisplaque eine höhere Anzahl an DCs, als Patienten, 

die (noch) keine Symptome zeigen.[137] 

In der für Atherosklerose prädilektierten Stelle des Aortenbogens oder Orte mit 

verwirbelter Blutströmung kommen DCs gehäuft vor schon bevor die Erkrankung 

sichtbar ist.[49, 123] Im Verlauf der Erkrankung akkumulieren sich DCs vor allem 

in der verletzlichen Plaque-Schulter. Dort sind bis zu 90% der Dendritischen Zel-

len innerhalb der Plaque zu finden.[49, 82, 84, 127, 136, 137]  

Die Anzahl der DCs nimmt im Verlauf der Atherosklerose weiter zu. Dies ge-

schieht einerseits durch Proliferation ortsständiger DCs und andererseits durch 

weitere Rekrutierung der DCs in den Bereich der Läsion durch die Leukozyten 

selbst oder durch Thrombozyten. Weiter scheint es den DCs auch nicht möglich 

aus der Plaque wieder hinaus zu wandern.[49, 82, 84, 127, 136, 137] 

Durch vielfache Weise sind DCs in der Lage die Atherosklerose zu beeinflussen. 

Studien zeigten, dass sie den Cholesterinhaushalt modulieren können. Die 

Depletion von CD11c-positiven DCs bewirkte eine erhöhte Cholesterinämie.[82, 

117] Eine weitere Studie zeigt, dass nach einer kurzzeitigen Depletion von 

CD11c+ DCs die intimale Akkumulation von Lipiden und die Anzahl der Schaum-

zellen stark abnimmt und es zu einer großen subendothelialen, extrazellulären 

Akkumulation von Lipiden kommt.[131]  

DCs können auch durch ihre Funktion als antigenpräsentierende Zellen zur Pro-

gression der Atherosklerose beitragen. Die Deletion von Molekülen, die bei der 

Antigenpräsentation und DC Migration beteiligt sind, führt zu einer Abnahme der 

Atherosklerose.[82, 138] Auch Mäusen, denen ein bestimmtes, mit MHC-II-

Molekülen assoziiertes Protein fehlt (CD74) zeigen eine Reduktion der Athero-

sklerose.[82, 139] Weiter resultiert ein Verlust kostimulatorischer Moleküle wie 

CD80 oder CD86, die an der Aktivierung von T-Zellen beteiligt sind, in einer Ver-

ringerung der Plaquegröße.[82, 140] DCs induzieren an der Stelle der Gefäßver-

letzung die proinflammatorische Antwort des Immunsystems. Innerhalb der Pro-

gression der Atherosklerose kommen DCs in einer großen Variabilität innerhalb 

ihrer Subtypen vor. Dies könnte bedeuten, dass die DCs im Verlaufe der Patho-

genese der Atherosklerose verschiedene Aufgaben innehaben.[141, 142] 
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DCs bilden Zytokine, wie IL-6, TNFα (Tumor Nekrose Faktor alpha) oder IL-12. 

Diese gelten als proatherogen.[82] Im Vergleich zu DCs im Ruhezustand schüt-

ten DCs von Patienten mit einer instabilen Angina pectoris höhere Level von pro-

inflammatorischen Zytokinen, wie TNFα und Interleukin 1β aus.[49, 143] DCs bil-

den auch Zytokine, die andere Leukozyten rekrutieren. Zum Beispiel wird CCL2 

(Monozyten Chemokinligand 2) unter anderen von DCs gebildet und lockt dann 

Monozyten, Gedächtnis-T-Zellen und andere DCs in den Bereich der Entzündung 

an.[82, 144, 145] 

Welche Aufgabe die DCs direkt innerhalb der atherosklerotischen Plaque erfüllen 

ist unklar, da es widersprüchliche Daten hierzu gibt.[117, 131, 146] Es wird be-

schrieben, dass DCs in der Adventitia aktiviert werden, was dann in einer Aktivie-

rung von lokalen T-Zellen mündet. Hier kommt es dann zu einer lokalen Inflam-

mation.[116] Dass DCs eine Autoimmunreaktion als Beginn der Atherosklerose 

induzieren, stellt eine weitere Möglichkeit dar.[147] Auf der anderen Seite wird 

aber auch ein atheroprotektiver Wirkmechanismus der DCs beschrieben. Sie ex-

primieren das antiapoptotische Gen hBCL2, sodass ihre Lebensspanne verlän-

gert wird. In der Folge kommt es durch eine erhöhte T-Zell-Aktivierung und Aus-

schüttung von Zytokinen zu einer Läsionsprogression und einer Destabilisierung 

der Plaque.[117] 

DCs tragen auch zu Mechanismen der Gefäßreparatur bei.[16, 35, 84] Hier gibt 

es widersprüchliche Studien, in denen DCs die Reparatur entweder fördern oder 

verhindern.[49, 148] 

Auch die häufig mit der Atherosklerose einhergehenden Erkrankungen haben 

Einfluss auf das Verhalten der DCs. Atherosklerose und Diabetes sind eng mitei-

nander verwandt. In Patienten mit Diabetes und gleichzeitigen atheroskleroti-

schen Beschwerden konnten DCs gefunden werden, welche eine verschlechterte 

immunologische Antwort aufwiesen.[149] Zur Modifikation der Dyslipidämie sind 

Statine etablierte, pharmakologische Hauptsubstanzen in der Behandlung und 

Prävention von atherosklerotisch bedingten Erkrankungen. Sie führen zu einer 

Abnahme der Anzahl an DCs in atherosklerotischen Plaques. Dies weißt weiter 

auf den proatherogenen Effekt der DCs hin.[49, 127] 
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1.4 Interaktion von Thrombozyten und Dendritischen Zellen in der 
Atherosklerose 

In der Atherogenese stellen Thrombozyten und auch Dendritische Zellen(DCs) 

wichtige Zellpopulationen dar.[35, 36, 49, 82, 84, 123, 127, 132, 136, 137] Die 

Interaktion speziell dieser beiden Zellarten ist noch nicht abschließend unter-

sucht.  

Schon 1961 wurde vermutet, dass phagozytierte Thrombozyten der Ursprung der 

Lipide in atherosklerotischen Plaques und Thromben sein könnten.[150] Erst 40 

Jahre später konnte gezeigt werden, dass die Phagozytose von Thrombozyten 

durch Makrophagen in einer atherosklerotischen Plaque stattfindet. Dies führt zur 

Aktivierung der Makrophagen und trägt zur Schwammzellbildung bei.[151] Weiter 

konnte gezeigt werden, dass nicht nur Makrophagen Thrombozyten internalisie-

ren, sondern auch Dendritische Zellen. Voraussetzung hierfür ist, dass DCs im 

Bereich einer sich entwickelnden oder auch schon statthaften Atherosklerose mit 

Thrombozyten in Kontakt kommen.[35, 49]  

Das Zusammenspiel vaskulärer Zellen spielt eine wichtige Rolle in der Entste-

hung einer Entzündung und der immunologischen Antwort auf einen Reiz, wie 

ihn z.B. eine Gefäßverletzung oder ein Antigen darstellt.[39] Im Rahmen einer 

Gefäßverletzung adhärieren Thrombozyten an diese Stelle und werden aktiviert. 

Aktivierte Thrombozyten interagieren dann mit zirkulierenden Leukozyten.[36, 

37] Sie unterstützen die Extravasation der Leukozyten und die Gewebsinfiltration 

im Bereich einer Entzündung. Unter arteriellen Flussbedingungen sind Throm-

bozyten in vitro und in vivo Voraussetzung für die Adhäsion von DCs an eine 

verletzte Gefäßwand oder das darunterliegende Kollagen der subendothelialen 

Matrix.[35] Langer et al. konnten in vivo zeigen, dass DCs nicht an eine intakte 

Gefäßwand adhärieren. Nach einer Gefäßverletzung adhärieren DCs jedoch 

sehr schnell an diesen Bereich.[35] Auch alleine hohe Scherraten im Blutstrom 

könnten ein Auslöser für die Thrombozytenaktivierung sein, sodass diese DCs 

rekrutieren.[49, 152]  



 28 

Die Rekrutierung von zirkulierenden Leukozyten an die Gefäßwand erfordert eine 

Reihe von geordneten Abläufen, die über Zell-Zell Kontakte und Zytokine gesteu-

ert werden. Allgemein für die Rekrutierung von Leukozyten ist bekannt, dass eine 

P-Selektin(CD62P)/PSGL-1 vermittelte Anheftung mit anschließendem Rollen 

der Leukozyten an der Gefäßwand stattfindet.[37, 153, 154] Durch die anschlie-

ßende Aktivierung der Leukozyten, die Integrin vermittelte feste Adhäsion und 

Diapedese kommt es zur Infiltration der Gefäßwand.[39, 155] Neben dem P-Se-

lektin vermittelten Rollen der Leukozyten auf den Thrombozyten wurde auch das 

Rollen der Leukozyten an den Thrombozyten mittels GPIb[156] und GPIIb/IIIa 

beschrieben.[157]  

Im speziellen Fall der Interaktion zwischen DCs und Thrombozyten konnte ge-

zeigt werden, dass Thrombozyten Pseudopodia ausbilden, um mit DCs zu inter-

agieren, was darauf schließen lässt, dass es spezifische Rezeptoren für die Ad-

häsion geben muss.[35] Desweiteren konnte gezeigt werden, dass die Adhäsion 

von DCs an eine verletzte Gefäßwand von Thrombozyten vermittelt wird.[35] 

Mehrere Oberflächenrezeptoren, die Interaktionspartner für Thrombozyten sein 

könnten, wurden von Langer et al. identifiziert. Beide Untergruppen des β2-In-

tegrins Mac 1, CD11b (αM-Untergruppe) und CD18 (β2-Untereinheit) waren stark 

exprimiert. Des Weiteren waren CD29 und CD162(PSGL-1) exprimiert.[35] Unter 

arteriellen Flussbedingungen, simuliert in einer parallelen Flusskammer, stellte 

sich heraus, dass die Adhäsion signifikant verringert war, wenn die DCs mit einem 

blockierenden Antikörper gegen CD11b vorbehandelt wurden. Dies gab den Hin-

weis, dass Mac-1 auf DCs eine wichtige Rolle in der Interaktion von DCs und 

Thrombozyten spielt.[35] Jam-C auf Thrombozyten und das Integrin Mac-1 auf 

DCs wurden als ein Interaktionspartnerpaar identifiziert, welches eine feste Ad-

häsion vermittelt.[35]  

Zago et al. beschrieben, dass die Rekrutierung von Leukozyten an die Stelle ei-

ner Gefäßverletzung über das Glykoprotein GPIbα auf Thrombozyten und das 

β2-Integrin Mac-1 auf Leukozyten geschieht.[158] Simon et. al zeigten, dass 

GPIbα und Mac-1 ein Rezeptor-Ligandenpaar in Neutrophilen Granulozyten dar-

stellt.[39] Auch für Monozyten ist dies bekannt.[39] Manche Integrine enthalten 

eine α-Untergruppe, die eine I-Domäne (I=inserted) enthält. Diese besteht aus 
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ungefähr 200 Aminosäuren und ist in die Bindung von Liganden eingebunden. Es 

ist aufgefallen, dass diese I-Domäne der A-Domäne des von-Willebrand-Faktors 

(vWF) sehr ähnlich ist. Der Bindungspartner der A-Domäne des vWF ist der 

GPIb-IX-V Komplex, welcher GPIbα enthält. Beginnend mit diesem Gedanken-

gang konnten Simon et al. zeigen, dass GPIbα in Neutrophilen ein Bindungs-

partner von Mac-1 ist. Spezieller noch, dass die I-Domäne von Mac-1 die Inter-

aktion mit GPIbα eingeht.[39] Weiter konnte gezeigt werden, dass die Sequenz 

P201-K217 der I-Domäne der αM-Einheit von Mac-1 für die Bindung von GPIbα in 

Neutrophilen Granulozyten zuständig ist. Gegen diese M2-Sequenz wurde ein 

Antikörper entwickelt, der auch in dieser Arbeit verwendet wurde (Anti M2 Anti-

körper).[109] Studien in vitro zeigten, dass die Adhäsion von murinen und auch 

humanen Leukozyten an Thrombozyten nach Blockierung mittels des Anti M2 

Antikörpers unter laminaren Flussbedingungen abnimmt.[110] Auch in vivo 

konnte gezeigt werden, dass nach einer Gefäßverletzung und nach spezifischer 

Blockierung von αMβ2 mit dem Anti M2 Antikörper die Anzahl der akkumulierten 

Leukozyten reduziert, sowie die Proliferation der Neointima verringert war.[110] 

Dies Spezifität dieser M2 Sequenz für die Bindung von GPIbα konnte gezeigt 

werden.[110] Eine Studie in Mäusen mit Fehlen von Mac-1 (knockout) zeigte eine 

abgeschwächte Migration und Akkumulation von Leukozyten in der Arterien-

wand, sowie eine verringerte Neubildung der Intima.[158, 159] In einer Studie, in 

der Mac-1 mittels eines Anti CD11b (M1/70) Antikörpers blockiert wurde, konnte 

eine verringerte Leukozytenrekrutierung und eine verringerte Proliferation der 

Neointima festgestellt werden. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass die Rek-

rutierung von Leukozyten über GPIbα und Mac-1 vonstattengeht.[158, 160] So 

könnte das Rezeptorpaar GPIbα und Mac-1 auch ein mögliches Interaktions-

partnerpaar zwischen Thrombozyten und DCs darstellen. 

Thrombozyten interagieren mit ihrer Umwelt durch direkten Zell-Zell-Kontakt, 

aber auch durch verschiedene Chemokine. Es gibt bereits einige Hinweise, dass 

Thrombozyten nicht nur in der Lage sind DCs zu rekrutieren, sondern auch diese 

in ihrer Funktion zu modulieren. Hagihara et al. zeigten, dass die von hohen 

Scherraten aktivierten Thrombozyten die Reifung der DCs durch sezerniertes IL-

10 induzieren.[152] Auch durch Hitzeschockproteine könnten Thrombozyten DCs 
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aktivieren.[147] Sie sezernieren unter anderem den Plättchenfaktor 4, welcher 

die Fähigkeit besitzt den Reifegrad der DCs zu modulieren.[161] Das von Throm-

bozyten sezernierte CD40L wirkt auch auf DCs, die dann eine verstärkte Prolife-

ration von Lymphozyten anregen.[35] Aber auch der direkte Kontakt zwischen 

Thrombozyten und DCs moduliert deren Funktionalität. Die Inhibition der Interak-

tion von Thrombozyten und DCs über Jam-C und Mac-1 führt zu einer verringer-

ten Apoptose der DCs.[35] Dies lässt darauf schließen, dass der direkte Kontakt 

von Thrombozyten und DCs auch deren Zellfunktion modifiziert. Auch die Pro-

duktion von proinflammatorischen Zytokinen von DCs, wie IL-10, IL-12 und 

TNFα, wird von Thrombozyten beeinflusst.[49, 152, 162] Die Interaktion zwischen 

Thrombozyten und DCs über einen direkten Zell-Zell-Kontakt induziert andere 

Effekte, als eine Kommunikation über beispielsweise von Thrombozyten sezer-

nierte, gelöste Zytokine. Dies ist ein Hinweis, dass Thrombozyten die Aktivität von 

DCs auch kontextabhängig unterschiedlich beeinflussen können.[72, 163]  

Dendritische Zellen habe auch Anteil an den Reparaturmechanismen nach einer 

Gefäßverletzung. Eine Inhibition der Mac-1/GPIbα-Interaktion führt zu einer ab-

nehmenden Zellproliferation mit der Folge einer verringerten Bildung der Neoin-

tima des Gefäßes.[158] 

Dendritische Zellen phagozytieren, nach deren Rekrutierung und Aktivierung, ak-

tivierte Thrombozyten. Dies könnte die Immunantwort und die Atherogenese be-

einflussen.[35, 82]  Im Verlauf unterliegen die DCs der Apoptose, was Einfluss 

auf die Plaquestabilität haben kann.[35, 164] So gibt es Hinweise, dass die Inter-

aktion zwischen Thrombozyten, Dendritischen Zellen und anderen Leukozyten 

zur Instabilität der Plaquestruktur mit gravierenden Folgen führen kann.[135]  
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1.5 Zielsetzung der Arbeit 

Die große Bedeutung von Thrombozyten in der Pathogenese der Atherosklerose 

ist schon lange bekannt und unwidersprechlich. Es wird aber immer deutlicher, 

dass Dendritische Zellen auch eine große Rolle hierbei spielen. Um einen Beitrag 

zum Verständnis der Pathogenese der Atherosklerose und genauer der Rolle der 

Interaktion von Thrombozyten und Dendritischen Zellen zu leisten wurde diese 

Arbeit konzipiert. Wie in den Vorkapiteln, insbesondere unter 1.4, beschrieben 

bestehen bereits Hinweise und Belege wie Dendritische Zellen an den Ort der 

Atherosklerose rekrutiert werden. In vivo konnte gezeigt werden, dass Dendriti-

sche Zellen (DCs) mit Thrombozyten im Bereich einer Gefäßverletzung über 

Mac-1 und Jam-C interagieren. Jam-C ist jedoch nicht auf murinen Thrombozyten 

exprimiert, was auf einen alternativen Interaktionsmechanismus hinweist. Für an-

dere Leukozyten ist eine Interaktion mit Thrombozyten über das Rezeptor-Ligan-

den-Paar GPIbα/Mac-1 bekannt. So wurde die Hypothese aufgestellt, dass DCs 

und Thrombozyten über das Integrin Mac-1 auf DCs und das Glykoprotein GPIbα 

auf Thrombozyten als Rezeptor-Linganden-Paar eine feste Bindung eingehen. 

Dieser Fragestellung soll in dieser Arbeit in vitro und in vivo nachgegangen wer-

den. 
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2 Material und Methoden 

 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte und Software 

Tabelle 1. Geräte, Software 

Geräte/Software Hersteller 

Bildschirm neovo X15A AG Associated Industries, China 

Brutschrank CO2 Inkubator MCO-18 

AIC  

Sanyo, Gunma-Ken, Japan 

Endnote X7 Bld 8818 Thomson Reuters, New York, USA 

Eppendorf-Reaktionsgefäß-Ständer  Brand, Wertheim  

Falconständer Brand, Wertheim  

Feinwaage ED6202S  Sartorius, Göttingen  

Image J 1.47v Wayne Rasband, National Institutes 

of Health, USA 

Isofluranvernebler Isotec 4 Ohmeda, GE Healthcare, Little Chal-

font, United Kingdom 

Lampe Fluo Arc Carl Zeiss, Jena 

Lichtmikroskop Axiovert 200  Carl Zeiss, Jena 

Magnetrührer IKAMAG RCT basic  IKA Werke, Staufen 

Mikroskop Apoptom Observer.Z1 

(Software Axio Vision V4.8.2.0) 

Carl Zeiss, Jena 

Mikroskop Axiovert 200 Carl Zeiss, Jena 

Mikroskop Diaphot Nikon, Tokio, Japan 
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Mikroskop Lampe HAL 100 Carl Zeiss, Jena 

Mikroskop Lampe HBO 100 Carl Zeiss, Jena 

Mikroskop Stemi 200-C Carl Zeiss, Jena 

Mikroskop Zeiss Carl Zeiss, Jena 

Objektiv Achroplan 10x Carl Zeiss, Jena 

Objektiv Achroplan 20x Carl Zeiss, Jena 

pH-Meter  Hanna Instruments, Kehl a.R.  

Pipettierhilfe Accu Jet pro Brand, Wertheim 

Sterilbank HERAsafe  Heraeus, Hanau  

Videorekorder Datavideo VDR 3000 Datavideo Technologies Co., Utrecht, 

Niederlande 

Vortex Schüttler  IKA Werke, Staufen  

Wärmeunterlage Thermolux Witte+Sutor GmbH, Murrhardt 

Zellzählautomat KX-21N  Sysmex, Kobe, Japan  

Zentrifuge 5417C Eppendorf, Hamburg 

Zentrifuge Multifuge 3S+ Heraeus, Hanau 

 

 

  



 34 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 2. Verbrauchsmaterialien 

Material Hersteller 

6-well Platte Tissue Culture Plate Becton Dickinson, Heidelberg 

96-well Platte Tissue Culture Plate Becton Dickinson, Heidelberg 

Augen- und Nasensalbe Bepanthen® Bayer Vital GmbH, Leverkusen 

CChip Neubauer improved Zählkam-

mer 

Biochrom, Merck Millipore, Darmstadt 

CD-Rohlinge Lyreco, Marly, Frankreich 

Einmalhandschuhe steril Biogel Skin-

sense 

Mölnycke Health Care, Düsseldorf 

Einmalskalpell Feather Safety Razor Co., Osaka 

Einmalspritzen B. Braun Melsungen AG 

Enthaarungscreme z.B. DM Balea Enthaarungscreme 

Eppendorf Reaktionsgefäße (0,5ml, 

1,5ml, 2,0ml) 

Eppendorf AG, Hamburg 

Falcon Zentrifugenröhrchen (15ml, 

50ml) 

Becton Dickson, Heidelberg 

Glaskapillare 100µl N-Heparin, ein-

mal 

Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt 

Glaspipetten (5ml, 10ml, 25ml) Costar, Bodenheim 

Isofluran CP CP Pharma, Burgdorf 

Kanüle Sterican® Gr. 18 – G 26 x 1“ / 

Ø 0,45 x 25 mm – braun 

B. Braun Melsungen AG 
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Kanüle Sterican® Gr. 20 – G 27 x 

3/4“ / Ø 0,40 x 20 mm – grau 
B. Braun Melsungen AG 

Leukoplast Pflaster BSN medical GmbH, Hamburg 

Pipetten Eppendorf, Hamburg 

Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg 

Polystyrene Round-Bottom(PRB)  

Tubes 5ml 

Becton Dickson, Heidelberg 

Sauerstoff O2 Linde Group, Oberschleißheim 

Softasept Desinfektionsmittel B. Braun Melsungen AG 

Sterilfilter für Falcon, Striflip-GP Filter 

0,22µm 

Merck Millipore, Darmstadt 

Sterilfilter Millex-GP für Spritze Sy-

ringe Driven Filter 0,22µm 

Merck Millipore, Darmstadt 
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2.1.3 Lösungen, Medien, Reagenzien, Proteine 

Tabelle 3. Lösungen, Medien, Reagenzien, Proteine 

Material Hersteller 

Ammoniumchlorid Stemcell Technologies, Vancouver, 

Kanada 

BSA Lösung, Bovine Serum Albumine PAA Laboratories GmbH, Pasching 

DCF (=Carboxyfluorescein diacetate 

succinimidyl ester) 

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 

USA 

Dulbecco’s Phosphate Buffered Sa-

line (PBS) 

Sigma-Aldrich, St. Louis 

Ethanol Merck, Darmstadt 

Fentanyl CuraMed/Pharma GmbH 

Fetales Kälberserum (FCS) PAA Laboratories GmbH, Pasching 

HEPES Buffer 1 M  Sigma Aldrich, St. Louis 

Medetomidine (= Medetomidin) Pfizer Inc., New York, USA 

mGMCSF, Recombinant Murine  

GM-CSF 

Peprotech, Rocky Hill, USA 

Midazolam Ratiopharm, Ulm 

NaCl 0,9 % Isotonische  

Kochsalzlösung 

Fresenius Kabi Deutschland GmbH, 

Bad Homburg 

Penicillin/Streptomycin (100x) 

Pen/Strep 

PAA Laboratories GmbH, Pasching 

RPMI-Medium 1640 (1x) Gibco, Grand Island 

β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, München 
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2.1.3.1 DC-Medium 

500ml RPMI-Medium wurden unter der Sterilbank 50ml FCS, 5ml HEPES, 5ml 

Pen/Strep und 18µl β-Mercaptoethanol zugesetzt. Das DC-Medium wurde bei 

4°C aufbewahrt.  

 

2.1.3.2 ACD Puffer 

Es wurden 12,5g Na3-Citrat, 6,82g Zitronensäure und 10g Glucose mit 500ml 

Aqua dest. gemischt. Der pH wurde anschließend mit 1N NaOH auf 4,69 einge-

stellt. Die Lösung wurde steril filtriert und bei 4°C aufbewahrt. 

 

2.1.3.3 Tyrodes 10fach 

Zur Herstellung wurden 80g NaCl mit 10,15g NaHCO3, 195g KCL und 1000ml 

Aqua dest. gemischt. Die Lösung wurde steril filtriert und bei 4°C aufbewahrt. 

 

2.1.3.4 Tyrodes pH 7.4 + 0,1% BSA/Glucose 

Zur Herstellung wurden 0,2g BSA, 0,2g Glucose 20ml Tyrodes 10fach und 180ml 

Aqua dest. vermischt. Mit 1M HEPES wurde der pH auf 7.4 eingestellt. Die Lö-

sung wurde sterilfiltriert und bei 4°C aufbewahrt. 

 

2.1.3.5 Tyrodes pH 6.5 

Zur Herstellung wurde die Lösung „Tyrodes pH 7.4 + 0,1% BSA/Glucose“ mit 1N 

HCL auf pH 6.5 eingestellt. Die Lösung wurde steril filtriert und bei 4°C aufbe-

wahrt. 
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2.1.4 Versuchstiere 

Tabelle 4. Versuchstiere 

Stamm Bezugsquelle 

C57Bl/6J Eigenzucht, Charles River Laboratories International Inc., USA 

IL4-Rα/GPIbα 

(C57Bl/6J Hin-

tergrund) 

Eigenzucht, Charles River Laboratories International Inc., USA 

 

Die Versuchstiere C57Bl/6J wurden als Wildtyp, sowie als Kontrolltiere verwen-

det. Die IL4-Rα/GPIbα (knockout) Mäuse besitzen den genetischen Hintergrund 

der C57Bl/6J Wildtyp-Versuchstiere. Bei diesen Mäusen wurde der extrazelluläre 

Anteil des GPIbα-Rezeptors genetisch durch einen humanen IL4-Rezeptoranteil 

ersetzt.[41] 

Die Tierversuche wurden vom Regierungspräsidium Tübingen genehmigt (TVA 

M15/13).  

Das versuchstierkundliche Privatissimum zur Erlangung tierschutz- und ver-

suchstierkundlicher Fachkenntnisse nach §3 Abs. 2 und Anlage 1 Abschnitt 2 und 

3 der TierschutzVersuchstierVerordnung wurde erfolgreich absolviert. 

Die Versuchstiere wurden in Käfigen des Typs II lang zu maximal 5 Tieren auf 

Einstreu gehalten. Diese enthielten als „Enrichment“ Holzhäuschen, sowie Holz-

röhren. Als Nistmaterial wurde Zellstoff zur Verfügung gestellt. Die Tiere wurden 

mit ausreichend Trinkwasser und Standardtrockenfutter versorgt. 
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2.1.5 Antikörper 

Tabelle 5. Antikörper 

Antikörper Name Hersteller Clone Isotyp Ctrl 

Anti CD 11 b 

M1/70 

Leaf Purified anti-
mouse/human CD 
11b 

Biolegend M1/70 Leaf Purified Rat IgG2b,k Iso-
type Ctrl, RTK 4530 

     

Anti CD 11c Purified Anti-mouse 
CD11c 

Biolegend N418 Purified Armenian Hamster 
IgG Isotype Ctrl, HTK888 

     

Anti CD61 Leaf Purified anti-
mouse/rat CD61 

Biolegend 2C9-G2 (HM Leaf Purified Armenian Ham-
ster IgG Isotype Ctrl, HTK888 

     

Anti CD209a Biotin Rat Anti-
mouse CD209a 
(CIRE, DC-Sign) 

BD Pharmingen 5H10/CIRE Biotin Rat IgG2a,k Isotype 
Ctrl, R35-05 

     

Anti CD102 Purified Rat Anti-
mouse CD 102 

BD Pharmingen 3C4(mIC2/4) Biotin Rat IgG2a,k Isotype 
Ctrl, R35-95 

     

Anti M2  Daniel Simon, 
Boston 

 Normal Rabbit IgG Control, 
purified, R&D Systems, 
AB105C 

     

Anti PopB Anti-GPIbalpha Ak 
Fab 

Bernhard Nies-
wandt, Würz-
burg 

stha_01 
lot#SLBF6029L 
57E12 Fab’ 

Rat IgG Control, Nieswandt, 
stha_03 

     

 

Der Antikörper Anti M2 wurden uns freundlicherweise von Daniel I. Simon (Bos-

ton) zur Verfügung gestellt. Dieser bindet an die P201-K217 Sequenz der I-Domäne 

der αM Einheit von Mac-1.[109] 

Der Antikörper Anti PopB, sowie die dazugehörige Kontrolle wurde uns freundli-

cherweise von Bernhard Nieswandt (Würzburg) zur Verfügung gestellt. 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Thrombozytenisolation aus murinem Vollblut 

Die Maus wurde zur Blutentnahme mit Isofluran narkotisiert und der retrobulbäre 

Venenplexus mit einer heparinisierten Glaskapillare punktiert. Das Blut wurde in 

ein Eppendorf-Reaktionsgefäß mit 300μl ACD-Puffer getropft. Anschließend 

wurde das Blut mit einer Pipette in ein 5ml Polystyrene Round-Bottom (PRB) 

Tube gegeben. Hierbei musste vorsichtig vorgegangen werden, damit es nicht 

zur Aktivierung bzw. Zerstörung der Thrombozyten kommen konnte. Das Röhr-

chen wurde mit Tyrodes pH 6.5 auf 2ml aufgefüllt. Als nächster Schritt folgte die 

Zentrifugation ohne Bremse bei 120g für 20 Minuten bei Raumtemperatur. Das 

PRP (platelet rich plasma) wurde danach vorsichtig und langsam mit verschiede-

nen Pipetten abgenommen. Zu beachten war, dass keine Erythrozyten aufge-

nommen, jedoch so viele Thrombozyten wie möglich gesammelt wurden. Das 

PRP wurde in ein neues PRB gegeben, welches danach mit Tyrodes pH 6,5 auf 

4ml aufgefüllt wurde. Ein nächster Zentrifugationsschritt bei 2600g für 10 Minuten 

ohne Bremse bei Raumtemperatur folgte. Der Überstand wurde danach abge-

nommen. Das Pellet wurde mit 250μl Tyrodes pH 6.5 und mit 250μl Tyrodes pH 

7.4 (zur Neutralisation) resuspendiert.  

Für die Zählung im Sysmex wurden 5μl der Thrombozytenlösung und 45μl Tyro-

des pH 7.4 gemischt, was einer Verdünnung von 1:10 entsprach. Im Symex wur-

den die Thrombozyten maschinell ausgezählt. 

 

2.2.2 Gewinnung von Dendritischen Zellen aus murinem Knochenmark 

Zur Gewinnung von Dendritischen Zellen (DCs) wurden Wildtypmäuse nach ei-

ner starken Narkotisierung mit Isofluran artgerecht per Genickbruch euthanisiert. 

Femuren und Tibiae wurden von jeglichem Gewebe freipräpariert, gereinigt und 

in einem Eppendorf-Reaktionsgefäß, welches mit DC-Medium gefüllt wurde, auf 

Eis kurzzeitig aufbewahrt. Unter der Sterilbank wurden die Knochen in einer 6-

well Platte mit Ethanol desinfiziert und anschließend in DC-Medium gespült. Zur 

Gewinnung des Knochenmarks wurden die Epiphysen mit einem Skalpell abge-
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trennt. Die Röhrenknochen wurden anschließend mit einer 10ml Spritze und ei-

ner 27G Kanüle mit DC-Medium durchspült, bis der Knochenschaft durchsichtig 

schimmerte. Das Knochenmark wurde in einem 50ml Falcon-Reaktionsgefäß 

aufgefangen. Anschließend erfolgte die Sterilfiltration mit einem 70µm Filter. Das 

DC-Medium mit den enthaltenen Zellen wurde im Filter filtriert und der Filter sorg-

fältig nachgespült, sodass alle Zellen im Filtrat enthalten waren. Es folgte die 

Zentrifugation bei 300g für 5 Minuten bei Raumtemperatur. Der Überstand wurde 

verworfen. Zur Lysierung der enthaltenen Erythrozyten wurde 1ml kaltes Ammo-

niumchlorid für 5 Minuten hinzugegeben und regelmäßig vermengt. Die Neutrali-

sation erfolgte mit 10ml DC-Medium. Zur Aufreinigung erfolgte die erneute Zent-

rifugation bei 300g für 5 Minuten bei Raumtemperatur. Der Überstand wurde ver-

worfen, sowie die Zellen erneut in 10ml DC-Medium resuspendiert. Es erfolgte 

die erneute Filtration mittels 70µm Filter. Nach einem weiteren Zentrifugations-

schritt (300g/5min/Raumtemperatur) wurden die Zellen in 18ml DC-Medium re-

suspendiert. Zur Anregung des Wachstums wurde 0,1µl murines Granulozyten-

Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (mGMCSF) pro ml DC-Medium hinzu-

gefügt, d.h. 1,8µl mGMCSF auf 18ml DC-Medium. Die Zellen wurden in einer 6-

well Platte ausgesät (3ml pro well). Im Brutschrank wurden die Zellen bei 37°C 

und 5% CO2- Gehalt für 7 Tage inkubiert. 

 

2.2.2.1 DC-Mediumswechsel 

Alle zwei Tage erfolgte der Wechsel des Mediums. Hierzu wurde das DC-Medium 

auf 37°C aufgewärmt. 20ml des DC-Mediums wurden mit 2µl mGMCSF ver-

mengt. Die 6-well Platte mit den inkubierten Zellen wurde unter der Sterilbank 

geöffnet, der Überstand vorsichtig abgesaugt und verworfen. Zur Entfernung 

leicht adhärenter Zellreste wurde mit wenig DC Medium die Platte leicht ge-

schwenkt. Es erfolgte das erneute Absaugen des Überstands. Nun wurden 3ml 

frisches Medium inklusive mGMCSF pro well hinzugegeben.  
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2.2.2.2 Ernten der DCs 

Nach 7 tägiger Kultivierung wurden die 6-well Platten mit PBS und einer 10ml 

Pipette abgespült und in einem 50ml Falcon aufgefangen. Nach Zentrifugation 

bei 300g für 7 Minuten bei Raumtemperatur erfolgte die Resuspendierung in 10ml 

PBS, die Zählung der Zellen, sowie die Einstellung der gewünschten Konzentra-

tion mittels PBS. 

 

2.2.3 Statischer Adhäsions-Assay 

Alle in dieser Arbeit durchgeführten statischen Adhäsions-Assays wurde nach fol-

gendem Protokoll durchgeführt. Ausschließlich die Antikörper wurden variiert. 

Abb. 1 beschreibt beispielhaft das Pipettierschema eines Adhäsionsassays auf 

einer 96-well Platte. Jeweils 3 wells wurden exakt gleichbehandelt. 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1  Pipettierschema einer 96-Well Platte. Je 3 wells wurden mit den gleichen Reagen-

zien befüllt. +=mit, -=ohne, Tz= Thrombozyten, DCs= Dendritische Zellen, PBS 

siehe Material, Ak1= Antikörper 1, Ctrl1= Kontrolle 1 

 

2.2.3.1 Beschichtung einer 96-well Platte mit Thrombozyten 

Nach erfolgter Thrombozytenisolation aus murinem Vollblut sowie der Gewin-

nung der DCs wurden statische Adhäsions-Assays durchgeführt. Hierzu wurden 

die Thrombozyten mittels Tyrodes pH 7.4 auf die Konzentration von 1x108 Throm-

bozyten/ml eingestellt. In eine 96-well Platte wurden pro well 60µl, d.h. 1x108 

Thrombozyten pipettiert. Diese wurden für 1h im Brutschrank bei 37°C und 5% 

CO2-Gehalt inkubiert. Der Überstand wurde anschließend abgesaugt, zelluläre 

 1 2 3 

A -Tz +DCs 

B +Tz +PBS +DCs 

C +Tz +DCs +Ak1 

D +Tz +DCs +Ctrl1 
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Überreste vorsichtig mit 80µl Tyrodes pH 7.4 gewaschen und erneut abgesaugt. 

Der Monolayer der am Boden der 96-well Platte adhärierenden Thrombozyten 

wurde mikroskopisch überprüft.  

 

2.2.3.2 Präinkubation der dendritischen Zellen mittels Antikörper 

In der Zwischenzeit wurden die DCs nach der Zellzählung mittels PBS auf die 

gewünschte Konzentration eingestellt. In Eppendorf-Reaktionsgefäßen wurden 

70.000 DCs für 30 Minuten mit verschiedenen Antikörpern, Kontrollantikörpern 

oder PBS in der Konzentration 10µg Antikörper/ml bei Raumtemperatur inkubiert.  

 

2.2.3.3 Zugabe der (präinkubierten) DCs auf den Thrombozytenmonolayer 

Nach 1 Stunde Inkubation der Thrombozyten, sowie 30 Minuten Inkubation der 

DCs mit ggfs. einem Antikörper wurden 20.000 DCs in 100µl PBS pro well zu den 

Thrombozyten hinzugefügt. Bei Raumtemperatur erfolgte die Inkubation für 1 

Stunde. Anschließend wurden die Überstände abgesaugt. Mittels 80µl PBS wur-

den Zellreste, sowie nicht adhärente Zellen vorsichtig abgewaschen und abge-

saugt. Zur Vermeidung einer Austrocknung wurden 100µl PBS pro well hinzuge-

fügt. Jeweils 3 wells wurden für eine genauere Aussage mit exakt den selben 

Reagenzien befüllt. 

 

2.2.3.4 Fotodokumentation und Auswertung 

Die Fotodokumentation des Adhäsionsassays erfolgte mittels eines Zeiss Licht-

mikroskops in 200x Vergrößerung (Objektiv 20x, Okular 10x). Pro well wurden 5 

Bilder erstellt. 4 randbildende Bilder, sowie ein zentrales Bild. Jeweils wurde ein 

anderer Ausschnitt gewählt. Dies ist beispielhaft in Abb. 2 dargestellt. Zur Aus-

wertung wurden die adhärenten DCs am Computer mittels des Programms 

Image J ausgezählt. Pro Well wurden 3 repräsentative Bilder aus den 5 erstellten 

Bilder ausgezählt. Es wurde der Mittelwert aus den drei Summen der adhärenten 

Zellen gebildet. Da immer 3 wells mit den genau gleichen Reagenzien befüllt 
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wurden, wurde erneut der Mittelwert aus diesen Mittelwerten gebildet. Dieser 

Wert ergab den abschließenden Mittelwert der adhärenten DCs. 

 

Abb. 2 Anordnung der Fotos bei der Auswertung der Adhäsionsassays in einem well. 

 

2.2.4 In vivo Darstellung von Rekrutierung und Adhäsion der DCs in der 
Intravitalmikroskopie mit temporärer Karotisligatur 

Um die Rekrutierung der DCs durch Thrombozyten in vivo zu untersuchen wurde 

die Methode der Karotisligatur und Intravitalmikroskopie mittels fluoreszierend 

markierten DCs genutzt. Diese Methode wurde schon zuvor beschrieben. [35, 

118] Die Karotisligatur wurde verwendet um eine Gefäßverletzung am Endothel 

hervorzurufen ohne das Gefäß in seiner Gesamtheit zu verletzen. Hierbei kommt 

es zur Quetschung des Endothels. Eine makroskopische Blutung tritt nicht auf. 

 

2.2.4.1 DCF Markierung der DCs 

Um die DCs bei der Intravitalmikroskopie sichtbar zu machen wurden sie fluores-

zierend markiert. Die DCs wurden nach 7-tägiger Kultivierung in 6-well Platten 

mit PBS abgespült und in einem 50ml Falcon aufgefangen. Nach Zentrifugation 

bei 300g für 7 Minuten bei Raumtemperatur wurde der Überstand verworfen und 

die Zellen in 10ml PBS aufgenommen. Die Zellen wurden mittels CChip gezählt. 

600.000 Zellen wurden in ein 15ml Falcon aufgenommen. (Ab der Versuchsreihe 

Anti M2 wurden 1.000.000 Zellen aufgenommen.) Es erfolgte die erneute Zentri-

fugation (300g/7 Minuten/Raumtemperatur). Die Zellen wurden dann in 500µl 

PBS aufgenommen. Nun erfolgte die auf Fluorescin (FITC) basierende Markie-

rung durch Zufügen von 50µl DCF. Lichtgeschützt wurde das Gemisch für 3-4 

1

42 5

3
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Minuten inkubiert. Um nun das DCF, welches nicht in die Zellen aufgenommen 

wurde, auszuwaschen wurde das Falcon auf 15ml mit PBS aufgefüllt und erneut 

abzentrifugiert (300g/7 Minuten/Raumtemperatur). Der Überstand wurde verwor-

fen und die Zellen in 1ml PBS resuspendiert. Nun erfolgte ein erneutes Zählen 

der Zellen.  

Die gewünschte Zellkonzentration betrug 100.000 DCs in 250µl PBS. Diese Kon-

zentration wurde mit PBS eingestellt. 

 

2.2.4.2 Intravenöse retrobulbäre Injektion der fluoreszierend markierten 
DCs sowie ggfs. eines blockierenden Antikörpers oder eines Kon-
trollantikörpers 

Nach der Markierung der DCs mittels DCF wurden diese lichtgeschützt weiter-

verarbeitet. Abhängig von der jeweiligen Versuchsreihe wurde kurz vor der Injek-

tion der Zellen ein Antikörper oder ein Kontrollantikörper in einem Eppendorf Re-

aktionsgefäß zu den DCs gemischt. Intravenös injiziert wurden 100.000 DCs und 

gegebenenfalls 100µg Antikörper in einem Volumen von 250µl PBS. In eine 1ml 

Spritze wurden 400µl dieses Gemisches aufgezogen und lichtgeschützt kurz ge-

lagert. Da es sich um eine kurze Zeit handelte konnte davon ausgegangen wer-

den, dass es keine relevante Reaktion zwischen DCs und Antikörper in der 

Spritze gab. 

Die Maus wurde in eine Narkosebox mit Isofluran-Narkosegas gesetzt. Nachdem 

eine ausreichende Narkotisierung durch Ausfallen der Stellreflexe der Maus bei 

weiterhin suffizienter Atmung festgestellt wurde, konnte die Maus herausgenom-

men werden. Es erfolgte die fachgerechte, intravenöse Injektion von 250µl (= 

100.000 DCF-markierte DCs + ggfs. 100µg Antikörper) des Gemischs mittels ei-

ner feinen 27G Kanüle. Die Injektion erfolgte in den retrobulbären Venenplexus 

der Maus. Hierbei wurde sorgfältig darauf geachtet, dass keine Luft injiziert 

wurde, was zu einer Luftembolie führen konnte. Des Weiteren wurde auf die ge-

naue Injektionsmenge geachtet, um die Vergleichbarkeit der Versuche aufrecht 

zu erhalten. Nach erfolgreicher Injektion durfte die Maus in ihrem Käfig wieder 



 46 

aufwachen. Bei eingeschränkter Atmung konnte die Oxygenierung mittels medi-

zinischem Sauerstoff unterstützt werden bis die Maus wieder suffizient atmete. 

Es erfolgte die Überwachung der Maus. Hierbei konnte nach einer kurzen Auf-

wachphase wieder ein normales Verhalten der Maus festgestellt werden. Durch 

sorgfältige Beobachtung konnten keine Anzeichen für Schmerzen oder Bewusst-

seinsstörungen entdeckt werden. Die Zellen, sowie ggfs. der Antikörper zirkulier-

ten für 1 Stunde in der wachen Maus um eine optimale Verteilung zu erhalten. 

 

2.2.4.3 Präinkubation der Dendritischen Zellen  

In einer Versuchsreihe erfolgte die Präinkubation der Dendritischen Zellen 
mit einem Antikörper oder des entsprechenden Kontrollantikörpers in ei-
nem Eppendorf Reaktionsgefäß. Dieser Ablauf erfolgte analog zu den unter 
2.2.3.2 beschriebenen Versuchen. 

 

2.2.4.4 Intraperitoneale Antikörperinjektion 

In einer Versuchsreihe erfolgte die Applikation des Antikörpers in die Peritoneal-

höhle. Hierzu wurden 100µg des Antikörpers mit 250µl PBS in einem Eppendorf 

Reaktionsgefäß gemischt. Dieses Gemisch wurde anschließend mit einer 26G-

Kanüle der Maus in Kurznarkose in Rückenlage injiziert. Hierbei wurde einer der 

beiden unteren Quadranten des Abdomens für die Injektion gewählt. Eine iv. Ap-

plikation wurde ausgeschlossen. Das Gemischt konnte im Anschluss für eine 

Stunde in der wachen Maus resorbiert werden und zirkulieren. 

 

2.2.4.5 Karotisligatur 

Nach einer einstündigen Zirkulationsphase der DCs wurde die Maus erneut in 

der Isoflurannarkosebox kurz narkotisiert. Anschließend erfolgte die intraperi-

toneale Injektion eines Narkosegemisches. Dieses Gemisch bestand aus Mida-

zolam (5mg/kg KG), Medetomidin (0,5mg/kg KG) und Fentanyl (0,05mg/kg KG). 

Es wurden 80µl dieses Gemisches, sowie 400µl NaCl intraperitoneal injiziert. Die 
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Maus wurde erneut in ihren Käfig gesetzt. Sie erwachte kurzeitig aus der Gas-

narkose bis die intraperitoneale Narkose zu wirken begann. Nachdem die Maus 

im Käfig bei bestehender Atmung bewusstlos wurde konnte mit dem Versuch be-

gonnen werden.  

Zum Schutz der Kornea wurde auf beide Augen eine Augensalbe aufgetragen. 

Mittels Enthaarungscreme und Wattestäbchen wurde das Fell der Maus im vent-

ralen Halsbereich entfernt. Zu beachten war, dass keine Haare oder Rückstände 

der Creme zurückblieben, welche dann zu schlechten Sichtbedingungen oder zu 

Artefakten führen konnten. Die Maus wurde in Rückenlage auf einer Heizmatte 

gelagert, die Extremitäten mittels Pflaster abduziert und fixiert. Eine Kanüle mit 

Hülle wurde ins Genick gelegt um den Hals ventralseitig zu überstrecken. Die 

Körpertemperatur wurde bei 36°C - 38°C gehalten. Um eine ausreichende 

Oxygenierung sicher zu stellen wurde die Schnauze in eine Kopfmaske gesteckt 

und Sauerstoff bei einem Fluss von 1l/min insuffliert. Hierüber wurde auch ab 30 

Minuten nach der intraperitonealen Narkose das Narkosegas Isofluran in 0,5% 

Mischung hinzugemischt um die Narkose aufrecht zu erhalten. Vor Beginn der 

Operation wurde der Zwischenzehenreflex getestet um eine ausreichend tiefe 

Narkose zu bestätigen. Nach Desinfektion des Halses wurde mit einem media-

nen Längsschnitt der Hals unter einem Stereomikroskop bei 2,5-10x Vergröße-

rung eröffnet. Es erfolgte stumpfes Präparieren des Unterhautfettgewebes und 

zur Seite drängen der paarigen Speicheldrüsen. Unter Schonung eines Seiten-

astes des Nervus vagus wurden die Aa. carotides communes knapp unterhalb 

der Bifurkation präpariert. Eine Durchtrennung dieses Nerves konnte zu lebens-

bedrohlichen Bradykardie führen. Die Arterien wurden von Binde- und Fettge-

webe befreit, sodass ein direkter Blick auf die Adventitia ohne sonstige Gewe-

bereste möglich war. Zur Kontrastierung wurden nun beidseits kleine schwarze 

Kunststoffplättchen unter die Arterien geschoben. Anschließend erfolgte die lo-

ckere Vorlage einer 7-0 Prolene Ligatur beidseits. 

Vor der Gefäßverletzung durch die Ligatur wurden unter dem Zeiss Axiotech Mik-

roskop in 100x Vergrößerung (10x Okular, 10x Objektiv) mit einer Fluo Arc Lampe 

(Carl Zeiss) und einem 495nm Filter Videoaufnahmen zur Bestimmung des 

Durchmessers erstellt. Anschließend folgten bei 200x Vergrößerung(10x Okular, 



 48 

20x Wasser Immersions Objektiv) 4 Leeraufnahmen der Arterie über die ganze 

Länge.[35] Dies ist erforderlich um schon stattgehabte Gefäßverletzungen oder 

Adhäsionen der DCs auszuschließen. Nun erfolgte zuerst die linksseitige Ligatur 

der A. carotis knapp unterhalb der Bifurkation für 5 Minuten mittels eines Knotens, 

der wiedereröffnet werden konnte. Hierbei musste beachtet werden, dass es zu 

keinem Gefäßabriss der Arterie kam. Jedoch musste die Ligatur fest genug sein, 

um eine Verletzung bzw. Quetschung des Endothels zu bewirken. Nach 5 Minu-

ten wurde die Ligatur vorsichtig entfernt. Nun konnte das Blut mit den Throm-

bozyten sowie den fluoreszierend markierten DCs ungehindert diesen Abschnitt 

des Gefäßes mit verletztem Endothel passieren. 5, 10, 30 und 60 Minuten nach 

Eröffnen der Ligatur wurden nun von dieser Stelle der Arterie Videoaufnahmen 

durch das oben genannte Mikroskop gemacht. Pro Zeitpunkt wurden 3 bzw. 4 33 

Sekunden lange Videos erstellt und auf CD archiviert. Es wurde die hintere Ge-

fäßwand fokussiert. Nach den Aufnahmen zum Zeitpunkt 5 Minuten der linken 

Seite wurde die A. carotis dextra für 5 Minuten ligiert. Die folgenden Videoauf-

nahmen erfolgten nach dem gleichen Schema. 

Nach Beendigung des Versuches wurde die Maus mittels Genickbruch oder Aus-

bluten fachgerecht und unter Narkose euthanisiert. Zu keinem Zeitpunkt gab es 

Anzeichen oder Hinweise auf eine zu flache Narkose oder Schmerzen der Maus. 

 

2.2.4.6 Auswertung der Video-Aufnahmen 

Die Auswertung der aufgenommenen Videos erfolgte am gleichen Bildschirm, 

welcher auch während des Versuches verwendet wurde. 

Zunächst wurde der Durchmesser der Arterie gemessen. Hierzu wurde eine Ska-

lierung erstellt, die zur Messung des Durchmessers bei einer 100x Vergrößerung 

mittels 10x Objektiv geeignet war und am Bildschirm verwendet werden konnte. 

Die Messung erfolgte in einem Standbild. Es wurde der größtmögliche Innen-

durchmesser in der Systole gemessen. 

Als nächstes wurden die Videoaufnahmen zu den Zeitpunkten vor Ligatur, 5, 10, 

30 und 60 Minuten nach der Ligatur ausgezählt. Es wurde pro Zeitpunkt 3 bzw. 4 

Videos à 33 Sekunden aufgenommen. Da die Aufnahmen in 200x Vergrößerung 
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aufgenommen wurden wurde eine Schablone entsprechend erstellt, die dann ei-

nen Gefäßausschnitt von 150µm x 100µm (Breite x Höhe) zeigte. Diese wurde 

so angebracht, dass sie den Teil der Gefäßwand darstellte, der eine für diesen 

Versuch repräsentativen Ausschnitt an adhärenten DCs zeigte. Ausgewertet wur-

den 30 Sekunden in halber Abspielgeschwindigkeit. Pro Video wurde der Ort der 

Schablone auf der Gefäßwand variiert um einen entsprechenden Durschnitt zu 

erhalten. Nun wurden adhärente, transient adhärente und rollende DCs ausge-

zählt. Als adhärente DCs galten fluoreszierende große Zellen, die mindestens 10 

Sekunden lang am gleichen Ort sichtbar waren. Transient adhärente DCs muss-

ten mindestens 2 Sekunden am gleichen Ort sein. Rollende DCs mussten entlang 

der Schablone in Stromrichtung über die ganze Bildschirmlänge gleiten. 

 

2.2.5 Zellzählung 

Die Bestimmung von Zellzahlen erfolgte in einer Einwegzählkammer CChip (Bi-

ochrom AG), die einer Neubauer Zählkammer improved entspricht. Hierfür wur-

den 10 μl der Zellsuspension in die Zählkammer gegeben. Danach wurden unter 

dem Mikroskop alle vier Quadranten ausgezählt. Für die Berechnung der gesam-

ten Zellanzahl wurde der Mittelwert mit 104 und dem Volumen, in dem die Zellsu-

spension gelöst war, multipliziert, was die Zellzahl ergab: 

y= x
4
×104 ×V

y: Zellanzahl
x: gezählte Zellen aus 4 Quadranten 
V: Volumen

 

Abb. 3 Formel Zellzählung 

 

2.2.6 Auswertung und Statistik 

Die Auswertung der Versuche erfolgte mittels Microsoft Excel. Zur statistischen 

Auswertung wurden der t-test, sowie der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Als 

signifikant wurden Ergebnisse bezeichnet, deren p-Wert kleiner 0,05 war.  
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3 Ergebnisse  

Zur Analyse einer möglichen Interaktion zwischen Dendritischen Zellen (DCs) 

und Thrombozyten mittels Mac-1 auf DCs und GPIbα auf Thrombozyten wurden 

verschiedene Methoden angewandt. Mit statischen Adhäsionsassays wurde die 

Auswirkung verschiedener Einflussnahmen mit blockierenden Antikörpern oder 

genetisch veränderten Thrombozyten auf die Interaktion der zwei Zellarten in 

vitro untersucht. In der Intravitalmikroskopie mit temporärer Carotisligatur als Mo-

dell einer Gefäßverletzung wurden diese Ergebnisse in vivo unter arteriellen 

Flussbedingungen überprüft. 

 

3.1 Analyse des Adhäsionsverhalten von DCs an Thrombozyten in vitro 

Um das Adhäsionsverhalten zwischen DCs und Thrombozyten zu untersuchen 

wurden in einem ersten Schritt statische Adhäsionsassays in vitro durchgeführt. 

Verschiedene Oberflächenrezeptoren auf den DCs als mögliche Interaktions-

partner wurden in vitro mittels Antikörper blockiert und anschließend das Adhäsi-

onsverhalten zwischen DCs und Thrombozyten untersucht. Das gleiche Vorge-

hen wurde auf der Seite der Thrombozyten angewandt. Ergänzend wurde die 

Adhäsion von DCs an GPIbα knockout Thrombozyten in vitro analysiert. 

Wie im Abschnitt „Material und Methoden“ ausführlich beschrieben wurde in den 

Adhäsionsassays eine 96-well Platte mit 1x108 murinen Thrombozyten pro well 

beschichtet. Die aus murinem Knochenmark differenzierten DCs wurden geerntet 

und je nach Versuch mit verschiedenen Antikörpern oder Kontrollantikörpern be-

handelt. Nach Zugabe von 20.000 DCs pro well, welche mit einem dieser Anti-

körper vorinkubiert wurden, zu den immobilisierten Thrombozyten erfolgte erneut 

eine Inkubation von einer Stunde. Anschließend wurden nicht adhärente DCs 

sorgfältig zweimal mit PBS gewaschen. Mit jeweils 3 wells wurden zur Stärkung 

der Aussagekraft identisch verfahren. Zur Auswertung wurden pro well 5 ver-

schiedene Fotos mikroskopisch aufgenommen und am Computer ausgezählt. 
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3.1.1 Inhibition von Mac-1 mittels Anti CD11b Antikörper vermindert die 
Adhäsion von DCs an Thrombozyten in vitro 

Zur Bestätigung einer möglichen Interaktion zwischen DCs und Thrombozyten 

mittels Mac-1 und GPIbα wurden verschiedene Oberflächenrezeptoren auf Dend-

ritischen Zellen mittels eines blockierenden Antikörpers oder Kontrollantikörpers 

behandelt. Anschließend wurde das Adhäsionsverhalten von DCs an Thrombozy-

ten in Adhäsionsassays analysiert. 

Abb. 4 Analyse des Effekts einer Inhibition verschiedener Oberflächenrezeptoren 

auf DCs auf das Adhäsionsverhalten von DCs an Thrombozyten unter statischen 

Bedingungen in vitro beschreibt das Ergebnis dieser Analysen. In diesen Versu-

chen wurden die DCs mit den folgenden Antikörpern oder dem jeweilig korres-

pondierenden Kontroll-Antikörper für 30 Minuten behandelt: Anti CD11c Antikör-

per, Anti CD209a Antikörper (=DC Sign) und Anti CD11b Antikörper. 

Hier zeigte sich bei Blockierung der auf DCs vorkommenden Oberflächenrezep-

toren CD11c und CD209a keine signifikante Veränderung des Adhäsionsverhal-

tens zwischen Thrombozyten und DCs. Nach Blockierung der CD11b Unterein-

heit von Mac-1 auf DCs mit einem Anti CD11b (M1/70) Antikörper in 9 unabhän-

gigen Versuchen zeigte sich eine signifikante Reduktion der Adhäsion zwischen 

DCs und Thrombozyten in vitro. 
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Abb. 4 Analyse des Effekts einer Inhibition verschiedener Oberflächenrezeptoren auf DCs 

auf das Adhäsionsverhalten von DCs an Thrombozyten unter statischen Bedingun-

gen in vitro 

A  Interaktion von DCs mit immobilisierten Thrombozyten unter statischen Bedingungen im 

Adhäsionsassay. Die Adhäsion von DCs an Thrombozyten nimmt nach der Blockierung 

mittels eines Anti CD11b Antikörpers signifikant ab. *p<0,05. Mittelwert und Standard Error 

of the mean (SEM) sind gezeigt. n(AntiCD11b)=9, n(AntiCD11c)=9, n(AntiCD209a)=7. 

B Beispielbilder eines Adhäsionsassays in 200x Vergrößerung. Oben: DCs adhärent an 

Thrombozyten nach Behandlung mit einem Isotyp Kontrollantikörper. Unten: DCs adhä-

rent an Thrombozyten nach Blockierung mit einem Anti CD11b Antikörper.  Eine Abnahme 

der adhärenten DCs im unteren Bild ist sichtbar. 
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3.1.2 Inhibition von GPIbα mittels eines Anti PopB Antikörpers vermin-
dert die Adhäsion von DCs an Thrombozyten in vitro 

Analog zu den vorhergehenden Ergebnissen erfolgte die Analyse der Adhäsion 

von Dendritischen Zellen an Thrombozyten, nachdem Einfluss auf verschiedene 

Oberflächenrezeptoren auf Thrombozyten in vitro genommen wurde. Abb. 5 zeigt 

das Ergebnis von diesen Adhäsionsassays. Die Thrombozyten wurden mit einem 

Anti GPIIb/IIIa Antikörper oder Anti PopB Antikörper bzw. mit dem jeweiligen Iso-

typkontrollantikörper behandelt und anschließend mit DCs inkubiert. Die Adhä-

sion von DCs an den Thrombozyten wurde untersucht und verglichen.  

Die Blockierung des GPIIb/IIIa Rezeptors mittels eines Antikörpers führte zu kei-

ner signifikanten Abnahme der Adhäsion zwischen diesen beiden Zellarten.  

Eine Blockierung des GPIbα Oberflächenrezeptors auf Thrombozyten mittels ei-

nes Anti PopB Antikörpers führte jedoch zu einer signifikanten Abnahme der Ad-

häsion von Dendritischen Zellen an Thrombozyten. 
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Abb. 5 Analyse des Effekts einer Inhibition von Thrombozyten-Oberflächenrezeptoren auf 

das Adhäsionsverhalten von DCs an Thrombozyten in vitro 

A Interaktion von DCs mit immobilisierten Thrombozyten unter statischen Bedingungen im 

Adhäsionsassay. Nach Blockierung des GPIIb/IIIa Rezeptors auf Thrombozyten zeigt sich 

keine Reduktion der Adhäsion von DCs an Thrombozyten in vitro. Mittelwert und Standard 

Error of the mean (SEM) sind gezeigt. n=3-4 

B Interaktion von DCs mit immobilisierten Thrombozyten unter statischen Bedingungen im 

Adhäsionsassay. Nach Blockierung des GPIbα Rezeptors mittels des Anti PopB Antikör-

pers zeigt sich eine signifikante Reduktion der Adhäsion von DCs an Thrombozyten in 

vitro. *p<0,05 Mittelwert und Standard Error of the mean (SEM) sind gezeigt. n=3-4 
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3.1.3 Die Adhäsion von DCs an GPIbα knockout Thrombozyten in vitro ist 
vermindert 

In den vorhergehenden Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Adhäsion 

von DCs an Thrombozyten abnimmt, wenn entweder Mac-1 durch den Anti 

CD11b Antikörper oder die Thrombozyten mit einem Anti PopB Antikörper blo-

ckiert wurden.  

Zur Verifizierung des Einflusses des Thrombozytenrezeptors GPIbα auf das Ad-

häsionsverhalten von DCs an Thrombozyten wurden statische Adhäsionsassays 

durchgeführt, in welchen DCs an GPIbα knockout Thrombozyten adhärieren 

konnten. In 4 bzw. 5 unabhängigen Versuchen zeigte sich eine deutliche Ab-

nahme der Adhäsion von Dendritischen Zellen an GPIbα-knockout-Thrombozy-

ten im Vergleich zur Adhäsion an Wildtyp-Thrombozyten. 

 

Abb. 6 Analyse der Adhäsion von DCs an GPIbα-knockout-Thrombozyten in vitro 

Interaktion von DCs mit immobilisierten Thrombozyten unter statischen Bedingungen im Ad-

häsionsassay. Nach der Interaktion von DCs mit GPIbα Knockout Thrombozyten zeigt sich 

eine signifikante Reduktion der Adhäsion von DCs an Thrombozyten im Vergleich zu Wildtyp 

Thrombozyten in vitro. Mittelwert und Standard Error of the mean (SEM) sind gezeigt. *p<0,05. 

n(GPIbα -/-)=4, n(Wildtyp)=5 
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3.2 Analyse des Adhäsionsverhaltens von DCs an Thrombozyten in vivo 

Nachdem die Interaktion von DCs und Thrombozyten in vitro in verschiedenen 

Adhäsionsassays untersucht worden war, wurden diese Ergebnisse in vivo veri-

fiziert. Hierzu wurde die temporäre Carotisligatur als Modell einer Gefäßverlet-

zung in der Intravitalmikroskopie gewählt. An narkotisierten Mäusen wurden nach 

Injektion von fluoreszierend markierten Dendritischen Zellen und je nach Versuch 

eines Antikörpers die A. carotis freigelegt und für 5 Minuten temporär ligiert. Die 

Ligatur löste eine Verletzung des Endothels bei gleichzeitig erhaltener Kontinuität 

des Gefäßes aus. Vorbekannt ist, dass sich nun am Endothel Thrombozyten an-

lagern und es anschließend zu einer Rekrutierung von Leukozyten kommt. Ob 

hiervon auch DCs betroffen sind und ob dies auf dem möglichen Interaktion-

partnerpaar GPIbα und Mac-1 basiert, wurde hier unter arteriellen Flussbedin-

gungen untersucht. 

 

3.2.1 Analyse des Effekts einer Inhibition des Oberflächenrezeptors Mac-
1 auf DCs in vivo 

In vitro zeigte sich bereits eine Abnahme der Adhäsion zwischen DCs und Throm-

bozyten nach der Blockierung des Mac-1 Rezeptors auf DCs. Dies wurde nun im 

Lebenden und unter arteriellen Flussbedingungen überprüft. 

 

3.2.1.1 Präinkubation von DCs mit einem Anti CD11b Antikörper verändert 
nicht das Adhäsionsverhalten von DCs an Thrombozyten in vivo 

Analog zur Präinkubation der DCs in den in vitro Adhäsionsassays wurden die 

DCs mit einem Anti CD11b Antikörper oder dem korrespondierenden Isotyp-Kon-

trollantikörper für 30 Minuten in einem Eppendorf Reaktionsgefäß inkubiert. An-

schließend wurden die fluoreszierend markierten DCs der Maus intravenös ge-

spritzt und der operative Teil des Versuchs wurde begonnen. Abb. 7 zeigt das 

Ergebnis von 8 Versuchen, bei denen die DCs mit dem Anti CD11b Antikörper 

und 9 Versuchen, bei denen die DCs mit dem Kontrollantikörper inkubiert wurden. 

Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied in der Adhäsion der DCs an den Be-

reich der Gefäßverletzung. 
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Abb. 7 Analyse des Effekts der Adhäsion von DCs an die verletzte Gefäßwand nach Präin-

kubation der DCs mit einem Anti CD11b Antikörper unter arteriellen Flussbedingun-

gen in vivo 

Intravitalmikroskopie mit temporärer Carotisligatur: Adhäsion von mit einem Anti CD11b Anti-

körper vorinkubierten DCs an eine durch temporäre Ligatur verursachte Gefäßverletzung der 

A. carotis unter arteriellen Flussbedingungen in vivo. Es zeigte sich keine signifikante Verän-

derung der Adhäsion von DCs an Thrombozyten. Mittelwert und SEM (Standard Error of the 

mean) von 8(Anti CD11b) bzw. 9 (Isotyp Kontrolle) unabhängigen Versuchen sind dargestellt. 
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3.2.1.2 Inhibition von Mac-1 mittels eines Anti CD11b Antikörper (intrave-
nös) vermindert die Adhäsion von DCs an die verletzte Gefäßwand 
in vivo 

In einem nächsten Schritt erfolgte die Applikation des Anti CD11b Antikörpers 

bzw. des Isotyp Kontrollantikörpers gleichzeitig mit der Applikation der fluoreszie-

rend markierten DCs. Beides wurde der Maus intravenös injiziert und konnte bei 

einer Wartezeit von einer Stunde in der Maus zirkulieren. Anschließend erfolgte 

in Narkose die Operation mit temporärer Carotisligatur. In der Intravitalmikrosko-

pie zeigte sich eine signifikante Abnahme der Adhäsion von DCs an den Bereich 

der Gefäßverletzung zu allen Zeitpunkten nach der Ligatur. In Abb. 8 ist das Er-

gebnis von 6 unabhängigen Versuchen dargestellt.   
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Abb. 8 Analyse des Effekts einer Mac-1 Inhibition mittels eines Anti CD11b Antikörpers auf 

das Adhäsionsverhalten von DCs an die verletzte Gefäßwand unter arteriellen Fluss-

bedingungen in vivo 

Intravitalmikroskopie mit temporärer Carotisligatur: Adhäsion von DCs an eine durch tempo-

räre Ligatur verursachte Gefäßverletzung der A. carotis bei gleichzeitiger intravenöser Gabe 

eines Anti CD11b Antikörpers unter arteriellen Flussbedingungen in vivo. *p<0,05 verglichen 

mit der Kontrolle. Es zeigt sich eine signifikante Reduktion der beschriebenen Adhäsion der 

DCs zu allen Zeitpunkten nach Eröffnen der Ligatur. Mittelwert und SEM (Standard Error of 

the mean) von 6 unabhängigen Versuchen sind gezeigt.  

 
  



 60 

3.2.2 Analyse des Effekts des Thrombozytenrezeptors GPIbα auf das Ad-
häsionsverhalten von DCs an Thrombozyten in vivo 

Im Adhäsionsassay konnte gezeigt werden, dass eine Inhibition des Oberflächen-

rezeptors GPIbα auf Thrombozyten mittels eines Anti PopB Antikörpers zu einer 

Abnahme der Adhäsion zwischen DCs und Thrombozyten geführt hat. Auch die 

Adhäsion der DCs an GPIbα knockout Thrombozyten war verringert. Die Folge 

der Beeinflussung des Rezeptors auf diese verschiedene Art und Weise wurde 

auch in vivo überprüft. 

 

3.2.2.1 Inhibition von GPIbα mittels eines Anti PopB Antikörpers vermin-
dert die Adhäsion von DCs an die verletzte Gefäßwand in vivo 

In dieser Versuchsreihe erfolgte die Applikation der fluoreszierend markierten 

DCs, sowie des Anti PopB Antikörpers, welcher GPIbα blockiert, oder eines Kon-

trollantiköpers intravenös. Nach einstündiger Zirkulationszeit im wachen Tier 

wurde die Präparation der Carotiden in Narkose begonnen. Anschließend er-

folgte die Ligatur der Gefäße für 5 Minuten als Modell der Gefäßverletzung. Mit 

Hilfe der Intravitalmikroskopie wurde danach die Adhäsion der Dendritischen Zel-

len an die Thrombozyten an der Stelle der Gefäßverletzung analysiert. In Abb. 9 

ist das Ergebnis von 6 unabhängigen Versuchen dargestellt. Es zeigt sich eine 

signifikante Reduktion der Adhäsion von Dendritischen Zellen an die verletzte 

Gefäßwand bei gleichzeitiger Gabe eines Anti PopB Antikörpers im Vergleich zur 

Gabe eines Kontrollantikörpers. Diese signifikante Reduktion der Adhäsion zeigt 

sich zu den Zeitpunkten 5, 10, 30 und 60 Minuten nach Eröffnen der Ligatur. 
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Abb. 9 Analyse des Effekts einer Inhibition von GPIbα mittels eines Anti PopB Antikörpers 

auf das Adhäsionsverhalten von DCs an die verletzte Gefäßwand unter arteriellen 

Flussbedingungen in vivo  

Intravitalmikroskopie mit temporärer Carotisligatur: Adhäsion von DCs an eine durch Ligatur 

verursachte Gefäßverletzung der A. carotis bei gleichzeitiger intravenösen Gabe eines Anti-

PopB Antikörpers unter arteriellen Flussbedingungen in vivo. *p<0,05 verglichen mit der Kon-

trolle. Es zeigt sich eine Abnahme der beschriebenen Adhäsion der DCs zu allen Zeitpunkten 

nach Eröffnen der Ligatur. Mittelwert und SEM (Standard Error of the mean) von 6 unabhän-

gigen Versuchen sind gezeigt.  
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3.2.2.2 Die Adhäsion von DCs an die verletzte Gefäßwand in einer Maus 
mit IL4-Rα/GPIbα-Thrombozyten in vivo ist vermindert 

Im Adhäsionsassay konnte gezeigt werden, dass die Adhäsion von DCs an 

Thrombozyten, an denen der GPIbα Rezeptor nicht mehr vorhanden war (knock-

out), reduziert war. Nun sollte dies auch in vivo überprüft werden. Ein Fehlen des 

GPIb-IX-Rezeptors führt zu strukturell abnormen Thrombozyten und einer verrin-

gerter Thrombozytenanzahl, genannt Makrothrombozytopenie. Um dies zu um-

gehen wurde eine genetisch veränderte Maus verwendet, bei welcher der extra-

zelluläre Teil der GPIbα Untereinheit durch einen humanen IL4-Rezeptor α aus-

getauscht wurde. Dies führte zu einer doppelten Anzahl der zirkulierenden 

Thrombozyten und eine um 50% reduziertes Volumen der Thrombozyten im Ver-

gleich zu knockout-Mäusen, ohne den intrazellulären Anteil des Rezeptors.[41] 

Mit diesen Tieren konnten nun bei einer besseren Thrombozytenfunktion und 

gleichzeitigem Fehlen des extrazellulären Teil des GPIbα Rezeptors Untersu-

chungen durchgeführt werden, um den Einfluss von GPIbα auf das Adhäsions-

verhalten von DCs an Thrombozyten in vivo zu untersuchen. 

In 6 unabhängigen Versuchen wurden die Methode der Intravitalmikroskopie mit 

temporärer Carotisligatur als Modell einer Gefäßverletzung angewandt. Abb. 10 

zeigt das Ergebnis dieser Versuche. Zu den Zeitpunkten 10, 30 und 60 Minuten 

nach der Ligatur ist eine signifikante Abnahme der Adhäsion der DCs an den Be-

reich der Gefäßverletzung in Mäusen mit IL-4Rα/GPIbα Thrombozyten im Ver-

gleich zur Adhäsion in Mäusen mit Wildtyp-Thrombozyten sichtbar. 
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Abb. 10 Analyse der Adhäsion von DCs an IL-4Rα/GPIbα Thrombozyten unter arteriellen 

Flussbedingungen in vivo  

Intravitalmikroskopie mit temporärer Carotisligatur: Adhäsion von DCs an eine durch Ligatur 

verursachte Gefäßverletzung der A. carotis in Mäusen mit IL-4Rα/GPIbα Thrombozyten unter 

arteriellen Flussbedingungen in vivo. *p<0,05 verglichen mit der Kontrolle. Zu den Zeitpunkten 

10 Min., 30 Min. und 60 Min. konnte eine signifikante Reduktion der Adhäsion von DCs an IL-

4Rα/GPIbα -Thrombozyten nachgewiesen werden. Mittelwert und SEM (Standard Error of the 

mean) von 6 unabhängigen Versuchen sind gezeigt. 
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3.3 Analyse einer spezifischen Inhibition der Mac-1 Bindungsstelle für 
GPIbα mittels eines Anti M2-Antikörpers 

Es ist bekannt, dass nach einer Gefäßverletzung Thrombozyten einen Monolayer 

an dieser Stelle ausbilden. Unsere in vitro Versuche haben gezeigt, dass DCs mit 

Thrombozyten über Mac-1 und GPIbα interagieren. In vivo konnte dann gezeigt 

werden, dass die DCs an den Bereich einer Gefäßverletzung adhärieren und 

diese Adhäsion analog zu den in vitro Versuchen abnimmt, wenn GPIbα auf den 

Thrombozyten beeinflusst wird. Dies zeigt, dass in vivo Thrombozyten die Ver-

bindung zwischen DCs und dem verletzten Gefäß herstellen. In den vorherigen 

Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Blockierung von Mac-1 auf DCs zu 

einer Abnahme der Adhäsion von DCs an Thrombozyten führt. Um die genaue 

Bindungsstelle auf Mac-1 auf DCs für GPIbα auf Thrombozyten zu spezifizieren 

wurden weitere Analysen zuerst in Adhäsionsassays in vitro und anschließend in 

der Intravitalmikroskopie in vivo durchgeführt. Hierzu wurde der Anti M2 Antikör-

per verwendet, welcher an das αM(P201-K217) Segment der αMI Domäne von Mac-

1 bindet.[109] Diese M2-Sequenz gilt als mögliche Bindungsstelle für GPIbα. 
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3.3.1 Spezifische Inhibition der Mac-1 Bindungsstelle für GPIbα mittels 
des Anti M2 Antikörpers vermindert die Adhäsion von DCs an 
Thrombozyten in vitro 

Zur Spezifizierung der Bindungsstelle von Mac-1 auf DCs für GPIbα auf Throm-

bozyten wurden in vitro statische Adhäsionsassays durchgeführt. In Abb. 11 zeigt 

sich eine signifikante Abnahme der Adhäsion von DCs an Thrombozyten bei In-

kubation der DCs mit einem Anti M2 Antikörper im Vergleich zur Inkubation mit 

einem Kontrollantikörper. 

 

 

 

Abb. 11 Analyse des Effekts einer Mac-1 Inhibition mittels des spezifischen Anti M2 Antikör-

pers auf das Adhäsionsverhalten von DCs an Thrombozyten unter statischen Bedin-

gungen in vitro 

Interaktion von DCs mit immobilisierten Thrombozyten unter statischen Bedingungen. *p<0,05 

verglichen mit der Kontrolle. Die Adhäsion von DCs an Thrombozyten nimmt nach Behand-

lung mittels eines Anti M2 Antikörpers signifikant ab. Mittelwert und SEM (Standard Error of 

the mean) von 7 unabhängigen Versuchen sind gezeigt.  
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3.3.2 Spezifische Inhibition der Mac-1 Bindungsstelle für GPIbα mittels ei-
nes Anti M2 Antikörpers vermindert die Adhäsion von DCs an 
Thrombozyten in vivo 

Der Einfluss einer Inhibition der möglichen Mac-1 Bindungsstelle für GPIbα 

wurde mittels eines Anti M2 Antikörpers in vivo unter arteriellen Flussbedingun-

gen überprüft. Die temporäre Carotisligatur diente als Modell einer Gefäßverlet-

zung. Die anschließende Intravitalmikroskopie zeigte die adhärenten, fluoreszie-

renden DCs am Bereich der Gefäßverletzung. Abb. 12 zeigt das Ergebnis von 6 

unabhängigen Versuchen. Das Adhäsionsverhalten konnte durch eine spezifi-

sche Blockierung des αM Segments der αMI-Domäne des Mac-1 Rezeptors be-

einflusst werden. Bei gleichzeitiger Injektion des Anti M2 Antikörpers und der flu-

oreszierend markierten DCs in die Maus nahm die Adhäsion der DCs an die 

Thrombozyten im Vergleich zu Injektion eines Kontrollantikörpers signifikant ab. 

Diese Abnahme konnte 5, 10, 30 und 60 Minuten nach Eröffnen der Ligatur beo-

bachtet werden. 
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Abb. 12 Analyse des Effekts einer spezifischen Inhibition der Mac-1 Bindungsstelle für GPIbα 

mittels des Anti M2 Antikörper auf das Adhäsionsverhalten von DCs an Thrombozy-

ten unter arteriellen Flussbedingungen in vivo 

Intravitalmikroskopie mit temporärer Carotisligatur: Adhäsion von DCs an eine durch Ligatur 

verursachte Gefäßverletzung der A. carotis bei gleichzeitiger intravenösen Gabe eines Anti 

M2 Antikörpers unter arteriellen Flussbedingungen in vivo. *p<0,05 verglichen mit der Kon-

trolle. Die beschriebene Adhäsion der DCs ist zu allen Zeitpunkten nach Eröffnen der Ligatur 

signifikant vermindert. Mittelwert und SEM (Standard Error of the mean) von 6 unabhängigen 

Versuchen sind gezeigt. 

 

  



 68 

4 Diskussion 

 

Die Atherosklerose als chronisch inflammatorische Gefäßerkrankung besitzt ei-

nen hohen Mortalitätsfaktor und zählt mit ihren Folgen zu den Haupttodesursa-

chen in der westlichen Welt.[1, 2] Aus diesem Grund ist es essentiell diese Er-

krankung zu verstehen und die molekulare Pathophysiologie aufzuklären. Ziel 

dieser Forschung sollte in jedem Fall die klinische Translation sein, sodass die 

Erkenntnisse dem Patienten zugutekommen. Am Anfang steht jedoch immer die 

Grundlagenforschung im Vordergrund, mit dem Ziel des Übergangs zur klini-

schen Anwendung. 

Die Beteiligung von Thrombozyten an der Pathogenese der Atherosklerose ist 

unumstritten. Neben ihrer Rolle in der Hämostase und Thrombusbildung verbin-

den die Thrombozyten in der Atherogenese die Plättchenaggregation mit dem 

Immunsystem.[36] In den letzten Jahren wurde immer deutlicher, dass die 

Atherosklerose eine Krankheit ist, in der das Immunsystem eine entscheidende 

Rolle spielt.[3] Beide Teile des Immunsystems, der angeborene sowie auch der 

erworbene Teil sind involviert.[24] Vor allem die Rolle von klassischen Immunzel-

len, wie Makrophagen oder Lymphozyten in der Atherogenese sind gut be-

forscht.[119] Jedoch wurde der Beitrag weiterer immunologischer Zellen, wie 

auch der von antigenpräsentierenden Dendritischen Zellen (DCs), zur Athero-

sklerose erst kürzlich entdeckt.[84] DCs haben Einfluss auf die Initiation der 

Atherosklerose[49, 84, 123], ihre Progression [137] sowie auch auf das Endsta-

dium der Erkrankung mit ihren erheblichen Folgen durch den Verlust von vitalen 

Organfunktion durch z.B. einen Myokardinfarkt oder einen apoplektischen In-

sult.[35, 49, 82, 84, 127, 132, 136, 137] In allen Stadien spielen Mechanismen 

der Inflammation eine wichtige Rolle.  

Die Adhäsion von DCs an die Gefäßwand steht mit der Atherogenese in Verbin-

dung. Die Kinetik der DC-Gefäßwand-Interaktionen nach Gefäßwandverletzun-

gen ist bislang noch nicht hinreichend untersucht. Die Aufdeckung pathophysio-

logischer Mechanismen kann zur Entwicklung therapeutischer und prophylakti-

scher Strategien beitragen.  
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Schon längere Zeit ist bekannt, dass Thrombozyten eine wichtige Rolle in der 

Rekrutierung von zirkulierenden Leukozyten an die Gefäßwand spielen. Nach ei-

ner Gefäßverletzung nehmen die Thrombozyten eine Schlüsselposition ein. Sie 

initiieren die Thrombusbildung und verhindern damit eine größere Blutung. Weiter 

aktivieren sie Prozesse um die Verletzung zu heilen. Um das Immunsystem zu 

aktivieren sezernieren die Thrombozyten verschiedene Chemokine und bilden 

eine Oberfläche, über die Leukozyten an die Gefäßwand adhärieren können.[36]  

Für verschiedene Leukozyten ist die Interaktion mit Thrombozyten bekannt. 

Thrombozyten kommunizieren unter anderem mit Neutrophilen Granulozyten 

über Mac-1 und GPIbα.[39] Mit Monozyten treten sie ebenfalls über das genannte 

Rezeptor-Ligandenpaar in Verbindung. Es gibt jedoch noch wenige Informatio-

nen darüber, ob auch DCs über diese Mechanismen rekrutiert werden. Langer 

et. al konnten jedoch erstmals eine Interaktion zwischen Thrombozyten und DCs 

beobachten. Diese Interaktion kam über das Rezeptor-Liganden-Paar Jam-C 

und Mac-1 zustande. Es ist bekannt, dass das Integrin Mac-1 mit seinen beiden 

Subeinheiten CD11b(αM) und CD18(β2) auf DCs stark exprimiert ist. Die Expri-

mierung der β2-Untereinheit steigt sogar mit dem Reifegrad der DCs noch an.[35] 

Weiter konnte im speziellen Fall der Interaktion zwischen DCs und Thrombozyten 

gezeigt werden, dass Thrombozyten Pseudopodia ausbilden, um mit DCs zu in-

teragieren, was darauf schließen lässt, dass es spezifische Rezeptoren für die 

Adhäsion geben muss.[35] Auf murinen Thrombozyten ist Jam-C nicht exprimiert 

(unpublished), was auf einen alternativen Interaktionsmechanismus schließen 

lässt. In den durchgeführten Experimenten wurde der Hypothese nachgegangen, 

dass die Rekrutierung von DCs durch Thrombozyten an die Gefäßwand in 

atherosklerotischen Regionen durch das Rezeptor-Ligandenpaar GPIbα auf 

Thrombozyten und Mac-1 auf DCs geschieht. 

Zur Aufklärung dieser möglichen Interaktionspartner zwischen Thrombozyten 

und DCs wurden in dieser Arbeit in vitro statische Adhäsionsassays durchgeführt, 

wobei verschiedene Rezeptoren durch Antikörper blockiert und die Adhäsion der 

Zellen gemessen wurde. Dies wurde für verschieden Rezeptoren auf Seite der 

Thrombozyten und auf Seite der DCs durchgeführt. Anschließend wurden Adhä-
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sionsassays mit GPIbα-Knockout Thrombozyten durchgeführt. Um diese Ergeb-

nisse im Lebenden zu verifizieren wurde die Methode der temporären Karotisli-

gatur in der Intravitalmikroskopie als Modell einer Gefäßverletzung in vivo durch-

geführt.  

Im Adhäsionsassay zeigte sich bei Blockierung des Mac-1 Rezeptors (CD11b) 

[165, 166] auf DCs eine signifikante Abnahme der Adhäsion von DCs an den 

Thrombozyten, nicht jedoch bei Blockierung anderer spezifischer Oberflächenre-

zeptoren auf den DCs, wie CD11c [167, 168] und CD209a [94]. Im nächsten 

Schritt wurden Oberflächenrezeptoren auf Thrombozyten mittels spezifischen 

Antikörpern blockiert. Hierbei zeigte sich bei der Blockierung von GPIb eine sig-

nifikante Reduktion der adhärenten DCs an den Thrombozyten. Nicht jedoch bei 

der Blockierung anderer Oberflächenrezeptoren. GPIbα ist als einzige Unterein-

heit innerhalb des von-Willebrandrezeptors auf Thrombozyten bekannt, welcher 

Liganden bindet.[39, 40] Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen ebenfalls nur für 

GPIbα eine Interaktion mit DCs. Weiter konnte der Einfluss von GPIbα auf das 

Adhäsionsverhalten von DCs auf Thrombozyten in einem Adhäsionsassay, in 

dem GPIbα-Knockout Thrombozyten mit DCs inkubiert wurden, gezeigt werden. 

Es bestand eine deutlich abnehmende Adhäsion von DCs an Thrombozyten im 

Vergleich zu Wildtyp Thrombozyten. Dies bestätigt die vorangegangenen Ergeb-

nisse.  

Unter verschiedenen Bedingungen adhärieren Thrombozyten an das Gefä-

ßendothel. Hierzu zählen Gefäßverletzungen[35] oder auch allein hohe Scher-

kräfte.[49, 152] Durch die anschließende Aktivierung der Thrombozyten intera-

gieren diese mit Leukozyten.[36, 37] Sie bilden dann eine Oberfläche, welche es 

anderen Zellarten möglich macht, dort zu adhärieren. In vivo adhärieren DCs nur 

mittels eines Thrombozytenlayers an eine Gefäßwand.[35]  

Zur Übertragung der in vitro Ergebnisse dieser Arbeit ins Lebende wurde ein in 

vivo Mausmodell ausgewählt. Die primäre Carotisligatur dient als Modell einer 

Gefäßverletzung und wurde schon früher angewandt.[35] Objektivierbar wurden 

die Ergebnisse durch die Messung der Adhäsion von fluoreszierend markierten 

DCs an der Stelle der Gefäßverletzung in der Intravitalmikroskopie in der narko-

tisierten Maus. Analog zu den vorhergehenden Untersuchungen wurde Mac-1 
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mittels des spezifischen Antikörpers Anti CD11b, welcher simultan zu den DCs 

intravenös injiziert wurde, blockiert. Hierbei zeigte sich eine signifikante Abnahme 

der Adhäsion der DCs an der Stelle der Gefäßverletzung im Vergleich zur Injek-

tion eines Isotyp Kontrollantikörpers. Auch nach der Inhibition von GPIbα mittels 

eines spezifischen Antikörpers konnte eine signifikant abnehmende Adhäsion 

von DCs gezeigt werden. Im nächsten Schritt konnte diese Abnahme der Inter-

aktion zwischen den beiden Zellpopulationen auch bei IL4-Rezeptor GPIbα 

knockout Thrombozyten gezeigt werden.[41] 

Simon et al. konnten für Leukozyten, wie Monozyten und Neutrophile Granulozy-

ten zeigen, dass Mac-1 und GPIbα ein Rezeptor-Liganden-Paar darstellt. [39, 

158] Weiter konnte diese Arbeitsgruppe die genaue Bindungssequenz innerhalb 

der I-Domäne von Mac-1 für die Bindung von GPIbα identifizieren. Gegen diese 

Rezeptordomäne wurde ein spezifischer Antikörper (Anti M2 Antikörper) entwi-

ckelt.[109] Um die spezifische Bindungsstelle auf Mac-1 auch auf DCs zu identi-

fizieren, wurden entsprechende in vitro sowie in vivo Untersuchungen analog der 

vorhergehenden Versuche durchgeführt. Mittels des Anti M2 Antikörpers wurde 

nun untersucht, ob die Sequenz P201-K217 der I-Domäne der αM Einheit von Mac-

1 die Bindung von GPIbα auch bei DCs vermittelt. Im in vitro Adhäsionsassay 

zeigte sich eine signifikante Abnahme der Adhäsion der DCs an den Thrombozy-

ten nach Inkubation der DCs mit dem spezifischen Anti M2 Antikörper. Unter ar-

teriellen Flussbedingungen in vivo konnte nach Blockierung der spezifischen Bin-

dungsstelle für GPIbα auf Mac-1 eine signifikante Abnahme der Adhäsion der 

DCs an den Thrombozytenlayer an der Stelle der Endothelverletzung nachge-

wiesen werden. 

Dies zeigt, dass Dendritische Zellen mit Thrombozyten über das Rezeptor-Ligan-

denpaar Mac-1 und GPIbα eine adhärente Verbindung eingehen. Dies ist auch 

schon für die mit den DCs verwandten Monozyten und Neutrophile Granulozyten 

bekannt und bestätigt die Hypothese dieser Arbeit.[39, 158] 

Wethmar et al. zeigten, dass die transendotheliale Migration von unreifen DCs 

unabhängig von β2 Integrinen ist. Jedoch wurde auch gezeigt, dass β2 Integrine 

auf der Oberfläche der DCs exprimiert sind. Dies könnte bedeuten, dass diese 

sich in einem inaktiven Status befinden.[169] Von Neutrophilen Granulozyten ist 
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bekannt, dass der intrazellulär liegende Mac-1 Rezeptor nach Stimulation schnell 

in die Plasmamembran eingebaut wird.[170] Sollten sich diese Ergebnisse be-

stätigen, wäre ein Mechanismus aufzudecken, welcher der festen Adhäsion, wie 

in dieser Arbeit gezeigt, vorangeht. Bei diesem Mechanismus könnte es sich um 

eine Konfirmationsänderung des Rezeptors handeln.  

Die Methoden, welche in dieser Arbeit verwendet wurden, sind gut etabliert und 

vorbeschrieben. Es wurde beschrieben, dass es sich bei der Zellpopulation, wel-

che aus dem Knochenmark mittels GM-CSF (Granulozyten/Makrophagen Kolo-

nie stimulierender Faktor) generiert wurden, um eine heterogene Gruppe aus 

Makrophagen und Dendritischen Zellen handelt und nicht nur um reine Dendriti-

sche Zellen.[171] In einer FACS Analyse konnte nachgewiesen werden, dass die 

aus Knochenmark differenzierten, murinen DCs CD11b und CD11c positiv 

sind.[unpublished] Diese Marker sind typisch für murine, myeloide DCs.[172] 

CD11b positive, proinflammatorische DCs prädominieren eine atherogene 

Plaque.[173] Die Rolle von DCs im Plaque allgemein und in verschiedenen 

Plaquebereichen im Speziellen ist noch nicht abschließend geklärt. Analog der 

Herangehensweise zur Klärung der Rolle von Monozyten und Makrophagen in 

der Plaque[174] wäre es möglich ein Modell zu generieren, durch welches DCs 

z.B. durch einen genetisch inserierten Diphterin-Toxin-Rezeptor (DTR) zur 

Apoptose angeregt werden. Hierdurch könnten die DCs selektiv ausgeschalten 

und der Effekt auf die Atherosklerose zu verschiedenen Zeitpunktion der Deletion 

der DCs untersucht werden. Weiter wäre es möglich Apoprotein E knockout (Apo 

E -/- ) Mäusen, welche schnell eine Atherosklerose entwickeln, diesen DTR zu 

inserieren und hierbei noch genauer die Fragestellung zu beleuchten.[174] Zur 

weiteren Spezifizierung mit Blick auf den in dieser Arbeit beleuchten Rezeptorme-

chanismus könnte der Anti M2 Antikörper, welcher in dieser Arbeit verwendet 

wurde, in Apo E -/- Mäuse injiziert und die Pathogenese der Atherosklerose his-

tologisch untersucht werden. Eine weitere Möglichkeit wäre diese Mäuse mit 

CD11b Knockout-Mäusen zu kreuzen und die direkte Pathogenese und die 

Plaqueentwicklung mit Apo E -/- Mäusen und Wildtypmäusen zu vergleichen. 
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Nun stellt sich die Frage der klinischen Relevanz dieser Arbeit. Bisher gibt es 

widersprüchliche Daten, ob DCs zur Atherogenese beitragen oder atheroprotek-

tiv wirken.[116-118] Wie in Kapitel 1.3.2 beschrieben wirken DCs in der Athero-

sklerose auch immunmodulatorisch. Es konnte gezeigt werden, dass Aspirin, so-

wie auch neue P2Y12- Rezeptor Antagonisten die Interaktion zwischen Throm-

bozyten und Leukozyten reduzieren und die Rekrutierung und die weiteren Funk-

tionen der Leukozyten schwächen.[153, 175, 176] Sollten DCs negativ auf die 

Atherogenese wirken, so wären diese schon gut beforschten Medikamente ein 

möglicher Weg der Einflussnahme auf diesen Pathomechanismus. DCs kommu-

nizieren im atherosklerotischen Endothelabschnitt auch mit anderen Immunzel-

larten, wie z.B. T-Zellen über das Interleukin 12. [177, 178] Durch eine medika-

mentöse Hemmung der IL-12 Produktion der DCs über den untersuchten Rezep-

tormechanismus könnte die Aktivität anderer Leukozyten in der Atherosklerose 

beeinflusst werden. Eine Interaktion der Thrombozyten mit den DCs über Jam-C 

und Mac-1 führt zur Apoptose der DCs. Eine Inhibition dieser Interaktion führt zu 

einer verringerten Apoptoseneigung der antigenpräsentierenden Zellen.[35] Es 

bleibt zu untersuchen, ob eine Inhibition der Mac-1/GPIbα Interaktion ebenfalls 

Einfluss auf die Lebensdauer der Zellarten nimmt. Diese Apoptoseneigung 

könnte zur Plaqueinstabilität mit erheblichen Folgen der Atherosklerose, wie My-

okardinfarkt oder Schlaganfall führen.[135]  Hier könnte pharmakologisch über 

das hier untersuchte Rezeptor/Ligandenpaar Einfluss genommen werden. Eine 

Inhibition der Interaktion über Mac-1 und GPIbα könnte jedoch auch Nachteile, 

wie eine abnehmende Zellproliferation mit der Folge einer schlechteren Regene-

ration des verletzten Gefäßendothels, mit sich bringen. [158] So bedarf es weite-

rer Forschung in dieser für viele Menschen relevanten Erkrankung. 
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5 Zusammenfassung 

Die Atherosklerose, welche mit ihren Folgen zu den Haupttodesursachen zählt, 

gilt als eine chronisch inflammatorische Erkrankung. Dendritische Zellen (DCs) 

sind zelluläre Bestandteile des Immunsystems und verbinden den angeborenen 

mit dem erworbenen Teil. Es ist vorbeschrieben, dass DCs vermehrt in für die 

Atherosklerose prädisponierten Stellen vorkommen. Ebenfalls sind in einer 

atherosklerotischen Plaque DCs nachweisbar. Die Bedeutung von Thrombozyten 

in der Atherosklerose ist schon länger bekannt. Es konnte gezeigt werden, dass 

die Interaktion zwischen Endothel und Thrombozyten für die Initiierung der 

Atherosklerose einen entscheidenden Faktor darstellt. Sie rekrutieren proathero-

sklerotische Zellen und sezernieren proinflammatorische Mediatoren. Auf der an-

deren Seite gibt es Hinweise, dass Thrombozyten auch Reparaturmechanismen 

initiieren können.  

Es wurde gezeigt, dass humane DCs mit Thrombozyten in vivo im Bereich einer 

Gefäßverletzung interagieren. DCs interagieren jedoch nicht mit der intakten Ge-

fäßwand. In vitro vermitteln diese Interaktion unter anderem die Rezeptoren JAM-

C und das Integrin Mac-1 auf DCs. Interessanterweise wird Jam-C nicht auf muri-

nen Thrombozyten exprimiert, was auf einen alternativen Mechanismus hinweist, 

welcher noch nicht identifiziert wurde. Das thrombozytäre Glykoprotein GPIbα ist 

Teil des von-Willebrand-Rezeptor-Komplexes. Für verschiedene Leukozyten ist 

bekannt, dass Thrombozyt und Leukozyt eine feste Adhäsion über GPIbα und 

Mac-1 eingehen. So wurde in dieser Arbeit der Hypothese nachgegangen, dass 

DCs mit Thrombozyten über das Rezeptor-Ligandenpaar Mac-1 und GPIbα in 

der Atherosklerose interagieren. Hierfür wurde die mögliche Interaktion von muri-

nen, aus Knochenmark gewonnenen DCs mit murinen Thrombozyten in stati-

schen Adhäsionsassays in vitro, sowie mit Hilfe der Intravitalmikroskopie in vivo 

im Mausmodell untersucht.  

In vitro im statischen Adhäsionsassay zeigte sich eine Reduktion der Adhäsion 

von DCs an Thrombozyten nach Blockierung von Mac-1 durch einen spezifischen 
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Antikörper, bei Blockierung anderer Oberflächenrezeptoren auf DCs war kein Un-

terschied nachweisbar. Ebenfalls nach Blockierung von GPIbα konnte eine signi-

fikant verminderte Adhäsion von DCs an Thrombozyten in vitro gezeigt werden.  

Um diese Ergebnisse ins Lebende zu übertragen wurde die temporäre Carotisli-

gatur mit Intravitalmikroskopie als in vivo-Modell einer Gefäßverletzung ausge-

wählt. Fluoreszierend markierte DCs und ein blockierender Antikörper wurden ei-

ner Maus injiziert. Die Arteria carotis wurde für 5 Minuten temporär ligiert. Hierbei 

kam es zu einer Quetschung des Endothels und somit zu einer Gefäßverletzung. 

Nach Wiedereröffnung des Gefäßes wurde die Anzahl der adhärierenden DCs 

an den Monolayer der Thrombozyten und somit an die Gefäßwand gemessen. 

Durch blockierende Antikörper, analog zu den in vitro Versuchen, konnte eine 

Reduktion der Adhäsion nach Blockierung von entweder Mac-1 auf DCs oder 

GPIbα auf Thrombozyten gezeigt werden. Ebenfalls mit GPIbα-knockout Throm-

bozyten zeigte sich in vitro, sowie in vivo eine Reduktion der Adhäsion von DCs 

an den Thrombozyten. Mittels des Anti-M2 Antikörpers konnte die Bindungsstelle 

in vitro, sowie in vivo mittels analogen Versuchen spezifiziert werden. Vorbekannt 

ist, dass die Sequenz P201-K217 der I-Domäne der αM-Einheit von Mac-1 für die 

Bindung von GPIbα in Neutrophilen Granulozyten zuständig ist. In dieser Arbeit 

konnte in vitro sowie in vivo eine signifikante Reduktion der Adhäsion von DCs 

auf Thrombozyten bei Blockierung der M2-Sequenz nachgewiesen werden. 

In Zusammenschau der Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass die Interaktion 

des Integrins Mac-1 mit dem Glykoprotein GPIbα eine feste Adhäsion von DCs 

auf Thrombozyten vermittelt. Dies trägt dazu bei die Kinetik der DC-

Gefäßwandinteraktion besser zu verstehen. Bereits bei anderen Leukozyten 

konnte dieses Rezeptor-Liganden-Paar gezeigt werden. Die Übertragung vom 

Tiermodell zum menschlichen Organismus, sowie die weitere Klärung der Folgen 

einer solchen Interaktion stellen die nächsten Schritte der Forschung dar. Bisher 

ist noch nicht aufgedeckt, ob diese Interaktion einen atheroprotektiven oder -pro-

gressiven Verlauf begünstigt. Nach Klärung dieser Effekte wäre ein therapeuti-

sches Vorgehen mittels des spezifischen Antikörpers, welcher in dieser Arbeit 

verwendet wurde, ein mögliches pharmakologisches Mittel in der Bekämpfung 

der Atherosklerose.   
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