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2 Einleitung 
 
Der Ductus arteriosus stellt im fetalen Blutkreislauf einen rechts-links Shunt zwischen 

Truncus pulmonalis und Aorta dar. Er leitet den Großteil des rechtsventrikulären 

Schlagvolumens an der unbelüfteten Lunge vorbei in die Aorta descendens. Der Verschluss 

des Ductus arteriosus innerhalb weniger Stunden nach der Geburt ist essentiell für die 

postnatale Kreislaufadaptation des Neugeborenen. Persistiert ein offener Ductus arteriosus 

nach der Geburt, so kommt es infolge der veränderten Druckverhältnisse im großen Kreislauf 

zu einer Shuntumkehr. Dies führt zu einer Belastung von Lungenkreislaufs und linkem 

Herzen, was wiederum mit einer beträchtlichen Morbidität und Mortalität assoziiert ist 

(Hermes-DeSantis 2006). Die Inzidenz des persistierenden Ductus arteriosus (PDA) weist 

eine inverse Korrelation zum Gestationsalter auf, sodass bis zu 60% der Frühgeborenen die 

vor der 28. Schwangerschaftswoche zur Welt kommen diese Fehlbildung aufweisen (Van 

Overmeire 2005). Damit stellt der PDA die häufigste kardiovaskuläre Entwicklungsstörung 

Frühgeborener und die dritthäufigste angeborene Herzerkrankung des Menschen allgemein 

dar. Durch die erhöhten Überlebensraten Frühgeborener hat auch die Inzidenz des PDA in den 

letzten zwei Jahrzehnten stark zugenommen (Hoffman 2002). Trotz intensiver Forschung zur 

medikamentösen Therapie ist diese nicht immer erfolgreich, sodass beim symptomatischen 

PDA in einigen Fällen ein interventioneller Verschluss durchgeführt werden muss (Schneider 

2006). Da Frühgeborene mit PDA trotz medikamentöser und chirurgischer Intervention eine 

deutlich erhöhte Mortalität aufweisen, ist es von zentraler Bedeutung, die Mechanismen des 

Verschlusses sowie die zellulären Vorgänge näher zu untersuchen, um frühzeitig 

Risikofaktoren erkennen und sinnvolle Therapiekonzepte entwickeln zu können. 

In der vorliegenden Arbeit werden deshalb die zellulären Vorgänge bei Verschluss und 

Remodelling des Ductus arteriosus genauer analysiert werden. Da die wesentlichen Schritte 

des funktionellen und anatomischen Verschlusses bei der Maus in den ersten 24 Stunden post 

partum ablaufen, wird dieser Zeitraum einer besonders eingehenden Betrachtung unterzogen. 

Dabei wird vor allem auf die Rolle der Thrombozyten eingegangen, von denen bekannt ist, 

dass sie im Rahmen des Gefäßremodelling und pathologischer Gefäßverschlüsse eine 

wichtige Rolle spielen.  
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2.1 Prä- und postnatale Entwicklung des Ductus arteriosus 
 
2.1.1 Embryologie und fetale Entwicklung des Ductus arteriosus 
 
2.1.1.1 Embryologie des Ductus arteriosus 

In der embryonalen Entwicklung unterscheidet sich der Ductus arteriosus von der 

Angiogenese anderer Arterien des Ausflusstraktes (Bergwerff 1999). Er entwickelt sich aus 

dem linken distalen Anteil des sechsten Aortenbogens (de Ruiter 1989). Zur Bildung der 

Gefäßwand trägt die Einwanderung von Neuralleistenzellen aus dem Bereich des 1. bis 3. 

Somiten maßgeblich bei, die auch am kardialen Ausflusstrakt beteiligt sind (Fukiishi 1992). 

Im Gegensatz zu den umgebenden Arterien vom elastischen Typ, weist der Ductus arteriosus 

phänotypische Merkmale einer Arterie vom muskulären Typ auf (Gittenberger-De Groot 

1985). Bei der Maus ist der Elastingehalt zwar vergleichbar zur Aorta, doch ergeben sich 

Unterschiede in der Konfiguration der Fibrillen (Hornblad 1967a). Auch die Differenzierung 

der glatten Muskelzellen der Media ist im Vergleich zu den umgebenden Arterien 

fortgeschritten. Dies wird reflektiert durch die erhöhte Expression von heavy-Caldesmon und 

Calponin (Kim 1993)(Slomp 1997). Zudem weist der Ductus arteriosus beim Kaninchen im 

Vergleich zur Aorta mehr Myofilamente in den glatten Muskelzellen auf und exprimiert SM2, 

einen Myosin-schwere-Ketten-Isotyp, der in allen anderen Gefäßen erst postnatal exprimiert 

wird (Kim 1993). 

 

2.1.1.2 Physiologie der fetalen Zirkulation 

Im fetalen Kreislauf stellt der Ductus arteriosus einen rechts-links Shunt zwischen Truncus 

pulmonalis, nahe dem Abgang der linken Pulmonalarterie, und Aorta descendens nach 

Abgang der linken Arteria subclavia dar (siehe Abb. 1). Die Strömungsrichtung wird durch 

den Druckunterschied zwischen systemischer und pulmonaler Zirkulation bestimmt. Der 

systemische Kreislauf weist durch die umbilico-plazentare Zirkulation einen niedrigen 

Blutdruck auf, während im pulmonalen Kreislauf wegen der noch nicht belüfteten Lunge ein 

hoher Blutdruck herrscht, sodass ein rechts-links Shunt entsteht (Anderson 1981)(Heymann 

1975). Man geht davon aus, dass beim Lamm etwa 10% des rechtsventrikulären 

Schlagvolumens in den Lungenkreislauf und 90% durch den Ductus arteriosus in die Aorta 

gelangen (Anderson 1981). 

Die Aufrechterhaltung der Durchgängigkeit des Ductus arteriosus in utero ist ein aktiver 

Prozess. Das Gefäß weist einen intrinsischen Tonus auf, der durch vasodilatatorische 

Mechanismen inhibiert wird (Kriska 1990). Dabei kommt insbesondere zirkulierenden 

Prostaglandinen eine Schlüsselrolle zu. Der Ductus arteriosus selbst produziert vor allem 
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PGI2, das aber weniger vasodilatatorische Potenz hat als das zirkulierende PGE2 (Coceani 

1978)(Pace-Asciak 1983). Die starke vasodilatatorische Potenz des zirkulierenden PGE2 wird 

durch die PGE-Rezeptoren EP2 und EP4 vermittelt, welche in der Gefäßwand des Ductus 

arteriosus exprimiert werden. Die Bindung von PGE2 an diese Rezeptoren führt zum Anstieg 

des intrazellulären cAMP. Dies wiederum senkt die intrinsisch hohe Sensitivität der 

kontraktilen Proteine im Ductus arteriosus für Calcium (Crichton 1997). Die zentrale Rolle 

der Prostaglandine wird auch durch die Fähigkeit von COX-Inhibitoren wie Indomethacin 

belegt, die sowohl in utero als auch postnatal eine Vasokonstriktion des Ductus arteriosus 

auslösen können (Takahashi 2000).  

Ein weiterer wichtiger Faktor ist der niedrige Sauerstoff Partialdruck im fetalen Blut, der bei 

18-28 mmHg liegt (Anderson 1981)(Heymann 1975). Dadurch werden Kalium-Kanäle offen 

gehalten und die glatten Muskelzellen sind hyperpolarisiert (Coceani 1989)(Michelakis 2000). 

Durch den postnatalen Anstieg des Sauerstoff-Partialdrucks wird ein Cytochrom P450 

Hämoprotein aktiviert, sodass die Kalium-Kanäle schließen und die Zellmembran 

depolarisiert wird. Dies wiederum löst einen Calcium-Einstrom aus, was die Kontraktion der 

glatten Muskelzellen zur Folge hat (Nakanishi 1993).  

Weiterhin ist NO bei Nagern im frühen Gestationsalter für die Aufrechterhaltung der 

Durchgängigkeit des Ductus arteriosus anscheinend von Bedeutung (Momma 1999). So kann 

die endotheliale NO-Synthase (eNOS) im Endothel und in den Vasa vasorum des Ductus 

arteriosus nachgewiesen werden. In vivo führen NO-Donatoren zu einer Dilatation, NO-

Synthase-Inhibitoren dagegen zu einer Kontraktion des Ductus arteriosus (Fox 1996)(Walsh 

1988). Auch Kohlenmonoxid wird im Ductus arteriosus synthetisiert und hat einen 

dilatatorischen Effekt auf die Gefäßmuskulatur (Coceani 1997). NO und Kohlenmonoxid 

haben aber im Vergleich zu Prostaglandinen und Sauerstoff eine untergeordnete Bedeutung. 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der fetalen Kreislaufsituation 
Sauerstoffreiches Blut gelangt von der Plazenta über die Nabelvene und den Ductus venosus 
in den rechten Vorhof. Durch das offene Foramen ovale wird das Blut in den linken Ventrikel 
geleitet und von dort in den systemischen Kreislauf zur Versorgung des Gehirns und der 
oberen Extremitäten. Das Blut aus dem rechten Ventrikel wird großteils an der unbelüfteten 
Lunge vorbei über den Ductus arteriosus in die Aorta descendens geleitet. Damit stellt der 
Ductus arteriosus in der fetalen Zirkulation einen rechts-links Shunt dar. 
 

2.1.1.3 Morphologie des fetalen Ductus arteriosus 

Morphologisch ist der Ductus arteriosus wie jedes andere Gefäß aus einer Tunica intima, 

Tunica media und Adventitia aufgebaut. Bei der Maus besteht die Intima bis zum 16. 

Gestationstag aus einer einlagigen Endothelschicht. Ab dem 17. Gestationstag kann bereits 

eine zweite Zelllage beobachtet werden, also zum Ende der Gestationszeit, die bei der Maus 

in der Regel 18,5 Tage nach Verpaarung andauert. Hierbei kommt es zu einer Ablösung der 

Endothelzellen von der Lamina elastica interna. Die Lamina elastica interna selbst wird in 

mehrere Lagen aufgespaltet (Tada 1990). Im neu entstandenen subendothelialen Raum 

sammelt sich extrazelluläre Matrix an, wodurch es glatten Muskelzellen aus der Media 

ermöglicht wird, diesen Raum zu invadieren (Slomp 1992). Die Zellen des subendothelialen 

Raumes weisen Charakteristika undifferenzierter Zellen auf und exprimieren während der 

Fetalzeit und frühen Neugeborenenperiode kaum Myofilamente (Hornblad 1967b). Die 

dadurch hervorgerufene Intimaverdickung wird als wichtiger Faktor für den postnatalen 

Verschluss des Ductus arteriosus angesehen (Gittenberger-De Groot 1980b). Die Media weist 
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alternierende Schichten von Laminae elasticae und glatten Muskelzellen auf, die sich 

ultrastrukturell als reife Muskelzellen darstellen. Ab dem 16. Gestationstag bilden sich 

zunehmend mehr Myofilamente aus (Tada 1990). All diese Prozesse stellen anscheinend eine 

pränatale Vorbereitung auf den bevorstehenden postnatalen Verschluss dar (Tada 1985). 

 

2.1.2 Physiologie und Morphologie des postnatalen Verschlusses  

Der postnatale Verschluss des Ductus arteriosus wird generell in zwei Phasen unterteilt. Der 

funktionelle Verschluss wird durch die Kontraktion der glatten Muskelzellen in der 

Gefäßwand hervorgerufen. Durch diese Vasokonstriktion wird das Lumen bereits stark 

verkleinert. Doch erst die zweite Phase, der anatomische Verschluss, führt zur permanenten 

Obliteration des Lumens. Dieser ist durch komplexe Remodellingprozesse im gesamten 

Gefäß, insbesondere jedoch der Intima gekennzeichnet. Dabei weisen diese Vorgänge 

Ähnlichkeiten zu pathologischen Gefäßveränderungen auf, wie sie bei der 

Atheroskleroseentstehung und Neointimabildung nach Gefäßverletzung zu beobachten sind 

(Clyman 2006)(Slomp 1992)(Waleh 2005). 

 

2.1.2.1 Funktioneller Verschluss 

Der funktionelle Verschluss wird durch die Kontraktion glatter Muskelzellen in der 

Gefäßwand des Ductus arteriosus hervorgerufen, wobei er bei der Maus vom aortalen zum 

pulmonalen Ende des Gefäßes hin verläuft. Nach drei Stunden ist das Lumen bei der Maus 

vollständig verschlossen. Der wichtigste Auslöser für die Vasokonstriktion ist der Wegfall 

vasodilatatorischer Mechanismen der Fetalperiode. Weiterhin wird der postnatale Ductus 

arteriosus sensitiver für vasokonstriktorische Mediatoren, da die synergistische Inhibition 

durch die hohe PGE2-Konzentration und die niedrige Sauerstoffspannung während der 

Fetalperiode verloren geht. So reagiert das Gefäß unter fetaler Sauerstoffspannung und PGE2-

Konzentration nur in sehr geringem Maße selbst auf micromolare Dosen von Noradrenalin 

(Smith 1991). 

In der Postnatalperiode vermittelt die Erhöhung der Sauerstoffspannung über Depolarisation 

und Calciumeinstrom in die glatten Muskelzellen die initiale Kontraktion der 

Gefäßmuskulatur. Diese nimmt ein wesentlich höheres Ausmaß an als die physiologisch zu 

beobachtende Reaktion normaler Arterien auf einen Anstieg der Sauerstoffspannung (Smith 

1988). Weiterhin kommt es zu einem starken Abfall der zirkulierenden PGE2-Konzentration, 

beim Lamm auf ein Zwanzigstel der fetalen Ausgangskonzentration (Clyman 1980). Dies 

wird sowohl durch die erhöhte pulmonale Perfusion, durch die Prostaglandine vermehrt 
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metabolisiert werden, als auch durch den Wegfall der Plazenta erklärt, die die wichtigste 

Quelle für zirkulierende Prostaglandine ist (Clyman 1981)(Lytton 1982). Wird dem 

Neugeborenen im Gegensatz dazu unmittelbar nach der Geburt PGE2 verabreicht, so kann 

dies den Verschluss des Ductus arteriosus verhindern. Dies stellt bei einigen angeborenen 

Herzfehlern eine lebensrettende Maßnahme dar (Jarkovska 1992). Der postnatale Abfall der 

PGE2-Konzentration hat eine Vasokonstriktion des Ductus arteriosus zur Folge, wodurch es 

zur Hypoxie der Media kommt. Dadurch wird auch die lokale Produktion von 

Prostaglandinen und NO inhibiert. Durch den Wegfall dieser dilatatorischen Stimuli wird der 

Verlust der durch Sauerstoff vermittelten Vasokonstriktion kompensiert, sodass sich der 

Ductus auch unter hypoxischen Bedingungen nicht mehr relaxiert (Kajino 2000). Der Ductus 

arteriosus verfügt allerdings auch über zwei Prostaglandin-Rezeptoren, die eine Kontraktion 

der Gefäßwand vermitteln. Die Stimulation des Thromboxan Rezeptors und des PGE-

Rezeptors EP3 durch Agonisten führt zur starken Vasokonstriktion (Smith 1995).  

Nach der Geburt bewirkt das Zusammenspiel aller genannten Mechanismen eine Kontraktion 

der Gefäßwand, durch die der Durchmesser der Media stark zunimmt und es zur 

Hypoperfusion der Vasa vasorum kommt (Tada 1990)(Kajino 2002). Dies hat zur Folge, dass 

die gesamte Media zur avaskulären Zone wird, da sich dadurch die Diffusionsstrecke zu 

versorgenden Blutgefäßen stark vergrößert. Bei noch erhaltenem luminalen Blutfluss führt 

dies beim reifen Neugeborenen zu einer Hypoxie der Media (Kajino 2002). Bei kleineren 

Tieren wie der Maus spielt die Hypoperfusion der Vasa vasorum allerdings keine Rolle, da sie 

wie das menschliche Frühgeborene über keine Vasa vasorum verfügen. Hier ist die 

Obliteration des luminalen Blutflusses der entscheidende Faktor für die Entwicklung der 

Mediahypoxie (Wolinsky 1967).    

 

2.1.2.2 Anatomischer Verschluss 

Die Entwicklung der Mediahypoxie scheint den entscheidende Stimulus für den darauf 

folgenden anatomischen Verschluss des Ductus arteriosus darzustellen, welcher schließlich 

zur irreversiblen Obliteration des Lumens führt (Clyman 1999)(Kajino 2001)(Seidner 2001). 

Dabei spielt das Remodelling der Intima eine wichtige Rolle, wobei es zu Veränderungen der 

glatten Muskelzellen, Endothelzellen und extrazellulären Matrix kommt (Broccoli 1973).  

Durch die Mediahypoxie werden wichtige Faktoren für die Neointimabildung wie VEGF und 

TGF-beta induziert (Clyman 2006). Sowohl VEGF als auch TGF-beta triggern die Migration 

und Proliferation intimaler Zellen (Celletti 2001)(Leung 1989)(Massague 1987). Wird VEGF 

inhibiert, so hat dies eine Beeinträchtigung des intimalen Remodellings zur Folge, wobei die 
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Proliferation intimaler Zellen maßgeblich reduziert ist (Clyman 2002a). Als Stimulus für die 

Migration glatter Muskelzellen im Ductus arteriosus wird auch PDGF aus adhärierenden 

Thrombozyten diskutiert (Tannenbaum 1996). Zudem führt Hypoxie und Nährstoffentzug zur 

Apoptose glatter Muskelzellen in der Media des Ductus arteriosus (Levin 2005). Reicht der 

Grad der Hypoxie nicht zur Apoptoseinduktion aus, so bleibt auch die vermehrte Expression 

von VEGF und Endothelzellproliferation aus, wodurch es zur einem hohen Prozentsatz zur 

Wiedereröffnung des Ductus arteriosus kommt (Clyman 1999).  

Den Endothelzellen kommt beim intimalen Remodelling im Ductus arteriosus eine wichtige 

Rolle zu, da ihre Proliferation und Migration unter Beteiligung von Faktoren wie VEGF 

induziert wird (Clyman 1999)(Plate 1993). Zudem kommt es nach erfolgtem funktionellem 

Verschluss zur Veränderung des Phänotyps der luminalen Endothelzellen. Das Muster der 

Integrinexpression entspricht postnatal dem von wachsenden kapillären Endothelzellen, was 

eine wichtige Voraussetzung für die Neointimabildung darstellt (Clyman 1996). Weiterhin 

werden von intimalen Zellen auch Adhäsionsmoleküle wie VCAM-1 oder E-Selektin 

exprimiert, was als eine Aktivierung des Endothels verstanden werden kann. Auch 

inflammatorische Mediatoren wie Interleukin 8 und 6, macrophage CSF-1, CD 154, 

Interferon-gamma und TNF-alpha werden vermehrt exprimiert, die auch im Rahmen des 

atherosklerotischen Gefäßremodellings zu finden sind. Zudem kommt es zur Rekrutierung 

von T-Zellen und CD68+/CD14+ mononukleären Zellen. Dies deutet darauf hin, dass auch 

eine inflammatorische Reaktion am Remodelling des Ductus arteriosus beteiligt ist (Waleh 

2005).  

Im weiteren Verlauf entwickeln sich im obliterierten Lumen des Ductus arteriosus glatte 

Muskelzellen (Tada 1990). Bei der Maus weisen viele Zellen der Intima innerhalb von 24 

Stunden post partum Myofilamente auf. Innerhalb von drei Wochen entwickeln sich hier 

Zellen, die Charakteristika reifer glatter Muskelzellen aufweisen. Die Anzahl der Zellen in 

Media und Intima nimmt mit der zunehmenden Kollagen- und Elastinablagerung innerhalb 

der 8. bis 16. postnatalen Woche zunehmend ab. Schließlich stellt sich der Ductus arteriosus 

nur noch als bindegewebige Struktur dar (Tada 1990).  

 

2.1.3 Der persistierende Ductus arteriosus  

Die Inzidenz des persistierenden Ductus arteriosus hat in den letzten zwanzig Jahren durch die 

verbesserten Überlebensraten Frühgeborener stark zugenommen (Hoffman 2002). Bei 

Frühgeborenen mit einem Geburtsgewicht zwischen 501g und 1500g liegt die Inzidenz bei 

31% (The Vermont-Oxford Trials Network 1993). Bei termingerecht Geborenen liegt sie bei 
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1:2000 Geburten. Insgesamt macht der persistierende Ductus arteriosus 5-10 % der 

angeborenen Herzfehler aus (Mitchell 1971). Als wichtigster Risikofaktor gilt somit die 

Frühgeburtlichkeit, aber auch genetische Faktoren wie Chromosomenaberrationen und seltene 

erbliche Syndrome wie das Carpenter und Holt Oram Syndrom können einen PDA 

hervorrufen (Schneider 2006). Weiterhin ist eine Rötelninfektion im ersten Trimenon der 

Schwangerschaft mit einem hohen Risiko für einen persistierenden Ductus arteriosus 

assoziiert (GIBSON 1952). Histologisch stellt dieser Ductus arteriosus ein sehr unreifes 

Entwicklungsstadium dar (Gittenberger-De Groot 1980a). 

Pathophysiologisch führen die veränderten Druckverhältnisse im systemischen und 

pulmonalen Kreislauf zur Shuntumkehr, sodass zunächst ein links-rechts Shunt entsteht (siehe 

Abb. 2). Dies führt einerseits zu einer Volumenbelastung des linken Herzens und der Lunge 

(Schneider 2006). Andererseits ist beim Neugeborenen ein peripherer Volumenmangel mit 

erhöhtem Risiko für intraventrikuläre Blutungen, nekrotisierende Enterokolitis, 

bronchopulmonale Dysplasie und Tod zu beobachten (Cotton 1978)(Gersony 1983). 

Langfristig kommt es durch den PDA zu einer Eisenmenger Reaktion mit Steigerung des 

pulmonalen Blutdrucks bis hin zur irreversiblen Shuntumkehr (Espino-Vela 1968). Kardial 

bewirkt die chronische Volumenbelastung häufig bis zur dritten Lebensdekade die 

Entwicklung einer Herzinsuffizienz (Campbell 1968). 

Bei Frühgeborenen reicht der Grad der Vasokonstriktion häufig nicht aus um das nötige Maß 

an Hypoxie zu erzeugen, das nötig wäre, um den anatomischen Verschluss des Ductus 

arteriosus zu induzieren. Da das unreife Gefäß noch nicht über Vasa vasorum verfügt, ist die 

Entstehung der Hypoxie allein von der Obliteration des luminalen Flusses abhängig 

(Narayanan 2000). Die Dickenzunahme der Gefäßwand entspricht nur einem Drittel der 

Dickenzunahme beim reifen Neugeborenen. Dadurch finden die entscheidenden Prozesse der 

Neointimabildung nicht statt. Bei Frühgeborenen kommt es wesentlich seltener zur Apoptose 

glatter Muskelzellen, Expression von VEGF und Proliferation luminaler Endothelzellen 

(Clyman 1999). Wird beim Frühgeborenen in der frühen postnatalen Phase die Prostaglandin- 

und NO-Synthese inhibiert, so entwickelt auch er ein ausreichendes Maß an Hypoxie in der 

Gefäßwand, um die oben genannten Prozesse der Neointimabildung zu induzieren (Seidner 

2001). Daher gilt der Prostaglandin-Synthese-Inhibitor Indomethacin als Therapie der Wahl 

für den hämodynamisch relevanten persistierenden Ductus arteriosus (Nadas 1981).  
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Abbildung 2: Kreislaufverhältnisse beim persistierenden Ductus arteriosus 
Durch die postnatalen Veränderungen der Blutdruckverhältnisse kommt es beim 
persistierenden Ductus arteriosus zur Shuntumkehr. Der nun vorliegende links-rechts Shunt 
führt zur Belastung des Lungenkreislaufs sowie des linken Herzens. 
 
2.2 Die Rolle von Thrombozyten bei arterieller Thrombose 

Die Hauptfunktion der Thrombozyten ist die Aufrechterhaltung der Integrität des 

Gefäßsystems und die Unterbindung des ungeregelten Blutaustrittes. Sie entstehen durch die 

Abschnürung von Megakaryozyten (Junt 2007) und zirkulieren für 7 bis 10 Tage im Blut.  

Dort sind sie unter physiologischen Bedingungen in einer Anzahl von 150.000-300.000/µl als 

2-4 µm große Blutbestandteile zu finden (George 2000). 

Unter pathologischen Bedingungen sind sie nicht nur entscheidender Bestandteil 

okkludierender arterieller Thromben, die im Rahmen des Myokardinfarkts oder ischämischen 

Hirninfarkts zum Gefäßverschluss führen, sondern sind auch in vielfältiger Weise am 

pathologischen Gefäßremodelling beteiligt (Ruggeri 2002). So konnte gezeigt werden, dass 

Thrombozyten bereits in frühen Phasen des atherosklerotischen Remodellings an 

dysfunktionales Endothel adhärieren (Massberg 2002)(Massberg 2005)(Gawaz 2006). Nach 

Adhäsion und Aktivierung sezernieren sie eine Reihe von Chemokinen und 

Wachstumsfaktoren, wodurch sie die Rekrutierung von Leukozyten und hämatopoietischen 

Progenitorzellen vermitteln sowie die Migration und Proliferation sessiler Muskelzellen 

unterstützen (Massberg 2006)(Schober 2002)(Schwatz 1997)(Stellos 2008). 
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird geprüft, inwiefern Thrombozyten für das 

physiologische Gefäßremodelling des Ductus arteriosus von Bedeutung sind. Im folgenden 

werden daher die Thrombozyten vermittelten Prozesse in der Pathogenese des 

inflammatorischen Gefäßumbaus dargestellt. Zudem werden die wichtigsten Abläufe der 

Thrombozytenadhäsion, -aktivierung und -aggregation beschrieben, mit dem Hauptfokus auf 

den beteiligten thrombozytären Glykoproteinen. 

 
2.2.1 Thrombozytenadhäsion - Der Glykoprotein Ib-IX-V Komplex und vWF 

Die Adhäsion der Thrombozyten an einer Gefäßverletzung führt dazu, dass diese durch einen 

Monolayer aus aktivierten Thrombozyten bedeckt wird (siehe Abb. 3). Als Trigger hierfür gilt 

die Freilegung thrombogener Materialien des subendothelialen Raumes und der Gefäßwand, 

insbesondere Kollagen und von Willebrand Faktor (vWF). Die wichtigsten beteiligten 

Mechanismen sind die Bindung des thrombozytären GPIb-IX-V Komplexes an vWF und von 

GPVI an Kollagen (Ruggeri 2002). Funktionell ist der Glykoprotein Ib-IX-V Komplex 

verantwortlich für die initiale Adhäsion von Thrombozyten an die verletzte Gefäßwand, da er 

für die Ligandenbindung keiner Aktivierung bedarf (Ruggeri 2002). Dabei kommt der 

Interaktion von GPIb-alpha mit der A1 Domäne des auf Kollagen immobilisierten vWF eine 

Schlüsselrolle zu (Savage 1996). Hierdurch wird das initiale Tethering der Thrombozyten 

vermittelt, was die Interaktion weiterer Rezeptoren mit thrombogenen Oberflächen ermöglicht 

(Savage 1998). Desweiteren spielt die Interaktion von GPIb-alpha mit vWF eine wichtige 

Rolle bei der Adhäsion von Thrombozyten an aktiviertem Endothel bei noch erhaltener 

Integrität der Gefäßwand (Massberg 2002). Dies wird vor allem durch die Bindung von GpIb-

alpha an vWF und P-Selektin ermöglicht, welche von aktivierten Endothelzellen an der 

Oberfläche präsentiert werden (Andre 2000)(Frenette 1995). 

Der Glykoprotein Ib-IX-V Komplex stammt aus der Familie der Leucine-rich-repeat Proteine. 

Er ist in einer hohen Dichte mit einer Anzahl von 25.000 Kopien pro Thrombozyt zu finden 

(Berndt 2001). GpIb-alpha besitzt an seiner N-terminalen Domäne Bindungsstellen für vWF, 

Thrombin (Takamatsu 1986), Gerinnungsfaktoren XI/XIIa (Baglia 2002)(Bradford 2000) und 

High-molecular-weight Kininogen (Bradford 1997). Weiterhin bindet der GPIb-IX-V 

Komplex an Mac-1 und P-Selektin, was zur Rekrutierung von Leukozyten zu entzündlichen 

Prozessen beiträgt (Romo 1999)(Simon 2000)(Wagner 2003).  

Die Blockierung der Bindungsstelle von GPIb-alpha für vWF durch einen inhibitorischen 

Antikörper verhindert das Tethering der Thrombozyten und die nachfolgende 

Thrombusbildung bei einem Modell der arteriellen Gefäßverletzung der Maus (Massberg 

2003). Bei vWF knock out Mäusen, die ein Modell für die von Willebrand Krankheit 
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darstellen findet sich eine stark verlängerte Blutungszeit, Spontanblutungen sowie eine 

Beeinträchtigung der Thrombusbildung (Denis 1998). 

 

2.2.2 Thrombozytenaktivierung - Glykoprotein VI 

Die Aktivierung von Thrombozyten führt zur Verstärkung ihrer prokoagulatorischen 

Eigenschaften und ermöglicht die Aggregation und damit Thrombusbildung an der 

Lokalisation der Gefäßverletzung (Savage 2001). Die wichtigsten Induktoren sind Kollagen, 

vWF, Thrombin, ADP, TxA2 und Adrenalin. Der finale Weg all dieser Agonisten ist die 

Aktivierung von GP IIbIIIa, dem wichtigsten Rezeptor für die Thrombozytenaggregation 

(Kulkarni 2000). Phänotypisch kommt es zur Ausspreizung und Ausbildung von 

Pseudopodien sowie zur Ausschüttung intrazellulärer Granula, die die Aktivierung weiter 

verstärken, die Gerinnungskaskade in Gang setzen und zur Vasokonstriktion führen (George 

2000). Durch die Oberflächenexposition von Phosphatidylserin kann dieses als Bindungsstelle 

für Enzyme und Cofaktoren der Koagulationskaskade dienen, was letztendlich die lokale 

Thrombinbildung verstärkt (Davi 2007)(Lentz 2003)(Ruggeri 2002). Der Schlüsselrezeptor 

für die Initiierung der Thrombozytenaktivierung bei arterieller Thrombose ist das 

Glykoprotein VI.  

Das Glykoprotein VI wird ausschließlich auf Megakaryozyten und Thrombozyten exprimiert 

und ist der Superfamilie der Immunglobulin-Rezeptoren zuzurechnen (Berlanga 2000). Es ist 

ein Typ I Transmembranprotein mit einem Molekulargewicht von 60-65 kDa, das mit der Fc-

Rezeptor gamma-Kette einen Komplex bildet (Clemetson 1999)(Nieswandt 2000). Diese 

dient der Signaltransduktion durch die Tyrosinphosphorylierung der ITAM-Domäne durch 

Src-like Kinasen, was zur Aktivierung der Tyrosinkinase Syk führt und eine intrazelluläre 

Signalkaskade in Gang setzt (Bauer 2001)(Tsuji 1997)(Watson 2001). Bei Thrombozyten 

dient GPVI als Kollagenrezeptor, wobei die Glycin-Prolin-Hydroxyprolin Sequenz des 

Kollagen das spezifische Bindungsmotiv darstellt (Knight 1999). Fibrilläres Kollagen Typ I 

und III bilden die Hauptkomponenten der extrazellulären Matrix von Blutgefäßen und werden 

bei Gefäßverletzungen exponiert. GPVI bindet an dieses fibrilläre Kollagen und vermittelt die 

Thrombozytenadhäsion und -aktivierung unter arteriellen Flussbedingungen (Baumgartner 

1977)(Clemetson 2001). 

In vivo spielt dieser Rezeptor eine wichtige Rolle in allen Phasen der Thrombusbildung, vom 

initialen Tethering, über langsame Translokation und stabile Adhäsion bis zur Aggregation 

der Thrombozyten (Massberg 2003). Seine Hauptfunktion ist die Adhäsion und Aktivierung 

der Thrombozyten auf kollagenhaltigen Oberflächen wie dies bei arterieller 
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Gefäßverletzungen der Fall ist (Nieswandt 2003). Durch die Aktivierung der Thrombozyten 

erfolgt die Umwandlung der Integrine αIIbβ3 (GPIIbIIIa) und α2β1 von einem niedrig in einen 

hoch affinen Zustand (Nakamura 1999)(Nieswandt 2001a)(Nieswandt 2001b). Dies verstärkt 

die Thrombozyten-Kollagen Interaktion, was wiederum die Stimulation der aktivierenden 

Signalkaskade durch GPVI fördert (Atkinson 2003). Weiterhin kommt es zu einem Anstieg 

der intrazellulären Calciumkonzentration und zur Freisetzung gespeicherter Mediatoren wie 

ADP durch die aktivierten Thrombozyten (Nieswandt 2003)(Watson 2005).  

Die durch Kollagen ausgelöste Aggregation wird vor allem durch die Freisetzung sekundärer 

Mediatoren wie ADP und TxA2 aus aktivierten Thrombozyten vermittelt (siehe Abb. 3). 

Dadurch werden zirkulierende Thrombozyten aktiviert und tragen zum Thrombuswachstum 

bei (Davi 2007)(Nieswandt 2001c). Bei GPVI-depletierten Mäusen kann in vivo gezeigt 

werden, dass bei arterieller Gefäßverletzung sowohl die Thrombozytenadhäsion als auch die 

nachfolgende Thrombusbildung stark beeinträchtigt sind. Dies unterstreicht die 

Schlüsselfunktion von GPVI für diese Prozesse (Massberg 2003). 

 

2.2.3 Thrombozytenaggregation 

Bei der Aggregation kommt es zur Vernetzung von Thrombozyten untereinander, also zur 

homotypischen Interaktion zwischen bereits adhärenten und zirkulierenden Thrombozyten. 

Dieser Prozess ist entscheidend für das Thrombuswachstum und die Relevanz der beteiligten 

Faktoren ist abhängig von den vorherrschenden Scheerbedingungen (Jackson 2007). 

Essentiell hierfür ist die Interaktion des wichtigsten Integrins der Thrombozyten αIIbβ3 

(GPIIbIIIa) mit Fibrinogen, aber auch mit vWF (Ruggeri 1999). 

 

2.2.3.1 Integrine der Thrombozyten 

Integrine sind heterodimere Proteine die jeweils aus einer nicht-kovalent verbundenen α- und 

β-Untereinheiten bestehen. Auf Thrombozyten sind fünf α- und zwei verschiedene β-

Untereinheiten zu finden, wobei die Einteilung nach der β1 oder β3 Untereinheit erfolgt 

(Hynes 2002). Die Bindung dieser Integrine ist abhängig vom spezifischen Arginin-Glycin-

Aspartat Bindungsmotiv der Liganden (Xiong 2002). Die Ligandenbindung setzt die 

Aktivierung der Integrine voraus, wodurch diese in einen hoch affinen Zustand versetzt 

werden, was als inside-out Signaling bezeichnet wird. Andererseits führt die Interaktion mit 

Liganden zu intrazellulären Signalen, die mit anderen Signalen der Thrombozytenaktivierung 

synergistisch wirken und so etwa die Aktinpolymerisierung und –reorganisation regulieren, 

was als outside-in signaling bezeichnet wird (Shattil 1998).  
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Eine wichtige Funktion thrombozytärer Integrine stellt die Vermittlung einer stabilen 

Thrombozytenadhäsion dar. Dies wird ermöglicht durch Bindung unterschiedlicher 

Komponenten der extrazellulären Matrix wie Vitronectin durch αvβ3, Kollagen durch α2β1, 

Fibronectin durch α5β1 sowie Laminin durch α6β1 (Shattil 2004). 

 

2.2.3.2 Glykoprotein IIbIIIa   

Das Integrin αIIbβ3 ist über die Brückenbildung mit Fibrin vor allem für die Aggregation der 

Thrombozyten verantwortlich und mit einer Kopienzahl von etwa 80.000 das häufigste 

Integrin auf der Oberfläche der Thrombozyten (siehe Abb. 3). Nach 

Thrombozytenaktivierung werden zudem weitere αIIbβ3 Integrine von intrazytoplasmatischen 

Membranen an die Oberfläche rekrutiert (Shattil 1985)(Wagner 1996). Außerdem spielt 

dieses Integrin in vivo und in vitro eine wichtige Rolle bei der Adhäsion auf exponierter 

subendothelialer Matrix und dysfunktionalem intaktem Endothel (Massberg 2005)(Theilmeier 

2002). Zu den Liganden zählen Fibrinogen und Fibrin (Bennett 1979)(Hantgan 1988), vWF 

(Ruggeri 1982), Vitronectin (Thiagarajan 1988), Fibronectin (Ginsberg 1983) sowie 

Thrombospondin (Karczewski 1989). 

In unstimulierten Thrombozyten befindet sich GPIIbIIIa in einem niedrig affinen Zustand für 

seine Liganden. Die Aktivierung kann entweder durch lösliche Agonisten wie ADP, TxA2 

und Thrombin oder immobilisierte Agonisten wie vWF über den GPIb-IX-V Komplex sowie 

Kollagen durch GPVI erfolgen (Kasirer-Friede 2004) (Daniel 1998)(Hung 1992)(Nieswandt 

2001b). Bei diesem Prozess der Affinitätsmodulation kommt der Interaktion von Talin mit 

dem zytoplasmatischen Anteil des Integrins eine entscheidende Rolle zu (Petrich 

2007)(Wegener 2007). Das inside-out Signaling führt zur Demaskierung der 

Ligandenbindungsstelle, die nun mit hoher Affinität an ihren Liganden binden kann (Smith 

1994). Dies führt zur Thrombozytenaggregation, indem sich Thrombozyten über Liganden-

Brückenbindungen gegenseitig vernetzen, wobei der Interaktion von Integrin αIIbβ3 mit Fibrin 

die entscheidende Bedeutung zukommt (Ikeda 1991)(Savage 1998). Zudem können weitere 

zirkulierende Thrombozyten über die Immobilisierung potentieller Liganden, wie z.B. vWF, 

an der Thrombozytenoberfläche in den wachsenden Thrombus integriert werden (Shattil 

2004).  

Die Ligandenbindung hat auch eine Stimulation des outside-in signalings zur Folge, was zu 

fester Thrombozytenadhäsion, Ausspreizung auf extrazellulärer Matrix, Retraktion des 

Fibrinklots und Entstehung prokoagulatorischer Aktivität beiträgt (Fox 1990)(Ruggeri 

1997a)(Schoenwaelder 1997)(Weiss 1991). Weiterhin wird vermehrt CD40-Ligand auf der 
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Thrombozytenoberfläche präsentiert und es kommt zur Aktin abhängigen Formveränderung 

(Fox 1990)(May 2002)(Shattil 1998). Letzterer Vorgang ist abhängig von der Liganden 

induzierten Oligomerisierung des Integrins, da nur multivalente Liganden diese 

Signalkaskade in Gang setzen können (Abrams 1994).  

 

Abbildung 3: Thrombozytenadhäsion und -aggregation auf subendothelialer Matrix 
Die Interaktion des GPIb-V-IX Komplexes mit vWF ermöglicht das Tethering und die initiale 
Adhäsion der Thrombozyten. Dadurch wird die Interaktion von GPVI mit Kollagen 
ermöglicht, wodurch die Thrombozyten aktiviert werden. Dies führt zur Freisetzung von ADP 
und TxA2 sowie zur Umwandlung der Integrine in einen hoch affinen Status für ihre 
Liganden. Das aktivierte Integrin αIIbβ3 (GPIIbIIIa) vermittelt die stabile Adhäsion sowie die 
Thrombozytenaggregation durch Brückenbildung mit Fibrinogen und vWF. 
(aus Varga-Szabo et al. Cell adhesion mechanisms in platelets. Arterioscler. Thromb. Vasc. 
Biol. 28 (2008) 403-412) 
 

2.2.4 Mausmodelle 

Bei der Untersuchung der Rolle von Thrombozyten im Prozess der Okklusion des Ductus 

arteriosus, werden drei Mausmodelle mit fehlenden oder dysfunktionalen Thrombozyten 

genutzt. Diese werden im folgenden Abschnitt näher dargestellt. 

 

2.2.4.1 Mausmodell der Thrombozytopenie 

Als Thrombozytopenie ist beim neonaten wie adulten Menschen eine Thrombozytenzahl von 

weniger als 150,000/µl Blut definiert. Ein vollständiges Fehlen der Thrombozyten durch einen 

genetischen Defekt ist beim Menschen noch nicht beschrieben worden. Obwohl beim 

Menschen sekundäre Thrombozytopenien weitaus häufiger sind als primäre, werden letztere 

doch mit zunehmender Häufigkeit diagnostiziert. Klinisch präsentieren sich kongenitale 

Thrombozytopenien meist als Schleimhautblutungen und Petechien oder Ecchymosen der 

Haut. Bekannte vererbliche Syndrome mit Thrombozytopenie sind das Alport-, Wiskott-

Aldrich- und Bernard-Soulier-Syndrom (Drachman 2004). 
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In der vorliegenden Arbeit wird das NF-E2 knock out Model von Shivdasani et al. verwendet, 

bei dem eine neoR Kassette unmittelbar vor dem 5´-Ende der Sequenz der basischen Domäne 

im dritten Exon des p45 NF-E2 Gens insertiert wird. Das translatierte Produkt ist inaktiv, da 

es nicht mehr an die DNA binden und kein Heterodimer bilden kann (Shivdasani 1995b). 

Der basische Leucin Zipper Transkriptionsfaktor NF-E2 ist sowohl an der Regulation der 

Thrombopoiese als auch der Erythropoiese beteiligt (Shivdasani 1995a)(Shivdasani 1996). Er 

ist ein Heterodimer, das aus einer vielfältig exprimierten p18 und einer p45 Untereinheit 

besteht, die nur in der erythroiden und megakaryozytären Zelllinie sowie in Mastzellen 

exprimiert wird (Andrews 1993). Die Thrombozytopenie wird durch eine Störung der 

terminalen Differenzierung von Megakaryozyten hervorgerufen. Dies unterbindet die Bildung 

von Pro-Thrombozyten, was auch die Abschnürung reifer Thrombozyten verhindert. Dadurch 

lassen sich bei NF-E2-/- Mäusen keine Thrombozyten im peripheren Blut nachweisen (Lecine 

1998). Auch die Proliferation von Vorläufern der Megakaryozyten ist beeinträchtigt. Im 

peripheren Blut finden sich Partikel in einer Menge von 4-8 x 104/µl Blut, die Thrombozyten 

ähnlich sind, aber eine stark gestörte Organisation der Zellorganellen aufweisen. Zudem 

reagieren die Partikel nur sehr schwach auf Agonisten wie Thrombin und weisen damit neben 

morphologischen auch starke Funktionsdefizite auf (Levin 1999).  

Phänotypisch zeigen die NF-E2-/- Mäuse eine vollständige Thrombozytopenie, Splenomegalie 

mit Megakaryozytose sowie eine hypochrome mikrozytäre Anämie mit Retikulozytose. Alle 

anderen Organsysteme weisen keine pathologischen Veränderungen auf (Levin 1999). Die 

hypochrome, microzytäre Anämie wird durch eine Reifungsstörung der Erythrozyten erklärt, 

die eine Splenomegalie und kompensatorische Retikulozytose hervorruft. Hämolyse, 

Eisenmangel oder Blutungen können die Anämie der Tiere nicht erklären. Die Expression des 

Hämoglobin Gens, für das NF-E2 ein Enhancer ist, wird bei den knock out Mäusen nur leicht 

beeinträchtigt (Shivdasani 1995a).  

 

2.2.4.2 Mausmodell der Glanzmann Thrombasthenie 

Die Glanzmann Thrombasthenie wurde zum ersten Mal von Eduard Glanzmann als 

„hereditäre hämorrhagische Thrombasthenie“ beschrieben (Glanzmann 1918). Dabei handelt 

es sich um eine autosomal rezessive Erkrankung, die durch quantitative und/oder qualitative 

Veränderungen des αIIbβ3 Integrins verursacht wird. Die αIIb- und β3-Kette können hierbei 

beide oder auch jede für sich betroffen sein (Bellucci 2002). Die Unterscheidung der 

Subtypen erfolgt nach den Kriterien Aggregation und Thrombusretraktion. Bei Typ I kommt 

es zu keinerlei Thrombozytenaggregation und Thrombusretraktion, was auf eine fehlende 



                                                               EINLEITUNG                                                          16 

Expression des Integrins zurückzuführen ist. Typ II zeichnet sich durch eine fehlende 

Thrombozytenaggregation, aber residuelle Thrombusretraktion aus, da es hier noch zu einer 

geringgradigen Expression kommt. Daneben existieren noch einige Varianten (George 1990). 

Die Erkrankung wird beim Menschen typischerweise durch Schleimhautblutungen, Purpura 

und Menorrhagien symptomatisch, meist auch schon kurz nach der Geburt (Nurden 2005). 

Diagnostische Kriterien sind eine fehlende Thrombozytenaggregation, eine stark verlängerte 

Blutungszeit sowie eine abnormale Thrombusretraktion bei normaler Thrombozytenzahl und  

-morphologie (Nair 2002). Zusätzlich ist die Thrombozytenadhäsion beeinträchtigt (Nurden 

2006).  

Da der GP IIbIIIa Rezeptor aus einer αIIb- und einer β3-Kette besteht, kann sowohl durch 

knock out des einen wie auch des anderen Gens der Phänotyp der Glanzmann Thrombasthenie 

erzielt werden. Die β3-Kette bildet mit der αV-Kette allerdings auch das αVβ3 Integrin 

(Vitronectinrezeptor) auf Thrombozyten, dessen bevorzugter Ligand nicht Fibrinogen, 

sondern Vitronectin ist (Kieffer 1991). Die β3-Kette ist auch bei der Bildung von anderen 

Integrinen auf einer Vielzahl von Zellen beteiligt.  

In der vorliegenden Arbeit wird das Modell von Emambokus et al. verwendet, bei dem eine 

Deletion des Gens der αIIb-Kette zum Phänotyp der Glanzmann Thrombasthenie führt. Hier 

wurde durch Einbringung der Sequenz des GFPCre Fusionsproteins in das erste Intron des 

gpIIb Locus eine gpIIb Nullallel erzeugt. Bei homozygoten GPIIbGFPCre/GFPCre Mäusen kann 

CD41 auf keinem Zelltyp mehr nachgewiesen werden, sodass auch auf Thrombozyten der 

GPIIb/IIIa-Komplex nicht mehr exprimiert wird (Emambokus 2003). Da die αIIb-Kette 

ausschließlich mit der β3-Kette kombiniert, betrifft die Deletion spezifisch das thrombozytäre   

GP IIbIIIa Integrin. In vivo kann nachgewiesen werden, dass bei dieser knock out Maus 

Thrombozytenaggregation und -adhäsion auf aktiviertem Endothel und exponierter 

subendothelialer Matrix stark beeinträchtigt sind (Massberg 2005). 

 

2.2.4.3 Das anti-GPVI behandelte Mausmodell 

Die Interaktion zwischen Thrombozyten und Kollagen spielt eine wichtige Rolle bei der 

Initiierung von Hämostase und Thrombose in vivo. Für letzteren Prozess dient GPVI als 

zentraler Rezeptor (Nieswandt 2003). Bei Patienten, die im Rahmen von 

Autoimmunerkrankungen Antikörper gegen diesen Thrombozytenrezeptor bilden, ist eine 

milde Blutungsneigung sowie die fehlende Thrombozytenaggregation auf Stimulation durch 

Kollagen zu beobachten (Sugiyama 1987). Übereinstimmend kann bei der Maus gezeigt 

werden, dass ein GPVI-depletierender Antikörper bei Thrombozyten einen refraktären 
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Zustand gegenüber der Aktivierung durch Kollagen und eine verlängerte Blutungszeit 

induziert (Nieswandt 2001c). Ebenso führt ein Antikörper, der die wichtigste 

Kollagenbindungsstelle von GPVI blockiert, bei einem Modell für arterielle Thrombose der 

Maus in vivo zu einer starken Beeinträchtigung der Thrombozytenadhäsion und –aggregation. 

Dies zeigt, dass GPVI essentiell für die arterielle Thrombusbildung ist (Massberg 2003). 

In der vorliegenden Arbeit wird ebenfalls ein GPVI-blockierender Antikörper verwendet: um 

den thrombozytären Adhäsionsrezeptor GPVI zu blockieren, wird ein monoklonales rabbit 

anit-mouse GPVI ImmunglobulinG (IF 5-1-11) verwendet. Dieser Antikörper wird analog zu 

bereits beschriebenen Methoden hergestellt (Kremmer 1995). Zur Gewinnung monoklonaler 

Antikörper werden Kaninchen mit einem adenoviral in HeLa-Zellen exprimierten murinen 

GPVI-Fc Fusionsprotein immunisiert. Zur Herstellung von Hybridomzellen wird die Myelom 

Zelllinie P3X63 Ag 8.653 mit Milzzellen aus dem immunisierten Kaninchen fusioniert. Der 

Überstand der Hybridomzellen wird auf Antikörper untersucht, die spezifisch mit dem GPVI-

Fc Fusionsprotein reagieren. Die Ig-Klasse wird mit monoklonalen Antikörpern (anti-IgM, 

anti-IgG Subklasse) aus der Maus bestimmt. Um die monoklonalen Antikörper aufzureinigen, 

wird eine Protein G-Sepharose Säule verwendet. Die Spezifität des Antikörpers wird durch 

einen Western Blot gegen GPVI-Fc und Kontroll Fc-Protein verifiziert (Massberg 2004). Mit 

der Gabe dieses Antikörpers ist der wichtigste Rezeptor für Adhäsion, Aktivierung und 

Aggregation von Thrombozyten auf Kollagen blockiert (Nieswandt 2003).  

 

2.2.5 Interaktion von Thrombozyten und Progenitorzellen 

Thrombozyten sind nicht nur am thrombotischen Gefäßverschluss beteiligt, sondern spielen 

auch eine wichtige Rolle beim Gefäßremodelling. Denn die prompte Adhäsion von 

Thrombozyten im Bereich von Gefäßverletzungen führt zur Bildung eines thrombozytären 

Rasens, dessen Adhäsionsmoleküle die Rekrutierung zirkulierender Leukozyten und 

Progenitorzellen unterstützt. Zudem sezernieren aktivierte und adhärente Thrombozyten eine 

Reihe von Chemokinen, die zusätzlich die Akkumulation dieser Zelltypen vermitteln. Für die 

Beteiligung von Progenitorzellen aus dem Knochenmark an Reparatur und Remodelling von 

Gefäßläsionen finden sich in der Literatur zahlreiche Hinweise. Diese Zellen differenzieren 

sich dort in glatte Muskelzellen und Endothelzellen (Jiang 2004)(Sata 2002)(Sata 

2003)(Shimizu 2001)(Simper 2002). Bei der Rekrutierung dieser Progenitorzellen werden 

Thrombozyten als wichtiger Faktor angesehen (Massberg 2006). Erst in den letzten Jahren 

wurden einige wichtige Mechanismen der Interaktion dieser beiden Zelltypen näher 

untersucht.  
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So kann in vivo gezeigt werden, dass nach Verletzung der Arteria carotis der Maus 

Progenitorzellen aus dem Knochenmark in Abhängigkeit von der Thrombozytenadhäsion 

innerhalb von 5-10 Minuten im Bereich der Gefäßläsion rekrutiert werden (siehe Abb. 4). Bei 

diesen Zellen handelt es sich um CD34+c-kit+Sca-1+Lin- Zellen des Knochenmarks (Massberg 

2006). Progenitorzellen können nicht direkt mit der extrazellulären Matrix interagieren, da 

ihnen entsprechende Adhäsionsrezeptoren fehlen. Jedoch verfügen sie über die 

Adhäsionsrezeptoren PSGL-1 und VLA-4 (Massberg 2006), deren Bindungspartner P-

Selektin und VCAM-1 für das Homing in das Knochenmark essentiell sind (Frenette 

1998)(Mazo 1998). Die direkte Interaktion von aktivierten Thrombozyten mit 

Progenitorzellen wird durch P-Selektin/PSGL-1 vermittelt. P-Selektin ist auch an der 

Interaktion von Thrombozyten mit Leukozyten beteiligt (Diacovo 1996). Wird die 

Thrombozytenadhäsion im Bereich einer Gefäßläsion unterbunden, kommt es auch nicht zur 

Adhäsion von Progenitorzellen (Massberg 2006). Aber auch die Thrombozytenaggregation 

beeinflusst die Akkumulation von Progenitorzellen, da bei GPIIb knock out Mäusen 

signifikant weniger Progenitorzellen an der Gefäßläsion zu finden sind (Massberg 2006). 

Weiterhin scheinen weitere Thrombusbestanteile wie Fibrin für die Rekrutierung von 

Bedeutung zu sein (de Boer 2006). 

Die Thrombozytenaktivierung führt zur Freisetzung des Chemokins SDF-1α aus den alpha-

Granula der Thrombozyten (Massberg 2006)(Jin 2006). Dieses Chemokin hat eine stabilen 

Anhaftung der Progenitorzellen an den Thrombus und an Endothelzellen zur Folge (Massberg 

2006)(Peled 1999). Von SDF-1α ist bekannt, dass es Progenitorzellen aus dem Blut zur 

vaskulären Intima rekrutiert (Schober 2003)(Zernecke 2005). Dabei kommt es zur 

Aktivierung der Integrine LFA-1 und VLA-4 auf humanen CD34+ Zellen (Peled 2000). Die 

funktionelle Blockierung von SDF-1α beeinträchtigt die Akkumulation von Progenitorzellen 

an Gefäßläsionen (Massberg 2006). Dies kann auch bei der Thrombozyten abhängigen 

Rekrutierung von Progenitorzellen an aktiviertes Endothel nach Ischämie/Reperfusions-

Verletzung gezeigt werden (Stellos 2008).  

Zudem modulieren Wachstumsfaktoren von Thrombozyten das Proliferations- und 

Differenzierungsverhalten von Progenitorzellen in der Neointima. Dabei spielen Faktoren wie 

PDGF-BB, VEGF, aber auch SDF-1α eine Rolle (Hu 2004)(Ponomaryov 2000)(Simper 

2002). In vitro führt die Kultivierung von Thrombozyten mit murinen embryonalen 

endothelialen T17b Progenitorzellen zu deren Differenzierung in reife Endothelzellen (Langer 

2007). Weiterhin können hierdurch aus CD34+ Progenitorzellen auch Makrophagen und 

Schaumzellen entstehen (Daub 2006). Die Differenzierung von CD34+ Zellen in endotheliale 
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Progenitorzellen ist in vitro bei Kultivierung mit Thrombozyten zudem abhängig von 

thrombozytärem SDF-1α (Stellos 2008). Außerdem beobachtet man eine PDGF abhängige 

Migration endothelialer Progenitorzellen in den Thrombus, was die Endothelialisierung des 

Thrombus ermöglicht (Langer 2006).   

 

Abbildung 4: Adhärierende Thrombozyten rekrutieren Progenitorzellen aus dem 
Knochenmark zu Gefäßverletzungen 

Innerhalb von Minuten kommt es durch die Exposition subendothelialer Matrix zur 
Thrombozytenadhäsion vermittelt durch den GPIb-V-IX Komplex und GPVI. Nach der 
Aktivierung von GPIIbIIIa sezernieren die Thrombozyten SDF-1α und exprimieren P-
Selektin auf ihrer Oberfläche. Dadurch wird die Rekrutierung von CXCR4+ Progenitorzellen 
über die PSGL-1-P-Selektin Interaktion innerhalb von Minuten nach Gefäßverletzung 
ermöglicht. Im weiteren Verlauf sezernieren apoptotische glatte Muskelzellen SDF-1α. 
(aus Massberg, S. et al. Platelets secrete stromal cell-derived factor 1alpha and recruit bone 
marrow-derived progenitor cells to arterial thrombi in vivo. J.Exp.Med. 203 (2006) 1221-
1233) 
 
 
2.3 Neointimaentstehung 

Das intimale Remodelling im Rahmen des anatomischen Verschlusses des Ductus arteriosus 

wird von einigen Autoren als Neointimaformation bezeichnet und mit Mechanismen der 

pathologischen Neointimaformation verglichen (de Reeder 1988)(de Reeder 

1990b)(Gittenberger-De Groot 1985)(Silver 1981)(Slomp 1992)(Tannenbaum 1996)(Yoder 

1978). Im Folgenden werden die Abläufe der pathologischen Neointimaformation dargestellt, 

wobei insbesondere der Einfluss der Thrombozyten auf diesen Prozess erörtert wird. 
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2.3.1 Pathophysiologie und Histologie der Neointimaformation 

Die Bildung einer Neointima ist als eine Reaktion der arteriellen Gefäßwand auf eine Vielzahl 

von schädigenden Einflüssen zu verstehen, die eine Veränderung der zellulären 

Zusammensetzung und der extrazellulären Matrix hervorrufen (siehe Abb. 5)(Newby 

2000)(Schwartz 1995). Dieser Adaptationsmechanismus der Gefäßwand führt zu einer 

Intimahyperplasie und Intimaverdickung, also zu einer Zunahme sowohl der Zellzahl als auch 

der extrazellulären Matrix innerhalb der Intima, was eine Lumeneinengung der betroffenen 

Gefäße zur Folge hat (Newby 2000). Für Remodelling und Reparatur der 

Gefäßwandverletzung ist die Proliferation von Endothelzellen und vaskulären glatten 

Muskelzellen von großer Bedeutung (Schwartz 1997). Die Prozesse in diesen Läsionen 

weisen Parallelen zu nicht voll ausheilenden Wunden auf (Farb 2004).  

Dieser progrediente Umbau von Gefäßen ist bei einer Vielzahl pathologischer 

Gefäßveränderungen zu beobachten. Als Schlüsselfaktoren für die Neointimaformation 

werden endotheliale Denudation, mechanische Verletzung, chronische Entzündung oder 

Erhöhung des Wandstresses gesehen. So ist dieser Prozess etwa bei pulmonaler Hypertonie, 

venösen Koronar-Bypässen oder nach Ballonangioplastie und Stenting von Koronararterien 

zu beobachten (Dilley 1988)(Farb 1999)(Weiser 1995). Auch chronische 

Entzündungsreaktionen wie Atherosklerose und Abstoßungsreaktionen nach 

Organstransplantation können eine Neointimabildung hervorrufen (Ross 1999)(Salomon 

1991).  

Das am besten untersuchte Modell ist die Reaktion der Arteria carotis der Ratte auf eine 

Ballonangioplastie. Hierbei kommt es zunächst zu einer Zerstörung des Endothels, wodurch 

Thrombozyten adhärent werden und sich ein muraler Thrombus ausbildet (Clowes 1983b). 

Hierbei scheint die Freisetzung von PDGF von entscheidender Bedeutung für die 

Neointimaformation zu sein, denn PDGF fördert die Proliferation und Migration glatter 

Muskelzellen der Media (Ferns 1991)(Ross 1990). Aktivierte Thrombozyten sezernieren 

weitere proinflammatorische Mediatoren wie TxA2 und Serotonin, die eine ähnliche Wirkung 

wie PDGF ausweisen (Pakala 1997). Zudem kommt es zur Apoptose glatter Muskelzellen der 

Media (Clowes 1983b). Dies scheint ein adaptiver Remodellingprozess der Gefäßwand zu 

sein, um bei Abnahme des Blutflusses eine permanente Kontraktion gewährleisten zu können 

(Walsh 2000). Hierauf erfolgt innerhalb von vier Tagen die Proliferation und Migration 

glatter Muskelzellen aus der Media über die Lamina Elastica interna in die Intima (Clowes 

1983b) (Lindner 1991). Voraussetzung dafür ist eine Modulation des Phänotyps von einem 

differenzierten kontraktilen zu einem weniger differenzierten synthetischen Typ glatter 
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Muskelzellen (Thyberg 1998). Die Migration wird durch Thrombozyten beeinflusst, da bei 

Thrombozytopenie die Neointimabildung stark beeinträchtigt wird (Fingerle 1989). Neuere 

Untersuchungen legen nahe, dass die Zellen der Neointima nicht nur aus der lokalen 

Gefäßwand stammen, sondern auch zirkulierende Progenitorzellen zur Läsion rekrutiert 

werden (Sata 2002), worauf im Folgenden näher eingegangen wird. Nachfolgend kommt es 

für Wochen bis Monate zur Proliferation der neointimalen Zellen, vor allem derer, die sich 

nahe am Lumen befinden (Clowes 1983a)(Clowes 1986). Dies wird durch ein gesteigertes 

Ansprechen auf Mitogene wie IGF-1, TGF-beta, bFGF und Angiotensin II erklärt (Cercek 

1990)(Daemen 1991)(Lindner 1991)(Majesky 1991). Das Wachstum der Intima ist in der 

späteren Phase vor allem auf die Ablagerung extrazellulärer Matrix zurückzuführen. So 

kommt es zur vermehrten Synthese von Hyaluronan, Kollagen Typ I, Elastin und Fibronectin 

durch die glatten Muskelzellen der Intima (Thyberg 1997)(Wight 1995). Die vermehrte 

Expression von Matrix Metalloproteinasen treibt das Remodelling der extrazellulären Matrix 

weiter voran, welches die Migration glatter Muskelzellen begünstigt (Bendeck 1994). 

Bei der Neointimaformation nach Stentimplantation beim Menschen laufen ähnliche Prozesse 

ab. Der Prozess der In-Stent Restenose führt zur Reduzierung des Gefäßdurchmessers und der 

Lumenweite. Dies ist unter anderem durch die vermehrte Produktion von Wachstumsfaktoren 

wie PDGF und TGF-beta gekennzeichnet, wodurch es zur Proliferation glatter Muskelzellen 

und Kollagenablagerung kommt (Ward 2000). Der murale Thrombus wird durch 

Makrophagen und alpha-actin negative spindelförmige Zellen invadiert, von denen nicht 

bekannt ist, ob sie dedifferenzierte glatte Muskelzellen aus der lokalen Media sind oder von 

zirkulierenden Progenitorzellen abstammen (Komatsu 1998). Makrophagen setzen Cytokine 

und Wachstumsfaktoren frei, welche die Proliferation und Migration glatter Muskelzellen 

unterstützen (Ross 1993). Dies ist im Sinne einer Organisation des Thrombus mit Bildung von 

Granulationsgewebe zu sehen, wobei einwandernde glatte Muskelzellen eine Proteoglykan 

reiche Matrix synthetisieren (Carter 1994). Hierbei korreliert das Ausmaß der 

Intimahyperplasie positiv mit dem Grad der initialen Mediaschädigung sowie der 

Makrophageninfiltration (Farb 1999)(Virmani 1999).  
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Neointimaformation nach Angioplastie 
Zunächst kommt es an der Gefäßverletzung innerhalb kürzester Zeit zur Thrombusbildung, 
gefolgt von der Einwanderung von Entzündungszellen. Innerhalb eines Tages wird die 
Proliferation der neointimalen Zellen induziert, im weiteren Verlauf wird vermehrt 
extrazelluläre Matrix produziert. Diese Prozesse führen zur Hyperplasie der Intima, was die 
Stenosierung des Lumens zur Folge hat. 
(aus Weintraub, W. S. The pathophysiology and burden of restenosis. Am.J.Cardiol. 100 
(2007) 3K-9K) 
 
2.3.2 Rolle von Chemokinen bei der Neointimabildung 

Die strukturellen Veränderungen der Gefäßwand im Rahmen der Neointimabildung werden 

durch eine Vielzahl von Botenstoffen beeinflusst (Schober 2007). Im folgenden wird auf die 

wichtigsten Chemokine näher eingegangen, die an der Koordination dieses komplexen 

Prozesses beteiligt sind.  

Es kann gezeigt werden, dass Entzündungszellen, insbesondere Monozyten zur Progression 

des arteriellen Remodellings beitragen (Schober 2005). So kommt es nach Gefäßverletzung 

zur vermehrten Expression von MCP-1 (CCL2) in der Gefäßwand und zu erhöhten 

Plasmaspiegeln. Adhärente Thrombozyten immobilisieren MCP-1 an ihrer Oberfläche und 

ermöglichen so die Rekrutierung von Monozyten (Schober 2004). Die Produktion von MCP-1 

in den glatten Muskelzellen der lokalen Gefäßwand wird verstärkt durch thrombozytäre 

Faktoren wie PDGF und Thrombin (Taubman 1992)(Wenzel 1995). Eine Blockierung von 

MCP-1 oder seines Rezeptors CCR2 reduziert die Neointimabildung einerseits durch die 

Inhibition der Makrophageninfiltration, andererseits durch die verminderte Proliferation 

glatter Muskelzellen (Schober 2004)(Furukawa 1999). Für die Fraktalkine/CXCR1-Achse 

konnte eine ähnliche Wirkung gezeigt werden (Lesnik 2003)(Liu 2006). Die Expression von 

Fraktalkine auf aktiviertem Endothel führt zur Stimulation der P-Selektin Präsentation auf 

adhärenten Thrombozyten, die hierdurch Leukozyten rekrutieren können (Schulz 2007). 

Ferner wird RANTES aus aktivierten Thrombozyten freigesetzt und beeinflusst über die 
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Regulation der Monozytenadhäsion die Atherogenese und Neointimaformation (Huo 

2003)(Schober 2002). 

Da auch zirkulierende Progenitorzellen aus dem Knochenmark zur Neointimabildung 

beitragen (Sata 2002), wurden die Mechanismen ihrer Mobilisierung und Rekrutierung näher 

untersucht. SDF-1α ist ein chemotaktischer Faktor für CD34+ Progenitorzellen und reife 

Blutzellen wie Lymphozyten und Monozyten (Aiuti 1997)(Bleul 1996). Nach einer 

Gefäßverletzung kommt es rasch zur Sekretion von SDF-1α aus aktivierten Thrombozyten, 

die damit initial die Hauptquelle für SDF-1α darstellen (Jin 2006)(Massberg 2006). Später 

wird SDF-1α auch in glatten Muskelzellen der Media vermehrt exprimiert (Zhang 2006). In 

atherosklerotischen Plaques wird SDF-1α von Thrombozyten, glatten Muskelzellen, 

Endothelzellen und Makrophagen stark exprimiert (Abi-Younes 2000). Eine wichtige Rolle 

kommt dabei HIF-1 zu, der in hypoxischem Gewebe eine erhöhte Expression aufweist und 

zur vermehrten SDF-1α Bildung führt (Ceradini 2004). Die Transkription kann aber auch 

durch VEGF und IL-1 induziert werden (Grunewald 2006).  

Durch SDF-1α kommt es zur Mobilisierung von Progenitorzellen in das periphere Blut, wie 

dies für CXCR4+ (Ceradini 2004), c-kit- lin- Sca-1+(Zernecke 2005), c-kit+ lin- Sca-1+ (Shen 

2001) Zellen gezeigt werden konnte. Wie unter 2.2.5 im Detail beschrieben, ist SDF-1α an der 

Rekrutierung von Progenitorzellen zu Gefäßverletzungen beteiligt (Massberg 2006). Bei der 

Neointimabildung nach Gefäßverletzung kommt SDF-1α eine zentrale Rolle durch die 

Rekrutierung zirkulierender hämatopoietischer Vorläuferzellen zu. Entsprechend verringert 

die Inhibition der SDF-1/CXCR4-Achse die Neointimabildung deutlich, insbesondere durch 

eine reduzierte Akkumulation glatter Muskelzellen (Schober 2003)(Zernecke 2005).  

 

2.3.2 Rolle von Vorläuferzellen bei der Neointimabildung 

Zentrales Charakteristikum einer Vielzahl stenosierender Gefäßerkrankungen ist eine 

überschießende intimale Akkumulation glatter Muskelzellen (Ross 1993)(Ross 1999). Lange 

Zeit wurde angenommen, dass es sich bei diesen neointimalen Zellen ausschließlich um 

immigrierte glatte Muskelzellen aus der lokalen Media handelt (Schwartz 1998). Neuere 

Untersuchungen legen jedoch nahe, dass auch zirkulierende Progenitorzellen zur 

Neointimaformation beitragen.  

So können Sata et al. zeigen, dass nach Induktion von Endotheldenudation und 

Mediaapoptose 63% der Zellen der Neointima aus dem Knochenmark stammen und an der 

Gefäßläsion zu alpha-SMA+ und CD31+ Zellen differenzieren. Bei atherosklerotischen 

Plaques in ApoE-/- Mäusen weisen 42% der neointimalen alpha-SMA+ Zellen eine Herkunft 
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aus dem Knochenmark auf (Sata 2002). Das Ausmaß der Rekrutierung der Zellen aus dem 

Knochenmark ist dabei abhängig von der Schwere der Gefäßschädigung und dem Grad der 

Apoptose der Mediazellen (Tanaka 2003). Zudem kann die Hyperplasie inhibiert werden 

durch die Blockierung von Chemokinen wie MCP-1 (Furukawa 1999) und SDF-1α (Zernecke 

2005) sowie von Adhäsionsmolekülen wie P-Selektin (Hayashi 2000). All dies deutet darauf 

hin, dass es sich bei diesen eingewanderten Zellen nicht nur um lokale glatte Muskelzellen, 

sondern auch um zirkulierende Zellen handelt (Iwata 2007). Die Charakterisierung dieser 

zirkulierenden Vorläuferzellen ist allerdings uneinheitlich, da unterschiedliche 

Zellpopulationen zur Ausbildung dieses Zelltyps beitragen können. So kommt es sowohl bei 

Injektion unselektierter Knochenmarkzellen (Sahara 2005), als auch c-kit+ Sca-1+Lin- (Saiura 

2001) und c-kit- Sca-1+ PDGFR-beta+ Lin- Zellen (Zernecke 2005) zur Rekrutierung der 

applizierten Zellen in den Bereich der Gefäßläsionen und anschließenden Differenzierung in 

alpha-SMA+ Zellen. 

Weiter können Asahara et al. nachweisen, dass zirkulierende CD34+ Progenitorzellen in der 

Maus zu akuten Gefäßschädigungen rekrutiert werden und dort zur Neovaskularisierung und 

Reendothelialisierung beitragen (Asahara 1997). Die rekrutierten Zellen führen durch die 

Wiederherstellung der Endothelintegrität zur Reduzierung der Neointimabildung und damit 

auch der Lumeneinengung (Werner 2003). Weiterhin ist bekannt, dass dieser Vorläuferzelltyp 

nicht nur durch Inkorporation in neu entstehendes Endothel, sondern auch durch 

proangiogene Cytokine, welche die Migration und Proliferation von Endothelzellen 

stimulieren, zum Gefäßremodelling beiträgt (Gulati 2003)(Gunsilius 2000). Nach der 

Implantation einer Dacron-Gefäßprothese bei Hunden in der Aorta bildete sich das Endothel 

ausschließlich aus CD34+VEGFR2+ zirkulierenden Zellen, was direkte Evidenz für die Rolle 

endothelialer Progenitorzellen liefert (Shi 1998). Als Quelle für endotheliale Progenitorzellen 

kommen hämatopoietische Stammzellen, myeloide Zellen, zirkulierende undifferenzierte 

Progenitorzellen oder zirkulierende reife Endothelzellen in Frage (Urbich 2004). Als 

wichtigster Auslöser für die Mobilisierung und Rekrutierung dieser Vorläuferzellen wird die 

Gewebeischämie angesehen, wobei beim akuten Myokardinfarkt VEGF und SDF-1α als 

wichtigste Botenstoffe fungieren (Lee 2000)(Pillarisetti 2001)(Yamaguchi 2003). Die 

Charakterisierung dieser Progenitorzellen ist ebenfalls uneinheitlich. Die Differenzierung zu 

Endothelzellen im Gefäßsystem konnte in vivo bei CD133+VEGFR2+ (Urbich 2004), 

CD34+VEGFR2+ (Shi 1998), CD34+VEGFR2+CD133+ (Peichev 2000) sowie CD34-

CD133+VEGRR2+ (Friedrich 2006) Zellen gezeigt werden. Allerdings ist unklar, ob diese 



                                                               EINLEITUNG                                                          25 

unterschiedlichen Marker nur verschiedene Differenzierungsstadien des gleichen Zelltyps 

darstellen(Urbich2004).    
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3 Problemstellung 

Der Verschluss des Ductus arteriosus kurz nach der Geburt spielt in der postnatalen 

Kreislaufadaptation des Neugeborenen eine zentrale Rolle. Dieser physiologische 

Gefäßverschluss ist in seinen zellulären Vorgängen nach wie vor nicht vollständig verstanden 

und nur unzureichend untersucht. Da es im Zuge dieses Prozesses zur Ischämie der 

Gefäßwand mit nachfolgender Verminderung der PGE2- und NO-Synthese (Kajino 2000), 

Ausschüttung proinflammatorischer Mediatoren sowie vermehrter Expression von 

Adhäsionsmolekülen kommt (Waleh 2005), ist auch mit einer Dysfunktionalität oder 

Kontinuitätsstörung des Endothels zu rechnen. Allerdings ist auch bekannt, dass 

Thrombozyten essentiell sind für den pathologischen Gefäßverschluss, bei dem ähnliche 

Veränderungen in Gefäßwand und Endothel zu beobachten sind. Vorrangiges Ziel der 

vorliegenden Arbeit ist es daher, genauer zu untersuchen, ob und gegebenenfalls wie 

Thrombozyten am Verschluss des Ductus arteriosus beteiligt sind. 

Das intimale Remodelling in der Phase des anatomischen Verschlusses wird von einer 

Vielzahl an Autoren als Neointimabildung bezeichnet (de Reeder 1988)(de Reeder 

1990a)(Gittenberger-De Groot 1985)(Silver 1981)(Slomp 1992)(Tannenbaum 1996)(Yoder 

1978). Die Entstehung einer Neointima kann bei vielen pathologischen arteriellen 

Gefäßveränderungen beobachtet werden und weist einige Ähnlichkeiten zu den postnatalen 

Vorgängen im Ductus arteriosus auf (Ward 2000). Anhand von Modellen des pathologischen 

Gefäßremodellings bei der Maus ist gezeigt worden, dass Thrombozyten auch an diesem 

Prozess beteiligt sind. Über die Sekretion proinflammatorischer Zytokine und Chemokine 

induzieren sie die Rekrutierung zirkulierender Zellen sowie die Migration wandständiger 

glatter Muskelzellen (Gawaz 2008)(Massberg 2005)(Massberg 2006). 

Ziel dieser Arbeit ist es, einen Einblick in die zellulären Abläufe des postnatalen Verschluss 

des Ductus arteriosus zu erlangen, wobei das Augenmerk besonders auf der Rolle der 

Thrombozyten bei der Obliteration des Lumens sowie beim intimalen Remodelling liegt: 

1.  Zunächst soll die Frage beantwortet werden, ob und in welcher Weise Thrombozyten 

am Verschluss des Ductus arteriosus beteiligt sind. Dabei werden die für die 

Thrombusbildung verantwortlichen Faktoren mittels Methoden der Immunhistologie 

und Immunfluoreszenz untersucht. 

2.  Um die funktionelle Relevanz der Thrombozyten zu analysieren, wird der Verschluss 

des Ductus arteriosus angiographisch an Modellen mit beeinträchtigter 

Thrombozytenfunktion untersucht. 
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3. Da Thrombozyten beim pathologischen Gefäßremodelling eine wichtige Rolle 

zugeschrieben wird, soll in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob und wie 

Thrombozyten an der Induktion des intimalen Remodellings und dem 

Proliferationsverhalten luminaler Zellen im Ductus arteriosus beteiligt sind. Hierzu 

wird die Zellzahl der Neointima von GPIIb-/-, NF-E2-/- und mit anti-GPVI Antikörper 

behandelten Mäusen mit der Zellzahl entsprechender Kontrolltiere histomorphologisch 

verglichen. Auch wird das Proliferationsverhalten intimaler Zellen des postnatalen 

Ductus arteriosus von Wildtyp und GPIIb-/- Mäusen mittels Immunfluoreszenz 

verglichen. 

4. Schließlich sollen die luminalen Zellen mithilfe der Identifikation verschiedener 

Oberflächenmarker näher charakterisiert werden. Hierzu wird der Ductus arteriosus zu 

verschiedenen Zeitpunkten postnatal entnommen und mittels Methoden der 

Immunhistologie und Immunfluoreszenz mikroskopisch untersucht. Um die RNA-

Expression von Zellen innerhalb und außerhalb der Lamina elastica interna mittels 

PCR selektiv untersuchen zu können, soll die Laser-Mikrodissektion und konsekutive 

RNA-Analyse zum Einsatz kommen. 
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4 Material und Methoden 

 

4.1 Vorbemerkung und Versuchsplan 

Das Tierversuchsvorhaben ist von der Regierung von Oberbayern gemäß §8 des deutschen 

Tierschutzgesetzes vom 25.05.1998, letzte Fassung vom 28. Dezember 2006, genehmigt. 

 

Untersuchungsmethode  Ziele 
Anzahl ausgewerteter 

Tiere/Altersgruppe 
   pränatal 1h  12h 24h 

PCR Feststellung des Genotyps   alle gezüchteten Tiere 

Hämatoxylin-Eosin-Färbung Beurteilung von Morphologie, 3 3 3 3 

serieller Querschnitt des DA Zellzahl, Zeitverlauf          

HE-Färbung bei wt, Zellzahl und Fläche innerhalb     wt=8   

GPIIb k/o, NF-E2 k/o, der Lamina elastica interna,     Isotyp=5   

 NF-E2 wt, anti-GPVI  Morphologie     GPIIb=7   

 und Isotyp       GPVI=5   

        NFE2=7   

        NFE2wt=6   

Ki67 Immunfluoreszenz bei Proliferationsrate innerhalb     je 3   

wt, GPIIb wt, GPIIb k/o der Lamina elastica interna         

Immunhistologie CD41,  Nachweis der  Je 3  je 3 je 3 je 3 

vWF, Fibrin, Kollagen Typ I Thrombusbildung im DA         

Immunfluoreszenz Charakterisierung der Zellen  Je 3  je 3 je 3 je 3 

  Veränderungen im Zeitverlauf         

Laser-Mikrodissektion Isolierung des Bereichs      12   

  innerhalb der L.e.i.         

PCR der LPC-Proben Charakterisierung der Zellen      je 2-6   

  innerhalb/außerhalb der L.e.i.         

Angiographie bei wt,  Untersuchung der funktionellen     wt=20   

Isotyp, GPIIb k/o, anti-GPVI Relevanz von Thrombozyten     Isotyp=15   

NF-E2 k/o, NF-E2 wt und SDF-1-alpha für den     GPIIb=16   

und anti-SDF-1α Verschluss des DA     GPVI=13   

        NFE2=13   

        NFE2wt=7   

        SDF-1=10   

        Isotyp=15   

Tabelle 1: Versuchsplan 
 

DA: Ductus arteriosus   PCR: Polymerase chain reaction 
HE: Hämatoxylin-Eosin   SDF-1: Stromal cell derived factor 1   
L.e.i.: Lamina elastica interna  vWF: von Willebrand Faktor 
LPC: Laser Pressure Catapulting   wt: Wildtyp 
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4.2 Versuchstiere 

Bei den untersuchten Tieren handelt es sich um neugeborene Mäuse. Diese Mäuse aus dem 

C57Bl6/J Stamm werden als Wildtypen oder nach Behandlung mit Antikörpern gegen GPVI 

oder SDF-1α verwendet. Die knock out Mäuse für GPIIb und die korrespondierenden 

GPIIb+/+ Tiere haben ebenfalls einen C57Bl6/J-Hintergrund (Emambokus 2003). Die pränatal 

und eine Stunde postnatal gewonnen Proben werden Mäusen entnommen, die durch Sectio 

Caesarea entwickelt wurden, alle anderen Mäuse werden auf natürlichem Wege ohne weitere 

Behandlung geboren. Für die pränatalen Präparate werden die Mäuse am errechneten 18. 

Gestationstag durch Sectio Caesarea entwickelt; unmittelbar danach wird der Ductus 

arteriosus entnommen. Dies dient zur Beurteilung der Morphologie des Ductus arteriosus in 

utero vor der normalen Geburt. 

Die Mäuse werden standardisiert in Makrolonkäfigen des Typs II gehalten, in denen maximal 

sechs Tieren auf Fasereinstreu (Altromin GmbH & Co KG, Lage-Lippe, Deutschland) 

gehalten werden. Das Wasser und das Futter (Altromin-Haltungsfutter Maus/ Ratte, Altromin 

GmbH & Co KG, Lage-Lippe, Deutschland) steht für die Tiere ad libitum zur Verfügung. 

Außerdem wird den Tieren sterilisierter Zellstoff und Kriechröhrchen aus Pappe zum Nestbau 

zur Verfügung gestellt. Die Umgebungstemperatur liegt bei konstanter Belüftung zwischen 20 

bis 25 °C bei einer Luftfeuchtigkeit von 60% bis 70%. Das Beleuchtungsregime besteht aus 

einem geregelten Hell-Dunkelrhythmus, wobei in der Hellphase 50 bis 100 Lux im Käfig 

erreicht werden. In regelmäßigen Abständen werden zur Überwachung des Gesundheitsstatus 

serologische, bakteriologische und parasitologische Untersuchungen nach FELASA 

Richtlinien durchgeführt. 

Für die Behandlung mit anti-GPVI Antikörper und die entsprechende Isotyp-Kontrolle 

werden C57Bl6/J Mäuse gezielt verpaart, um den trächtigen Weibchen zwölf Stunden vor 

dem errechneten Geburtstermin nach 18,5 Tagen 200µg des jeweiligen Antikörpers 

intraperitoneal zu injizieren. Tritt die Geburt nicht innerhalb von zwölf Stunden nach 

Injektion ein, so wird den trächtigen Weibchen erneut 200µg des Antikörpers injiziert. Damit 

wird erreicht, dass zwischen Injektion und Geburt höchstens ein Abstand von zwölf Stunden 

besteht. Bei dem verwendeten Antikörper handelt es sich um Immunglobulin G, das einen 

transplazentaren Transport gewährleistet. Für die Auswertung werden n=7 Mäuse 

berücksichtigt. Als Isotyp-Kontrolle dient ein IgG Antikörper (IgG-Isotyp LMP 2A-TP), der 

n=5 in die Auswertung einbezogenen Mäusen injiziert wurde. Seine Herstellung erfolgt 

analog zur oben beschriebenen Methode. 
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4.3 Entnahme des Ductus arteriosus 

Aus den Versuchstieren wird der Ductus arteriosus zu vier verschiedenen Zeitpunkten 

entnommen:  

1. pränatal am 18. Gestationstag 

2. eine Stunde postnatal 

3. zwölf Stunden postnatal 

4. 24 Stunden postnatal 

Für jede Untersuchung werden Proben von mindestens drei unterschiedlichen Tieren 

ausgewertet. Zur Narkotisierung der Mäuse wird Midazolam (50 mg/kg Körpergewicht, 

Ratiopharm, Ulm, Deutschland), Medetomidin (5 mg/kg Körpergewicht, Pfizer, Karlsruhe, 

Deutschland), und Fentanyl (0.5 mg/kg Körpergewicht, CuraMed Pharma GmbH, München, 

Deutschland) intraperitoneal injiziert. Nach Erlöschen der Schmerzreflexe werden die Tiere 

mittels Durchtrennung des zervikalen Rückenmarks getötet. Nach medianem Halsschnitt, 

Sternotomie und Rippenteilresektion wird der DA und die Vena cava dargestellt. Mittels 

ventrikulärer Applikation von 2ml steriler 95% v/v Kochsalzlösung und Eröffnung der Vena 

cava wird das Tier vollständig entblutet. Hierauf erfolgt die Sternotomie zur Darstellung des 

Ductus arteriosus. Nach Abtrennung des Ansatzes an Aorta und Arteria pulmonalis wird der 

Ductus arteriosus entnommen. 

 
4.4 Präparation des Ductus arteriosus 

 

4.4.1 Anfertigung von Paraffinpräparaten 

Für Histologie und Immunhistologie werden in Formalin fixierte Paraffinpräparate 

angefertigt. Hierzu wird der entnommene Ductus arteriosus für 3 Stunden in 4% 

Paraformaldehydlösung fixiert. Anschließend erfolgt die Einbettung in ein 4% Agargel (Agar, 

usb corporation, Cleveland, USA) gelöst in destilliertem Wasser. Dies erleichtert die 

Ausrichtung des Gefäßes und schützt das Präparat auch in den folgenden Schritten der 

Paraffin-Einbettung. Dazu wird das Gel in die Löcher einer Zellkulturplatte (Falcon 

Zellkulturplatte, 12 Vertiefungen, Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes NJ, USA) 

gegossen, und durch Abkühlen des Gels eine festere Konsistenz abgewartet. Der Ductus 

arteriosus wird nun in das noch zähe Gel gegeben und mit einer Pinzette senkrecht aufgestellt. 

Nachdem sich das Gel komplett durch weiteres Abkühlen verfestigt hat, wird der Gelblock 

mit einer Mikrotomklinge (Microtome Blade, Firma Feather, Osaka, Japan) in eine 

Scheibenform geschnitten, in der sich der aufgerichtete DA befindet (siehe Abb. 6); diese 

wird dann in eine Einbettkassette (Einbettkassette, Firma Medite, Burgdorf, Deutschland) 
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gelegt. Hierauf wird das Präparat entwässert, für 90 Minuten in 80% und 96% Alkohol, dann 

für zweimal 60 Minuten in 100% Alkohol. Abschließend wird es für zweimal 90 Minuten in 

Xylol belassen und für drei Stunden in 58°C warmes, flüssiges Paraffin gegeben. 

Die Gelscheiben werden auf die Wärmeplatte des Einbettautomaten (Einbettautomat TBS 88, 

Firma Medite, Burgdorf, Deutschland) gelegt und dann mit einer Mikrotomklinge zu einem 

Quader zurechtgeschnitten, der dann in die Mitte eines Einbettschälchens platziert 

(Einbettschälchen, Firma Medite, Burgdorf, Deutschland) und mit 60°C warmem Paraffin 

übergossen wird. Von den gekühlten, in Paraffin eingebetteten Präparaten werden hierauf 

mittels Mikrotom (HM 335E, Firma Microm, Walldorf, Deutschland) 2µm dicke Schnitte 

angefertigt. Dabei wird jeweils der Übergang zur Aorta und Arteria Pulmonalis verworfen, 

und es werden nur die quer getroffenen Schnitte des Ductus arteriosus berücksichtigt. Die 

Schnitte werden zur weiteren Verwendung auf Objektträger (Superfrost Plus Objektträger, 

Menzel GmbH & CoKG, Braunschweig, Deutschland) gezogen. 

 

 

 

Abbildung 6: Anfertigung von Paraffinpräparaten des Ductus arteriosus 
a) Nach der senkrechten Ausrichtung des DA in der Gelsäule wird diese in einzelne Scheiben 
zerteilt b) Die DA enthaltende Scheibe wird in eine Einbettkasette gegeben und entwässert 
sowie in flüssiges Paraffin gegeben c) Danach wird das Präparat auf eine Wärmeplatte 
gegeben und wieder zerteilt d) Dadurch wird der Teil des Gels der den DA enthält zu einem 
kleinen Quader geformt, e) der nun in ein Einbettschälchen gegeben und mit Paraffin 
übergossen wird. f) Beim fertig eingebetteten Präparat ist der Quader mit dem senkrecht 
ausgerichteten DA deutlich zu erkennen. 
 
 

e) 

a) b) c) 

d) f) 
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4.4.2 Anfertigung von Gefrierpräparaten 

Für die Laser-Mikrodissektion und die Immunfluoreszenz werden Gefrierschnitte angefertigt. 

Der Ductus arteriosus wird dazu in einer halbkreisförmigen Form längs ausgerichtet und in 

ein Gefriermedium (Tissue Tek OCT Compound, Sakura Finetek Europe, Zoeterwoude, 

Niederlande) eingebettet. Über Nacht wird das Präparat bei -80°C eingefroren. Im Cryotom 

(Cryotom CM 1850, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) wird der gefrorene 

Block mit vorgekühltem Gefriermedium auf einem ebenfalls vorgekühlten Stempel 

ausgerichtet, wodurch ein Auftauen verhindert wird. Der Ductus arteriosus ist nun so 

orientiert, dass er senkrecht zur Oberfläche des Stempels gerichtet ist. Es werden 5µm dicke 

Querschnitte bei -25°C angefertigt, die für die Laser-Mikrodissektion auf einen mit 

Polyethylen beschichteten Objektträger gegeben werden (PALM Membrane Slides PEN-

Membrane, 1mm glass, PALM Microlaser Technologies AG, Bernried, Deutschland). Diese 

Objektträger sind mit RNAsen blockierenden Substanzen vorbehandelt. Dazu werden sie für 

20 Sekunden in einen RNAse Inhibitor gegeben (RNAse Away, Molecular Bio Products, San 

Diego, USA), darauf in Di-Ethyl-Pyro-Carbonat (DEPC) behandeltem destillierten Wasser 

zweimal gewaschen. Hierauf werden sie bei 37°C für 2h in sterilen Zellkulturschalen 

(Gewebekulturschale steril Cellstar Greiner Bio-one GmbH Frickenhausen, Deutschland) 

getrocknet. Abschließend werden sie durch UV-Licht mit einer Wellenlänge von 245nm für 

30 Minuten bestrahlt, um die Hydrophobie der Membranoberfläche zu reduzieren. Nach 

Aufbringen der Schnittpräparate auf die Objektträger werden diese in Falcon Tubes (50 ml 

polypropylen conical tube Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes New Jersey, USA) 

gegeben und auf Trockeneis gelagert, um die Kühlkette nicht zu unterbrechen. Für die 

Immunfluoreszenz werden normale unbehandelte Objektträger (Superfrost Plus Objektträger, 

Menzel GmbH & CoKG, Braunschweig, Deutschland) verwendet.  

 
4.5 Hämatoxylin-Eosin Färbung des Ductus arteriosus 

Für die Histologie werden Paraffinpräparate wie oben angegeben hergestellt. Zusätzlich wird 

der Ductus arteriosus zur Darstellung des funktionellen Verschlusses zwei und drei Stunden 

postnatal bei jeweils drei Tieren entnommen. Die Hämatoxylin-Eosin Färbung der Präparate 

wird am Färbeautomat (Tissue Strainer TST 30, Medite Medizintechnik, Burgdorf) 

durchgeführt. Zu jedem der unter 4.3 angegebenen Zeitpunkte werden pro Gruppe jeweils 

mindestens drei Präparate von mindestens drei unterschiedlichen Tieren betrachtet, um den 

morphologischen Ablauf des Verschlusses Ductus arteriosus verfolgen und mit der pränatalen 
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Morphologie vergleichen zu können. Die Präparate werden digital bei 40-facher 

Vergrößerung am Mikroskop (Leica DMRB, Firma Leica, Bensheim, Deutschland) mit einer 

Kamera photographiert (AxioCam, Firma Zeiss, Göttingen, Deutschland). 

 

4.6 Immunhistologie 

Die Schnitte des Ductus arteriosus werden, wie unter 4.4.1 beschrieben, angefertigt. Es 

werden pro Antikörper jeweils drei Präparate von drei verschiedenen C57Bl6/J Mäusen 

ausgewertet, die eine Stunde, 12 und 24 Stunden nach der Geburt geopfert wurden. Das 

Kontrollgewebe wurde entweder neonaten oder adulten C57Bl6/J Mäusen entnommen. 

Die angefertigten Paraffinschnitte werden, soweit nicht anders angegeben, wie folgt 

behandelt: zunächst werden die Präparate in Xylol gegeben, um das Paraffin zu entfernen. 

Anschließend werden sie in einer absteigenden Alkoholreihe und destilliertem Wasser 

rehydriert. Zur Antigendemaskierung werden die Schnitte in Citratpuffer bei pH=6 in einem 

Dampfkochtopf für sieben Minuten gekocht. Alle nachfolgenden Schritte werden bei 

Raumtemperatur durchgeführt. Die Verdünnung der Normalseren, Antikörper, und 

Enzymkomplexe erfolgt durch ein Verdünnungsmedium (Antibody Diluent, DAKO, 

Glostrup, Dänemark). Zwischen den einzelnen Schritten werden die Präparate mit Tris-Puffer 

gewaschen. Das Blocken der endogenen Peroxidase Aktivität des Gewebes wird durch 10-

minütige Inkubation in 3%igem Wasserstoffperoxid in Aqua destillata erreicht. Endogenes 

Biotin wird durch 15-minütige Inkubation mit Avidin- und Biotin-Lösung (Avidin/Biotin 

Blocking Kit, Vector Laboratories, Burlingame, USA) geblockt. Danach erfolgt die Färbung 

nach der ABC- oder LSAB-Methode, die im Weiteren näher beschrieben werden. 

Abschließend wird das Ergebnis der immunhistochemischen Färbung durch die einminütige 

enzymatische Umsetzung der DAB-Lösung (Liquid DAB Substrate Chromogen System, 

DAKO, Glostrup, Dänemark) visualisiert, wobei 15 µl DAB auf 750 µl HRP-Puffer  

verwendet werden.  

Daraufhin erfolgt die Kernfärbung der Präparate mit Hämalaun-Lösung für 30 Sekunden. Die 

Präparate werden nun in aufsteigender Alkoholreihe dehydriert, in Xylol gegeben und mit 

einem Deckglas versehen. Die Präparate werden digital am Mikroskop (Leica DMRB, Firma 

Leica, Bensheim, Deutschland) mit einer Kamera photographiert (AxioCam, Firma Zeiss, 

Göttingen, Deutschland). 
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4.6.1 Die ABC-Methode  

Die Avidin-Biotin-Complex Methode dient der Verstärkung der spezifischen Färbung unter  

Ausnutzung die Interaktion von Avidin mit Biotin. Hierfür werden je nach Spezies 

unterschiedliche ABC-Kits (Vectastain Elite ABC Standard Kit, Vector Laboratories, 

Burlingame, USA) verwendet, welche jeweils aus einem biotinyliertem Sekundärantikörper  

und einem Normalserum bestehen, welches wiederum aus der Spezies stammt, in der der 

Sekundärantikörper generiert wurde.  

 

Sekundärantikörper gegen Normalserum aus 
Ziege Kaninchen 

Kaninchen Ziege 
 

Ferner ist ein Enzymkomplex enthalten, bei dem durch Inkubation Avidin mit biotinylierter 

HRP zu einem Komplex fusioniert, der die lokale Umsetzung von DAB in einen braunen 

Farbstoff ermöglicht. Für die Färbung werden die Präparate zunächst für 30 min mit dem 

Normalserum in einer 1,5% Verdünnung inkubiert. Danach erfolgt für eine Stunde die 

Bindung des Primärantikörpers, dann für 30 min mit dem biotinylierten Sekundärantikörper 

(5µl Sekundärantikörper, 15µl Normalserum auf 1ml). Abschließend folgt die Inkubation mit 

dem Enzymkomplex, bei dem das Avidin des Avidin-Biotin-HRP-Komplexes an das Biotin 

des sekundären Antikörpers bindet.  

 

4.6.1.1 CD41 

Als Kontrollgewebe dient neonater Darm. Zur Detektion wird das ABC-Kit gegen 

Primärantikörper aus der Ziege verwendet. Zunächst werden die Schnitte für 30 Minuten in 

Citratpuffer von pH=6 durch einen vorgeheizten Dampfgarer behandelt. Die Schnitte werden 

nun für eine Stunde mit dem Primärantikörper (polyconal goat anti-Integrin alpha IIb 

antibody sc-6602, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, USA) in einer Verdünnung von 

4µg/ml in Antibody Diluent inkubiert.  

 

4.6.1.2 von Willebrand Faktor 

Als Kontrollgewebe wird adultes Gehirn genutzt. Zur Detektion wird das ABC-Kit gegen  

Primärantikörper aus dem Kaninchen verwendet. Der Primärantikörper wird für eine Stunde 

(rabbit anti-human vWF polyclonal antibody ab7356, Chemicon, Billerica, MA, USA) in 

einem Verhältnis von 5µg/ml mit Antibody Diluent aufgetragen.  
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4.6.1.3 Fibrin/Fibrinogen 

Als Kontrollgewebe dient eine adulte thrombosierte A. carotis. Zur Detektion wird das ABC-

Kit gegen Primärantikörper aus dem Kaninchen verwendet. Die Präparate werden mit dem 

Primärantikörper (rabbit anti-human fibrinogen polyclonal antibody A0080, Dako, Glostrup, 

Dänemark) beziehungsweise der Isotypkontrolle (rabbit Ig fraction solid phase absorbed, 

Dako, Glostrup, Dänemark) in einer Verdünnung von 11,5µg/ml mit Antibody Diluent für 

eine Stunde inkubiert.  

 

4.6.1.4 Flk-1 

Das Endothel der Nabelvene der neugeborenen Maus wird als Kontrollgewebe genutzt. Zur 

Detektion wird das ABC-Kit gegen Primärantikörper aus dem Kaninchen verwendet. Dem 

Waschpuffer werden 0,1% Tween zugesetzt, um die Hintergrundfärbung zu reduzieren. 

Die Präparate werden mit dem Primärantikörper (rabbit polyclonal anti-mouse VEGF 

Receptor 2 Antibody ab2349, abcam, Cambridge, Großbritannien) in einer Verdünnung von 

20µg/ml mit Antibody Diluent für eine Stunde inkubiert. 

  

4.6.2 Die LSAB-Methode – CD45 

Die Labeled-Streptavidin-Biotin-Methode beruht im Wesentlichen auf denselben Prinzipien 

wie die ABC-Methode. So kommt ein biotinylierter Sekundärantikörper zum Einsatz, der 

gegen die Spezies des Primärantikörpers gerichtet ist. An das Biotin des Sekundärantikörpers 

bindet das Streptavidin-Biotin-Enzymkonjugat, das die Umsetzung von DAB in braunen 

Farbstoff ermöglicht.  

Für die CD45 Färbung dienen Schnitte von Milzgewebe als Kontrollgewebe. Die Präparate 

werden mit dem Primärantikörper (monoclonal rat IgG2S anti-mouse CD45 antibody 30-F11, 

eBioscience, San Diego USA) in einer Verdünnung von 5µg/ml mit Antibody Diluent für eine 

Stunde inkubiert. Anschließend werden die Präparate für 30 Minuten mit dem sekundären 

Antikörper (biotinylated polyclonal rabbit anti-rat immunoglobulins, DAKO, Glostrup, 

Dänemark) in einem Verhältnis von 1:50 mit Antibody Diluent inkubiert. Im nachfolgenden 

Schritt wird der Streptavidin-Peroxidase-Komplex (Streptavidin peroxidase aus Dako 

REAL™ Detection System, Peroxidase/AEC, Rabbit/Mouse, DAKO, Glostrup, Dänemark) 

für 30 Minuten auf den Schnitten belassen.  
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4.7 Immunfluoreszenz 

Wie unter 4.4.2 beschrieben, werden die Gefrierschnitte des Ductus arteriosus angefertigt. Es 

werden jeweils drei Gefrierpräparate des Ductus arteriosus von drei verschiedenen C57Bl6/J 

Mäusen verwendet, die eine, 12 und 24 Stunden nach der Geburt geopfert werden. Das 

Kontrollgewebe wird entweder neonaten oder adulten C57Bl6/J Mäusen entnommen. Soweit 

nicht anders angegeben wird die Immunfluoreszenz-Methode wie im Folgenden beschrieben 

durchgeführt: 

Die Präparate werden für 3 Minuten in 4% Formalin in Aqua destillata fixiert und daraufhin 

zur Rehydrierung für 20 Minuten im Waschpuffer belassen (TBS+0,1% Tween; Tween 20, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Die einzelnen Schritte werden bei Raumtemperatur 

durchgeführt. Unspezifische Bindung wird mit Blockierung des Fc-Rezeptors erreicht, wozu 

ein anti-mouse CD16/32 Antikörper (affinity purified rat anti mouse CD16/32, Clone 93, 

eBioscience, San Diego, USA) in einer Verdünnung von 1:200 für 30 Minuten auf die 

Präparate gegeben wird. Alternativ wird 3% BSA (Albumin Fraktion V, Carl Roth GmbH, 

Karlsruhe, Deutschland) in TBS für 30 Minuten zum Blocken verwendet, gegebenenfalls auch 

eine Kombination von beidem. Anschließend erfolgt für jeweils eine Stunde die Inkubation 

mit dem Primär- und Sekundärantikörper. Für die Isotypkontrolle wird ein identischer 

Antikörpertyp eingesetzt, der gegen ein irrelevantes Antigen gerichtet ist. Als 

Sekundärantikörper werden grün (Alexa 488) oder rot (Alexa 596) fluoreszierende Antikörper 

der Firma Invitrogen (Invitrogen Inc., Eugene, Oregon, USA) aus unterschiedlichen Spezies 

verwendet. Zur Darstellung der Zellkerne wird DAPI 1:3000 (4',6-Diamidin-2'-phenylindol-

dihydrochlorid, SIGMA, USA) für sechs Sekunden auf die Präparate gegeben. DAPI weist 

mit einem Emissionsmaximum von 488nm eine blaue Fluoreszenz auf. Abschließend werden 

die Objektträger mittels eines Klebers (Mounting Medium, DAKO, Glostrup, Dänemark) mit 

Deckgläschen versehen. Die Präparate werden digital am Mikroskop (Leica DMRB, Firma 

Leica, Bensheim, Deutschland) mit einer Kamera photographiert (AxioCam, Firma Zeiss, 

Göttingen, Deutschland). 
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4.7.1 Ki67, c-kit, CD34, Sca-1 und CD133 

Als Kontrollgewebe dienen: 

1. Für Ki67 und c-kit adulter Darm, wobei Ki67 das proliferierende basale 

Darmepithel und c-kit den Plexus submucosus/myentericus anfärbt 

2. Für CD34 und CD 133 adulte Niere, bei der es zu einer Anfärbung der Kapillaren 

in der Glomeruli bzw. des Tubulusepithels kommt  

3. Für Sca-1 neonates Gehirn, wobei das Endothel angefärbt wird 

Die unspezifische Bindung des Fc-Anteils der Antikörper wird durch Blockade von Fc-

Rezeptoren verhindert. Danach erfolgt die Inkubation mit dem Primärantikörper: 

1. Ki67: PE tagged mouse anti-human Ki67 IgG (556027, BD Biosciences, San Jose, 

USA) 20µg/ml in TBS über Nacht bei 4°C  

2. c-kit: monoclonal rat anti-mouse c-kit IgG2a (MAB1356 R&D Systems, 

Minneapolis, USA) 5µg/ml in TBS 

3. CD34: FITC conjugated rat anti-mouse CD34 IgG2a (RAM34, BD Biosciences, 

San Jose, USA) 10µg/ml in TBS 

4. Sca-1: FITC conjugated rat anti-mouse Sca-1 IgG2a (E13-161.7, BD Biosciences, 

San Jose, USA) 20µg/ml in TBS  

5. CD 133: PE-conjugated rat anti-mouse Prominin IgG1 (13A4, eBiosciences, San 

Diego, USA) 10µg/ml in TBS 

Anschließend wird der Sekundärantikörper für eine Stunde bei Raumtemperatur auf die 

Schnitte gegeben:  

1. Für Ki67 ein goat rhodamine conjugated affinity purified anti-R-Phycoerythrin 

Antikörper 20µg/ml (Rockland Immunochemicals Inc., Gilbertsville, USA).  

2. Für c-kit ein donkey anti-rat Antikörper 5µg/ml (Alexa 596 donkey anti-rat 

antibody, Invitrogen , Eugene, USA) 

3. Für CD34 ein goat anti-rat Antikörper 5µg/ml (Alexa 488 goat anti-rat antibody, 

Invitrogen , Eugene, USA) 

4. Für Sca-1 ein goat anti-rat Antikörper 10µg/ml (Alexa 488 goat anti-rat antibody, 

Invitrogen , Eugene, USA) 

5. Für CD133 ein donkey anti-rat Antikörper 5µg/ml (Alexa 596 donkey anti-rat 

antibody, Invitrogen , Eugene, USA) 
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4.7.2 SDF-1α 

Als Waschpuffer wird PBS mit 0,1% Tween verwendet, zur Verdünnung der Antikörper-

Lösung wird PBS eingesetzt. Als Kontrollgewebe werden SDF-1α positive Megakaryozyten 

im Knochenmark genutzt. Zur Fixierung dient 2% Formalin für 25 Minuten, gefolgt von 

Waschen in 2% Glycin-Lösung. Die Zellen werden mit 2% Triton X-100                                

(t-octylphenoxypolyethoxyethanol, Sigma Chemicals, St. Louis, USA) in PBS für 30 Minuten 

permeabilisiert. Zur Blockierung unspezifischer Bindung werden die Präparate jeweils für 30 

Minuten mit einem Fc-Rezeptor Blocker und 3% BSA inkubiert. Dann wird der 

Primärantikörper (goat anti-human SDF-1α IgG, AF-310-NA, R&D Systems Inc., 

Minneapolis, USA) in einer Konzentration von 5µg/ml für eine Stunde auf die Schnitte 

gegeben. Der Sekundärantikörper wird bei gleicher Konzentration ebenfalls eine Stunde auf 

den Schnitten belassen (Alexa 594 donkey anti-goat antibody, Invitrogen , Eugene, USA).  

 

4.7.3 CXCR4 

Zur Kontrolle dient die neonate Tonsille, bei der die Zellen des Kryptengrundes CXCR4 

exprimieren. Als Waschpuffer wird PBS mit 0,1% Tween verwendet, zur Verdünnung wird 

PBS eingesetzt. Um unspezifische Bindungen zu blockieren wird der Fc-Blocker 1:100 und 

BSA 3% für 30 Minuten auf den Schnitten belassen. Hierauf erfolgt die Inkubation mit dem 

Primärantikörper (PE-conjugated rat anti-mouse CXCR4 IgG2b 2B11, eBioscience, San 

Diego USA) in einer Konzentration von 10µg/ml. Zur Verstärkung der Färbung wird ein 

Sekundär- (rhodamine-conjugated affinity-purified goat anti-R-Phycoerythrin antibody, 

Rockland Immunochemicals Inc., Gilbertsville, USA) und Tertiärantikörper (Alexa 596 rabbit 

anti-goat antibody, Invitrogen , Eugene, USA) jeweils in einer Verdünnung von 1:100 für eine 

Stunde auf den Objektträgern belassen. 

 

4.7.4 Kollagen Typ I 

Als Kontrollgewebe dienen Cryoschnitte der Leber. Die Präparate werden für 3 Minuten in 

4% Formalin fixiert, dann mit 2% Glycin-Lösung gewaschen. Zum Blocken wird 3% BSA für 

30 Minuten verwendet. Der Primärantikörper (rabbit polyclonal anti-collagen I ab34407, 

abcam, Cambridge, Großbritannien) wird in einer Konzentration von 10µg/ml eingesetzt, 

danach wird der Sekundärantikörper (Alexa 488 goat anti-rabbit antibody, Invitrogen, 

Eugene, USA) auf die Schnitte gegeben. 
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4.7.5 ABCG-2 und SM-Aktin 

Als Kontrollgewebe dienen: 

1. Für ABCG-2 adulter Darm, bei dem das Epithel apikal angefärbt wird 

2. Für SM-Aktin adulter Darm, wobei die glatte Muskulatur der Darmwand zur 

Anfärbung kommt 

Zur Permeabilisierung wird 2% Triton X-100 in TBS für 30 Minuten verwendet. Hierauf 

werden die Präparate für 30 Minuten mit 3% BSA inkubiert.  

Als Primärantikörper werden eingesetzt: 

1. ABCG-2: polyclonal rabbit anti-mouse ABCG-2 IgG PC-138 (Kamiya 

Biomedical, Seattle, USA) 9µg/ml in TBS 

2. SM-Aktin: monoclonal mouse anti-human SM-Aktin IgG HHF 35 (DAKO, 

Glostrup, Dänemark) 0,5µg/ml in TBS 

Als Sekundärantikörper werden folgende verwendet 

1. Für ABCG-2 (Alexa 596 donkey anti-rabbit, Invitrogen, Eugene, USA) 5µg/ml in 

TBS 

2. Für SM-Aktin (Alexa 488 goat anti-mouse, Invitrogen, Eugene, USA) 5µg/ml in 

TBS 

 

4.7.6 VE-Cadherin, CD31 und CD41 

Für VE-Cadherin und CD31 dient das Endothel der Aorta als Kontrollgewebe, für CD41 

arterieller Thrombus. Nach Vorbehandlung mit 3% BSA erfolgt die Inkubation mit folgenden 

Primärantikörpern: 

1. VE-Cadherin: rat anti-mouse VE-Cadherin IgG2a antibody 11D4.1 (BD 

     Biosciences, San Jose, USA) 13µg/ml in TBS 

2. CD31 (FITC-conjugated rat anti-mouse CD31 IgG2a antibody MEC13.3, 

     BD Biosciences, San Jose, USA) 5µg/ml in TBS 

3. CD41 (purified rat anti-mouse CD41 IgG1 antibody MWReg30, 

BD Biosciences, San Jose, USA) 5µg/ml in TBS 

Als Sekundärantikörper wird für alle drei Primärantikörper ein donkey anti-rat Antikörper 

(Alexa 596 donkey anti-rat antibody, Invitrogen, Eugene, USA) in einer Konzentration von 

5µg/ml eingesetzt. 
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4.7.7 Doppelfärbung CD34-Ki67 

Als Kontrollgewebe dienen Niere und Darm. Eine Vorbehandlung mit Fc-Blocker wird 

durchgeführt. Die Färbungen werden wie oben für die jeweiligen Antikörper angegeben 

nacheinander durchgeführt, zunächst für CD34, danach für Ki67.  

 

4.7.8 Doppelfärbung CD34-c-kit 

Als Kontrollgewebe werden Niere und Darm verwendet. Zunächst werden die Fc-Rezeptoren 

mithilfe von Fc-Blocker abgesättigt. Die Färbungen werden wie oben für die jeweiligen 

Antikörper angegeben nacheinander durchgeführt, zunächst für c-kit, danach für CD34. Als 

Sekundärantikörper wird für CD34 eine anti-FITC Antikörper (Alexa 488 goat anti-FITC IgG 

fraction, Invitrogen , Eugene, USA) verwendet. 

 

4.7.9 Doppelfärbung CD34-ABCG-2 

Als Kontrollgewebe werden Niere und Darm verwendet. Zur Permeabilisierung wird 2% 

Triton X-100 für 30 Minuten auf den Schnitten belassen. Zur Blockierung unspezifischer 

Antikörperbindungen wird zunächst der Fc-Blocker, dann 3%BSA eingesetzt. Die Färbung 

erfolgt synchron mit den oben angegebenen Primär- und Sekundärantikörpern.  

 

4.7.10 Doppelfärbung CD34-VE-Cadherin und CD31-VE-Cadherin 

Als Kontrollgewebe werden Niere und Aorta verwendet. Zur Blockierung unspezifischer 

Antikörperbindungen wird zunächst der Fc-Blocker, dann 3%BSA eingesetzt. Die Färbungen 

werden wie oben für die jeweiligen Antikörper angegeben nacheinander durchgeführt, 

zunächst für VE-Cadherin, danach für CD34 bzw. CD31. Als Sekundärantikörper wird für 

CD34 und CD31 eine anti-FITC Antikörper (Alexa 488 goat anti-FITC IgG fraction, 

Invitrogen , Eugene, USA) verwendet. 

 

4.7.11 Doppelfärbung CD41-SDF-1α 

Als Waschpuffer wird PBS mit 0,1% Tween verwendet, zur Verdünnung der Antikörper wird 

PBS eingesetzt. Als Kontrollgewebe wird Knochenmark eingesetzt. Zur Fixierung dient 2% 

Formalin für 25 Minuten, gefolgt von Waschen in 2% Glycin-Lösung. Die Zellen werden mit 

2% Triton X-100 in PBS für 30 Minuten permeabilisiert. Zur Blockierung unspezifischer 

Bindung werden die Präparate jeweils für 30 Minuten mit einem Fc-Rezeptor Blocker und 3% 

BSA inkubiert. Dann werden beide Primär- und Sekundärantikörper gleichzeitig wie oben 

angegeben für eine Stunde auf die Schnitte gegeben. Für SDF-1α dient als 
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Sekundärantikörper ein rabbit anti-goat Antikörper (Alexa 488 rabbit anti-goat antibody, 

Invitrogen, Eugene, USA) 

 

4.8 Zellzahl der Intima und Proliferationsverhalten 

Um zu evaluieren, inwiefern die lokale Adhäsion und Aggregation von Thrombozyten die 

Akkumulation intimaler Zellen beeinflusst, werden Paraffinpräparate des Ductus arteriosus 

verwendet. Hierfür werden folgende Gruppen einbezogen: GPIIb+/+ bzw. GPIIb-/- C57Bl6/J, 

anti-GPVI bzw. Isotyp IgG Antikörper behandelt sowie NF-E2+/+ und NF-E2-/-. Dazu wird der 

Ductus arteriosus zwölf Stunden nach der Geburt entnommen und wie oben beschrieben 

weiter behandelt. Es werden 2µm dicke Schnitte des Ductus arteriosus aus drei Bereichen im 

Abstand von jeweils 100µm angefertigt. Dabei werden nur Bereiche berücksichtigt, in denen 

quere Schnitte erzielt werden, die den gesamten Durchmesser des Gefäßes erkennen lassen. 

Die Übergangsbereiche zu Aorta und Arteria Pulmonalis werden verworfen. Somit handelt es 

sich um Schnitte aus:  1. dem der Arteria Pulmonalis nahen Bereich 

2. der Mitte  

3. dem aortalen Ende des Ductus arteriosus. 

Die Hämatoxylin-Eosin Färbung der Präparate für die morphometrische Auswertung wird am 

Färbeautomat (Tissue Strainer TST 30, Medite Medizintechnik, Burgdorf) durchgeführt. Die 

Präparate werden digital bei 40-facher Vergrößerung am Mikroskop (Leica DMRB, Firma 

Leica, Bensheim, Deutschland) photographiert (AxioCam, Firma Zeiss, Göttingen, 

Deutschland). 

Für die Auswertung werden folgende Parameter von je zwei Schnitten aus jedem der drei 

Bereiche erhoben (siehe Abb. 7): 

1. Die Fläche innerhalb der Lamina elastica interna 

2. Die Anzahl der Zellkerne innerhalb der Lamina elastica interna 

Die Anzahl der Zellkerne wird aus den Bildern der Hämatoxylin-Eosin Färbung ermittelt und 

in Relation zur Fläche innerhalb der Lamina elastica interna gesetzt, die mit Hilfe eines 

Auswertungssystems (Cap-Image, Version 7.4, Dr. Zeintl, Heidelberg, Deutschland) 

quantifiziert wird. Für die statistische Auswertung wird jeweils der Mittelwert der Zellen pro 

Fläche der einzelnen Tiere herangezogen.    
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Abbildung 7: Darstellung der histomorphometrischen Ausmessung des DA 
Die Lamina elastica interna ist grün markiert. Für die Auswertung wird die Fläche innerhalb 
der Lamina elastica interna ermittelt und zur Anzahl der Zellkerne innerhalb der Lamina 
elastica interna in Relation gesetzt. 
 
4.8.1 Untersuchung des intimalen Proliferationsverhaltens 

Hierfür wird die C57Bl6/J GPIIb-/- mit der C57Bl6/J GPIIb+/+ Gruppe verglichen, indem, wie 

für die Zellzahl der Intima beschrieben, Gefrierschnitte aus drei Regionen des Ductus 

arteriosus angefertigt werden. Mittels Ki67-Immunfluoreszenz wird die Anzahl der 

proliferierenden Zellen innerhalb der Lamina elastica interna ermittelt. Dabei werden nur 

eindeutig angefärbte Zellkerne als positiv gewertet. Für die Auswertung werden je Gruppe 

drei Präparate berücksichtigt. Von den beiden Gruppen werden jeweils die Einzelwerte 

statistisch ausgewertet. 

 

4.8.2 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung der quantitativ zu erfassenden Untersuchungsergebnisse erfolgt 

mit dem Statistikprogramm Sigma Stat (Sigma Stat 2.0 für Windows, SPSS Inc., San Jose, 

USA). Morphometrische und immunhistochemische Daten werden mit Kruskal Wallis one 

way Varianzanalyse nach Rang getestet. Der paarweise Vergleich erfolgt nach der Fisher LSD 

Methode. Alle Mittelwerte (MW, arithmetisches Mittel) der einzelnen Untergruppen werden 

aus den Einzelwerten berechnet und ± SEM (Standard error of the mean) dargestellt. Als 

statistisch signifikant wird eine Irrtumswahrscheinlichkeit von alpha= 5% (p<0,05) angesetzt. 

 

 

 

 

 

 

Lamina elastica interna 

Bereich innerhalb der 
Lamina elastica interna 
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4.9 Angiographie 

Die Angiographie wird in situ durchgeführt um die funktionelle Relevanz von Thrombozyten 

und SDF-1 alpha für den Verschluss des Ductus arteriosus zu ermitteln. Hierfür wird 12 

Stunden post partum die Durchgängigkeit des Ductus arteriosus untersucht. Sie wird bei 

folgenden Gruppen durchgeführt: 1. GPIIb+/+C57Bl6/J und GPIIb-/- C57Bl6/J  

2. anti-GPVI sowie anti-SDF-1α behandelte Tiere 

    mit entsprechender Isotypkontrolle 

3. NF-E2+/+ und NF-E2-/- auch bei zwei und drei Monate 

    alten Tieren 

Für die anti-GPVI- und anti-SDF-1α-Gruppe wird analog zur unter 4.8.3 beschriebenen 

Methode vorgegangen. 12 Stunden post partum werden die Tiere mit 22µl Midazolam, 22µl 

Fentanyl sowie 3,8µl Medetomidin anästhesiert und auf eine Wärmeplatte gelagert. Hierauf 

erfolgt die Tötung durch zervikale Dislokation, Eröffnung des Thorax und Darstellung des 

Ductus arteriosus. Die Gefäße werden durch linksventrikuläre Farbinjektion (The Histological 

Marking System, WAK Chemie Medical GmbH, Steinbach, Deutschland) dargestellt. 

Dadurch kann der Verschluss des Ductus arteriosus oder die Patenz beurteilt und über ein 

Mikroskop (Stemi 2000, Firma Zeiss, Jena, Deutschland) photographiert werden (Canon G5 

Kamera, Tokio, Japan). 

In den jeweiligen Gruppen wird der Anteil an Tieren mit offenem Ductus arteriosus in Bezug 

zur Gesamtzahl der untersuchten Tiere in der Gruppe errechnet und als Mittelwert ±SEM 

(Standard error of the mean) dargestellt. Zur Varianzanalyse der Gruppen dient die Kruskal 

Wallis one way Methode nach Rang gefolgt vom Fishers Exakt Test, wobei p<0,05 als 

signifikant angesehen wird. 

 

4.10 Laser-Mikrodissektion 

 

4.10.1 Prinzip der Laser-Mikrodissektion 

Die Laser-Mikrodissektion ist eine Methode, mithilfe derer es möglich ist unterschiedliche 

Gewebebereiche auf histologischen Schnitten zu isolieren, um deren spezifischen DNA-, 

RNA-, oder Proteinzusammensetzung zu analysieren. Die histologischen Schnitte werden 

hierfür auf einen Polyethylen-beschichteten Objektträger aufgebracht. Der gewünschte 

Gewebebereich und die Polyethylen-Membran werden mittels eines gepulsten UVA-

Stickstoff-Lasers vom umgebenden Gewebe abgetrennt, sodass eine Lücke zwischen den 

beiden Gewebebereichen entsteht. Der Laser weist eine Wellenlänge von 337 Nanometern auf 
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und beschädigt DNA und Proteine nicht (de With 1995). Durch den Effekt der ablativen 

Photodekomposition kommt es zudem nicht zur Erwärmung des umgebenden Gewebes 

(Srinivasan 1986).  

Anschließend wird der separierte Gewebebereich durch Laser Pressure Catapulting (LPC) in 

einen speziell beschichteten Deckel eines Eppendorf-Gefäßes katapultiert. Dadurch wird der 

gewünschte Gewebeteil kontaktlos isoliert und kann nun weiter analysiert werden. Für die 

LPC wird der Laser unterhalb des dissezierten Gewebes fokussiert und die Energie im 

Vergleich zur Mikrodissektion verdoppelt. Durch den dabei entstehenden starken 

photonischen Druck, wird das Gewebe mit der Polyethylen-Membran in den Deckel des 

Gefäßes transferiert, der in einer Linie mit dem Laser oberhalb des Objektträgers angebracht 

ist (Schutze 1998). Dabei bleibt die Morphologie des isolierten Gewebes vollständig erhalten. 

Die Proben werden dann bei -80°C der RNA-Isolation zugeführt. 

 

4.10.2 Aufbau des Arbeitsplatzes 

Das Gerät für die Laser-Microdissection (Palm MicroBeam System, PALM Microlaser 

Technologies AG, Bernried, Deutschland) besteht aus einem inversen Zeiss Mikroskop 

(Axiovert 200 Mikroskop, Firma Zeiss, Jena, Deutschland), einem Laser Generator und einem 

Computer-gestützten Steuerungselement. 

Die Bilder des Mikroskops werden durch eine CCD Videokamera (Color Video Camera 

3CCD Sony Tokyo Japan) an einen Computer übertragen, von dem aus auch die Steuerung 

des Gerätes mittels eines Programms (Palm RoboSoftware 2.2-0103 (DE), PALM Microlaser 

Technologies AG, Bernreid, Deutschland) erfolgt. Der gepulste UV-Laser mit einer 

Wellenlänge von 337nm ist durch einen Epifluoreszenzpfad an das Gerät gekoppelt. Der 

Laserstrahl wird durch das Objektiv fokussiert, wodurch der Laser-Fokus einen Durchmesser 

von weniger als einem µm erreichen kann (Schütze 1998).  

 

4.10.3 Versuchsdurchführung 

Der Ductus arteriosus wird C57Bl6/J-Mäusen zwölf Stunden nach der Geburt wie unter 4.4.2 

beschrieben entnommen und weiter behandelt. Die Objektträger werden in den 

verschlossenen Falcon Tubes auf Raumtemperatur gebracht, anschließend in 70% Ethanol in 

Wasser für 3 Minuten fixiert. Danach werden sie für 30 Sekunden in eine 0°C kalte 1%ige 

Cresyl Violett Acetate (Cresyl Violett, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) Lösung überführt. Die 

Präparate werden durch kurzes Spülen in 70% und 100% Ethanol von überflüssiger 

Färbelösung befreit und entwässert. Alle Lösungen sind auf 0°C gekühlt. Der Objektträger 
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trocknet für 2 min bei Raumtemperatur bevor er auf dem Mikroskoptisch befestigt wird. In 

den Gefäßhalter werden die Eppendorf-Gefäße (Adhesive Cap, PALM Microlaser 

Technologies AG, Bernried, Deutschland) eingespannt und automatisch über den Bereich 

bewegt, der sich im Fokus des Objektivs befindet. Nun wird bei 20facher Vergrößerung 

knapp innerhalb der Lamina elastica interna eine zirkulärer Linie gezogen, um das Lumen des 

Ductus arteriosus von der Gefäßwand isolieren zu können (siehe Abb. 8). Entlang dieser Linie 

schneidet der Laserstrahl nun durch das Gewebe, sodass eine Lücke zwischen Lumen und 

Gefäßwand entsteht. Daraufhin wird das separierte Lumen in den bereitgehaltenen Deckel der 

Eppendorf-Gefäße geschossen. Aus der Media der Gefäßwand wird ein etwa ebenso großer 

Gewebebereich analog zum oben beschriebenen Vorgehen isoliert und in ein weiteres 

Eppendorf-Gefäß katapultiert, ohne dass innerhalb der Lamina elastica interna liegende 

Gewebeabschnitte mitgenommen werden. 

 

 

Abbildung 8: Darstellung der Laser-Mikrodissektion des Ductus arteriosus 
a) Cresyl-Violett Färbung des Ductus arteriosus b) Separation des Bereiches innerhalb der 
Lamina elastica interna c) Detailansicht des separierten Bereiches in Bezug zur grün 
dargestellten Lamina elastica interna d) Der isolierte Bereich wird in ein Eppendorf-Gefäß 
katapultiert und e) kann dort dargestellt werden. f) Ein etwa gleich großer Bereich in der 
Media des Ductus arteriosus wird separiert und g) in ein weiteres Eppendorf-Gefäß isoliert. h) 
Dort ist der isolierte Bereich der Media darstellbar. 
 
 
 
 
 
 

a) b) c) d) 

e) f) g) h) 
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4.10.4 Auswertung der Proben mittels RT-PCR 

Die Proben der Laser-Mikrodissektion werden mittels RT-PCR auf spezifische RNA-

Expression hin untersucht. Hierfür wird die RNA wie folgt nach dem Protokoll des 

Herstellers isoliert (RNeasy Micro Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland): 

 

Lyse und Homogenisierung der Proben in RLT Puffer + ß-Mercaptoethanol 
↓ 

Zugabe von 1 Volumen 70% Ethanol 
↓ 

Bindung der RNA an eine Silikamembran im Säulchenformat (RNeasy MinElute 
spin column, Qiagen, Hilden, Deutschland) 

↓ 
                                Waschen der RNA mittels RW1, RPE Puffer und 80% 

↓ 
DNase I-Verdau zur Beseitigung von Kontamination mit genomischer DNA (RNase-free 

DNase Set, Qiagen, Hilden, Deutschland) 
↓ 

Elution der RNA von den Säulchen mit RNase-freiem Wasser 
↓ 

Reverse Transkription der RNA in cDNA mittels zufälliger Hexamer-Oligonukleotide 
(Sensiscript RT Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland) 

↓ 
Analyse der cDNA durch Amplifikation mittels PCR 

↓ 
Gel-Elektrophorese (2 g Agarose auf 100 ml TAE (4,84 g TRIS, 1,142ml Eisessig, 2 ml 0,5 M 

EDTA pH 8,0, ad 1000ml H2O) mit 8 µl Ethidiumbromid (10mg/ml)) 
 

Um die erfolgreiche RNA-Präparation und cDNA-Synthese zu überprüfen, wird bei allen 

gewonnen cDNAs eine Kontroll-PCR mit dem Primer für das Housekeeping-Gen ß-Actin 

durchgeführt. Für die PCR werden folgende Primer verwendet (siehe Tab. 2):  

Primer vorwärts rückwärts 
VE-
Cadherin 

5´-CGT GAA GAA AGA 
AGA GGC AGA C-3´ 

5´-CCT TGG AAA TCA GGG 
AAG ACA G-3´ 

CD45R 5´-GGT TGT TCT GTG CCT 
TGT TC-3´ 

5´-GAT AGA TGC TGG CGA 
TGA TGT C-3´ 

SCA-1 5´-GGA GGC AGC AGT TAT 
TGT GG-3´ 

5´-GAG GAC CAT CAG 
AGC AAG G-3´ 

Alpha-
SMA 

5´-TGA AGA GGA AGA 
CAG CAC AGC-3´ 

5´-AGG CAT AGA GGG 
ACA GCA CAG-3´ 

CD31 5´-GTT GTC ATT GGA GTG 
GTC ATC G-3´ 

5´-CCT TCC GTT CTC TTG 
GTG AGG-3´ 

vWF 5´-TGC TTC TTA CGC CCA 
TCT CTG-3´ 

5´-ACT CCA TCC TCG CCA 
ACA CAC-3´ 



                                            MATERIAL UND METHODEN                                              47 

 

 

 

Tabelle 2: Sequenz der PCR-Primer 

ABCG-2 5´-TCG CAG AAG GAG 
ATG TGT TG -3´ 

5´-AAA TGG GCA GGT 
TGA GGT G -3´ 

Flk-1 5´-GGA CTC TCC CTG CCT 
ACC TCA C-3´ 

5´-ACG GTG GTG TCT GTG 
TCA TCT G-3´ 

Prominin1 5´-TCC AGC AAA CAA 
GCA ACA AG-3´ 

5´-GTC CGC AAC ATA GCC 
ACA C-3´ 

ß-Actin 5´-GTC CCT GTA TGC CTC 
TGG TC-3´ 

5´-GAT GTC ACG CAC GAT 
TTC C-3´ 

c-kit 5´-GAC TTG CTG GGA CGC 
TGA C -3´ 

5´-CTT GTT GGA CTT GGG 
TTT CTG -3´ 

CD34 5´-TAG TGT CTG CTC CCT 
GCT TC -3´ 

5´-GTC TTC ACC CAG CCT 
TTC TC -3´ 



                                                            ERGEBNISSE                                                             48 

5 Ergebnisse 

 

5.1 Mechanismus der Thrombusbildung im Ductus arteriosus 

 

5.1.1 Histologie des Verschlusses des Ductus arteriosus 

Um die Dynamik und Morphologie des Verschlusses des Ductus arteriosus sowie das 

Remodelling der Intima verfolgen zu können, werden zu unterschiedlichen Zeitpunkten 

Hämatoxylin-Eosin-Färbungen erstellt. Dabei wird zunächst das pränatale Gefäß ausgewertet, 

da die Relevanz der Ausbildung von Intimakissen für den postnatalen Verschluss bekannt ist 

und die subendothelialen Zellen Charakteristika undifferenzierter Zellen aufweisen 

(Gittenberger-De Groot 1980b)(Tada 1990). Im pränatalen Ductus arteriosus sind Intima, 

Media und Adventitia deutlich abgrenzbar, wobei die Stärke der Gefäßwand vergleichbar der 

Aorta ist. Das Endothel ist größtenteils einlagig und liegt der Lamina elastica interna 

unmittelbar an, teilweise sind aber auch Aufwerfungen des Endothels in mehrere Lagen im 

Sinne von Intimakissen zu beobachten (siehe Abb. 9). Bereits eine Stunde postnatal kommt es 

zu einer deutlichen Dickenzunahme der Gefäßwand durch ausgeprägte Vasokonstriktion des 

Ductus arteriosus. Das Lumen ist merklich verengt und es sind mehrere Lagen luminaler 

Zellen vorhanden, die ganz oder teilweise von der Lamina elastica interna abgelöst sind. Nach 

zwei und drei Stunden nimmt die Zellzahl der Intima weiter zu und es bilden sich zunehmend 

mehrere Zelllagen aus, die teilweise durch Ausziehungen mit der Gefäßwand verbunden sind. 

Die Lumenweite des Ductus arteriosus nimmt durch die zunehmende Vasokonstriktion weiter 

ab. Das Lumen ist durch den sanduhrförmigen Verlauf des Verschlusses jedoch nur 

stellenweise obliteriert (Tada 1990). Nach zwölf Stunden ist das Lumen komplett obliteriert 

und vollständig mit Zellen gefüllt, wobei die Zellzahl im Vergleich zu den vorherigen 

Zeitpunkten weiter zunimmt. Am Randbereich der Lamina elastica interna hat sich eine 

größtenteils azelluläre Zone gebildet, an die sich lumenwärts zirkulär, parallel ausgerichtete 

Zellen anschließen, die einen kleinen Zellkern aufweisen. Im zentralen Bereich des Lumens 

befinden sich größere Zellen, die eine große Zellkern/Zytoplasma-Relation aufweisen. Diese 

weist auf eine vermehrte metabolische Aktivität dieser Zellen hin, wie dies etwa bei 

Proteinsynthese oder Proliferation zu beobachten ist. Zu diesem Zeitpunkt beginnt auch der 

endgültige, anatomische Verschluss des Ductus arteriosus, was eine Veränderung des 

Phänotyps der luminalen Zellen mit sich bringt (Clyman 1996). Auch 24 Stunden nach Geburt 

beobachtet man eine weitere Zunahme der Zellzahl innerhalb der Lamina elastica interna; die 

Gefäßwand zeigt nach wie vor eine maximale Kontraktion. Die Zellkerne erscheinen nun 
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uniform und sind dicht aneinander gelagert, wobei keine morphologische Differenzierung 

zwischen peripheren und zentralen Zellen mehr möglich ist. 

 

Abbildung 9: Morphologie des Verschlusses des DA im Zeitverlauf 
Hämatoxylin-Eosin-Färbung von Querschnitten des DA. a) Pränatal stellt sich der DA als 
großlumiges, dünnwandiges arterielles Gefäß dar (Vergrößerung 10x) b) Bereits eine Stunde 
postnatal kommt es zur deutlichen Vasokonstriktion mit Verengung des Lumens und 
merklicher Verdickung der Gefäßwand (Vergrößerung 40x) c) Zwei Stunden postnatal ist das 
Lumen weiter verengt. d) Drei Stunden postnatal sind mehrere Zelllagen innerhalb der 
Lamina elastica interna zu beobachten e) Zwölf Stunden postnatal ist das Lumen obliteriert 
und mit Zellen angefüllt, wobei zentral eher größere und peripher eher kleinere zirkulär 
angeordnete Zellkerne zu beobachten sind f) Nach 24 Stunden nimmt die Zellzahl innerhalb 
der Lamina elastica interna weiter zu und es kommt zum Remodelling des Lumens 
 
5.1.2 Thrombozyten und Substrate der Thrombusbildung 

Bisher liegen in der Literatur kaum Erkenntnisse über eine mögliche Rolle von Thrombozyten 

im Rahmen des Verschlusses des Ductus arteriosus vor. Daher wird im folgenden Schritt im 

Detail untersucht, ob Thrombozyten während des Verschlusses des Ductus arteriosus lokal 

adhärieren bzw. welche möglichen Liganden ihnen für den Prozess der Adhäsion an der 

Gefäßwand zur Verfügung stehen. Als wichtige Bindungspartner sind vWF und Kollagen 

bekannt, die mit den thrombozytären Adhäsionsmolekülen GPIb-alpha und GPIIbIIIa bzw. 

GPVI interagieren (Ruggeri 1997b). Dabei induziert Kollagen über die Interaktion mit GPVI 

die Aktivierung der Thrombozyten, was wiederum deren Aggregation durch Vernetzung 

mittels Fibrin über GPIIbIIIa ermöglicht (Nieswandt 2001b)(Savage 1998). Im folgenden 

werden die Substrate und der Zeitverlauf der Thrombusbildung im Ductus arteriosus näher 

dargestellt. 

a) b) a) b) c) 

d) e) f) 
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Um Thrombozyten im Ductus arteriosus identifizieren zu können wird, ein Antikörper gegen 

CD41 verwendet. Bereits nach einer Stunde ist ein okkludierender Thrombus im freien 

Lumen zu sehen und die adhärierenden Zellen sind von Thrombozyten umgeben             

(siehe Abb. 10). Auch ist eine Auflagerung von vWF auf das Endothel zu sehen, der sich auch 

zwischen den adhärierenden Zellen befindet. Fibrinogen/Fibrin ist weniger auf den 

Endothelzellen, als vielmehr in einer interzellulären Verteilung innerhalb des Lumens zu 

finden. Kollagen Typ I ist in unmittelbarem Kontakt zu den luminalen Zellen. Dies weist eine 

Zerstörung der Endothelintegrität nach, wodurch Thrombozyten mit der stark thrombogenen 

exponierten subendothelialen Matrix in Kontakt kommen können. Nach zwölf Stunden sind 

weniger Thrombozyten vorhanden, die sich nun um das Zentrum des Lumens konzentrieren. 

Das gesamte obliterierte Lumen ist im interzellulären Bereich schwach positiv für vWF mit 

einer Betonung in der Peripherie. Dagegen ist Fibrin vermehrt im zentralen Bereich des 

Lumens zu finden, wobei im Vergleich zu einer Stunde post partum eine abgeschwächte 

Anfärbung zu beobachten ist. Nach 24 Stunden kommt es zur Abnahme von Thrombozyten 

und vWF bei gleichbleibender räumlicher Verteilung, Fibrin ist kaum noch anfärbbar. Damit 

kann hier erstmals gezeigt werden, dass Thrombozyten bereits eine Stunde postnatal im 

Lumen des Ductus arteriosus zu finden sind und vWF, Kollagen Typ I und Fibrinogen/Fibrin 

als Liganden für Adhäsion, Aktivierung und Aggregation vorhanden sind. Dies hat die 

Bildung eines okkludierenden Thrombus zur Folge, der im Verlauf des Verschlusses 

organisiert und von luminalen Zellen durchsetzt wird. 
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Abbildung 10: Thrombozyten und Substrate der Thrombusbildung im DA 
a) Immunhistologie des DA: Bereits eine Stunde postnatal sind CD41+ Thrombozyten im 
Lumen nachweisbar, ebenso wie dem Endothel aufgelagerter vWF sowie interzelluläres 
Fibrin/Fibrinogen. Zwölf Stunden postnatal kommt es zur Organisation des Thrombus; 
Fibrin/Fibrinogen sowie Thrombozyten sind nur noch zentral zu beobachten, während vWF 
eher in der Peripherie des Lumens bleibt. Nach 24 Stunden ist eine ähnliche Verteilung zu 
beobachten, Fibrin ist kaum noch nachweisbar. b) Immunfluoreszenz des DA eine Stunde 
postnatal: Kollagen Typ I ist in direktem Kontakt mit luminalen Zellen, in der CD41 Färbung 
ist im Lumen ein okkludierender Thrombus nachweisbar. 
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a) 

Kollagen I 

CD 41 

 DAPI   overlay   Färbung b) 
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5.2 Einfluss von Thrombozyten auf Verschluss und Zellzahl des Ductus arteriosus 

 

5.2.1 Erhöhte Inzidenz des PDA bei Beeinträchtigung der Thrombozytenfunktion 

Da sowohl Thrombozyten als auch Substrate der Thrombusbildung im Lumen des Ductus 

arteriosus vorhanden sind, stellt sich die Frage der funktionellen Relevanz dieser 

Beobachtungen für den postnatalen Verschluss des Ductus arteriosus. Um zu ermitteln, ob die 

Beeinträchtigung der Thrombozytenfunktion funktionelle Auswirkungen auf den Verschluss 

des Ductus arteriosus hat, wird der Status des Ductus arteriosus 12 Stunden nach Geburt 

angiographisch evaluiert. Dabei weisen alle C57Bl6/J Wildtyp-Mäuse (20/20) sowie alle 

Isotyp-Antikörper (15/15) behandelten GPIIb+/+ C57Bl6/J Wildtyp-Mäuse zu diesem 

Zeitpunkt einen vollständig geschlossenen Ductus arteriosus auf (siehe Abb. 11). Dies ist 

konsistent mit eigenen histologischen Untersuchungen sowie den Befunden anderer Autoren 

(Tada 1990). Dagegen ist der Ductus arteriosus bei der anti-GPVI-Gruppe 12 Stunden nach 

Geburt immer noch in 54% (7/13) der Fälle persistierend. Auch in der GpIIb-/- C57Bl6/J 

Gruppe findet man bei 31% (5/16) einen persistierenden Fluss im Ductus arteriosus, was 

darauf hindeutet, dass sowohl GPIIb als auch GPVI eine wichtige Rolle beim Verschluss des 

Ductus arteriosus spielen. 

Der stärkste Effekt auf den Verschluss des Ductus arteriosus ist bei NF-E2-/- Mäusen zu 

beobachten, bei denen eine Thrombozytendefizienz vorliegt (Shivdasani 1995b). So erweist 

sich der Ductus arteriosus bei der angiographischen Untersuchung in 69% der Fälle (9/13) als 

offen. Dagegen zeigt sich bei allen NF-E2+/+ Tieren (7/7) ein kompletter Verschluss. Auch bei 

2-3 Monate alten NF-E2-/- Tieren ist in 25% (2/8) der Fälle weiterhin ein PDA nachweisbar. 

Dies weist darauf hin, dass die Thrombozytopenie den Verschluss des Ductus arteriosus nicht 

nur vorübergehend in der Postnatalperiode beeinträchtigt, sondern auch langfristig zu einem 

PDA führt. Damit kann gezeigt werden, dass Adhäsion und Akkumulation von Thrombozyten 

für die Obliteration des luminalen Flusses im Ductus arteriosus funktionell relevant sind.  
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Abbildung 11: Angiographie des DA 
a) Angiographische Untersuchung des DA 12 Stunden postnatal. Der Anteil der Tiere mit 
verschlossenem DA in den jeweiligen Gruppen unterscheidet sich signifikant zur 
Kontrollgruppe. b) Repräsentative in situ Bilder des DA im Bereich zwischen A. pulmonalis 
(Pa) und Aorta (Ao) der einzelnen Gruppen nach intraventrikulärer Injektion eines blauen 
Farbstoffs. Weiße Pfeile zeigen einen verschlossenen DA an, schwarze Pfeile einen offenen 
DA mit persistierendem Fluss. c) Bei der adulten NF-E2+/+ Maus ist die Umwandlung in eine 
ligamentäre Struktur zu beobachten, bei der NF-E2-/-  Maus hingegen ein persistierender DA. 
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5.2.2 Morphologie des Ductus arteriosus beim GpIIb-/-, GPVI-Antikörper und NF-E2 -/-

Modell 

Thrombozyten spielen im pathophysiologischen Gefäßremodelling im adulten Organismus 

eine maßgebliche Rolle. Im folgenden Abschnitt wird daher untersucht, inwiefern die 

beobachtete Akkumulation von Thrombozyten im Ductus arteriosus Einfluss auf das 

konsekutive Remodelling des Gefäßes hat. Denn durch Adhäsion und Aktivierung führen 

Thrombozyten nicht nur zum thrombotischen Gefäßverschluss, sondern induzieren darüber 

hinaus über die Sekretion proinflammatorischer Zytokine und Chemokine die Rekrutierung 

zirkulierender Zellen sowie die Migration glatter Muskelzellen aus der Gefäßwand (Gawaz 

2008)(Massberg 2005)(Massberg 2006).  

Um den Einfluss der Thrombozyten auf Verschluss und intimales Remodelling des Ductus 

arteriosus 12 Stunden postnatal zu analysieren zu können, werden Hämatoxylin-Eosin 

Präparate des Gefäßes von anti-GPVI behandelten, GPIIb-/- und NF-E2-/- sowie 

entsprechender Kontrollen angefertigt und histomorphologisch ausgewertet. Alle 

Kontrolltiere weisen eine Verdickung der Gefäßwand durch Vasokonstriktion auf, das Lumen 

ist obliteriert und mit Zellen ausgefüllt, wobei peripher vorwiegend kleine und zentral große 

Zellen mit einer großen Zellkern/Zytoplasma Relation zu finden sind (siehe Abb. 12). 

Hingegen ist bei den GPIIb-/- Mäusen das Lumen zwar überwiegend obliteriert und das 

Ausmaß der Vasokonstriktion entspricht den Wildtypen, das Lumen aber ist nicht ganz von 

Zellen ausgefüllt und es zeigen sich azelluläre Räume. Auch ist die Akkumulation großer 

Zellen nicht in dem Maße ausgeprägt, wie dies bei den Kontrollen der Fall ist. Weiterhin 

zeigen drei von fünf GPVI-Antikörper behandelten Tieren ein offenes Lumen, das in seiner 

Morphologie eher einem drei Stunden alten Ductus arteriosus entspricht. Zwar ist die 

Gefäßwand stark kontrahiert, aber der zentrale Bereich des Lumens ist nicht verschlossen, 

sodass sich in der Peripherie mehrere Zelllagen finden, die teilweise durch Ausziehungen in 

das freie Lumen hineinragen. Bei den verschlossenen Präparaten sind die luminalen Zellen im 

Vergleich zu den Kontrollen weniger dicht gepackt, doch führen sie zu einer Obliteration des 

Lumens.  

Die NF-E2+/+ Wildtyp Mäuse sind von C57Bl6/J Wildtypen morphologisch nicht zu 

unterscheiden. Bei den NF-E2-/- Mäusen weisen sechs von sieben Tieren ein offenes oder 

nicht vollständig verschlossenes Lumen auf. Hier findet man keine vollständige Kontraktion 

der glatten Muskulatur der Gefäßwand, sodass die Zunahme der Wanddicke geringer ausfällt. 

Das Lumen ist durch die vorangegangene Angiographie blau eingefärbt und es sind freie 

Zellen ohne Kontakt zum Endothel zu sehen. Die luminalen Zellen mit Kontakt zur 
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Gefäßwand sind größtenteils einlagig und nicht mehrlagig, wie dies bei Wildtypen bereits 

nach einer Stunde zu beobachten ist. Vereinzelt adhärieren Zellen am Endothel, das dicht auf 

der Lamina elastica interna aufliegt. Somit ist bei NF-E2-/- Mäusen sowohl die 

Vasokonstriktion als auch die intimale Zellakkumulation stark beeinträchtigt und damit 

einhergehend das Remodelling des Ductus arteriosus weitestgehend aufgehoben.  

Zusammenfassend kann hier gezeigt werden, dass die Beeinträchtigung der 

Thrombozytenadhäsion und –aggregation sowie die Thrombozytopenie zu einer erheblichen 

Veränderung in der Morphologie des Ductus arteriosus während der postnatalen Adaptation 

führen. Die Effekte sind bei NF-E2-/- Mäusen am stärksten ausgeprägt, weil diese Tiere fast 

keine Thrombozyten aufweisen. Dagegen führt die Inhibition bzw. Deletion eines 

Thrombozytenrezeptors zu ähnlichen, wenn auch weniger ausgeprägten morphologischen 

Veränderungen im postnatalen Verlauf. 

 

Abbildung 12: Morphologie des DA nach Beeinträchtigung der Thrombozytenfunktion 
Repräsentative HE-Färbungen des DA 12 Stunden postnatal a) Die GPIIb+/+ C57Bl6/J Tiere 
weisen ein vollständig obliteriertes Lumen auf, das dicht mit Zellen gefüllt ist. b) Die 
C57Bl6/J Isotyp Gruppe sowie die c) NF-E2+/+ Gruppe weisen die gleiche Morphologie auf. 
d) Bei den GPIIb-/- C57Bl6/J Tieren ist das Lumen zentral weniger dicht mit Zellen gefüllt, 
aber obliteriert. e) Die anti-GPVI Gruppe weist ein offenes Lumen auf, wobei am Endothel 
mehrere Zelllagen zu finden sind. f) Bei den NF-E2-/- Mäusen ist das Lumen weit offen, die 
Gefäßwand nicht maximal kontrahiert und das Endothel großteils einlagig.  
 
 
 
 
 
 
 

b) 

a) b) c) 

d) e) f) 
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5.2.3 Reduzierung der intimalen Zellzahl im GpIIb-/-, GPVI-Antikörper und NF-E2 -/-

Modell 

In einem weiteren Schritt wird die Anzahl intimaler Zellen im Ductus arteriosus 12 Stunden 

nach Geburt in den unter 5.2.2. genannten Gruppen quantifiziert. Diese Modelle werden 

bezüglich der intimalen Zellzahl in Relation zur Fläche innerhalb der Lamina elastica interna 

mit Kontrolltieren verglichen. Für die NF-E2-/- Mäuse dienen NF-E2+/+Geschwistertiere als 

Kontrollen, da diese keinen C57Bl6/J Hintergrund aufweisen.  

Bei den C57Bl6/J Mäusen kann kein signifikanter Unterschied zwischen den Wildtyp (n=8) 

und den Isotyp Mäusen (n=5) bezüglich der Zellzahl festgestellt werden (p=0,801). Beide 

weisen im Mittelwert die höchsten Zellzahlen pro Fläche mit 22643 Zellen/cm2 für die 

Wildtypen und 22127 Zellen/cm2 für die Isotyp-Kontrollen auf (siehe Abb. 13). Zwischen den 

Wildtyp Mäusen und der GPVI-Antikörper Gruppe (n=5) mit 17778 Zellen/cm2 (p= 0,023) 

und der GPIIb-/- Gruppe (n=7) mit 16093 Zellen/cm2 (p=0,001) kann eine signifikante 

Reduzierung der neointimalen Zellzahl nachgewiesen werden. Im Vergleich zur Isotyp 

Gruppe kommt es zur Abnahme der Zellzahl in der GPVI-Antikörper Gruppe, die allerdings 

nicht signifikant ausgeprägt ist (p= 0,063). Bei den NF-E2 Mäusen zeigt sich eine starke 

Reduzierung der Zellzahl mit einer hohen Signifikanz (p<0,001). Die Wildtypen (n=6) weisen 

18612 Zellen/cm2, die knock out Tiere (n=7) 6589 Zellen/cm2 in der Intima auf. Diese 

Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Inhibition bzw. Deletion thrombozytärer 

Adhäsionsrezeptoren zu einer Reduktion der intimalen Zellzahl führt. Am deutlichsten ist 

dieser Effekt bei NF-E2-/- Mäusen zu beobachten, die unter einer ausgeprägten 

Thrombozytopenie leiden.  



                                                            ERGEBNISSE                                                             57 

 

Abbildung 13: Zellzahl im DA innerhalb der Lamina elastica interna 

Dargestellt ist die Zellzahl im DA innerhalb der Lamina elastica interna 12 Stunden postnatal. 
Wildtyp (Wt) und Isotyp unterscheiden sich nicht signifikant, während zwischen Wt, anti-
GPVI und GPIIb-/- ein signifikanter Unterschied besteht. Im Vergleich zum Isotyp ist bei anti-
GPVI kein signifikanter Unterschied zu sehen. Die Zellzahl der NF-E2 wt und NF-E2-/- 
Gruppe unterscheiden sich hoch signifikant. 
 
5.2.4 Reduzierung der Proliferationsrate im GPIIb-/- Modell 

Anschließend wird analysiert, ob Thrombozyten die Proliferation intimaler Zellen im 

postnatalen Ductus arteriosus beeinflussen. Hierzu wird mittels Ki67 Immunfluoreszenz die 

Anzahl proliferierender Zellen innerhalb der Lamina elastica interna quantifiziert, um die 

Auswirkungen des knock outs des wichtigsten thrombozytären Aggregationsrezeptors GPIIb 

auf das Proliferationsverhalten zu ermitteln. Dabei werden jeweils n=3 zwölf Stunden alte 

Ductus arteriosi von GPIIb+/+ C57Bl6/J und GPIIb-/- C57Bl6/J Mäusen nach standardisiertem 

Protokoll analysiert. Hierbei zeigt sich eine statistisch signifikante Reduktion der Anzahl 

proliferierender Zellen innerhalb der Lamina elastica interna (p<0,001), bei GPIIb+/+ 

Wildtypen mit im Mittelwert n=19,6 im Vergleich zu GPIIb-/- Mäusen mit n=11,5 

proliferierenden Zellen (siehe Abb. 14). Die Proliferation außerhalb der Lamina elastica 

interna hat in beiden Gruppen ein vergleichbares Ausmaß.  
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Abbildung 14: Proliferation im DA im Vergleich zwischen GPIIb+/+ und GPIIb -/- 

a) Repräsentative Ki67 Immunfluoreszenz-Bilder des DA 12 Stunden postnatal. Ki67+ Zellen 
weisen eine rote nukleäre Färbung auf, Zellkerne sind mit DAPI in blau angefärbt. In der 
GPIIb+/+ Gruppe sind zentral im Lumen deutlich mehr proliferierende Zellen zu beobachten. 
b) Quantifizierung der Ki67+ Zellen innerhalb der Lamina elastica interna. Die beiden 
Gruppen unterscheiden sich signifikant (p<0,001) 
 
5.3 Charakterisierung der Neointimabildung im Ductus arteriosus 

  

5.3.1 SDF-1/CXCR4 Expression im Ductus arteriosus 

Von der SDF-1/CXCR4 Achse ist bekannt, dass sie wegen der Rekrutierung von 

Progenitorzellen ein wichtiger Faktor für die Neointimabildung ist (Zernecke 2005). Hierbei 

kommt Thrombozyten eine Schlüsselrolle zu, da sie nach Gefäßverletzungen sehr schnell 

rekrutiert werden (siehe Abb. 4). Dort sezernieren die aktivierten Thrombozyten SDF-1α in 

das lokale Mikromilieu und vermitteln dadurch die Rekrutierung zirkulierender 

Progenitorzellen (Jin 2006)(Massberg 2006). Im weiteren Verlauf wird dieses Chemokin bei 

Gefäßverletzungen und atherosklerotischen Plaques auch von glatten Muskelzellen der 

Gefäßwand vermehrt exprimiert (Abi-Younes 2000)(Zhang 2006).  

Wie die oben dargestellten Ergebnisse zeigen, beeinflussen Thrombozyten das intimale 

Remodelling des Ductus arteriosus. Im folgenden wird deshalb näher untersucht, ob 

Thrombozyten über die Sekretion von SDF-1α am Verschluss des Ductus arteriosus beteiligt 

sind. Bereits pränatal ist eine leichte Expression von SDF-1α in der Gefäßwand zu finden, im 

Lumen jedoch sind weder Thrombozyten noch SDF-1α nachweisbar (siehe Abb. 15). 

Innerhalb einer Stunde postnatal ist SDF-1α im Lumen stark exprimiert, wobei es sich in einer 

Doppelfärbung mit CD41 in Thromben innerhalb des freien Lumens colokalisieren lässt. 

GPIIb+/+ 

 

GPIIb-/- 

a) 

        

b) 
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Damit sind Thrombozyten zu diesem frühen Zeitpunkt eine wichtige Quelle für SDF-1α im 

Ductus arteriosus. Die glatten Muskelzellen der Media zeigen im Vergleich zur pränatalen 

Situation eine vermehrte Expression von SDF-1α. Beim SDF-1 Rezeptor CXCR4 ergibt sich 

eine Stunde postnatal eine Anfärbung der Mehrzahl der luminalen Zellen, die Zellen der 

Media dagegen weisen lediglich eine schwache Expression auf. Pränatal und bei NF-E2-/- 

Tieren ist eine Stunde post partum hingegen luminal kein SDF-1α nachweisbar. Nach zwölf 

Stunden hat die SDF-1α Expression vor allem in der Gefäßwand, aber auch im Lumen stark 

zugenommen. CXCR4 ist immer noch im Lumen zu finden, wo nun fast alle Zellen positiv für 

CXCR4 sind. In der Gefäßwand nimmt die CXCR4 Expression zu, sodass die meisten Zellen 

angefärbt sind. Im 24 Stunden alten Ductus arteriosus sind SDF-1α und CXCR4 nur noch 

schwach anfärbbar, wobei SDF-1α nur noch in der Gefäßwand exprimiert wird. Eine 

Beteiligung der SDF-1/CXCR4-Achse am Verschluss des Ductus arteriosus erscheint deshalb 

als sehr wahrscheinlich.  

Um die funktionelle Relevanz der SDF-1/CXCR4-Achse in vivo beim Verschluss des Ductus 

arteriosus zu analysieren, wird die Durchgängigkeit des Ductus arteriosus zwölf Stunden post 

partum nach Gabe eines anti-SDF-1α Antikörpers angiographisch untersucht. Hierfür wird 

den trächtigen Tieren innerhalb von zwölf Stunden vor der erwarteten Geburt ein IgG-

Antikörper bzw. Isotyp-Antikörper intraperitoneal injiziert. Bei allen (15/15) Tieren, die den 

Isotyp-Antikörper erhalten hatten, ist der Ductus arteriosus vollständig verschlossen. Bei der 

anti-SDF-1α Gruppe zeigt sich hingegen, dass 50% (5/10) der Tiere einen offenen Ductus 

arteriosus aufweisen. Damit kann in der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt werden, dass 

Thrombozyten in der frühen Phase des Verschlusses des Ductus arteriosus eine wichtige 

Quelle für SDF-1α darstellen und luminal CXCR4+ Zellen zu beobachten sind. Tatsächlich 

führt die Störung der SDF-1/CXCR4-Achse in der perinatalen Phase durch blockierende 

Antikörper bei 50% der Tiere zu einem persistierenden Ductus arteriosus. 
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Abbildung 15: Beteiligung der SDF-1/CXCR4-Achse am Verschluss des DA 
a) Eine Stunde postnatal ist SDF-1α im DA nachweisbar, wobei sich in der Doppelfärbung 
mit CD41 Thrombozyten als wichtige Quelle identifizieren lassen. Pränatal und in der         
NF-E2-/- Maus ist lediglich eine schwache SDF-1α Färbung in der Gefäßwand zu erkennen, 
im Lumen sind weder SDF-1α noch CD41 nachweisbar. b) Auf luminalen Zellen und in der 
Gefäßwand lässt sich der SDF-1 Rezeptor CXCR-4 nachweisen c) Im Zeitverlauf nimmt die 
SDF-1α Expression im gesamten DA zunächst zu und ist nach 24 Stunden nur noch in der 
Gefäßwand nachweisbar. d) Angiographie: In der anti-SDF-1α Gruppe kommt es zwölf 
Stunden postnatal signifikant seltener zum kompletten Verschluss des DA. Repräsentative in 
situ Bilder des DA nach intraventrikulärer Injektion eines blauen Farbstoffs. Weiße Pfeile 
zeigen einen verschlossenen DA an, schwarze Pfeile einen offenen DA mit persistierendem 
Fluss.  
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5.3.2 Expression von Oberflächenmarkern und Proliferation im Rahmen des intimalen 

Remodellings 

Da die oben erläuterten Ergebnisse nahelegen, dass Thrombozyten nicht nur durch Bildung 

eines okkludierenden Thrombus, sondern auch durch ihren Einfluss auf das intimale 

Remodelling am Verschluss des Ductus arteriosus beteiligt sind, werden im folgenden 

Abschnitt die zellulären Abläufe im Detail untersucht. Um die Zellen im Ductus arteriosus 

anhand von Oberflächenmarkern näher charakterisieren zu können werden 

immunhistologische und fluoreszenzmikroskopische Methoden sowie Laser-Mikrodissektion 

mit anschließender rtPCR der isolierten Gewebeabschnitte eingesetzt. Folgende 

Oberflächenproteine werden auf ihre Expression und Lokalisation hin überprüft: 

1. CD31 (PECAM-1) und CD144 (VE-Cadherin) als endotheliale Marker 

2. CD34, flk-1 (VEGFR2) und ABCG-2 (BCRP) als Marker, die sowohl auf 

differenzierten Endothelzellen als auch auf endothelialen Vorläuferzellen 

exprimiert werden (Peichev 2000)(Shi 1998) 

3. CD133, ein Marker von wenig differenzierten endothelialen Vorläuferzellen 

(Urbich 2004) 

4. Sca-1 und c-kit, als Marker mesenchymaler bzw. hämatopoietischer 

Vorläuferzellen (Saiura 2001) 

5. CD45 als panleukozytärer Marker 

6.  sm-Aktin als Marker glatter Muskelzellen 

Im eine Stunde alten Ductus arteriosus finden sich im Endothel die typischen Marker CD31 

und VE-Cadherin (siehe Abb. 16). Diese weisen in der Doppelfärbung ein überlappendes 

Verteilungsmuster auf, sodass die peripheren Zellen des Lumens CD31+VE-Cadherin+ sind, 

während die zentralen Zellen keine Endothelmarker exprimieren. Die luminal des Endothels 

liegenden Zellen sind also CD31-VE-Cadherin-. Vereinzelt sind dort CD45+ Zellen zu finden, 

sm-Aktin wird von den luminalen Zellen nicht exprimiert. Fast alle luminalen Zellen sind 

CD34+, wobei zentral eine schwache Färbung vorherrscht. Flk-1 wird wiederum vermehrt von 

zentralen Zellen exprimiert, ebenso c-kit. In der Doppelfärbung mit CD34 zeigt sich, dass die 

peripheren Zellen nur CD34+, die zentralen jedoch CD34+c-kit+ sind. ABCG-2 weist dieselbe 

Verteilung wie CD34 auf; in der Doppelfärbung zeigt sich, dass die meisten luminalen Zellen 

CD34+ABCG-2+ sind. Ferner sind einige glatte Muskelzellen der Media positiv für ABCG-2. 

Außerdem lassen sich luminal CD133+ Zellen nachweisen, Sca-1-Expression hingegen nicht. 

Ki67 wird als Proliferationsmarker von einigen luminalen Zellen exprimiert, vor allem von 

zentral gelegenen Zellen. Bei der Doppelfärbung mit CD34 zeigt sich, dass  
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Abbildung 16: Charakterisierung der luminalen Zellen im DA eine Stunde postnatal 
a) In der VE-Cadherin/CD31 Doppelfärbung lassen sich luminale periphere CD31+VE-
Cadherin+ Endothelzellen und zentrale Blasten ähnliche CD31-VE-Cadherin- Zellen 
nachweisen. b) In der Doppelfärbung mit CD34 können die zentralen Zellen als CD34+c-
kit+ABCG2+KI67+ charakterisiert werden. c) Weiter sind Flk-1 und CD133 luminal 
nachweisbar, wobei vor allem die zentralen Zellen Flk-1+ sind. CD45+ Zellen dagegen sind 
nur vereinzelt identifizierbar.  
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diese Zellen CD34+Ki67+ sind. Auch sind vereinzelt Zellen der Gefäßwand positiv für Ki67. 

Damit kann man im Lumen des Ductus arteriosus anscheinend zwei Zellpopulationen 

abgrenzen: die Zellen in der Peripherie des Lumens können als CD31+, VE-Cadherin+, 

CD34+, ABCG-2+, die zentralen Zellen als CD34+, Sca-1-, c-kit+, flk-1+, ABCG-2+, Ki67+ 

charakterisiert werden. 

Nach zwölf Stunden ist die VE-Cadherin Expression vor allem am Rand des Lumens zu 

finden, während CD31 und CD34 von fast allen luminalen Zellen exprimiert werden (siehe 

Abb. 18). Zu einer starken Abnahme kommt es bei ABCG-2, CD133, flk-1 und c-kit, bei 

letzterem sind fast keine positiven Zellen mehr sichtbar. Nach wie vor sind nur sehr vereinzelt 

CD45+ und keine Sca-1+ oder sm-Aktin+ Zellen im Lumen zu finden. Die Proliferation ist im 

Vergleich zum eine Stunde alten Ductus arteriosus vermehrt und nun in allen Bereichen des 

Lumens zu beobachten. Zwar sind auch einige proliferierende Zellen in der Media der 

Gefäßwand vorhanden, doch befindet sich der Großteil der Ki67+ Zellen im Lumen.  

Diese Resultate werden in der rtPCR des durch Laser-Mikrodissektion isolierten Lumens 12 

Stunden postnatal großteils bestätigt (siehe Tab. 3). Sca-1, CD133 und CD45 können im 

Lumen nicht nachgewiesen werden. Bei c-kit, ABCG-2 und flk-1 ist das Signal nicht in allen 

luminalen Proben zu sehen (siehe Abb. 17). Dies deutet auf eine Abnahme der Expression 

dieser Proteine hin, wie auch die immunhistologischen und fluoreszenzmikroskopischen 

Analysen bestätigen. Dagegen ist bei CD34 eine Abnahme unwahrscheinlich, da dieses nach 

zwölf Stunden noch von allen luminalen Zellen exprimiert wird und auch in allen Proben der 

Laser-Mikrodissektion zu finden ist (Siehe Abb. 18). Die Endothelmarker vWF, VE-Cadherin 

und CD31 sind nur in den Proben des Lumens, jedoch nicht in Proben der Gefäßwand zu 

finden, was darauf schließen lässt, dass diese Bereiche durch die Laser-Mikrodissektion 

selektiv isoliert wurden. Wie zu erwarten, ist die Gefäßwand positiv für sm-Aktin. Dies deutet 

darauf hin, dass die luminal befindlichen Zellen nicht aus der Gefäßwand stammen, da sie 

sich in ihrem Expressionsmuster deutlich von den glatten Muskelzellen der Gefäßwand 

unterscheiden. 
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Marker n Ductus Lumen Ductus Wand 
    positiv negativ positiv negativ 

c-kit 6 3 3 0 6 
sca-1 5 0 5 0 5 

ABCG-2 5 1 4 0 5 
flk-1 5 2 3 0 5 

CD133 2 0 2 0 2 
CD34 5 5 0 0 5 
CD45 5 0 5 1 4 
vWf 5 5 0 0 5 

VE-Cadherin 3 3 0 0 3 
CD31 5 4 1 0 5 

α-smactin 2 1 1 2 0 
 

Tabelle 3: rtPCR Ergebnisse der Proben der Laser-Mikrodissektion 
Proben des DA zwölf Stunden postnatal, n bedeutet Anzahl der Proben. Es wird zwischen 
dem Lumen innerhalb der Lamina elastica interna und der Gefäßwand außerhalb der Lamina 
elastica interna unterschieden.  

 

 

Abbildung 17: Charakterisierung der luminalen Zellen des DA mittels rtPCR 
Repräsentative Beispiele der rtPCR der Proben der Laser-Mikrodissektion aus dem DA 12 
Stunden postnatal. L sind Proben aus dem Bereich innerhalb der Lamina elastica interna,      
W aus der Media der Gefäßwand des DA. Die Zellen innerhalb der Lamina elastica interna 
weisen im Vergleich zur Gefäßwand ein deutlich anderes RNA-Expressionsprofil auf. 
 
Nach 24 Stunden ist keine positive Färbung mehr für CD133, c-kit, flk-1 und ABCG-2 

nachzuweisen (siehe Abb. 18). Weiter lassen sich keine Sca-1+ und CD45+ identifizieren. Für 

VE-Cadherin ist die Färbung 24 Stunden postnatal nur noch sehr schwach und vor allem im 

Randbereich des Lumens vorhanden. Dagegen werden CD31 und CD34 korrespondierend 

von allen Zellen des Lumens exprimiert. Bei der Doppelfärbung von CD31 und sm-Aktin ist 

zu sehen, dass in der Peripherie vereinzelt CD31-sm-Aktin+ Zellen zu finden sind.                

c-kit 
ABCG-2 
Sca-1 
flk-1 
CD133 
CD34 
CD45 
VE-Cadherin 
vWF 
CD31 
sm-aktin 

    L        W        L          W        L         W      



                                                            ERGEBNISSE                                                             66 

Die Proliferation ist nun auf einige Zellen im Lumen beschränkt, in der Gefäßwand sind keine 

Ki67+ Zellen mehr zu beobachten. 

Zusammenfassend lassen sich anhand von Morphologie und Oberflächenmarkern im Lumen 

des postnatalen Ductus arteriosus zwei Zellpopulationen nachweisen: In der Peripherie finden 

sich CD31+VE-Cadherin+ Endothelzellen mit einem durch CD34, ABCG-2 und CD133 

Expression ungewöhnlichen Phänotyp, die morphologisch kleine zirkulär angeordnete 

Zellkerne aufweisen (siehe Tab. 4). Zentral sind CD31-VE-Cadherin- Zellen mit 

Charakteristika von Progenitorzellen detektierbar, die dort stark proliferieren und durch ihren 

großen Zellkern eine Blasten ähnliche Morphologie erkennen lassen. Die Charakteristika 

letzterer Zellpopulation verschwinden über die Zeit, was vermutlich auf Apoptose oder 

Differenzierung zurückzuführen ist. Auch ist Proliferation vor allem in den ersten zwölf 

Stunden nachzuweisen; nach 24 Stunden hat sie merklich abgenommen und tritt zu allen 

Zeitpunkten vermehrt im Lumen des Ductus arteriosus zu auf. Dort sind nach 24 Stunden sm-

Aktin positive Zellen vorzufinden, was auf eine Differenzierung in glatte Muskelzellen oder 

eine Migration glatter Muskelzellen aus der Media hindeuten könnte. 

 

 
Tabelle 4: Immunhistologischer Nachweis der Expression von Oberflächenmarker 

Darstellung der Ergebnisse über den Zeitverlauf, wobei zwischen zentral und peripher 
gelegenen Zellen im Lumen des Ductus arteriosus unterschieden wird. Ist eine Zelle oder 
mehr angefärbt, wird dies als positiv gewertet (pos), sind keine Zellen im Lumen 
nachweisbar, wird dies als negativ bewertet (neg). 
 
 
 

 

 

 

 

 DA 1h  DA 12h  DA 24h  
 zentral peripher zentral peripher zentral peripher 

CD31 neg pos pos pos pos pos 
VE-Cadherin neg pos neg pos neg pos 

CD34 pos pos pos pos pos pos 
c-kit pos neg pos neg neg neg 
flk-1 pos neg pos neg neg neg 

ABCG-2 pos pos neg neg neg neg 
CD133 pos pos neg neg neg neg 
Sca-1 neg neg neg neg neg neg 
CD45 pos neg pos neg neg neg 

sm-actin neg neg neg neg neg pos 
Ki67 pos pos pos pos pos neg 
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Abbildung 18: Entwicklung der Expression der Oberflächenmarker im DA  
a) Bei den zentralen Zellen sind Flk-1, c-kit, CD133 und ABCG-2 nach zwölf Stunden nur 
noch vereinzelt darstellbar b) Im Zeitverlauf sind alle luminalen Zellen CD31+CD34+,        
VE-Cadherin ist peripher nur noch nachweisbar. Die Ki67-Expression nimmt deutlich ab, 
nach 24 Stunden ist eine leichte Expression von sm-Aktin im Lumen nachweisbar c) In der 
CD31/sm-Aktin Doppelfärbung sind im peripheren Bereich des Lumens vereinzelt sm-
Aktin+CD31- Zellen zu identifizieren.  
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6  Diskussion 

Der Verschluss des Ductus arteriosus ist ein komplexer Prozess, der einer Vielzahl 

physiologischer Regelungsmechanismen unterliegt. Der prompte Ablauf ist essentiell für die 

postnatale Kreislaufadaptation Neugeborener und führt innerhalb weniger Stunden zur 

vollständigen Obliteration eines zuvor großlumigen Gefäßes (Clyman 2006). Da 

Thrombozyten beim pathologischen arteriellen Gefäßverschluss eine essentielle Rolle spielen, 

liegt die Vermutung nahe, dass sie auch an diesem physiologischen Gefäßverschluss beteiligt 

sind. Störungen des Verschlusses des Ductus arteriosus sind trotz effektiver 

Behandlungsmöglichkeit mit einer beträchtlichen Morbidität und Mortalität assoziiert 

(Schneider 2006). Durch die steigenden Überlebensraten frühgeborener Kinder wächst die 

Inzidenz des persistierenden Ductus arteriosus (Hoffman 2002). Daher ist es von 

zunehmender Bedeutung die Pathogenese des PDA im Detail zu klären, um neue 

Möglichkeiten für Prävention und Therapie zu identifizieren. Hierfür ist allerdings eine 

genaue Kenntnis der zellulären Abläufe beim postnatalen Verschluss des Ductus arteriosus 

zwingend erforderlich und mit der vorliegenden Arbeit soll dazu ein Beitrag geleistet werden.  

Darüber hinaus stellt der postnatale Verschluss des Ductus arteriosus ein einzigartiges Model 

für die Beobachtung der Abläufe des physiologischen Gefäßverschlusses dar. Denn hierbei 

kommt es zu einem definierten Zeitpunkt zur Obliteration eines Gefäßes, das zuvor mehr als 

die Hälfte des biventrikulären kardialen Schlagvolumens an der unbelüfteten Lunge vorbei 

direkt in die Aorta geleitet hat. Der Ablauf des Gefäßverschlusses kann ohne artifizielle 

Eingriffe studiert werden und stellt damit ein interessantes neues Modell dar, anhand dessen 

die Interaktion von Thrombozyten und Endothel näher untersucht werden kann.  

Zum postnatalen Verschluss des Ductus arteriosus trägt neben der Vasokonstriktion auch das 

intimale Remodelling des obliterierten Lumens bei. Letzterem kommt beim permanenten 

Verschluss des Ductus arteriosus eine Schlüsselrolle zu; die zellulären Abläufe sind allerdings 

bislang weitgehend unbekannt (de Reeder 1988)(de Reeder 1990a)(Gittenberger-De Groot 

1985)(Silver 1981)(Slomp 1992)(Tannenbaum 1996)(Yoder 1978). Für das pathologische 

arterielle Gefäßremodelling ist bereits gezeigt worden, dass Thrombozyten hierbei eine 

wichtige Rolle spielen (Gawaz 2008)(Massberg 2005)(Massberg 2006). Daher stehen die 

zellulären Vorgänge im Rahmen des luminalen Remodellings beim postnatalen Verschluss 

des Ductus arteriosus sowie der Einfluss der Thrombozyten auf diesen Prozess in der 

vorliegenden Arbeit im Zentrum der Untersuchung.  
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6.1 Diskussion von Material und Methoden 

6.1.1 Versuchstiere 

Der Verschluss des Ductus arteriosus kann nur bei Neugeborenen untersucht werden, bei 

denen die postnatale Kreislaufadaptation in physiologischer Weise abläuft. Bei der Maus 

kommt es dabei zu den gleichen morphologischen Veränderungen wie beim Menschen, 

jedoch mit schnellerem Ablauf des Prozesses (Tada 1985). Wie Tada et al. darstellen, ist der 

funktionelle Verschluss bei der Maus innerhalb von drei Stunden abgeschlossen. Der 

anatomische Verschluss wird in den darauf folgenden Stunden induziert, was durch die 

Bildung von Myofilamenten in intimalen Zellen belegt wird (Clyman 1999)(Tada 1990). 

Entsprechend werden in der vorliegenden Versuchsplanung die Zeitpunkte für die Entnahme 

des Ductus arteriosus gewählt. Nach einer Stunde post partum kann der durch 

Vasokonstriktion vermittelte funktionelle Verschluss beobachtet werden, der in den folgenden 

zwölf Stunden in einen dauerhaften anatomischen Verschluss mündet. Beim letzten 

Beobachtungszeitpunkt nach 24 Stunden sind die Prozesse des Remodellings während des 

anatomischen Verschlusses bereits weit fortgeschritten. 

Die Maus bietet als Versuchstier mehrere Vorteile: durch ihre schnelle Reproduktionsphase 

und hohe Wurfrate ist eine schnelle Verfügbarkeit des Untersuchungsmaterials in 

ausreichender Anzahl gewährleistet. Vor allem aber bietet sie die Möglichkeit der genetischen 

Manipulation, wodurch die Bedeutung einzelner Faktoren für biologische Abläufe genauer 

analysiert werden kann. Der Verschluss des Ductus arteriosus läuft bei allen Landlebewesen 

die über eine Lunge verfügen im wesentlichen gleich ab, es ergeben sich allerdings 

Unterschiede in der Zeitdauer bis zur kompletten Obliteration des Lumens (Bergwerff 1999).  

Wegen des kleineren Durchmessers des Ductus arteriosus verfügen kleine Tiere wie die Maus 

nicht über Vasa vasorum (Wolinsky 1967). Auch sind die zirkulierenden Zellen in der 

neonaten Maus nur schlecht charakterisiert. 

Um die Rolle von Thrombozyten beim Verschluss des Ductus arteriosus näher zu untersuchen 

werden Mausmodelle verwendet, die eine spezifische Gendefizienz aufweisen oder bei denen 

spezifische Rezeptoren durch monoklonale Antikörper blockiert werden. So weist das NF-E2 

Modell eine Defizienz des Transkriptionsfaktors NF-E2 auf, was zu einer Störung der 

Megakaryopoese führt. Hierdurch wird eine Thrombozytopenie erzeugt, bei der es durch die 

gestörte Thrombozytenbildung zur Abwesenheit funktionstüchtiger Thrombozyten im 

peripheren Blut kommt, was eine Blutungsneigung und fehlende arterielle Thrombenbildung 

hervorruft (Chorne 2007)(Levin 1999). Beim GPIIb knock out Modell führt die Defizienz des  

Glykoproteins IIbIIIa auf Thrombozyten und hämatopoietischen Vorläuferzellen zum 



                                                            DISKUSSION                                                              70 

Phänotyp der Glanzmann Thrombasthenie (Emambokus 2003). Diese Mäuse sind durch eine 

fehlende Thrombozytenaggregation, eine stark verlängerte Blutungszeit und eine abnormale 

Thrombusretraktion charakterisiert, bei normaler Thrombozytenzahl und –morphologie (Nair 

2002). Frühere Studien der Arbeitsgruppe konnten in diesem Mausmodell zeigen, dass der 

GPIIbIIIa Rezeptor essentieller Vermittler der festen Thrombozytenadhäsion an exponierte 

extrazelluläre Matrix und dysfunktionales Endothel ist (Massberg 2005). Durch die 

Behandlung der neonaten Tiere mit einem GPVI-Antikörper wird die Adhäsion und 

Aktivierung der Thrombozyten sowie die hierdurch ausgelöste Thrombusbildung bei 

arterieller Gefäßverletzung in vivo stark beeinträchtigt (Massberg 2003). Weiterhin wird 

durch einen monoklonalen SDF-1α-Antikörper eine Blockade der SDF-1/CXCR4-Achse 

erzielt, die unter anderem eine wichtige Rolle bei der Thrombozyten vermittelten 

Rekrutierung hämatopoietischer Progenitorzellen zu Gefäßläsionen spielt (Massberg 2006).  

Durch den Vergleich dieser Modelle mit Wildtyp-Kontrollen oder Isotyp-Antikörper 

behandelten Wildtyp-Mäusen kann auf die jeweilige Rolle dieser Thrombozytenfaktoren 

geschlossen werden.  

 

6.1.2 Histologie 

Beim Verschluss des Ductus arteriosus kommt es zu histologisch fassbaren Veränderungen in 

der Gefäßwand und im Lumen. Zu beobachten ist die Vasokonstriktion mit Verdickung der 

Gefäßwand, die Zunahme der luminalen Zellzahl sowie das intimale Remodelling über den 

Zeitraum von 24 Stunden. Durch die Hämatoxylin-Eosin Färbung lässt sich die Morphologie 

im Verlauf des Verschlusses des Ductus arteriosus auf zellulärer Ebene verfolgen. So kann 

auch der Einfluss der beeinträchtigten Thrombozytenfunktion auf Vasokonstriktion, 

Obliteration des Lumens und intimale Zellzahl beurteilt werden. Da die Lamina elastica 

interna in dieser Färbung gut identifizierbar ist, kann die Fläche innerhalb dieser mit 

hinreichender Genauigkeit histomorphometrisch abgegrenzt werden. Durch die Anfärbung der 

Zellkerne kann ferner die luminale Zellzahl quantifiziert werden. Da der Verschluss des 

Ductus arteriosus über die Länge nicht gleichmäßig, sondern sanduhrförmig verläuft, werden 

ab dem Anfang des Gefäßes drei Bereiche in definiertem Abstand ausgewählt, um hier eine 

Vergleichbarkeit der verschiedenen Gefäße zu gewährleisten. 
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6.1.3 Immunhistologie und Immunfluoreszenz 

Um die molekularen Veränderungen beim Verschluss des Ductus arteriosus mit den 

morphologischen Beobachtungen zu korrelieren werden Immunhistologie und 

Immunfluoreszenz eingesetzt. Da Thrombusbildung und Neointimaentstehung auf das Lumen 

beschränkt sind, ist es wichtig die molekularen Veränderungen nicht nur detektieren, sondern 

auch lokalisieren zu können. Hierfür sind Immunhistologie und Immunfluoreszenz bestens 

geeignet, da sie im Gegensatz zu Techniken wie Western-Blot auch eine Lokalisierung der 

Zellen ermöglichen. Dadurch können wichtige Substrate der Thrombusbildung wie 

Thrombozyten, Fibrinogen, vWF und Kollagen nachgewiesen werden. Für die 

Charakterisierung der neointimalen Zellen bietet sich diese Technik ebenfalls an, da sie durch 

Doppelfärbungen auch eine genauere Zuordnung zu bestimmten Linien und deren 

Proliferationsverhalten zulässt. Damit können Endothelzellen, glatte Muskelzellen sowie 

Vorläuferzellen anhand der Expression charakteristischer Marker identifiziert und lokalisiert 

werden. Weiterhin wird auch die Beteiligung von Signalstoffen wie SDF-1α beim Verschluss 

des Ductus arteriosus durch diese Technik untersucht. Durch den Einsatz eines Antikörpers 

gegen Ki67 kann das Proliferationsverhalten im Ductus arteriosus im Zeitverlauf untersucht 

und mit dem GPIIb knock out Modell verglichen werden. Das nukleäre Antigen Ki67 wird in 

allen Phasen des Zellzyklus außer der frühen G1- und G0-Phase exprimiert. In letzterer 

befinden sich die Zellen im Ruhestadium, sodass Ki67 nur in proliferierenden Zellen 

detektiert werden kann (Gerdes 1984).  

 

6.1.4 Laser-Mikrodissektion und PCR 

Da die PCR eine sehr sensitive Methode ist, um die Expression bestimmter Gene zu 

analysieren, wurde sie zur Bestätigung der immunhistologischen Befunde eingesetzt. Weil bei 

einer Analyse des ganzen Ductus arteriosus eine Lokalisierung nicht möglich ist, wird die 

Mikroskop-gestützte Laser-Mikrodissektion durchgeführt. Dadurch können bestimmte 

Gewebeareale in histologischen Schnitten isoliert und diese dann mittels rtPCR untersucht 

werden. Im Falle des Ductus arteriosus wurde das Lumen innerhalb der Lamina elastica 

interna und ein Bereich der Media isoliert. Durch die Cresyl-Violett Färbung von 

Gefrierschnitten können Zellen und Morphologie mit ausreichender Genauigkeit beurteilt 

werden, ohne dass durch diese Färbung die RNA-Moleküle signifikant degradiert werden.  

Damit kann die Genexpression in den oben genannten Regionen getrennt untersucht werden. 

Die Selektivität dieser Methode wird dadurch bewiesen, dass nur in Proben aus dem Lumen 

endotheliale Faktoren wie VE-Cadherin, CD31 und vWF nachzuweisen sind, während sie in 
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der Gefäßwand fehlen. Allerdings ergeben sich durch die Anfertigung der Gefrierschnitte und 

die Isolierung der einzelnen Gewebebereiche möglicherweise Beeinträchtigungen der RNA, 

sodass Transkripte, die nur in geringer Kopienzahl vorliegen, nicht mehr detektiert werden 

können.  

 

6.2 Diskussion der Ergebnisse 

 

6.2.1 Faktoren und Verlauf der Thrombusbildung beim postnatalen Verschluss 

         des Ductus arteriosus 

Zunächst wird der Frage nachgegangen, ob und wie Thrombozyten zum Verschluss des 

Ductus arteriosus beitragen. Um zu klären, ob Thrombozyten im Ductus arteriosus überhaupt 

zu detektieren sind, wird mittels Immunhistologie und Immunfluoreszenz gegen CD41 

gefärbt. Dabei zeigen sich bereits eine Stunde postnatal Thrombozyten im Lumen, die im 

Zentrum einen okkludierenden Thrombus bilden. Dagegen sind pränatal noch keine 

Thrombozyten zu sehen. Somit kann hier gezeigt werden, dass Thrombozyten bei der Maus 

im Lumen des Ductus arteriosus vorzufinden sind. 

Als nächstes wird untersucht, welche Faktoren für die Adhäsion und Aggregation der 

Thrombozyten verantwortlich sind. Als wichtige Substrate dieser Prozesse können vWF und 

Fibrin/Fibrinogen identifiziert werden, die dem Endothel aufgelagert sind. Die Exposition 

dieser Proteine weist darauf hin, dass es zur endothelialen Dysfunktion kommt, was die 

Thrombozytenadhäsion begünstigt (Frenette 1995)(Massberg 2005). An der initialen 

Adhäsion von Thrombozyten ist vWF durch die Interaktion mit dem GPIb-IX-V Komplex 

entscheidend beteiligt. Hierdurch wird die Interaktion weiterer Rezeptoren mit Liganden der 

thrombogenen Oberfläche ermöglicht (Savage 1996)(Savage 1998). Als Quellen für vWF 

kommen hier sowohl Endothelzellen als auch Thrombozyten in Betracht. Als Bindungspartner 

für vWF kann Kollagen Typ I identifiziert werden, das einen der wichtigsten Liganden für 

vWF darstellt (Sixma 1995).  

Weiterhin kommt bei Gefäßverletzungen der Störung der Endothelintegrität mit 

nachfolgender Exposition subendothelialer Matrix eine Schlüsselrolle für die Thrombozyten 

Adhäsion zu (Kasirer-Friede 2007)(Ruggeri 2007). Schon morphologisch kann im Rahmen 

der vorliegenden Arbeit und von anderen Autoren (Tada 1990) beobachtet werden, dass sich 

luminale Endothelzellen eine Stunde postnatal bei zunehmender Konstriktion des Ductus 

arteriosus von der Lamina elastica interna ablösen und eine Exposition extrazellulärer Matrix 

verursachen. Zu diesem Zeitpunkt kommt es im Ductus arteriosus zur Exposition von 
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subendothelialem Kollagen Typ I, dessen Interaktion mit thrombozytärem GPVI das initiale 

Tethering der Thrombozyten an der Gefäßwand vermittelt (Massberg 2003). Somit ist im 

Ductus arteriosus eine stark thrombogene Oberfläche vorhanden, die die Thrombozyten 

Adhäsion induziert. Außerdem sind im Ductus arteriosus wichtige Substrate der arteriellen 

Thrombusbildung zu finden. Auch beim menschlichen Neugeborenen ist eine Störung der 

Endothelintegrität sowie Apoptose von Endothelzellen zu beobachten (Silver 1981)(Slomp 

1997). So deutet die postnatal gesteigerte Expression von VEGF, E-Selektin und VCAM-1 

beim Pavian auf eine endotheliale Dysfunktion hin (Clyman 2002b)(Waleh 2005). Es ist 

davon auszugehen, dass die postnatale Aktivierung der Endothelzellen im Ductus arteriosus 

durch die postnatale Vasokonstriktion und konsekutive ischämische Hypoxie der Gefäßwand 

hervorgerufen wird (Clyman 1999)(Seidner 2001). 

Neben der Thrombozytenadhäsion ist auch die Thrombozytenaggregation ein wichtiger 

Mechanismus, um die stabile Thrombusbildung zu gewährleisten. Die Thrombozyten 

Aktivierung dient dabei der Verstärkung der prokoagulatorischen Eigenschaften der 

Thrombozyten, was lokale begrenzte Aggregation und Thrombusbildung zur Folge hat. Von 

der Vielzahl der Thrombozyten aktivierenden Substanzen können durch vWF und Kollagen 

zwei wichtige Vertreter nachgewiesen werden. Eine Schlüsselfunktion kommt auf 

kollagenhaltigen Oberflächen, wie dies beim Ductus arteriosus der Fall ist, dem 

Kollagenrezeptor GPVI zu, dessen Hauptfunktion die Vermittlung von Adhäsion und 

Aktivierung ist (Nieswandt 2003). Ebenso führt die Thrombozytenaktivierung durch die 

Affinitätsmodulation bei Integrinen wie αIIbβ3 und α2β1 zur Stabilisierung der Adhäsion und 

Aggregation (Kulkarni 2000). Ein weiterer wichtiger Faktor ist die Freisetzung 

vasokonstriktorischer Substanzen wie TxA2 und Serotonin als Reaktion auf die 

Thrombozytenaktivierung. Thromboxan-Rezeptoren werden im Ductus arteriosus exprimiert, 

die Bindung von Agonisten führt zudem zu einer starken Vasokonstriktion (Smith 1995). 

Zwar kann in der vorliegenden Arbeit ein Einfluss der Thrombozyten auf die 

Vasokonstriktion mit den verwendeten Methoden nicht zweifelsfrei bewiesen werden, doch 

lassen die oben dargestellten Ergebnisse dies vermuten. 

Durch die Aktivierung der Thrombozyten wird die Voraussetzung für die nachfolgende 

Thrombozytenaggregation geschaffen. Hierfür ist unter arteriellen Flussbedingungen die 

Interaktion der Thrombozyten mit Fibrin/Fibrinogen und vWF über GPIIbIIIa essentiell. 

Durch die Interaktion von GPIIbIIIa mit diesen Liganden, kommt es durch Brückenbildung 

zur Rekrutierung zirkulierender Thrombozyten zum wachsenden Thrombus sowie zur 

Stabilisierung der Thrombozytenadhäsion (Ruggeri 1999). Alle diese Faktoren können bereits 
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eine Stunde postnatal nachgewiesen werden. GPIIbIIIa vermittelt allerdings auch die 

Thrombozytenadhäsion an dysfunktionales intaktes Endothel, wodurch es zu einer 

Entzündungsreaktion kommt, die wiederum die vermehrten Expression von 

Adhäsionsmolekülen durch Endothelzellen zur Folge hat (Massberg 2005). Weiterhin führt 

das outside-in signaling über GPIIbIIIa zur Stabilisierung der Thrombozytenadhäsion und 

Verstärkung ihrer prokoagulatorischen Aktivität (Ruggeri 1997a).  

Das Fehlen von Thrombozytenadhäsion und -aggregation vor der Geburt verdeutlicht, dass 

erst im Rahmen der postnatalen Kreislaufumstellung die Voraussetzungen für die 

Thrombusbildung geschaffen werden. Im fetalen Ductus arteriosus werden antithrombozytär 

wirksame Substanzen wie PGI2 und NO produziert, wobei von letzterem bekannt ist, dass es 

einen wichtigen Faktor für die Aufrechterhaltung der Durchgängigkeit des Gefäßes im frühen 

Gestationsalter darstellt (Coceani 1978)(Momma 1999). Die postnatale Gefäßkontraktion 

führt zu Mediahypoxie und damit zur Beeinträchtigung der lokalen NO- und Prostaglandin-

produktion (Kajino 2000). Dies ist wiederum assoziiert mit dem dauerhaften Verschluss des 

Ductus arteriosus (Kajino 2000). Doch der lokale Verlust an NO und PGI2 könnte nicht nur 

die Vasokonstriktion des Ductus arteriosus induzieren, sondern durch den abrupten Wegfall 

dieser potenten Inhibitoren der Thrombozytenfunktion auch die Thrombusbildung im Lumen 

begünstigen.  

Damit kann in der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt werden, dass sowohl Thrombozyten 

als auch wichtige Substrate für Thrombozytenadhäsion, -aktivierung und -aggregation bereits 

zu einem frühen Zeitpunkt im Lumen des Ductus arteriosus zu finden sind. Die Interaktion 

der Thrombozyten mit der stark thrombogenen Oberfläche des Ductus arteriosus führt zur 

Bildung okkludierender Thromben. Auch beim Menschen kann in wenigen 

Einzelbeobachtungen eine Thrombusbildung im Ductus arteriosus nachgewiesen werden. Hier 

kommt es innerhalb von 16 Stunden zur Ausbildung freier, muraler oder okkludierender 

Thromben. (Silver 1981). Weiterhin kann eine Organisation des Thrombus beobachtet 

werden, die zu einer Umwandlung in fibröses Gewebe führt (Gittenberger-De Groot 

1977)(Silver 1981). 

Um zu untersuchen, ob die Thrombusbildung im Ductus arteriosus funktionelle Relevanz für 

den postnatalen Verschluss des Ductus arteriosus hat, wird bei GPIIb-/-, NF-E2-/- und anti-

GPVI behandelten Tieren die Durchgängigkeit des Ductus arteriosus mittels Angiographie 

ermittelt. Hier zeigt sich, dass der Verlust von Thrombozyten sowie die Beeinträchtigung von 

Thrombozytenadhäsion oder -aggregation die Verschlussrate des Ductus arteriosus signifikant 

vermindert. Verschiedene Mechanismen können in Betracht gezogen werden, die den 
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beobachteten Thrombozyten vermittelten Effekt beim postnatalen Verschluss des Ductus 

arteriosus induzieren. So kann vermutet werden, dass akkumulierte Thrombozyten vasoaktive 

Substanzen wie Thromboxan A2 oder Serotonin freisetzen und auf diese Weise die 

Vasokonstriktion unterstützen. Weiterhin kann in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, 

dass okkludierende Thromben das Restlumen des konstringierten Ductus arteriosus 

obliterieren. Darüber hinaus scheinen Thrombozyten die Akkumulation myeloider Zellen im 

Lumen des Ductus arteriosus zu triggern und auf diese Weise das Remodelling maßgeblich zu 

beeinflussen, worauf im Weiteren näher eingegangen wird. 

Im Verlauf des Verschlusses kommt es bei der Maus zur Einwanderung von Zellen in diesen 

Thrombus, wobei nur sehr wenige Leukozyten zu finden sind; dies lässt eine 

Entzündungsreaktion unwahrscheinlich erscheinen. Bis auf den durch Endothelzellen 

exprimierten vWF kommt es im Zeitverlauf zu einer Abnahme von CD41 und Fibrinogen, 

was auf einen Abbau im Rahmen der Thrombusorganisation schließen lässt. 

 

6.2.2 Einfluss von Thrombozyten auf Verschluss und Remodelling des Ductus arteriosus 

Nach dem funktionellen Verschluss kommt es durch ausgeprägtes luminales Remodelling 

zum permanenten, anatomischen Verschluss des Ductus arteriosus (Clyman 2006). Diese 

Prozesse werden von zahlreichen Autoren als Neointimabildung bezeichnet (de Reeder 

1988)(de Reeder 1990a)(Gittenberger-De Groot 1985)(Silver 1981)(Slomp 

1992)(Tannenbaum 1996)(Yoder 1978). Die Ausbildung einer Neointima im pathologischen 

Sinne wird als Anpassungsprozess arterieller Gefäße an eine Vielzahl schädigender Einflüsse 

wie chronische Entzündung, pulmonale Hypertonie oder mechanische Schädigung gesehen 

(Schwartz 1995).  

Wie sich bei der mit GPVI-Antikörper behandelten Gruppe zeigt, ist bei der Mehrzahl die 

vollständige Obliteration des luminalen Flusses zwölf Stunden post partum ausgeblieben, 

obwohl diese in der Maus normalerweise nach drei bis vier Stunden erfolgt. Wesentlich 

deutlicher ist dies bei den NF-E2-/- Tieren zu sehen, bei denen das Lumen zu diesem 

Zeitpunkt noch weit offen ist. Wie bei Mäusen ist beim humanen Frühgeborenen die 

Entwicklung einer Hypoxie der Media abhängig von der Obliteration des luminalen Flusses, 

da die Gefäßwand nicht über Vasa vasorum verfügt und so ihre Sauerstoffversorgung 

ausschließlich vom luminalen Fluss abhängt (Narayanan 2000)(Wolinsky 1967). Die 

Mediahypoxie gilt wiederum als entscheidender Faktor für die Induktion des anatomischen 

Remodellings (Clyman 1999). Da die Obliteration des Lumens bei Beeinträchtigung der 
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Thrombozytenfunktion ausbleibt, kann sich auch die Mediahypoxie nicht voll ausbilden, die 

als Voraussetzung für das anatomische Remodelling angesehen wird.  

Als erster Schritt der pathologischen Neointimabildung gilt die Thrombusbildung (Clowes 

1983b). Wie oben gezeigt werden kann, ist dies auch beim Ductus arteriosus der Fall. 

Aktivierte Thrombozyten sezernieren eine Reihe proinflammatorischer Substanzen, wie etwas 

TGF-beta und PDGF, die die Akkumulation extrazellulärer Matrix sowie die Migration glatter 

Muskelzellen stimulieren und somit einen wichtigen Einfluss auf das Remodelling des Ductus 

arteriosus haben (Tannenbaum 1996). Eine vermehrte Produktion dieser beiden Faktoren kann 

auch bei der In-Stent-Restenose beobachtet werden (Ward 2000). PDGF beispielsweise gilt 

als ein Mitogen für viele unterschiedliche Zellpopulationen, unter anderem auch glatte 

Muskelzellen und Endothelzellen (Beitz 1991)(Ferns 1991). Eine Inhibition von PDGF führt 

nach experimenteller arterieller Gefäßverletzung zu einer Verminderung der 

Neointimabildung (Ferns 1991). Da hierbei Thrombozyten eine wichtige Quelle für PDGF 

sind, liegt nahe dass auch eine Beeinträchtigung der Thrombozytenfunktion die 

Neointimaformation beeinflusst. So kann gezeigt werden, dass Thrombozytopenie die 

Ausbildung der Intimahyperplasie nach Gefäßverletzung vermindert (Fingerle 1989). Zudem 

sezernieren Thrombozyten weitere Mitogene Substanzen wie TxA2 und Serotonin (Pakala 

1997). Da im Ductus arteriosus Thrombozyten zu finden sind, ist ein Einfluss auf wichtige 

Prozesse der Neointimabildung wahrscheinlich. 

Insofern ist es nicht verwunderlich, dass bei Thrombozyten-Defizienz (NF-E2-/- Mäuse) oder 

Blockade der Thrombozytenadhäsion eine Verminderung der intimalen Zellzahl induziert 

wird. So kann in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Zahl kernhaltiger Zellen 

innerhalb der Lamina elastica interna bei diesen Tieren deutlich reduziert ist. Darüber hinaus 

fällt bei GPIIb-/- Mäusen im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikante Reduktion von 

Ki67+, also proliferierender Zellen auf. Da GPIIb der wichtigste Rezeptor für die 

Thrombozytenaggregation ist, erscheint das Ausbleiben der Thrombusbildung im Ductus 

arteriosus im GPIIb-/- Model sehr wahrscheinlich. Dadurch ist der erste wichtige Schritt der 

Neointimabildung gestört und die oben genannten mitogenen Substanzen können nicht zur 

Wirkung kommen, was die verminderte intimale Proliferationsrate im Vergleich zum Wildtyp 

erklären könnte. Dieser Einfluss der Thrombozyten auf das Proliferationsverhalten 

neointimaler Zellen könnte auch eine Erklärung darstellen für die Reduzierung der 

neointimalen Zellzahl bei der GPVI-Antikörper und NF-E2-/- Gruppe. Gerade die 

Proliferation luminaler Zellen stellt einen wichtigen Bestandteil des intimalen Remodellings 

und damit des anatomischen Verschlusses des Ductus arteriosus dar (Clyman 1999). Die 
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erhobenen Daten ergeben also deutliche Indizien, dass im Ductus arteriosus adhärierende 

Thrombozyten sowohl die Rekrutierung als auch die Proliferation myeloider Zellen 

maßgeblich beeinflussen.  

Aus den beschriebenen Mechanismen der Thrombusbildung im Ductus arteriosus ist 

ersichtlich, dass eine Beeinträchtigung der Thrombozytenfunktion für die Obliteration des 

Lumens nicht folgenlos bleiben dürfte. Von COX-Inhibitoren wie Indomethacin ist bekannt, 

dass sie bei antenataler und postnataler Gabe zum Verschluss des Ductus arteriosus führen 

können, obwohl sie einen starken inhibitorischen Effekt auf die Thrombozytenfunktion 

aufweisen (Friedman 1978). Jedoch kann bei Frühgeborenen eine erhöhte Inzidenz des 

persistierenden Ductus arteriosus nachgewiesen werden, wenn sie kurz vor Geburt aufgrund 

maternaler Tokolyse Indomethacin ausgesetzt wurden (Hammerman 1998)(Norton 1993). 

Diese paradoxe Reaktion wird durch eine Veränderung der Kontraktilität erklärt, welche 

durch eine kompensatorisch erhöhte NO-Produktion und den Verlust glatter Muskelzellen 

hervorgerufen wird (Clyman 2001). Allerdings könnte auch die Thrombozyteninhibition 

durch Indomethacin das Ausbleiben eines vollständigen Verschlusses bewirken. 

Weiterhin zieht die postnatale Gabe von NO-Donatoren ein verlängertes Persistieren des 

Ductus arteriosus nach sich (Seidner 2001)(Walsh 1988). Neben der vasodilatatorischen 

Wirkung von NO ist auch eine inhibitorische Wirkung auf Thrombozyten bekannt, sodass 

nicht auszuschließen ist, dass auch letzterer Effekt an der Störung des Verschlusses beteiligt 

ist. 

Somit kann geschlussfolgert werden, dass Thrombozyten das luminale Remodelling des 

Ductus arteriosus über zahlreiche Mechanismen beeinflussen. Als Korrelat dafür dient die 

veränderte Morphologie, luminale Zellzahl sowie Proliferationsrate der Tiermodelle mit 

beeinträchtigter Thrombozytenfunktion. 

 

6.2.3. Beteiligung der SDF-1/CXCR4-Achse am Verschluss des Ductus arteriosus 

Da Thrombozyten nicht nur mit lokalen Gefäßzellen interagieren, sondern auch zirkulierende 

Blutzellen zu Gefäßverletzungen rekrutieren, wird der Einfluss der SDF-1/CXCR4-Achse auf 

Verschluss und Remodelling des Ductus arteriosus untersucht. Als wichtige erste Quelle von 

SDF-1α bei arteriellen Gefäßverletzungen können adhärente Thrombozyten identifiziert 

werden, die eine Rekrutierung von CXCR4+ Zellen vermitteln (Massberg 2006). Für die 

pathologische Neointimaformation nach Gefäßverletzung kann gezeigt werden, dass nicht nur 

lokale Zellen durch Proliferation und Migration zur Intimahyperplasie beitragen, sondern 

auch zirkulierende Zellen, die aus dem Knochenmark stammen, hierbei eine wichtige Rolle 
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spielen (Asahara 1997)(Sata 2002). Für die Rekrutierung dieser hämatopoietischen Zellen zu 

arteriellen Gefäßläsionen kommt dem Chemokin SDF-1α eine entscheidende Rolle zu 

(Schober 2003)(Zernecke 2005)(Massberg 2006). Dabei sind Thrombozyten die erste 

Hauptquelle, weil sie innerhalb von Minuten an der Gefäßverletzung adhärieren und nach 

Aktivierung SDF-1α freisetzen (Massberg 2006). Im weiteren Verlauf kommt es zu einer 

vermehrten Expression von SDF-1α durch glatte Muskelzellen der Gefäßwand, die damit die 

zweite Quelle darstellen und langsamer, aber länger SDF-1α sezernieren als Thrombozyten 

(Zernecke 2005).  

Im Ductus arteriosus kann ebenfalls SDF-1α nachgewiesen werden, wobei bereits pränatal 

eine leichte Expression in der Gefäßwand zu beobachten ist. Parallel zu den Vorgängen bei 

arterieller Gefäßverletzung können auch hier Thrombozyten als erste wichtige Quelle für 

SDF-1α identifiziert werden. In der Gefäßwand ist eine zunehmende SDF-1α Expression über 

die ersten zwölf Stunden post partum zu beobachten. Von der Gefäßwand des Ductus 

arteriosus ist bekannt, dass Sauerstoff- und Nährstoffmangel die Apoptose glatter 

Muskelzellen auslösen (Levin 2005). Gewebehypoxie wiederum gilt als starker Stimulus der 

SDF-1α Expression, wobei dies unter anderem durch HIF-1 vermittelt wird (Ceradini 2004). 

Da im Lumen des Ductus arteriosus SDF-1α Rezeptor CXCR4+ Zellen zu finden sind, liegt es 

Nahe, dass dieses Chemokin beim postnatalen Verschluss des Ductus arteriosus eine Rolle 

spielt. Entsprechend zeigt die Blockade der SDF-1/CXCR4-Achse und anschließende 

angiographische Evaluation eine starke Beeinträchtigung des Verschluss des Ductus 

arteriosus, wodurch die funktionelle Relevanz von SDF-1α belegt wird. Damit kann durch 

diese Studie erstmals nachgewiesen werden, dass die SDF-1/CXCR4-Achse am Verschluss 

des Ductus arteriosus beteiligt ist. Die Daten deuten zudem darauf hin, dass durch 

thrombozytäres SDF-1α zirkulierende CXCR4+ Zellen im Lumen des Ductus arteriosus 

rekrutiert werden und auf diese Weise den Verschluss des Gefäßes unterstützen. 

Zwar kann eine Rekrutierung zirkulierender Vorläuferzellen nicht zweifelsfrei belegt werden, 

doch deutet die Expression von SDF-1α und dessen zeitlicher Verlauf auf deutliche Parallelen 

zu beschriebenen Vorgängen im Rahmen arterieller Gefäßverletzungen hin (Massberg 2006). 

Die beobachtete Reduzierung der neointimalen Zellzahl nach Beeinträchtigung der 

Thrombozytenfunktion könnte teilweise auf diesen Mangel an thrombozytärem SDF-1α 

zurückzuführen sein.  

Allerdings ist SDF-1α nicht nur an der Rekrutierung von Progenitorzellen beteiligt, sondern 

beeinflusst auch die Migration und Differenzierung von CD34+ Progenitorzellen in 

Endothelzellen (Daub 2006)(Langer 2006)(Stellos 2008). Außerdem ist bekannt, dass 
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endotheliale Progenitorzellen unter dem Einfluss von Thrombozyten die Expression von c-kit 

vermindern, sowie vermehrt endotheliale Marker wie PECAM-1 (CD31) exprimieren (Jin 

2006). Daher kann spekuliert werden, dass dies eine Erklärung für den Verlust der 

Progenitorzellmarker wie CD133, c-kit und flk-1 über den Zeitverlauf des Verschlusses 

darstellen könnte. Andererseits ist auch eine Apoptose dieser Zellpopulation möglich, was das 

Verschwinden der Marker plausibel macht. 

 

6.2.4 Identifizierung einer Zellpopulation mit Charakteristika von Progenitorzellen im 

Lumen des Ductus arteriosus 

Für den anatomischen Verschluss des Ductus arteriosus wird ähnlich wie bei der 

Neointimaformation eine Einwanderung lokaler glatter Muskelzellen aus der Media als 

Ursprung der intimalen Zellen beschrieben. Als zweite neointimale Zellpopulation werden die 

luminalen Endothelzellen angesehen (Clyman 1999). Diese weisen postnatal einen 

veränderten Phänotyp auf, der hinsichtlich der Integrinexpression dem wachsender kapillärer 

Endothelzellen ähnelt (Clyman 1996). In der vorliegenden Arbeit kann gezeigt werden, dass 

im Lumen des Ductus arteriosus eine Stunde postnatal eine weitere luminale Zellpopulation 

beschrieben werden kann, die sich hinsichtlich ihrer Morphologie und Expression von 

Oberflächenmarkern deutlich von endothelialen Zellen und glatten Muskelzellen 

unterscheidet.  

Im Lumen des Ductus arteriosus lassen sich zwei Zellpopulationen voneinander abgrenzen. 

Zum einen die nahe der Lamina elastica interna gelegenen peripheren CD31+VE-Cadherin+ 

Endothelzellen, zum anderen die zentral gelegenen Blasten ähnlichen CD31-VE-Cadherin- 

CD45- Zellen. Somit weisen die peripheren Endothelzellen die typischen Endothelmarker VE-

Cadherin und CD31 auf, während diese bei den zentralen Zellen nicht zu finden sind. Der 

Phänotyp der peripheren Endothelzellen ist ungewöhnlich, könnte aber auf die Unreife dieser 

Zellen im neonaten Organismus hinweisen. Sie können als CD31+ VE-Cadherin+ CD34+ 

CD133+ ABCG-2+ charakterisiert werden. 

Dagegen zeichnen sich die zentral gelegenen Zellen im Lumen durch Marker aus, wie sie 

charakteristischerweise auf Progenitorzellen zu finden sind. So können sie als CD34+ c-kit+ 

Sca-1- flk-1+ CD133+ ABCG-2+ bezeichnet werden. Hierbei ist vor allem die Expression von 

c-kit bemerkenswert, da dies ein relativ selektiver Marker für hämatopoietische 

Progenitorzellen ist. Er ist ein kritischer Faktor bei der Mobilisierung von Knochenmarkzellen 

und wird im peripheren Blut nur sehr selten gefunden, da er mit zunehmender Differenzierung 

immer weniger exprimiert wird (Ashman 1999). Zudem weist gerade die Kombination mit 
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CD34 und CD133 auf zirkulierende, wenig differenzierte Zellen hin. CD133 wird ähnlich wie 

c-kit vor allem von hämatopoietischen Progenitorzellen im Knochenmark exprimiert und geht 

bald nach Mobilisierung durch Differenzierung verloren (Majka 2000). Erstaunlicherweise ist 

CD133 auch auf den Endothelzellen im Ductus arteriosus zu finden, was bisher vor allem für 

endotheliale Progenitorzellen beschrieben worden ist (Peichev 2000)(Yin 1997). Da auch 

Endothelzellen Marker wie flk-1, ABCG-2 oder CD34 aufweisen können, ist für die 

Differenzierung der zentralen Zellen vor allem c-kit entscheidend, da es nur von diesen 

exprimiert wird und relativ selektiv für Progenitorzellen ist. Zudem ist eine Stunde post 

partum eine vermehrte Expression des Proliferationsmarkers Ki67 im Zentrum des Lumens zu 

sehen, was darauf hindeutet dass sich dort Zellen mit großem Proliferationspotential befinden. 

Von endothelialen Progenitorzellen ist bekannt, dass sie proangiogene Cytokine sezernieren 

sowie die Migration und Proliferation endothelialer Zellen stimulieren (Gulati 

2003)(Gunsilius 2000). Dies könnte auch die postnatale Veränderung der endothelialen 

Integrinexpression erklären, die zu diesem Zeitpunkt wachsenden kapillären Endothelzellen 

ähnelt (Clyman 1996).  

Entsprechendes zeigen Proben der Laser-Mikrodissektion aus luminalen Abschnitten des 

Ductus arteriosus, die mittels rtPCR analysiert werden. Zwölf Stunden postnatal kann im 

Lumen die Expression von CD 34, c-kit, flk-1, ABCG-2 sowie die Endothelmarker CD31, 

VE-Cadherin und vWF nachgewiesen werden. Dagegen lassen sich in LCM-Proben der 

Gefäßwand diese Marker nicht nachweisen, was darauf schließen lässt, dass es sich nicht um 

eine Population aus der Gefäßwand handelt. 

Über den Zeitverlauf nimmt die Proliferation in der neu gebildeten Neointima ab und die 

Progenitorzellmarker CD133, c-kit, flk-1 und ABCG-2 sind nach 24 Stunden nicht mehr 

detektierbar. Dies ist zwar auch durch den Zelltod dieser Population zu erklären; als 

wahrscheinlicher erscheint es jedoch, dass diese Zellen differenzieren und ihre proliferative 

Potenz einbüßen. Nach 24 Stunden sind nur noch CD34+CD31+ Zellen zu finden sowie eine 

schwache Färbung für sm-Aktin. Die schwache Expression von Merkmalen glatter 

Muskelzellen durch luminale Zellen 24 Stunden post partum ist bekannt, ebenso wie die 

weitere Differenzierung zu typischen glatten Muskelzellen nach mehreren Tagen (Tada 1990). 

Dies lässt vermuten, dass die Zellen im Lumen im analysierten Zeitraum zu glatten 

Muskelzellen differenzieren, die wiederum den permanenten Verschluss des Ductus arteriosus 

ermöglichen. 

Zwar kann eine Rekrutierung von Progenitorzellen beim Verschluss des Ductus arteriosus mit 

den vorliegenden Methoden nicht bewiesen werden, doch weisen zahlreiche Befunde darauf 
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hin. Denn diese Zellpopulation ist weder pränatal noch in der Gefäßwand nachweisbar, 

weshalb eine Einwanderung sessiler c-kit+ Zellen als unwahrscheinlich einzuschätzen ist. So 

könnte die Reduzierung der neointimalen Zellzahl nach Beeinträchtigung der 

Thrombozytenfunktion durch eine Störung der Rekrutierung von Progenitorzellen erklärt 

werden. Als wichtiger Faktor bei diesem Prozess kommt SDF-1α in Frage, das von luminalen 

Thrombozyten freigesetzt wird. Für die Mobilisierung und Rekrutierung endothelialer 

Vorläuferzellen nach Gewebsischämie werden SDF-1α und VEGF als wichtige Mediatoren 

angesehen (Lee 2000)(Pillarisetti 2001)(Yamaguchi 2003). Im Ductus arteriosus werden 

beide postnatal vermehrt exprimiert, wodurch die Akkumulation zirkulierender Zellen erklärt 

werden könnte. Über die Herkunft dieser Zellen kann nur spekuliert werden, doch können im 

humanen Nabelschnurblut Populationen mit ähnlicher Markerexpression gefunden werden 

(Anderson 1990)(Mayani 1998). 

Somit sind in der vorliegenden Arbeit die zellulären Vorgänge während des postnatalen 

Verschlusses des Ductus arteriosus erstmals näher untersucht worden. Neben Endothelzellen 

ist interessanterweise eine weitere Zellpopulation zu finden, die weder aus der lokalen 

Gefäßwand stammt noch pränatal vorzufinden ist. Der Phänotyp dieser Zellen lässt vermuten, 

dass es sich bei dieser zweiten Population um rekrutierte zirkulierende Progenitorzellen 

handelt, die durch Proliferation und Differenzierung am Verschluss des Ductus arteriosus 

beteiligt sind. 
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6.3 Ausblick 

Für ein genaues Verständnis der Abläufe beim postnatalen Verschluss des Ductus arteriosus 

ist eine bessere Kenntnis der zellulären und molekularen Vorgänge von essentieller 

Bedeutung. In der vorliegenden Arbeit kann gezeigt werden, dass bei der Maus 

Thrombozyten am Verschluss des Ductus arteriosus beteiligt sind und es sehr rasch postnatal 

zur Thrombusbildung kommt. Von Interesse wäre daher eine Untersuchung der Frage, ob die 

Thrombusbildung in dieser Weise auch beim Menschen abläuft. Weiterhin könnte die 

Beeinträchtigung der Thrombozytenfunktion oder Blutgerinnung sowie eine 

Thrombozytopenie beim menschlichen Neugeborenen einen Risikofaktor bezüglich der 

Entwicklung eines persistierenden Ductus arteriosus darstellen. Hierzu gibt es bislang in der 

Literatur keine ausreichenden Untersuchungen. Zudem gilt es, die Bedeutung der 

Thrombozyten auf die Vasokonstriktion genauer zu analysieren. Auch der Einfluss von COX-

Inhibitoren auf Thrombozytenfunktion und Verschluss des Ductus arteriosus bedarf einer 

genaueren Untersuchung. Daraus könnten sich aufschlussreiche Erkenntnisse bezüglich 

Prävention und Therapie des persistierenden Ductus arteriosus ergeben, der nach wie vor als 

ernstzunehmende Komplikation der Frühgeburtlichkeit angesehen werden muss. 
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7  Zusammenfassung         
  
Für pathologische wie physiologische Hämostase sind Thrombozyten von essentieller 

Bedeutung. Ihre Rolle bei der Entstehung arterieller Thrombose ist vielfältig belegt, da 

diesem Prozess durch Myokardinfarkt und Hirninfarkt eine hohe Relevanz zukommt. In der 

vorliegenden Arbeit wird eine völlig neue Funktion der Thrombozyten gezeigt: Im Rahmen 

der postnatalen Kreislaufadaptation sind sie am physiologischen Verschluss des Ductus 

arteriosus beteiligt. In der fetalen Zirkulation stellt dieser ein großlumiges arterielles 

Shuntgefäß zwischen Arteria pulmonalis und Aorta dar.  

In der vorliegenden Arbeit kann erstmals gezeigt werden, dass Thrombozyten am postnatalen 

Verschluss des Ductus arteriosus beteiligt sind. Hierbei wird die luminale Thrombusbildung 

durch endotheliale Dysfunktion sowie die Störung der Endothelintegrität mit Exposition 

subendothelialer Matrix ermöglicht. Dadurch sind Substrate für Adhäsion, Aggregation sowie 

Aktivierung der Thrombozyten gegeben. Die funktionelle Relevanz der Thrombusbildung für 

den Verschluss des Ductus arteriosus wird durch die Ergebnisse der Angiographie belegt.  

Doch sind Thrombozyten nicht nur am initialen Verschluss, sondern auch am nachfolgenden 

Remodelling des Ductus arteriosus beteiligt. Eine Beeinträchtigung der 

Thrombozytenfunktion im GPIIb-/-, NF-E2-/- und anti-GPVI Modell bewirkt eine signifikante 

Reduktion der luminalen Zellzahl im Vergleich zum Wildtyp. Weiterhin kommt es zu 

morphologischen Veränderungen sowie einer verminderten Proliferationsrate, die jeweils auf 

eine Störung des kompletten Verschlusses schließen lassen. Bei genauerer Untersuchung des 

luminalen Remodellings zeigt sich überraschenderweise die Beteiligung der                      

SDF-1α /CXCR4-Achse am postnatalen Verschluss des Ductus arteriosus. Postnatal sind die 

schnell adhärierenden Thrombozyten die wichtigste Quelle für SDF-1α. Später wird SDF-1α 

auch in der Gefäßwand vermehrt produziert. Die Analyse der zellulären Zusammensetzung 

der Intima ergibt ebenfalls unerwartete Resultate. So kann neben den Endothelzellen eine 

zweite Zellpopulation nachgewiesen werden, die durch die Marker CD34, c-kit, flk-1, CD133 

und ABCG-2 Charakteristika von Progenitorzellen aufweist.  

Damit können einige Möglichkeiten aufgezeigt werden, wie Thrombozyten den Verschluss 

des Ductus arteriosus beeinflussen könnten: 1) Durch die Ausschüttung vasoaktiver 

Substanzen kann der funktionelle Verschluss begünstigt werden; 2) die Thrombusbildung 

führt zur Obliteration des luminalen Flusses und verhindert die Wiedereröffnung; 3) die 

Freisetzung von SDF-1α beeinflusst das intimale Remodelling und die Rekrutierung 

zirkulierender Zellen; 4) Thrombozyten und rekrutierte Progenitorzellen beeinflussen das 

intimale Remodelling und damit den anatomischen Verschluss. 
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8 Summary 
           
Platelets are essential for physiologic and pathologic hemostasis. Their essential role in the 

development of arterial thrombosis is a proven fact, because of the high relevance of this 

process for the development of myocardial infarction and ischemic stroke. In this thesis, a 

totally new function of platelets can be shown: they contribute to the physiologic postnatal 

closure of the ductus arteriosus, which is a shunt vessel between the pulmonary artery and the 

aorta in the fetal circulation. 

We can show here for the first time that platelets contribute to the postnatal closure of the 

ductus arteriosus. The luminal thrombus formation is facilitated by endothelial dysfunction 

and disruption of endothelial integrity with subsequent exposition of subendothelial matrix. 

Hence, substrates for platelet adhesion, activation, and aggregation can be found within the 

lumen of the ductus arteriosus. The angiographic results further prove the functional relevance 

of the thrombus formation for the closure of the ductus arteriosus.  

However, platelets do not only contribute to initial closure, but also to the subsequent 

remodelling of the ductus arteriosus. Dysfunctional platelets in GPIIb-/-, NF-E2-/-, and anti-

GPVI mice cause a significant reduction of the luminal cell count compared to wild type. 

Moreover, there are morphological alterations and a reduced proliferation rate, which is 

indicative of a failure of complete closure. The precise analysis of the luminal remodelling 

surprisingly shows a contribution of the SDF-1α/CXCR4 axis in the postnatal closure of the 

ductus arteriosus. Postnatally, rapidly adhering platelets are the most important source for 

SDF-1α. Later, SDF-1α is also expressed within the vessel wall. The analysis of the cellular 

composition of the intima reveals unexpected results as well: besides endothelial cells, a 

second cell population can be identified showing characteristics of progenitor cells by 

expressing CD34, c-kit, flk-1, CD133 and ABCG-2. 

Several possibilities can thus be pointed out regarding the question how platelets could affect 

the postnatal closure of the ductus arteriosus: 1) by secreting vasoactive mediators, functional 

closure could be facilitated; 2) by obliterating the luminal flow through thrombus formation 

and preventing the reopening of the constricted vessel; 3) by secreting SDF-1α, platelets could 

affect intimal remodelling and recruitment of circulating cells; 4) platelets and recruited 

circulating progenitor cells could affect intimal remodelling and anatomic closure. 
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