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Acute application of high-dose nicotine acts prothrombotic
in arterioles of female mice To test the direct effect of
nicoting on the endothelium and on thrombogenicity in
vivo, we mmjected nicotine at a dose of 3 mg/kg iv 5 min
before thrombus mduction. Of note, the average dose
during chronic oral nicotine application amounted to
~15 mg ke day™! o approximately 0.01 mg kel min~h.
In males, light-dye mediated thrombus formation induced
complete occlusion of artericles and venules after 419490
and 334+31 s, respectively (Fig. 5a and b). Thrombosis
times did not differ significantly from control mice. In
contrast to thig, arteriolar ccclusion in fernale mice occurred
significantly faster after acute nicotine application than in
contrels (arterioles, 302+63 s, p<0.05 vs controls, 832+
39 s5), whereas acute nicotine exposure did not affect
venular thrombug formation in female mice (Fig. 5b).

Acute application of high-dose nicotine boosts endothelial
activation According to the primary study design, we
determined circulating (seluble) endothelial activation
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Fig. 3 Plasma concentrations of circulating sP-selectin {a) and sE-
selectin (b), sICAM-1 {¢), and sVCAM-1 (d) in male (M con) and
female (F-con) controls (normal drinking water) and after chronic
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molecules after acute nicotine application. Briefly, we did
not observe a reduction of the circulation of these four
markers, but rather an increase of sP-selectin (Fig. 6a), sE-
selectin (Fig. 6b), and sVCAM-1 (Fig. 6d) in both male and
female mice. sICAM-1 was markedly reduced in both sexes
(Fig. 6c). Immumohistochemistry confirmed this proneness
for endothelial activation as a result of acute nicotine
exposition, in particular for endothelial P-selectin expres-
sion (Fig. 7a) and, to a lesser extent, for PAF-R (Fig. 7b)
and ICAM-1 (Fig. 7¢). However, PAI-1 expression was
found to be reduced in these mice (Fig. 7d). In summary,
acute high-dose nicetine exposition in general exerted
activating effects on the vascular endothelium.

Discussion

The majer findings of the present study are that chronic oral
nicotineg exposition in a comparable extent as seen in
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Fig. 4 Immunchistological analysis and exemplary microscopic
images of female mice of the endothelial expression of P-selectin
ta), PAF-R (b), ICAM-1 {g), and PAT-1 (d) in male {(M-con) and
female {(F-con) controls (neormal drinking water) and after chronic

smokers does not promote microvascular thrombus forma-
tion in vive in animals of either gender. This might, at least
in part, be due to the fact that nicotine did not cause an
increase of spontanecus or thrembin-induced platelet
activatien in vitro. Furthermore, endothelial activation, as
represented by endothelial expression and bleod circulation
of endothelial activation markers, was largely found to be
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abridged after 8 weeks of chronic nicotine uptake. This
effect predominantly occurred in male mice, except for the
expression of PAI-1 which was significantly reduced in
both male and famale animals. Tn contrast to this, we found
a significantly increased thrombus formation in arterioles of
female mice after acute high-dose exposure of nicetine,
which was associated with a tendency towards enhanced
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Fig. 5 Ocelusion times of arterioles {a) and venules (b) upen light-
dye-induced thrombus formation in male (M-comze; #=8) and female
tFeonar, n=8) controls {saline exposure) and after acute nicotine

complete occlusion time in venules (s)
treatment of male Mnicac; n=4) and female (F-nicac, »=6) mice
{nicotne 3 mg/kg ivat 5 min). Values are given as meanstSEM; *p=
.05 vs F-conac
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expression of PAF-R and ICAM-1 and a significant
increase in endothelial P-selectin expression. Male mice
did not exhibit accelerated thrombosis times after iv
application of nicotine despite similar effects on endothelial
activation. Based on these data, acute nicotine application
at a high concentration has prothrombotic properties
predominantly in females, implying a gender-dependency
of acute nicotine action.

Cigarette smoking continues to be cne of the world’s
most serious public health problems, being the major risk
factor of ischemic heart disease and thrombo embolic
events [26]. Being aware that the smoke of a cigarette
containg more than 4,000 potential noxious substances,
numercus studies have been conducted attempting to
identify the harmful agent in cigarette smoke. Nicotine
exerts sympathomimetic effects and leads to vascconstric-
tion and hypertension [9]. On the other hand, other
components of the cigarette smoeke, among them tar, carbon
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Fig. 6 Plasma concentrations of circulating sP-selectin {a) and sE-
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monoxide, polycyclic aromatic hydrocarbons, cyanide, and
cadmium, might have detrimental effects, as these have
been shown to increase platelet activation, fibrinogen
levels, and leukocyte adhesion [5, 12, 27]. Thus, it has to
be differentiated between the pessible effects of cigarette
smoke and nicoting itself Cigarette smoking has, in most
cases, been shown to elicit negative effects on platelet and
endothelial function. A clinical study in smokers showed an
impairment of endothelial nitric exide preduction with the
possible consequence of increased thrombogenicity [28].
Cigarette smoke caused leukocyte adhesion to the vascular
endothelium and Increase of xanthine oxidase activity in
harnsters, which could be attenuated by pretreatment with
superoxide dismutase [29]. Platelets from chrenic smokers
express significantly more P-selectin in a resting state and
bind mere fibrinogen via the GP IIb IIla receptor after
activation when compared to platelets from non-smokers
[5]. Additionally, platelet-dependent thrembin generation is
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Fig. 7 Immunchistological analysis and exemplary microscopic
images of female mice of the endothelial expression of P-selectin
ta), PAF-R (b), ICAM-1 (e), and PAT-1 (d) in male (}-conac) and
female {Feonar) controls (saline exposure) and after acute nicotine

enhanced in smokers [7]. However, concerning the intringic
effects of nicotine as the addiction-causing substance itself
on endothelial and platelet activatien and thrombus forma-
tion, In vitro data are controversial, and in vivo studies are
scarce.

It has become commoen assumpticn that nicotine substi-
tution te quit smoking is safe. In a placebo-controlled
double-blind study using nicotine nasal spray in a smeking
cessation program, cardiovascular risk factor could be
significantly reduced without negative effects caused by
nicoting substitution [30]. Thig is in line with a study
showing a rapid decrease of the circulation of the
endothelial adhesion moelecules sSICAM-1, sCD44%5, and
sCD44v6 during chronic nicotine replacement therapy after
smoking cessation [31]. In contrast to this, chronic nicotine
application enhanced focal ischemic brain injury and
reduced tissue plasminogen activator (+PA) in a middle
cerebral artery occlusion medel in rats [32] and increased
the preduction of PAT-1 by human brain endothelial cells in
cell cultures [33]. In line with the effects caused by
cigarette smoke in previous studies [29], acute nicotine
application enhanced selectin-dependent rolling of leuko-
cytes on nicotine-exposed microvessels of lung allografts
[34]. Nicotine impaired endethelium-dependent dilatation
in human veins in vive, implying a defective endothelial
fimction [8]. However, studies dealing with the effects of
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treatrment of male (M-micar) and female (Fmicac) mice (nicotine
3 mg/kg ivat 3 min). n=6-8 animals per group. #=6-8 animals per
group. Values are given as meanstSEM. ¥p<<0.05 vs M-conac,
#p<0.05 vs F-conac

nicotine on platelet function revealed a reduced suscept-
bility of platelets to shear stress after nicotine exposition
[35] and a 75% decline of the shear-dependent platelet
activation [11]. Thus, a rather protective effect of nicotine
on platelet reactivity has been proposed.

The results of this study now indicate that chronic
nicotine consumption does not convey prothrombogenic
effects in vive. Concordantly, negative side effects are not
observed with long-term transdermal nicotine substitution
in the clinical setting. This might partly be due to the fact
that endothelial activation was found to be reduced and that
there was no significant impact on platelet function in both
genders.

In a second step, we questioned whether acute intrave-
ncus nicotine application with a rapid rise in plasma
nicoting levels might have different effects on microvascu-
lar thrombus formation and endothelial activation than
constant uptake of nicotine. A steep increase of plasma
nicotine concentration has been associated with adverse
cardiac events due to its sympathomimetic properties [12].
In fact, cigarette smoking with deep inhalation of fume
results in a rapid absorption of nicotine over the lungs
occurring at a rate similar to that after iv administration
[36]. The acute application of nicetine on HUVECS in in
vitro studies resulted in an increased expression of ICAM-1
and VCAM-1 via a second messenger pathway involving
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PKC and p38 MAPK-mediated activation of NF-kappaB
and AP-1 [37]. Moreover, acute nicotine exposure induced
MAPK-mediated P-selectin and E-selectin-dependent leu-
kocyte adhesion in allograft lung microvessels in vivo [34].

Based on our results, it can be presumed that a rapid
increase in nicotine levels leads to an increase of endothe-
lial activation. Therefore, it is possible that not the mete
presence of nicotine in the blood, but rather speed and dose
of nicotine exposure is crucial for its prothrombotic effects.
Although the prothrombogenic effect of acute nicotine
administration was seen in mice of both genders in this
study, microvascular thrombus formation was solely in-
creased in female mice. An in vitro study investigating
platelet adhesion in patients prone to arterial and venous
thrombosis in dependence to gender and smoking revealed
that higher platelet activation occurs in men, ex-smokers
and current smokers [38]. However, this study did not show
an increased platelet reactivity in females. On the other
side, numerous clinical and experimental studies link
female hormone treatment to a generally increased risk for
thrombotic and ischemic events [39, 40]. These adverse
effects in particular occurred in smoking women [41]. We
now show that gender differences exist in the context of
acute nicotine application and would like to propose an
increased, possibly MAPK-mediated, expression of endo-
thelial P-selectin in combination with female hormone
levels as underlying mechanism for the prothrombogenic
effect of nicotine in arterioles of female mice. While P-
selectin does not mediate platelet—platelet interaction, P-
selectin provides an anchoring source for leukocytes on
activated platelets and, thus, may play a very important role
in determining the size and stability of the platelet
aggregates in the developing thrombus [42]. In light of
the fact that increased microvascular thrombosis was
observed only in female, but not in male, mice despite a
comparable rise in endothelial P-selectin expression after
acute nicotine application, a relevant impact of female
hormones can be assumed.

In general, unharmful effects of nicotine, independent of
acute or chronic application, were mostly seen in male
mice, whereas microvascular thrombus formation was only
found to be accelerated in female mice.

Conclusion

Chronic continuous nicotine application does not promote
microvascular thrombus formation on mice of either
gender, which is supported by the fact that a general reduction
of endothelial activation and a lack of impact on platelet
activation were observed. In contrast to this, acate high-dose
iv administration of nicotine caused a significant increase of
arteriolar thrombus formation in female, but not in male

@ Springer

animals, and boosted endothelial P-selectin expression in mice
of both genders. Based on these data, acute nicotine
application at a high concentration acts prothrombogenic
particularly in females, probably implying a synergistic effect
between increased endothelial P-selectin-expression and the
presence of female hormones.
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3 Zusammenfassende Diskussion

Die mikrovaskuldre Thrombusbildung mit der Konsequenz einer Zirkulationsstérung
des Gewebes stellt in der Chirurgie ein Problem von hoher klinischer Relevanz dar. Eine
durch Thrombosen der kleinsten Geféalde sich ausbildende Mikrozirkulationsstérung kann im
ungilnstigsten Fall zur Gewebsnekrose mit fir den Patienten potentiell schwerwiegenden
Komplikationen fiihren. In der klinischen Praxis sind mikrovaskulédre Perfusionsstérungen vor
allem in der Wiederherstellungschirurgie nach freien und gestielten Lappenplastiken
geflirchtet [53,54]. Die Rate an primdren und postprimaren Komplikationen kann je nach
Grunderkrankung bis zu 15% betragen. Mikrozirkulationsstérungen spielen aber auch eine
wichtige Rolle in der Transplantationschirurgie und sind prinzipiell eine Gefédhrdung fir die
Wund- und Gewebeheilung nach allen Operationen [55-58]. Weiterhin kommt es bei der im
freien Gewebetransfer unweigerlich auftretenden Ischamie/Reperfusion zur Bildung von
freien Sauerstoffradikalen und Interaktionen von Leukozyten mit dem Endothel, welche die

kapillare Perfusion zuséatzlich beeintrachtigen [59].

Trotz dieses groRRen Einflusses mikrovaskuldrer Perfusionstérungen auf den Erfolg
von operativen Malnahmen bestehen zum jetzigen Zeitpunkt vergleichsweise wenig

praventive und therapeutische Mdéglichkeiten.

Das heutzutage vorrangig praktizierte Prinzip zur Préavention und Therapie
mikrovaskularer Durchblutungsstérungen in der Chirurgie ist die therapeutische Hamodilution
mit kolloiden L&ésungen, wie z.B. Dextran oder Hydroxyethylstdrke [60,61]. Die
normovoldmische Hamodilution konnte eine Verbesserung des mikrovaskularen Blutflusses
im Myokard [62], Gehirn [63], Pankreas [64] und in ischdmischen Lappenplastiken [65,66]
zeigen. Weiterhin zeigten auch kinstliche Sauerstofftrdger oder die gleichzeitige Applikation
von liposomalen Hamoglobin zusatzlich zur Hamodilution in experimentellen Studien einen
positiven Effekt [67,68].

Verschiedenste Studien untersuchen die Effekte einer Reihe von mdglicherweise
rheologieverbessernden Substanzen, wie tPA [69], Aspirin [70], unfraktionertes Heparin [71],
niedermolekulares Heparin [72], Pentoxyphyllin [73], PGIl, [74] oder Antithrombin [75]. Es
waren positive Effekte im Bezug auf die mikrovaskulédre Perfusion nachweisbar, die jedoch
teilweise mit einem erhoéhten Blutungsrisiko einhergingen. Zusatzlich wurde héufig die
mikrovaskulare Perfusion im Allgemeinen und nicht das Entstehen, Wachsen oder die

Beeinflussung mikrovaskuldrer Thromben direkt untersucht.
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Ein weiterer Ort fir die Entstehung einer Thrombose ist die mikrovaskulare
Anastomose, was unter Umstédnden die Revisionsoperation mit dem Versuch der
Thrombektomie notwendig macht [76]. Die Anlage einer Anastomose birgt die Gefahr einer
Endothelverletzung mit Entstehung eines prothrombogenem Fokus und es konnte gezeigt

werden, dass vermehrt vasokonstriktives Endothelin-1 dabei freigesetzt wird [77].

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war zundchst die Untersuchung der
Entstehung mikrovaskularer Thrombosen in einem komplexen Tiermodell, um Einsicht in die
pathophysiologisch ablaufenden Vorgange im Rahmen der mikrovaskuldren Thrombogenese
zu erarbeiten. Ein spezielles Augenmerk lag zuséatzlich in der Charakterisierung der Rolle
von Endothelzelle, Thrombozyt und Leukozyt in der mikrovaskuldren Thrombusbildung. Im
Anschluss daran sollten verschiedene physiologische oder pathologische Bedingungen
beziiglich eines prothrombogenen Milieus evaluiert werden, um letztendlich Méglichkeiten

zur Einflussnahme durch applizierbare Substanzen zu entwickeln.

3.1 Einfluss pathologischer Zustidnde auf die Thrombogenese

In dieser Versuchsreihe sollte der Effekt einer reversiblen, klinisch relevanten,
systemischen Hypothermie auf die mikrovaskuldare Thrombusbildung evaluiert werden. Es
wurde die Hypothermie als physiologisch vorkommender Zustand gewéhlt, da hier

wesentliche Kontroversen hinsichtlich des Effektes auf die Thrombogenitat existieren.

Studien der Vergangenheit zeigten auf der einen Seite eine vermehrte Neigung zu
thrombotischen Ereignissen, wie eine erhéhte Herzinfarktrate im Winter [78,79]. Gleichzeitig
bestent bei Hypothermie nach Polytrauma oder auch intraoperativ haufig eine
Blutungsneigung [80,81]. In unserer Untersuchung war bei K&rperkerntemperaturen von
34°C und 31°C in vivo eine deutlich prothrombogene Wirkung nachweisbar, die durch eine
verstarkte Thrombozytenaktivierung mit Konformationsdnderung des Fibrinogen-Rezeptors
GP lIb-llla erklart werden kann. Dieser Effekt war nach Wiedererwdrmung der Tiere bzw. der
Thrombozyten komplett reversibel. In Ubereinstimmung damit weisen die zusétzlich
erniedrigten Fibrinogenspiegel bei hypothermen Temperaturen auf einen Verbrauch von
Gerinnungsfaktoren im Rahmen der Thrombogenese hin.

Ein Problem vieler vorheriger Studien ist, dass die Thrombozytenfunktion oftmals
stark hypotherme Temperaturen von weniger als 25°C jn vitro untersucht wurden. Wir
wahlten hypotherme Temperaturen von mehr als 30°C, um die klinische Relevanz zu wahren

und die Anwendung in einem Tiermodell zu ermdglichen.
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Weiterhin gelang es den Einfluss hypothermer Temperaturen von 34°C und 31°C auf
die Thrombozytenaggregation klarer herauszustellen. Es kam zu einer, mit mehreren
Methoden nachweisbaren, temperaturabhangigen Thrombozytenaktivierung, wie zuvor von
anderen Autoren berichtet wurde [82,83]. Eine zusatzliche Erkenntnis war, dass die P-
Selektin Expression kaum beeinflusst wurde, wahrend es zu einer Konformationsanderung
des GP lIb-llla Rezeptors kam. Dieses ist in Ubereinstimmung mit der Tatsache, dass die
Thrombozyten-Leukozyten-Aggregatbildung nicht signifikant beeinflusst wurde, da dieses
wesentlich durch die Interaktion von thrombozytdrem P-Selektin und leukozytdrem P-
Selektin Glykoprotein Ligand-1 (PSGL-1) bestimmt wird [84].

Somit konnte mit Hilfe dieser Untersuchung erstmalig in vivo gezeigt werde, dass sich
eine systemische Hypothermie in der Summe im lebenden Organismus in einer verstarkten
Neigung zur mikrovaskularen Thrombusbildung aufiert und die klinisch bestehende
Blutungsneigung wahrscheinlich durch einen erhdhten Verbrauch an Gerinnungsfaktoren
bedingt ist. Die Ergebnisse dieser Studie bestatigen den positiven Effekt einer schnellen
Wiedererwarmung in der Klinik (z.B. polytraumatisierte Patienten) zur Verbesserung der

mikrovaskularen Zirkulation.

Es ist aus friheren Studien bekannt, dass hypotherme Temperaturen im Verlauf einer
Sepsis die Prognose signifikant verschlechtern [85]. Des Weiteren tragt das Auftreten vom
Mikrothrombosen  mit  anschlielender  Hypoperfusion  zur  Ausbildung eines
Multiorganversagens im Rahmen der Sepsis bei [86]. Zusétzlich ist eine Sepsis durch eine
komplexe Interaktion von Entzindung und Gerinnungssystem charakterisiert [87]. Es ist
daher nach wie vor nicht geklart, ob eine Hypothermie wahrend einer Sepsis lediglich eine
Verschlechterung des Gesamtzustandes représentiert, oder ob die Hypothermie selbst direkt
einen negativen Einfluss, wie z.B. eine verschlechterte Organperfusion aufgrund von
Mikrothromben, ausibt. Daher war es fiir uns von Interesse, die Kombination von
Hypothermie und Endotoxindmie hinsichtlich mikrovaskuldrer Thrombogenitat zu
untersuchen. Erneut lag eine zuséatzliche Betonung auf der Evaluierung der thrombozytaren

und endothelialen Funktion.

Die LPS-induzierte Endotoxindmie beschleunigte die Ausbildung der thrombotischen
GeféRokklusion bei 37°C Korpertemperatur signifikant, welches mit einer generell erhéhten
endothelialen und Thrombin-vermittelten thrombozytéren Aktivierung einherging. Dieses ist
,in Ubereinstimmung mit den Angaben mehrerer anderer Autoren, in Anbetracht des in der
Sepsis aktivierten Gerinnungssystem auch zu erwarten [86-90]. Eine zusatzliche

Hypothermie von 31°C fiihrte zu einer signifikant schnellen Thrombusbildung in Arteriolen.
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Interessanterweise ging die zusatzliche Hypothermie lediglich mit einer vermehrten PAI-1
Expression und einem erhéhten sPAI-Ag Spiegel, jedoch nicht mit einer weiteren generellen
endothelialen Aktivierung einher, so dass fur PAI-1 eine spezifische Rolle unter hypothermen
Bedingungen vermutet werden kann.

Wahrend einer Sepsis werden pro-inflammatorische Zytokine, wie Interleukin-1,
Interleukin-6 und Tumor Nekrose Faktor-alpha (TNF-a) gebildet, welche das Endothel
aktivieren [91]. Die entziindliche Antwort des Endothels umfasst die Hochregulation von P-
Selektin, ICAM-1, VCAM-1. E-Selektin wird verzégert mobilisiert. Alle Molekiile werden ins
Blut abgegeben und sind dort in Iéslicher Form detektierbar [92]. Neue Studien konnten
zeigen, dass Endothelzellen eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der Sepsis
spielen, indem sie PAI-1 und TF freisetzen [87]. In der vorliegenden Studie konnte erstmalig
Anhalt dafiir gegeben werden, dass die durch Endotoxinamie verursachte PAI-1 Expression
durch eine zuséatzliche Hypothermie noch verstarkt wird und somit ein Faktor in der
Prognoseverschlechterung bei Hypothermie sein kdnnte. Als Konsequenz fur die Klinik ergibt
sich, dass bei einer Sepsis angestrebt werden sollte, die Kdrpertemperatur konstant zu

halten und insbesondere Hypothermiephasen zu vermeiden.

3.2 Beeinflussung der Thrombogenese durch Induktion endogener Enzyme

In einem weiterflhrenden Projekt zur Untersuchung der mikrovaskularen
Thrombusbildung am Cremastermuskel der Maus wurde das Enzym HO-1, welches den
letzten Schritt des Abbaus von Ham mit Freisetzung &aquimolarer Mengen an Eisen,
Biliverdin/Bilirubin und CO katalysiert, untersucht. Verschiedene Studien zu HO-1 Induktoren
konnten zeigen, dass Gewebe, die viel HO-1 exprimieren, weniger anfallig fir oxidativen
Stress oder proinflammatorische Zustdnde sind [93,94]. Da die freie Radikalbildung mit der
Folge von oxidativem Stress auch eine wichtige Rolle in der Pathogenese thrombotischer
Ereignisse spielt, war es Ziel der Studie zu kléren, ob die Induktion von HO-1 die Bildung
mikrovaskularer Thromben moduliert und damit die Athrombogenitat des Endothels erhdht
werden kann. Auf diese Weise sollte untersucht werden, in wieweit der Organismus selbst in
der Lage ist, protektive Mechanismen, wie die vermehrte Bildung von anti-adhdsivem CO

und anti-oxidativem Bilirubin, durch einen externen Stimulus hochzuregulieren.

Hamoxygenasen existieren in verschiedenen Isoformen, wobei HO-2 konstitutiv
exprimiert wird und HO-1 induzierbar ist [95,96]. Nach Vorbehandlung mit Hadmin, einem HO-
1-Induktor, zeigten Western Blot Analysen eine deutliche Induktion von HO-1 Protein im
Cremastermuskel, welche mittels Immunhistochemie vor allem im Bereich des vaskuldren
Endothels von Arteriolen und Venolen lokalisiert werden konnte. Bei diesen Tieren war die

Bildung arterioldrer und venuldarer Thromben signifikant gegeniber der Kontrollgruppe
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verzégert. Diese verminderte Thrombogenitat wurde durch die Gabe des HO-1 Inhibitors
Zinn-Protoporphyrin-IX komplett aufgehoben. HO-1 exprimierende Tiere zeigten mittels
Western Blot Analyse im Vergleich zu Kontrolltieren eine reduzierte Expression von P-
Selektin Protein im Cremastermuskel. Die Rolle von P-Selektin in der Thrombogenese wurde
durch eine Versuchsreihe mit P-Selektin-Knock-out-Mausen bestétigt, wobei die
Thrombusformation bei den P-Selektin-defizienten Tieren signifikant verzégert war. Somit
konnten wir den protektiven Effekt einer HO-1 Induktion letztendlich auf eine Reduktion der
endothelialen P-Selektin Expression zuriickfiihren. Diese Annahme wird durch eine Studie
unterstltzt, in der die LPS-vermittelte P-Selektin Hochregulation durch Behandlung mit

Hamin verhindert werden konnte [97].

Zuséatzliche Experimente mit Bilirubinsuperfusion des Cremastermuskels ergaben
eine deutliche Verzégerung der Thrombusbildung, so dass davon auszugehen ist, dass der
protektive Effekt von HO-1 neben den Effekten des CO vor allem Uber das freigesetzte, anti-
oxidative Bilirubin vermittelt ist. Dieses ist in Ubereinstimmung mit Studien der
Vergangenheit, welche potente anti-oxidative und anti-adhasive Eigenschaften des
Biliverdins bzw. in reduzierter Form des Bilirubins nachweisen konnten [98,99]. Dennoch
sind auch die anti-koagulativen Eigenschaften von CO zunehmend Gegenstand der
Diskussion. So konnte eine verminderte PAI-1 Expression mit verbesserter Fibrinolyse nach

Inhalation von CO im Lungengewebe nach Ischédmie gezeigt werden [100].

Es konnte in diesem Projekt erstmalig eine anti-thrombotische Wirkung durch
Induktion der Hdmoxygenase-1 charakterisiert werden. Dieser Ansatz kdnnte die Grundlage
fir eine vektorbasierte Therapie in der Klinik sein, um das vaskuldre Endothel in einen

weniger thrombogenen Zustand im Rahmen von Risikooperationen zu versetzen.

3.3 Beeinflussbarkeit der Thrombogenese durch Substanzen

Die vorherigen Studien untersuchten den Einfluss kdrpereigener Zustdnde oder
Mechanismen auf die mikrovaskuldre Thrombogenese. Im Weiteren war es jetzt unser Ziel,
die Thrombusfomation durch verschiedene exogen applizierte Substanzen zu modulieren.
Dabei wurden zum einen prinzipiell als protektiv angesehene Molekile, wie das anti-
oxidative Ebselen und C-Peptid, angewendet, zum anderen erfolgte die Applikation von

fraglich pro-thrombogenen Verbindungen, wie Darbepoetin-alpha und Nikotin.

Ebselen
Verschiedene Untersuchungen der Vergangenheit vermuteten einen Zusammenhang

zwischen einem Mangel des Spurenelementes Selen und dem Risiko flir akute koronare



Mechanismen der mikrovaskuldren Thrombusbildung 91

Ereignisse [101,102]. Selen ist Bestandteil des Enzyms Glutathionperoxidase, welches
Zellen gegen oxidativen Stress schitzt. Niedrige Selenspiegel sind in der Regel mit einer
niedrigen Aktivitdt der Glutathionperoxidase und somit mit einem erhéhten Niveau an freien
Radikalen assoziiert [103].

In einer Untersuchung am Cremastermuskel der Ratte konnten wir jetzt erstmals in
vivo eine anti-thrombotische Wirksamkeit der selenhaltigen Substanz Ebselen nachweisen.
Weiterhin zeigten sich nach Gabe von Ebselen eine signifikant verminderte thrombozytére P-
Selektin-Expression nach Stimulation mit H>O, und eine Reduktion der Thrombozyten-
Leukozyten-Aggregatbildung. Es konnte in einer frilheren Studie gezeigt werden, dass die
Akkumulation von Leukozyten in einen wachsenden Thrombus Uber thrombozytares P-
Selektin vermittelt wird [104]. AulRerdem wirkt P-Selektin prothrombogen, indem es die
Synthese von TF in Monozyten induziert [105].

Die dosisabhangige Reduktion der H,O»-induzierten Thrombozytenaktivierung in vitro
durch Ebselen legt die Vermutung nahe, dass dessen anti-oxidative Eigenschaften die
Folgeerscheinungen des oxidativen Stresses wie GefaBwandschaden,
Thrombozytenaktivierung und Zell-Zell-Interaktion vermindern.

Damit konnte die von uns erstmals aufgezeigte anti-thrombogene Wirkung von
Ebselen auf eine Reduktion der P-Selektin-abhangigen Zell-Zell-, in Sonderheit
Thrombozyten-Leukozyten-Interaktion zurlickgefihrt werden. Angesichts dieses neuen
Wirkprofils kénnte Ebselen von hohem praventiven und therapeutischen Wert in der

Behandlung von thrombotischen Erkrankungen sein.

C-Peptid

Die hohe Morbiditat und Mortalitdt diabetischer Patienten wird hauptsachlich durch
vaskuldre Komplikationen bestimmt. Die Pathophysiologie der diabetischen Vaskulopathie
beinhaltet die endotheliale Dysfunktion mit vermehrter Produktion von PAI-1, reaktiven
Sauerstoffverbindungen  und  verminderter  Produktion von NO sowie eine
Thrombozytendysfunktion und ein Ungleichgewicht plasmatischer Gerinnungsfaktoren [106-
111]. Das Insulinspaltprodukt C-Peptid wurde in der Vergangenheit als biologisch inaktiv
angesehen. Neuere Studien zeigten jedoch molekulare und physiologische Effekte, welche
auf eine Bioaktivitdt des Peptids hinweisen [112]. Von verschiedenen Autoren wurde ein
vasodilativer Effekt von C-Peptid auf Skelettmuskelarteriolen beobachtet und eine NO-
Freisetzung als Ursache nachgewiesen [113,114]. Ziel unserer Studie war daher, den
Einfluss einer C-Peptid Applikation hinsichtlich mikrovaskuldrer Thrombusbildung und
thrombozytarer und endothelialer Funktion in gesunden und diabetischen Tieren zu

untersuchen.
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Die Gabe von C-Peptid in hoher Dosierung von 70 nmol/kg fihrte zu einer
signifikanten Verzégerung der mikrovaskuldren Thrombusbildung in gesunden und
diabetischen Tieren. Dieser Effekt wurde durch die gleichzeitige Gabe von Insulin jedoch
unterdrickt. Als urséchlich ist eine verminderte PAI-1 Expression auf dem vaskuldren
Endothel anzusehen. Die Thrombozytenfunktion wurde durch C-Peptid nicht beeinflusst.

In  frlheren Studien konnte durch C-Peptid eine Verbesserung der
Skelettmuskeldurchblutung [115,116], der glomerularen Filtration [117,118] und der
Nervenfunktion [119] gezeigt werden. Mit der vorliegenden Arbeit ist gezeigt, dass C-Peptid
zusatzlich einen Einfluss auf die mikrovaskuldre Thrombusbildung ausiibt. PAI-1 wurde
bereits in der Vergangenheit als prothrombogener Faktor identifiziert [120,121]. Aufgrund der
Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung ist eine Rolle von PAI-1 in der anti-
thrombogenen Wirkung von C-Peptid wahrscheinlich. Ebenso ist bekannt, dass Insulin die
PAI-1 Expression verstarkt und zu einer erhéhten Endothelinproduktion fiihrt, was mit der
vermehrten Thrombogenitat nach Insulinsuperfusion in dieser Studie vereinbar ist [122,123].
Es wurde mehrfach beschrieben, dass die positiven Effekte von C-Peptid nur in Typ 1-
diabetischen Individuen nachweisbar sind [119,124]. Dieses wurde mit der Sattigungskinetik
des C-Peptid Rezeptors unter physiologischen Bedingungen erklart [125]. Da in dieser
Studie die anti-thrombogenen Effekte von C-Peptid sowohl in diabetischen, als auch in
gesunden Tieren beobachtet wurden, ist von einer nicht-rezeptorvermittelten Wirkung
auszugehen. Dennoch erscheint die Gabe von C-Peptid beim diabetischen Patienten zur
Therapie der Vaskulopathie nicht von Vorteil, da Typ-1 Diabetiker auf Insulingaben
angewiesen sind. Eine therapeutische Gabe beim Nicht-Diabetiker zur Verminderung

mikrovaskularer Thrombusbildung wéare jedoch denkbar.

Darbepoetin-alpha

Das Hormon Erythropoietin, kurz EPO, wird in der Medizin zur Therapie der renalen
Anamie eingesetzt und ist in den letzten Jahren zunehmend durch Doping im Leistungssport
in der Offentlichkeit bekannt geworden [126]. Es erhéht die Zahl der roten Vorlduferzellen im
Knochenmark durch anti-apoptotische Effekte [127]. Der Einfluss auf die Thrombogenitat des
Blutes unter der Therapie mit EPO wird zunehmend kontrovers diskutiert. Zum einen wurde
von einer vermehrten endothelialen Aktivierung, erhéhter Produktion von TF, vermehrter
PAI-1 Expression und erhéhter Thrombozytenaggregation berichtet [128-130]. Zum anderen
wurde in EPO-lUberexprimierenden M&usen eine geringere Blutviskositdt und verminderte
Gerinnselfestigkeit beobachtet [131,132]. Die Klarung dieser Frage ist von grol3er Relevanz,
da insbesondere im Leistungssport auch Falle aufgetreten sind, bei denen ,Schutzsperren®

allein aufgrund eines héheren Hamatokritwertes verhdngt wurden, ohne dass EPO-Doping
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nachgewiesen werden konnte. Dieses Vorgehen wurde mit einer Gefahrdung der Athleten

durch eine erhéhte Thrombosegefahr begriindet.

Wir untersuchten daher das EPO-Derivat DPO im Tiermodell. Es zeigte sich, dass die
4-wéchige Behandlung mit DPO in Hamatokrit-erhéhenden Dosen zu keiner signifikanten
Steigerung der mikrovaskuldaren Thrombogenitat flihrte, solange eNOS als
kompensatorischer Mechanismus zur Verfiigung stand. So hatten eNOS knock-out Tiere
eine signifikant verstdrke Thromboseneigung unter DPO-Behandlung. Die durch eNOS
Hochregulation erhdhte Produktion von NO flihrte zu einer endothelialen und thrombozytéren
Deaktivierung. Interessanterweise zeigten sich auch keine negativen Effekte auf
Blutflussgeschwindigkeit und Scherstress durch den erhéhten Hamatokrit. Dieses wurde
bereits zuvor in einer in vivo Studie beschrieben, in der bei Hamatokritwerten von 20 bis 55%
unter verschiedenen Flussbedingungen keine erhdhte Thrombusbildung beobachtet wurde
[133].

Eine vermehrte Expression von eNOS war bereits in transgenen EPO-Mausen
beschrieben worden und als Schutzmechanismus gegen die endogen erhdhten hohen
Hamatokritwerte von ca. 80% gewertet worden [134]. Wir konnten erstmals in vivo zeigen,

dass die eNOS Produktion auch durch die exogene Gabe von DPO stimuliert werden kann.

Somit fiihrt die Behandlung mit DPO nicht zu anti-thrombogenen Effekten, sie ist aber
auch nicht prothrombogen, solange die Gegenregulation durch eNOS funktioniert. Dieses
kénnte auch erkldren, warum erhéhte Hamatokritwerte, wie z.B. nach Doping im

Leistungssport, nur in einzelnen Fallen zu fatalen Komplikationen fiihren.

Nikotin

Schlussendlich sollte der Einfluss von Nikotin auf die mikrovaskuldre Thrombogenese
im geschlechtsspezifischen Tiermodell untersucht werden. Das Rauchen stellt die
Hauptursache fiir vermeidbare Todesfélle in der industrialisierten Welt dar [135]. In Studien
der Vergangenheit wurde vermutet, dass Nikotin ein das kardiale Risiko negativ
beeinflussender Faktor ist. Zusétzlich ist die Einnahme von oralen Kontrazeptiva mit einem
2- bis 4-fach erhéhten Risiko fur eine tiefe Venenthrombose (TVT) assoziiert und somit eine
geschlechtsspezifische hormonabhangige Pradisposition Thrombosen zu entwickeln,
wahrscheinlich [136]. Trotzdem wird ein direkter kausaler Zusammenhang bis dato
kontrovers diskutiert [137,138].

Wir untersuchten daher ménnliche und weibliche Mause in Bezug auf mikrovaskulare
Thrombogenitat durch Nikotin. Die chronische Vorbehandlung mit Nikotin induzierte bei
beiden Geschlechtern keine vermehrte mikrovaskuldre Thrombusbildung. Bei ménnlichen,

jedoch nicht bei weiblichen Tieren, war dieses mit einer endothelialen Deaktivierung
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verbunden. Im Gegensatz dazu resultierte eine akute hochdosierte Nikotingabe in einer
signifikant schnelleren Thrombusbildung in Arteriolen weiblicher Tiere, was unter anderem
mit einer erhéhten endothelialen P-Selektin Expression vergesellschaftet war. Es konnte in
Studien gezeigt werden, dass Nikotin zu einer Stérung der NO-vermittelten Vasodilatation in
Arteriolen und Venolen fiihrt [139]. Des Weiteren war nach Nikotinexposition ein Anstieg von
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) in Endothelzellen nachzuweisen [140]. Auf der
anderen Seite wurde unter Substitution von Nikotin-Nasenspray, Nikotin-Kaugummi oder
Nikotin-Pflaster nach Einstellung des Rauchens eine deutliche Verbesserung des
Cholesterinspiegels und kein Einfluss auf Blutdruck, Thrombozytenzahl, Blutviskositdt oder
AT llI-Spiegel beobachtet [140,141]. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
eine akute Hochdosisapplikation, nicht aber eine chronische Nikotinexposition mit niedrigen
Dosen, thrombogen in vivo wirkt, wobei dieser prothrombogene Effekt nur in weiblichen
Tieren zu beobachten war. Die negativen Effekte des Rauchens, die auch bei mannlichen
Individuen beobachtet werden, sind demnach weniger auf das Nikotin an sich, als vielmehr
auf einen der vielen anderen schédlichen Substanzen im Zigarettenrauch zurlickzufihren.
Nikotin selbst hingegen wirkt bei schneller Anflutung in hoher Dosierung prothrombogen in
weiblichen Tieren. Diese unterstitzt die These einer geschlechtspezifischen Wirkung von
Nikotin.
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4 Zusammenfassung

Die mikrovaskuldre Thrombusbildung und deren zugrunde liegenden molekularen,
zelluldren und humoralen Mechanismen wurden bislang selten in komplexen in vivo
Modellen untersucht. Eine suffiziente mikrovaskuldre Perfusion ist die Vorraussetzung fir
das Gelingen samtlicher chirurgischer Eingriffe, insbesondere aber fiir das Uberleben von
Lappenplastiken, und bestimmt wesentlich das Outcome des Patienten. In der Klinik wiirde
ein verbessertes Verstdndnis der wahrend der mikrovaskuldaren Thrombogenese
ablaufenden pathophysiologischen Vorgdnge von groRem Vorteil sein und potentiell neue
Therapiemdglichkeiten nach sich ziehen. Bezuglich der Identifizierung neuer anti-
thrombogener Substanzen hat es in den letzten Jahren kaum Forschritte in der Forschung
gegeben, so dass weiterhin auf alt bekannte Therapie- und Préventionsstrategien
zurtickgegriffen wird. Diese sind teilweise jedoch auch mit negativen Effekten, wie z.B. einem

vermehrten Blutungsrisiko, verbunden.

Ziel der vorliegenden Studien war es daher, primar die Mechanismen der
mikrovaskuldren Thrombusbildung im komplexen Tiermodell zu charakterisieren und
endotheliale und thrombozytdre Funktion durch zuséatzliche in vitro Methoden zu
identifizieren. Danach sollten verschiedene Faktoren, die in diesem Zusammenhang
potentiell einen Einfluss ausiben kénnten, wie z.B. eine pathologisch auftretende reversible
Hypothermie, eine pathologische Endotoxindmie oder die Induktion eines Enzymsystems,
wie Hamoxygenase-1, evaluiert werden. Schlussendlich sollten dann verschiedene
Substanzen hinsichtlich ihres Einflusses auf die mikrovaskuldre Thrombogenitat untersucht
werden, um Kklinisch einsetzbare Praventions- und Therapiemdglichkeiten daraus zu

entwickeln.

Die Untersuchung der mikrovaskularen Thrombogenitdt unter hypothermen
Bedingungen ergab einen prothrombogenen Effekt bei Kérperkerntemperaturen unter 34°C,
welcher nach Wiedererwarmung komplett reversibel war. Dieses konnte auf eine verstarkte
Aktivierung des thrombozytdren Fibrinogenrezeptors wahrend der Hypothermie
zurtickgefiihrt werden. Die Ergebnisse dieser Studie unterstreichen die Bedeutung
normothermer Temperaturen in der Chirurgie, sowohl nach traumatischen Ereignissen, als
auch im Rahmen elektiver Operationen. Sie zeigen zusatzlich, dass eine verstarkte
Thrombogenitdt auch reversibel und somit einfach beeinflussbar sein kann, wenn die
ablaufenden pathophysiologischen Mechanismen bekannt sind.

Die zusatzliche Induktion einer Endotoxindmie bei hypothermen Tieren zeigte in einer

weiteren Untersuchung, dass die Kombination aus Hypothermie und Endotoxindmie einen
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pro-thrombogenen Einfluss Uber eine spezifische Hochregulation von PAI-1 auf dem
Endothel bzw. eine vermehrte Sekretion von sPAI-Ag ausiibt. Dahingegen war eine
Endotoxindmie ohne Hypothermie generell mit einer vermehrten unspezifischen
endothelialen Aktivierung vergesellschaftet. Somit konnte erstmalig gezeigt werden, dass
eine zusatzliche Hypothermie wahrend einer bestehenden Endotoxindmie die
mikrovaskulare Thrombusbildung verstdrkt und daher ein unabhangiger Faktor fir die
Verschlechterung der Prognose septischer Patienten sein kdnnte. Daher sollten prinzipiell
normotherme Temperaturen bei septischen Patienten zur Vermeidung mikrovaskularer
Perfusionsstérungen angestrebt werden.

In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass protektive anti-thrombotische
Mechanismen auch durch die Hochregulation endogener Enzymsysteme verstarkt werden
kénnen. So konnte durch die Applikation eines Hamoxygenase-1 Induktors eine verminderte
mikrovaskulare Thrombogenitat erzielt werden. Diese war vor allem auf die vermehrte
Produktion von anti-oxidativem Bilirubin zurlickzufihren, was eine verminderte P-Selektin
Expression auf dem Endothel bedingte. Die lokale Induktion der Hdmoxygenase-1 kénnte
durch vektorbasierte Therapie in der Klinik nutzbar gemacht werden und von praventivem
und therapeutischem Wert flr Krankheitsbilder mit einem erhéhten thrombotischen Risiko
sein.

Im Folgenden stellte sich die Frage, in wieweit die mikrovaskuldren Thrombusbildung
durch die Applikation kérpereigener und synthetischer Substanzen beeinflusst werden
kénnte. Zunéchst erfolgte die Untersuchung des Effektes von Ebselen unter besonderer
Bertcksichtigung der Thrombozytenfunktion. Es konnte gezeigt werden, dass Ebselen
dosisabhdngig die Thrombozytenaktivierbarkeit hemmte, was mit einer verminderten
mikrovaskuldren Thrombusbildung einherging. Ebselen stellt somit eine potentiell wirksame
Substanz zur Vorbeugung mikrovaskularer Thrombosen dar.

Besonders haufig treten mikrovaskuldre Komplikationen bei diabetischen Patienten
auf. C-Peptid wird bei der Insulinbiosynthese abgespalten und wurde lange als inaktives
Nebenprodukt angesehen. Nachdem mehrere neuere experimentelle und klinische Studien
positive Effekte des C-Peptids in diabetischen Individuen zeigten, lag die Vermutung nahe,
dass eventuell auch die diabetische Mikrothrombogenitdt durch C-Peptid positiv beeinflusst
werden kénnte. Es fand sich eine signifikant verlangsamte Thrombusbildung bei
hochdosierter Gabe von C-Peptid, ein Effekt, welcher jedoch nach Gabe von Insulin
aufgehoben werden konnte. Als ursachlich wurde eine verminderte Expression des pro-
thrombogenen PAI-1 auf dem Endothel identifiziert. Eine klinische Anwendbarkeit erscheint
in diesem Fall durch die Antagonisierung der positiven C-Peptid Effekte durch Insulin
allerdings unwahrscheinlich.

Erythropoietin und seine langlebigeren Derivate, wie Darbepoetin-alpha, werden in
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der Klinik zur Steigerung der Hamatopoese bei niereninsuffizienten Patienten verwendet,
gleichzeitig aber auch zunehmend im Leistungssport missbraucht. Obwohl allgemein
angenommen, war bisher nicht klar, inwiefern tatsachlich die Therapie mit diesen
Substanzen zu vermehrten Thrombosen fuhrt. Es konnte in einer weiteren Studie erstmalig
gezeigt werden, dass die exogene Applikation von Darbepoetin-alpha zu einer signifikanten
Hochregulation der anti-thrombogen wirksamen eNOS fiihrt, und dass dieser Mechanismus
entscheidend zur Vermeidung thromboembolischer Komplikationen beitragt. Das Wissen um
diese Zusammenhange ist in der Klinik von gro3er Bedeutung, da Patienten mit defizienter
Synthese von NO einem hohen prothrombogenen Risiko ausgesetzt sind. Dieses kénnte
auch erklaren, warum Darbepoetin-alpha bei Tumorpatienten, welche potentiell eine gestérte
endotheliale Funktion mit insgesamt prothrombogenem Status aufweisen, zu einer héheren
Mortaliat fihrt und daher zur Behandlung der tumorassoziierten Anadmie nicht mehr
zugelassen ist. Auf der anderen Seite ist der Einsatz von NO-Donatoren bei diesen Patienten
in Betracht zu ziehen und sollte in diesem Zusammenhang weiter untersucht werden.

Das Rauchen wird mit einer erhéhten Rate an thromboembolischen Ereignissen in
Verbindung gebracht. Es ist jedoch nach wie vor nicht geklart, ob das suchtverursachende
Nikotin oder einer der vielen anderen Komponenten des Zigarettenrauchs dafir
verantwortlich ist. Ebenso scheint das Thromboserisiko in Zusammenhang mit der Einnahme
von weiblichen Geschlechtshormonen erhéht. Eine Untersuchung zur mikrovaskuldren
Thrombogenitdt an méannlichen und weiblichen Tieren ergab keinen signifikanten Effekt
chronischer Nikotinapplikation in Tieren beiden Geschlechts, jedoch fUhrte die hochdosierte
intravendse Nikotingabe bei weiblichen Tieren zu einer signifikant schnelleren
Thrombusbildung. Dieses ging einher mit einer erhdhten endothelialen Aktivierung. Aufgrund
dieser Ergebnisse kann eine geschlechtsspezifische Wirkung der nikotinvermittelten
Thrombogenitdt vermutet werden. Daher sollte in der Klinik der Einsatz der

Nikotinsubstitution zur Raucherentwéhnung vor allem bei Frauen kritisch Uberdacht werden.

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass eine Beeinflussbarkeit der
mikrovaskuldren Thrombogenitat in Kenntnis der zugrunde liegenden molekularen, zellularen
und humoralen Vorgénge auf verschiedensten Ebenen mdglich ist. Die Anwendung der in
dieser Arbeit charakterisierten Beeinflussungsmdéglichkeiten in klinischen Studien kénnte zur
Entwicklung neuer und viel versprechender Praventions- und Therapieoptionen in der

Chirurgie beitragen.
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