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2 Einleitung

Schon seit geraumer Zeit ist die Existenz von Mikropartikeln im menschlichen Blut
bekannt[1]. Man konnte diese in geringer Zahl sowohl bei gesunden Personen, als auch in
stark erhohter Konzentration bei bestimmten Erkrankungen nachweisen. Pathologische
Zustande, die mit einer erhdhten Zahl an Mikropartikeln einhergehen, sind z.B. die Koronare
Herzerkrankung[2], Adipositas, septischer Schock[3] und ebenso zahlreiche
Tumorerkrankungen[4]. Mikropartikel konnen auf mannigfaltige Art und Weise entstehen
und doch wurde in der Vergangenheit meist lediglich die Existenz der MP nachgewiesen, es
blieb jedoch unmoglich, den Entstehungsprozess selbst zu beobachten. Durch Adaption
einer Methode der real-time Mikroskopie (RICM) zur Beobachtung der Thrombozyten unter
linearen Stromungsbedingungen verbunden mit einem Videoaufnahmesystem war es uns
erstmals moglich, die Entstehung von Mikropartikeln unter direkter Beobachtung in Echtzeit
aufzuzeichnen und sie anschliefend nach Perfusionsfixierung durch Elektronenmikroskopie
und funktionelle Assays naher zu charakterisieren. Die hierbei gewonnenen Erkenntnisse zur
scherinduzierten Bildung von Mikropartikel fihrten in einem zweiten Schritt zur Aufdeckung
eines neuen Mechanismus der Plattcheninteraktion, der ausschlieRlich auf einer temporaren
Gplb-VWF Interaktion ohne Aktivierung der Plattchen beruht. Diese Erkenntnisse beziiglich
der initialen Plattchenadhaesion wurden anschliefend in vitro an unter klinischen
Routinebedingungen gelagerten TK in einer Flusskammer mit wandparalleler Stromung und
per DurchfluRzytometrie sowie mit Hilfe funktioneller Gerinnungsassays Uiber einen
Zeitraum von sieben Tagen untersucht. TK sind heutzutage wie viele andere Blutprodukte zu
einem elementaren Bestandteil der modernen Hochleistungsmedizin geworden. Ob nun zur
Therapie akuter Blutungen nach groRen Blutverlusten oder zur Blutungsprophylaxe nach
Chemotherapie induzierter Thrombozytopenie, die standige Verfligbarkeit von TK ist von
enormer klinischer Wichtigkeit. Als groBes Problem erweist sich hier die beschrankte
Lagerungsdauer, welche die standige Vorratshaltung von TK zu einer groRen logistischen
Herausforderung macht. Wahrend bei anderen Blutprodukten durch eine Lagertemperatur
knapp Uber dem Gefrierpunkt eine Aufbewahrung lGber Monate ermdglicht wird, ist bei
Thrombozyten eine Lagerung bei Raumtemperatur notwendig, um eine Aktivierung und

Zerstorung der TK zu vermeiden [5]. Diese Temperatur birgt natirlich die erhéhte Gefahr
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einer bakteriellen Kontamination. Trotz verbesserter Produktionsverfahren ist dies eine sehr
ernst zu nehmende Gefahr wie aus den aktuellen Hamovigilanzdaten des Paul-Ehrlich-
Instituts hervorgeht. So befanden sich alle TK, deren Verabreichung zu einer tédlichen
Infektion mit humanpathogenen Erregern fiihrte, am Ende lhrer Haltbarkeitsdauer[6]. Daher
erscheint eine Verlangerung der aktuell genehmigten Haltbarkeitsdauer (4x24h +
Herstellungstag) aus mikrobiologischer Sicht zum aktuellen Zeitpunkt nicht sinnvoll. Doch ist
im Rahmen verbesserter GMP-konformer standardisierter Produktionsverfahren mit einer
Einddmmung dieses Risikos zu rechnen, so dass dann die Funktionsfahigkeit der TK auch
nach prolongierter Lagerung eine logistische und auch 6konomische Bedeutung gewinnt. Die
folgenden Experimente sollen dazu beitragen, die Qualitdt der Thromobozyten innerhalb der

gesetzlich vorgeschrieben Lagerungsfrist und dartber hinaus zu beurteilen

Die Arbeit beginnt mit einem kurzen Uberblick iber das Gerinnungssystem und geht hier
insbesondere auf die Effektoren der zellularen Hdmostase ein und gibt einen Einblick in die
gangige Verwendungspraxis von TK. Anschliefend werden die von mir durchgefiihrten
Experimente dargestellt und die hierbei gewonnenen Daten im Ergebnisteil aufgefihrt. Die
Diskussion versucht dann, diese Daten im Kontext der bereits bestehenden Wissenslage zu

interpretieren und die wesentlichen Erkenntnisse herauszuarbeiten.

2.1 Die Himostase

Die Hamostase (von griechisch: Hdma = Blut und Stasis = Sillstand, Stockung) ist ein
lebenswichtiger Prozess, der den Koérper bei Verletzungen vor gréRBeren Blutverlusten
bewahrt. Das komplexe Zusammenwirken zwischen Plasmaproteinen, zelluldren
Bestandteilen des Blutes sowie der arteriellen GefaBwand wird im folgenden beispielhaft

dargestellt [7].:

e Vaskuldre Hamostase: Die Membrana elastica interna kontrahiert sich nach einer
Verletzung der GefaRintegritat starker als die Gbrigen Wandschichten. Dadurch stiilpt
sich die GefaRinnenwand in das Lumen der Arterie oder Arteriole und flihrt somit zu
einem schnellen, provisorischen und meist inkompletten Verschluss[8].

e Zellulare Hamostase: Haupteffektoren der zellularen Hamostase sind die

Thrombozyten. Durch schnelle Anheftung (Adhaesion) sowie gegenseitige
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Verklumpung (Aggregation) wird eine Abdeckung der Blutungsstelle ermoglicht. Bei
der Anheftung muss hier zwischen einer initialen transienten Adhaesion und einer
folgenden permanenten Adhdsion unterschieden werden[9]. Fiir den jeweiligen
Prozess sind unterschiedliche Oberflachenrezeptoren verantwortlich. Hierauf wird im
folgenden Kapitel ndher eingegangen. Zudem wirken von den Thrombozyten
abgegebene Substanzen auf die beiden anderen Saulen der Hamostase:
Vasokonstriktorien zur Verstarkung der arteriellen Kontraktion wie z.B. das Serotonin
sowie Prokoagulantien zur Beschleunigung der plasmatischen Himostase[10].

e Plasmatische Hamostase: Durch das hierbei entstehende Fibrin wird der
Plattchenthrombus verfestigt. Dies sorgt flir einen dauerhaften Verschluss der

Verletzungsstelle[7].

Im Folgenden werde ich nun nadher auf die zelluldare Himostase eingehen:

2.2 Thrombozyten

Erstmals charakterisiert wurden diese in unabhdngigen Forschungsarbeiten am Ende des 19.
Jahrhunderts als farblose Teilchen die deutlich kleiner sind als die schon bekannten roten
und weillen Blutkdrperchen[11]. Sie sind bikonvexe diskusdahnliche Scheiben mit ca. 3um
Durchmesser und einer Dicke von ca. 1 — 1,5um. Ihren Ursprung haben sie im Knochenmark
als Membranabschniirungsprodukte von Megakaryozyten[12]. Eine einzelne dieser
Riesenzellen produziert im Laufe ihrer Lebensdauer im Durchschnitt zwischen 1000 und
3000 Thrombozyten[13]. Zunéachst sind diese Membranabschnirungsprodukte groRer als die
endgultigen Thrombozyten und oft kommt es dazu, dass zwei Thrombozyten zunachst noch
durch einen diinnen Membranschlauch zu einem hantelférmigen Gebilde vereinigt sind.
Man spricht daher bei dieser Vorstufe der Thrombozyten auch von Proplatelets[12]. Die
endgultige Plattchenform bildet sich erst im Rahmen der systemischen Zirkulation heraus,
wahrscheinlich im Bereich der Pulmonalarteriolen. Darauf deutet die Tatsache hin, dass die
Anzahl der Proplatelets in prapulmonalen groRer als in postpulmonalen Arteriolen ist[14].
Auf diese Weise werden pro Tag ca. 35 000 — 40 000 Thrombozyten/ul Blut neu gebildet
[15]. Nach der Abgabe in das zirkulierende Blut betrigt die Uberlebensdauer der
Thrombozyten 7-10 Tage, danach werden sie in Lunge, Leber und vor allem in der Milz

abgebaut.
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Im GefdBsystem Uberwachen die Thrombozyten kontinuierlich die GefaRintegritat. Durch
den hamodynamischen Prozess der axialen Migration werden die Erythrozyten von der
GefaBwand abgehoben, driangen hin zum Lumen und verdrdngen hierdurch wiederum die
Thrombozyten an den Randbereich der Stromung[16, 17]. Durch diese stromungsbedingte
Entmischung und Umverteilung der Erythrozyten und Thrombozyten konzentrieren sich die
Blutplattchen in der nur wenige Mikrometer dicken und dem Endothel anliegenden
Plasmagrenzschicht. Hierdurch haben mit der Blutstromung bewegte Thrombozyten
standigen Kontakt mit dem Endothel und werden so passiv befidhigt, die GefaBwand nach
etwaigen Defekten bzw. Leckagen abzusuchen. Dieser relative Uberschuss an Thrombozyten
im Bereich der GefalBwand erklart, warum in der klinischen Praxis erst ein Abfall der
Thrombozytenzahl weit unterhalb des Normwerts zu Blutungsereignissen fihrt. Es erklart
aber auch warum bei einer Andamie, trotz eventuell suffizienter Thrombozytenzahl, schwere
Blutungskomplikationen auftreten konnen[18]. Kommt es nun zu einer Aktivierung der
Thrombozyten, z.B. durch frei liegende subendotheliale Kollagenfibrillen im Bereich einer
verletzten GefaBwand, beginnt eine komplexe Kaskade aus mechanischen
Rezeptorinteraktionen und biochemischen Botenstoffen, auf die im Folgenden néher

eingegangen wird.

Ihre reichhaltige Ausstattung mit enzymatischen Botenstoffen ermoglicht es den
Thrombozyten zudem weiteren Blutplattchen an der Stelle einer GefdlRverletzung eine
permanente Adhdsion zu erleichtern. So sind Plattchen in der Lage neben Fibrinogen,
Thrombospondin und Faktor V auch noch in a-Granula gespeicherten VWF, PAF, ADP und
Calcium freizusetzen[19]. Dadurch erfolgt eine positive Riickkopplung auf die beiden
anderen Saulen der Hamostase, zum einen durch ein Calcium- und ADP vermittelte
Vasokonstriktion, zum anderen durch eine Verstarkung der Fibrinsynthese. Die
Thrombozyten selbst dndern im Laufe des Aktivierungsprozesses ihre Form und erreichen
durch das Ausstiilpen von Pseudopodien eine deutliche VergroBerung lhrer Oberflache

sowie eine regelrechte Verzahnung.

2.3 Mikropartikel

Klassischerweise werden als Mikropartikel Zellmembranfragmente mit einem Durchmesser

von 0,1 - 1um bezeichnet, deren Erstbeschreibung 1967 unter dem Begriff ,Platelet Dust”
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erfolgte[1]. Wahrend man zunachst davon ausging, dass nur Blutpldttchen als Quelle dieser
Mikropartikel in Frage kamen, zeigte sich spater, dass diese auch von verschiedenen anderen
Zellen wie z. B. Leukozyten, Erythrozyten, glatte Muskelzellen und Endothelzellen
abstammen kénnen. Nach bisher gangiger Meinung entstehen Mikropartikel in Anwesenheit
physiologischer Calciumkonzentrationen als eine Folge von Zellaktivierung oder als Zeichen

einer eingeleiteten Apoptose[20].

Wahrend wenig Uber den intravesikalen Anteil bekannt ist, besteht die Hille der
Mikropartikel aus einer doppellagigen Phospholipidmembran, die zellspezifische Rezeptoren
entsprechend ihrer Herkunft aufweist. So kann man auf der Oberflaiche monozytarer
Mikropartikel den CD 14 Rezeptor, auf der Oberflaiche thrombozytarer Mikropartikeln
plattchenspezifische Antigene wie CD 42b oder CD 41 nachweisen. Somit ist mit Hilfe der
Durchflusszytometrie eine Zuordnung der nachgewiesenen Mikropartikel zu ihren

Ursprungszellen moglich.

Auf Mikropartikeln finden sich haufig Marker einer Zellaktivierung wie zum Beispiel P-
Selektin und Phosphatidylserin. Diese sind ein Indikator fir eine aktivierte Zellmembran, da
sie bei einer intakten Zellmembran auf der Oberflache nicht nachweisbar sind. Die Exposition
der normalerweise auf dem inneren Membranblatt gelegenen Phosphatidylserinanteile
bedeutet also, dass eine Membran-Umverteilung stattgefunden hat[21]. Zudem gelang
bereits mehrfach der Nachweis von Tissue Factor auf MP, einem potenten Akzelerator der
Gerinnungskaskade, so dass vermutet wurde, dass diese Mikropartikel Einfluss auf das
Gerinnungssystem nehmen koénnten[22]. Diese These wird dadurch untermauert, dass
Mikropartikel unter zahlreichen pathologischen Konditionen erhoht sind, die mit einer
Stoérung der Hamostase einhergehen. Erhohte MP Konzentrationen konnten z.B. bei
Zustanden nach Apoplexie oder Myokardinfarkt nachgewiesen werden[23] oder auch haufig
bei Tumorerkrankungen[24]. Aber auch bei Diabetes mellitus, Adipositas und Sepsis zeigt
sich haufig eine deutlich erhdhte Anzahl zirkulierender Mikropartikel[25, 26]. Im Gegensatz
dazu ist lhre Anzahl z.B. beim Scott Syndrom, einer hereditdaren hamophilen Diathese,
deutlich vermindert[23]. Die Herkunft der Mikropartikel scheint abhangig von der Art der
Erkrankung zu variieren. So finden sich bei Patienten mit Diabetes mellitus hauptsachlich

Mikropartikel granulo-, mono- oder lymphozytdarer Herkunft, wahrend die in geringen
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Mengen auch bei gesunden Patienten nachweisbaren Mikropartikel Uberwiegend

thrombozytarer Genese sind[25].

2.4 Von Willebrand Faktor

Der VWF hat im Rahmen der komplexen Gerinnungskaskade im Wesentlichen zwei
Funktionen. Zum Einen dient er dem Gerinnungsfaktor F VIII als Transportprotein und
schiitzt dieses vor einem vorzeitigen enzymatischen Abbau. Zum Anderen vermittelt der
VWEF die Plattchenadhdsion und nimmt damit eine zentrale Rolle in der primaren Hamostase
ein. VWEF ist das groRte bekannte Plasmaprotein (Molekulargewicht des Monomers: 278
kDa) und findet sich im Plasma als Multimere von > 500 kDa bis hin zu Polymeren mit einer
GroRRe von mehr als 10000 kDa[27]. Bei physiologischen Stromungsgeschwindigkeiten wird
der VWF in geknduelter Form transportiert, wodurch seine A-1 Bindungsdomaéanen fiir den
thrombozytaren Gplb Rezeptor nicht exponiert sind. Mit einer Erhéhung der Scherrate Gber
eine kritische Grenze von ygit = 5 000s™ geht der VWF in eine elongierte Form Uber[28], was
zur Exposition einer Bindungsstelle innerhalb der A1 Domane fiihrt und somit wiederum die
Adhdsion von Thrombozyten mittels des GPlb-Rezeptors erméglicht[29]. Diese Verdnderung
ist rein scherungsabhangig und reversibel. Sobald die Scherungsrate erneut unter die
kritische Schwelle sinkt, faltet sich der VWF wieder in die urspriingliche, gekndulte Form
zurlick[28]. Der VWF Faktor ist in der Lage, sich mit Hilfe seiner A3-Domane an
subendotheliale Bindegewebsstrukturen wie z. B. fibrillares Kollagen Typ | und Typ Il
anzuheften[30] und ermoglicht somit zum einen die initiale Plattchenadhédsion mittels der
Gplb-VWF Interaktion und zudem auch den permanenten Plattchenarrest an der
Verletzungsstelle durch Integrin allbB3-Interaktion. Im Gegensatz zu anderen an der
Blutstillung beteiligten Proteinen ist der VWF also ein Agonist der ersten Sekunde, das heif3t,
falls es zu einer Blutung kommt ist der im Plasma zirkulierende VWF sofort alleine durch die
Anderung der Strémungsbedingungen einsatzbereit und muss nicht zuerst enzymatisch
aktiviert werden[31]. Dies macht natdrlich nur Sinn, da der Interaktionspartner Gplb auf der
Plattchenmembran in grofRer Zahl prasent ist und somit alleine durch die Exposition der A-1
Domane eine Plattchenadhasion ermaoglicht wird. Zusatzlicher VWF kann dann aus Speichern
in Form der thrombozytaren a-Granula sowie aus Endothelzellen rekrutiert werden. Vor

allem die hoch polymerisierten VWEF-Molekiile (,High molekular weight VWEF,
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Molekulargewicht > 6000 kDa) gelten als hamostatisch und thrombotisch aktiv[29]. Seine
klinische Relevanz zeigt sich deutlich beim von Willebrand Jirgens Syndrom, das zu einer
insuffizienten Blutstillung fUhrt, insbesondere wenn das hdamostatische System z.B. durch

chirurgische Eingriffe belastet wird[32].

2.5 Die Bedeutung der VWF-GPIba-Achse fiir die Thrombozytenadhision

Die VWF bindende Doméane des GPlb-IX-V-Rezeptorkomplexes befindet sich im N-Terminus
der GPlba Untereinheit und wird extrazellular in einem 500 A langen Proteinstrang
exprimiert. Durch diese ist das Plattchen auch unter erhdhten Scherraten in der Lage, sich an
die exponierte A1 Domadne des VWF anzuheften. Die Anheftung erfolgt hierbei Uber
bestimmte Membranareale von ca. 0,05 — 0,25pm2 GroRe, an denen sich bis zu 100 GPlb-
Rezeptoren befinden. Diese so genannten DAPs (Discrete Adhaesions Point) sind in der Lage
einer Kraft von bis zu 160pN zu wiederstehen. Durch die Ballung vieler Rezeptoren an einer
diskreten Stelle (Clustering) entspricht dies lediglich einer Kraft von nur 1,6pN pro
Bindungsstelle und vermindert daher das Risiko einer Uberbelastung und damit eines
Funktionsverlustes der Einzelbindungsstelle[33]. Diese Interaktion ist jedoch nur von
transienter Dauer und kann nicht die Ausbildung eines dauerhaften Wundverschlusses
bewirken. Hierzu ist die Beteiligung weiterer thrombozytédrer Rezeptoren wie z.B. Integrin
a2B1 oder GpVI noétig, die jedoch erst durch das VWF vermittelte Abbremsen maoglich wird.
Verhindert man diese nachtraglichen Interaktionen, d. h. ermoglicht man nur die GPlb-VWF
Interaktion, kommt es dazu, dass der durch den Flissigkeitsstrom auf den Plattchenkorper
einwirkende Scherstress nach einer gewissen Zeit starker wird als die durch die Oberflachen-
Membran-Interaktion ausgeilibte Haltekraft. Der Plattchenkérper bewegt sich nun in
Stromungsrichtung und es zeigt sich das Bild des Rolling, d.h. das Plattchen ,rollt” mit
gegeniber der Hauptstromung deutlich verminderter Geschwindigkeit von Bindungsstelle zu
Bindungsstelle und kommt hiermit seiner Uberwachungsfunktion der GefaRintegritit nach.
Die Geschwindigkeit mit der sich das Plattchen aufgrund der Gplb-VWF Interaktion nun
fortbewegt betragt typischerweise nur noch ca. 2% der Geschwindigkeit, mit der sich ein
nicht interagierendes Plattchen in dem gleichen Abstand von der Oberflache, das hief8t in
der selben Stromungsschicht, fortbewegt[34]. Wird die von der Stromung auf das Plattchen

ausgelibte Kraft nun noch starker, so ergibt sich das Phanomen des Tethering, d.h. das
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Plattchen adhariert mit Hilfe der GPlb-VWF-Interaktion an der Oberflache, jedoch wird nun
aus dem Plattchen ein Membranschlauch analog einer Ankerleine herausgezogen, der das
Plattchen letztendlich zum Stillstand bringt oder von diesem abreif3t[35]. Dies ist ein passiver
Vorgang der aktivierungsunabhangig stattfindet. Die Plattchenmembran zeigt sich auch nach
der Tetherentstehung in einem inaktivierten Zustand und die so entstandenen Tether
unterscheiden sich anhand ihres geringeren Durchmessers von aktiv ausgestilpten

Pseudopodien.

tether P

platelet

X20,000 —— 500 nm

Abbildung 1 — Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Tether und Mikropartikel Entstehung: Perfusionsfixiertes
Préparat nach Perfusion von Citrat antikoaguliertem Vollblut (250 000 Plittchen/pl) iber eine mit VWF-DA1 beschichtete
Oberflache mit einer Scherrate von y,=30 000s™ (250 000 Plattchen/pl). Links unten im Bild adhirentes Plittchen in
inaktiviertem Membranzustand mit davon ausgehendem Tether. Dariiber isolierte Mikropartikel und rechts daneben
elongierter Tether[33].

Hervorzuheben ist hier, dass die physiologische Relevanz der VWF-GPIb Interaktion analog
zum Anstieg der Scherungsrate zunimmt. Wahrend in einem Strémungsbereich von 0 —
1000s™ auch andere Rezeptoren an der primiren Adhasion beteiligt sind, wird deren
Funktion mit zunehmender Scherrate immer unbedeutender. Diese Funktion wird hier mehr

und mehr von der GPlb-VWF Interaktion Glbernommen um in Stromungsbereichen oberhalb
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von 10 0005'1, wie sie z.B. in einer zu 90% stenosierten Koronararterie vorkommen,
schliellich vollstandig darauf zu beruhen. Solche Scherraten spielen aber nicht nur bei
pathologischen Zustidnden eine Rolle sondern auch bei einem physiologischen
Waundverschluss im Rahmen der reguldaren Hamostase, bei der die Scherraten stetig
zunehmen, je kleiner die zu verschlieBende Blutungsstelle durch standige
Plattchenablagerung wird[36]. Wenn die Plattchen hier nicht befahigt waren, extremen
Stromungsbedingungen zu wiederstehen, dann ware der Prozess der zellularen Hamostase

stets kurz vor Erreichen des Wundverschlusses zum Scheitern verurteilt.

2.6 Tissue Faktor

Tissue Faktor (auch Blutgerinnungsfaktor I, CD 142, Thrombokinase oder
Gewebsthromboplastin) ist ein 47 kDa grolRes Protein, das vor allem von glatten
Muskelzellen der GefaBlwand exprimiert wird und dadurch das GefalR wie eine schiitzende
Hille umgibt[37]. Das reife Protein besteht aus einer 219 Aminosauren langen
extrazellularen, einer 23 Aminosdauren umfassenden transmembrandsen und einer 21
Aminosauren kurzen zytoplasmatischen Doméane[38]. Kommt es zu einer Verletzung der
Gefallintegritait wird durch diesen intramuralen TF eine sofortige Aktivierung der
extrinsischen Gerinnungskaskade eingeleitet. Hierbei wird das im Plasma geloste
Proconvertin (Faktor VII) durch den Kontakt mit TF im Beisein von Calcium zu Convertin
(Faktor Vlla) aktiviert und ist dadurch in der Lage, die Faktoren X und IX zu aktivieren und so
die Bildung von Thrombin sowoh! auf dem extrinsischen Weg als auch tber Faktor I1Xa und
VIl Gber den intrinsischen Weg zu bewirken. Durch die Verknlpfung unterschiedlicher, sich
gegenseitig aktivierender Signalwege wird eine starke Amplifikation des urspriinglichen

Signals erreicht und damit die Gewahrleistung einer raschen und effizienten Hamostase.[39]

Neben dem klassischen intramuralen TF konnte in neueren Forschungsarbeiten ebenfalls im
Blut zirkulierender TF nachgewiesen werden. Dieser wurde als intravasaler oder blood born
TF bezeichnet und war vor allem auf der Oberflache von Blutzellen und Mikropartikeln
nachzuweisen[40]. Der scheinbare Wiederspruch, dass dieses hamostatisch hdchst aktive
Protein auch im Blut von gesunden Probanden nachgewiesen werden konnte erklart sich

dadurch, dass der TF hier zum GrofRteil in einer physiologisch inaktiven, einer sog. encrypted
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Form vorliegt. In dieser Form ist er zwar in der Lage den aktivierten Faktor Vlla zu binden,

jedoch ist er nicht in der Lage, selbststandig eine Aktivierung von Faktor VIl auszulésen[41].

2.7 Thrombin

Thrombin (Faktor Ila) stellt den gemeinsamen Endpunkt sowohl der extrinsischen als auch
der intrinsischen Gerinnungskaskade dar. Das Zusammenlaufen beider Wege macht deutlich,
dass hier einer der Knotenpunkte des Gerinnungsvorganges liegt. a-Thrombin ist eine
trypsinartige Serinprotease, die von der Leber als inaktives Prothrombin (Faktor 1)
synthetisiert und ins Plasma abgegeben wird. Dort wird es vor allem durch die aktivierte
Form des Stuart-Prower-Faktors (Faktor Xa) in seine funktionell aktive Form gespalten und
ist dadurch in der Lage, Fibrinogen (Faktor ) zu Fibrinmonomeren zu spalten und somit eine
wirksame Hamostase zu bewirken. Aufgrund von positiven Rickkopplungsmechanismen ist
durch eine gesteigerte Thrombin Entstehung bis zu 20 000-facher Beschleunigung der

Gerinnungskaskade moglich[42].

Thrombin wirkt jedoch auch auf zellularer Ebene, indem es direkt Endothelzellen,
Leukozyten und Plattchen aktivieren kann. Diese Aktivierung erfolgt G-Protein vermittelt mit
Hilfe spezifischer Thrombin Rezeptoren wie z.B. den Protease aktiviertem Rezeptoren (PAR-
1,3,4), die auf Plattchen und Monozyten zu finden sind[43]. So werden z. B. aktivierte
Monozyten durch Thrombin zur Bildung von Tissue Faktor angeregt, der nun wiederrum
Uber den extrinsischen Gerinnungsweg zur vermehrten Bildung von Thrombin fiihrt[44].
Ebenso ist eine Aktivierung der Gerinnungskaskade mit Hilfe des GPlb/V/IX-Komplexes
moglich, bei dem die GPlba Untereinheit in der Lage ist Thrombin zu binden[45]. Dies
wiederrum flihrt zur Expression prokogulanter Mediatoren auf der Plattchenoberflache wie

z.B. P-Selektin und Tissue Faktor.

Aufgrund dieses breiten Spektrums an physiologischen Funktionen kommt dem Thrombin
eine Schlisselrolle bei der Pathogenese arterieller Thrombosen und vaskularer

arteriosklerotischer Lasionen zu[46].
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2.8 Thrombozytopenie und deren Therapie

Der Einsatz von TK in der klinischen Routine begann mit der Einfihrung des
Plastiklagerungsbeutels in den frithen 60er Jahren des 20. Jahrhunderts. Zunachst wurde das
durch  ,weiche” Zentrifugation gewonnene PRP direkt reinfundiert[47]. Den
durchschlagenden Erfolg als Therapieoption bei Thrombozytopenie brachte aber erst die
Erkenntnis mit sich, dass auch eine , harte” Zentrifugation des PRP die Funktionsfahigkeit der
Plattchen nicht verschlechtert und somit eine Konzentrierung der Blutplattchen und damit

die Verabreichung therapeutischer Dosen moglich wurde[48].

Aufgrund der praktischen Alleinstellung als Organellen der zelluldren Hamostase kommt den
Thrombozyten eine herausragende Stellung in der primaren Hamostase zu. Entsprechend
gravierend sind die Folgen bei einem Fehlen der Blutplattchen. Da der plasmatische Teil der
Blutgerinnung redundant abgesichert ist, zeigt der Verlust eines einzelnen Elementes der
Kaskade oft keine unmittelbar dramatische Wirkung. Ganz anders sieht die Sache bei der
nicht Verfligbarkeit von Thrombozyten aus. Deren Funktion kann von keinem anderen im
Blut vorhandenen Teilchen Gbernommen werden und daher kommt es bei deren Verlust zu
einer ineffektiven Blutstillung. Zum Glick sind normalerweise im Organismus immer
Plattchen in Uberzahl vorhanden, so dass auch bei einem Verlust von bis zu 90% der
Thrombozyten die verbleibenden Blutplattchen immer noch in der Lage sind, eine
ausreichende Blutstillung zu gewahrleisten (durch Mechanismen die im vorausgehenden
Text ausfiihrlich beschrieben wurden wie z.B. die axiale Migration). Dennoch wird der
Einsatz von TK in der modernen Hochleistungsmedizin immer haufiger, wie z. B. bei Zustand
nach einer Massivblutung mit konsekutiven Volumenersatz[49], dem Zustand nach
Chemotherapie mit einer Schadigung des blutbildenden Knochenmarks oder auch bei einer
passageren, megakaryozytaren Thrombozytopenie, die z.B. Alkohol, Medikamente oder
Viren zur Ursache haben kann [50]. Dann stellt die Transfusion von TK oft die einzig
wirksame Moglichkeit dar, lebensbedrohliche Blutungskomplikationen zu verhindern oder
wirksam zu bekampfen. Im Folgenden sind die Indikationen fiir den Einsatz von TK in der

Chirurgie aufgelistet:

e Thrombozytenzahl < 50 000/ul und
» Polytrauma [51]
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» Mikrovaskulare Blutung [52]
» Operativer Eingriff mit groRerem Blutungsrisiko [53]
e Thrombozytenzahl < 100 000/ul und
» Akute Blutungen die entweder massiv oder bedrohlich sind oder bei denen
ein Transfusionsbedarf von mehr als einem EK/d besteht [51, 53]
» Operationen mit hohem Blutungsrisiko [53]

» Traumatische Hirnschadigung [51]

3 Fragestellung

Diese Arbeit knilpft in einem ersten Teil an die bisherige Forschungsarbeit der Arbeitsgruppe
um Herrn Prof. Reininger an, in der ein moglicher Weg zur Entstehung thrombozytarer
Mikropartikel durch die Interaktion einer immobilisierten VWF-Oberflache mit Blutplattchen
unter hohen Scherraten visualisiert wurde. Ob dieser Mechanismus auch bei der Entstehung
von Mikropartikeln ohne das Vorhandensein von immobilisiertem VWF eine Rolle spielt, ob
diese MP Entstehung auf einer Gplb-VWF-Interaktion beruhte und ob diese so erzeugten MP
selbst prokoagulatorisches Potential besitzen waren die Fragen, die ich mit den Kegel-Platte-
Rheometer Versuchen klaren wollte. Die Kegel-Platte-Rheometer Versuchsanordnung
erschien dazu gegeniiber der Flusskammer vorteilhaft, da hier alle in der Probe enthaltenen
Plattchen Uber einen ldngeren Zeitraum dem definierten Scherstress ausgesetzt sind und
nicht nur die Plattchen im Randsaum der Strémung. In der Flusskammer wirkt der
Scherstress auBerdem nur wdhrend des kurzen Zeitraums der Flusskammerpassage Die
Hypothese war daher, dass die Zahl der in den Kegel-Platte Versuchen erzeugten
Mikropartikel um ein Vielfaches grofRer ausfdllt als in den bisherigen Flussversuchen. Die
Ergebnisse meiner Versuche gingen in die 2006 in der Zeitschrift ,Blood” veroffentlichte

Publikation mit ein[33].

Desweiteren wollte ich herausfinden, welchen Einfluss die Lagerungsdauer auf die
Funktionsfahigkeit von TK unter hohen Scherraten hat. Zwar wurde in den letzten Jahren viel

Uber Einfluss der Lagerungsdauer auf TK geforscht, jedoch basieren die meisten Erkenntnisse
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auf Experimenten bei niedrigen Scherraten oder gar in Stase, wie sie funktionell fir
Thrombozyten wenig relevant sind. Die Versuche mit der Stroémungskammer erlaubten es
mir die Plattchenfunktion unter extremen Stromungsbedingungen zu testen, also in einer
Situation, in der eine intakte Plattchenfunktion Uberlebenswichtig sein kann. Die
zusatzlichen Messungen im Durchflusszytometer ermoglichten zudem Aussagen Uber die
Aktivierung von Plattchen, Verdanderungen der Morphologie und eine eventuelle MP
Generierung. Die koagulatorischen Auswirkungen dieser Plattchenaktivierung auf die
Thrombinentstehung wurden mit Hilfe des TDT-Testes quantifiziert. Das (ibergeordnete Ziel
dieser Versuche war es herauszufinden, ob TK innerhalb der in den gesetzlichen
Rahmenbedingungen vorgegebenen Lagerungsdauer an funktioneller Qualitdt verlieren
(insbesondere unter dem Aspekt von Stromungsbedingungen mit hohen Scherraten) und ob
aus funktioneller Sicht eine Verlangerung der aktuell vorgegebenen Lagerungsdauer moglich

und sinnvoll erscheint.

4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Thrombozytenkonzentrate

Die untersuchten Thrombozytenkonzentrate entstammen der reguldren Produktion der
Abteilung fur Transfusionsmedizin des Klinikums GroBhadern und wurden per Single
Apherese Verfahren gewonnen. Wahrend des Untersuchungszeitraumes wurden die TK
protokollgemald im Institut fir Transfusionsmedizin auf Schittlern bei RT gelagert und am
jeweiligen Versuchstag wurde das entsprechende Probevolumen anhand eines festgelegten
Protokolls mit Hilfe eines Probedosierers entnommen. Fir die Flussexperimente erfolgte
eine Rekonstitution der TK durch Zugabe von Erythrozytenkonzentraten der Blutgruppe 0
und Plasmakonzentraten der Blutgruppe AB, um eine Thrombozytenkonzentration von 200
000/ul und einen Hamatokrit von 40% zu erreichen. Die Zellkonzentrationen wurden per

Impendanz-Analyse (Sysmex GmbH, Norderstedt, Germany) kontrolliert.

4.1.2 Spenderblut
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Die Blutentnahme erfolgte bei gesunden Probanden mit Hilfe einer 19G Nadel aus einer
Cubital Vene. Das Blut wurde mit Na-Citrat (3,8%) antikoaguliert und zusatzlich mit PGE;
sowie Apyrase (1,5 ATPase U/ml) versetzt. Um plattchenreiches Plasma (PRP) zu erhalten,
wurde das Blut bei 170g fiir 15 min bei 252 C zentrifugiert und der entstandene Uberstand
vorsichtig mit Hilfe einer Pipette abgehoben. Zur Herstellung von plattchenarmen Plasma
(PPP) erfolgte eine weiterer Zentrifugationsschritt bei 1070g und 252 C fir 15 min. Fir einige
Experimente wurde die Aktivierung der Integrin oy Interaktion durch Zugabe von 8uM
Tirofiban blockiert. Die Wirksamkeit dieser Blockade wurde im Vollblutaggregometer
(Multiplate, Dynabyte, Miinchen) Uberprift. Zudem wurde fir einige C&P Experimente die
VWF — GPIb Interaktion durch Zugabe von NMC-4 Fab (Freundliche Uberlassung durch Herrn
Prof. Z. M. Ruggeri; Scripps Research Institute, La Jolla, CA) inhibiert. Die Experimente
wurden von der Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen geprift und
in Ubereinstimmung mit der Erklarung von Helsinki durchgefiihrt. Jeder Proband wurde tiber

den Zweck der Blutentnahme aufgeklart und hatte hierzu schriftlich sein Einverstandnis

bekundet.
4.1.3 Gerate
Durchflusszytometer Epics XL, Beckman Coulter (Krefeld, Deutschland)
Impendanzaggregometer Multiplate (,, multiple platelet function analyzer)
Dynabyte Medical (Miinchen, Deutschland)
Koagulations Tester ACL 9000, Instrument Laboratory
(Barcelona, Spanien)
Mikroskop Aufrechtes Mikroskop Axiskop 2 plus, Zeiss
(Jena, Deutschland)
Rheometer Haake Rheovisco 1, Thermo Electron Corporation,
(Waltham, MA, USA)
Spritzsaugpumpe Pump 33 Dual Syringe Pump, Harvard Apparatus
(Hollinston, MA, USA)
Sysmex Platelet Counter PL-100, TOA Medical Electronics (Kobe, Japan)
Videokamera Schwarz-weil} Videokamera AVT BC-71, AVT Horn

(Aalen, Deutschland)
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Videorecorder

4.1.4 Verbrauchsmaterialien

Butterflykanilen

Blutentnahmerohrchen

Glasdeckgldaschen

NV-HS 930, Panasonic (Osaka, Japan)

Safety-Multifly-Set (19-Gauge), Sarstedt (Nimbrecht,
Deutschland)

S-Monvette 10ml Coagulation, Sarstedt (NUmbrecht,

Deutschland)

24 x 50 mm, Corning BV (Schiphol-Rijk, Niederlande)

4.1.5 Chemikalien, Enzyme, Antikoérper

4.1.5.1 Chemikalien

Apyrase
(Adenosindi-/triphosphatase)

Kollagenreagens

A-6535, Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Horm®, Nycomed Pharma
(UnterschleiRheim, Deutschland)

Soweit nicht anders im Text vermerkt, stammen alle weiteren verwendeten Chemikalien von

der Firma Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

4.1.5.2 Enzyme und Hormone

Korntrypsininhibitor

Prostaglandin E;

4.1.5.3 Antikoérper

Anti-Integrin oyuBn

Anti-CD 41

Anti-CD 42b

CTI, Calbiochem, Merck Chemicals Ltd.
(Darmstadt, Deutschland)

PGE,, Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Tirofiban, MSD Sharp & Dohme
(Haar, Deutschland)

Monoklonaler IgG1 Maus-Antikoérper gegen humanes CD
41,FITC-konjugiert, IM 1756U, Immunotech
(Marseille, Frankreich)

Monoklonaler IgG1 Maus-Antikoérper gegen humanes CD
42b, FITC-konjugiert, IM 0648U, Immunotech
(Marseille, Frankreich)
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Anti-CD 62P Monoklonaler IgG1 Maus-Antikérper gegen humanes CD
62P, FITC-konjugiert A 51079, Immunotech
(Marseille, Frankreich)

Annexin V Annexin V-PE-Cy5, Biovision
(Mountain View, CA, USA)

Mause Ig-G FITC — Isotypenkontrolle, Immunotech
(Marseille, Frankreich)

Anti-VWF NMC-4 Fab, Prof. Z, Ruggeri
Scripps Laboratories (La Jolla, CA, USA)

4.2 Methoden

4.2.1 Flusskammer

Um die Adhéasionsfdhigkeit der Thrombozyten sowie deren Morphologie unter Fluss zu
visualisieren wurden Versuche in einer Stromungskammer durchgefiihrt. Die konstante
Stromung wurde durch eine Syringe-Pumpe (Harvard Apparatus, Boston, MA) erzeugt, die
das auf 372 Celsius temperierte Blut aus einem Reservoir durch die Flusskammer saugte. Die
Flusskammer selbst bestand aus einem Plastikquader mit Bohrloéchern als Zu- und Abfluss
sowie einer auf diesen Quader aufgelegten Silikondichtung und einem abdeckenden
Glasplattchen. Der eigentliche Flusskanalwurde zwischen Quader und Glaspladttchen (Boden-
und Deckplatte) und der Dichtungsmembran (Seitenwdnde) gebildet und durch eine

Deckplatte mit Schrauben auf dem Quader fixiert (Schematischer Aufbau siehe Abb. 2)..

Bohrungen fiir Kammer zu- und
abluhre}\de S{hléuche

) / X ® N

Kunststoffblock vl [o}

. ° Teil A

Silikonmembran

(offener Bereich: [ it
Flusskammer)

Glasdeckglaschen

Teil B

Deckplatte

1§

Abbildung 2 — Die Flusskammer setzt sich aus folgenden Elementen zusammen. Zum einen aus dem transparenten
Plastikquader mit Bohrungen fiir den Zu und Ablauf. Darauf wird die Silikonmembran aufgelegt deren Dicke die Hohe des
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Flusskanals bestimmt (Teil A). Zum Anderen aus dem Deckgldschen durch das eine Beobachtung der Stromung mdoglich
wird sowie der Deckplatte, die mit Hilfe von vier Eckschrauben die einzelnen Elemente der Flusskammer miteinander
verbindet (Teil B). Auf dem Deckglaschen kann nach Belieben eine Beschichtung aufgebracht werden (Fiir die hier
aufgefiihrten Experimente wurde VWF-DA1 verwendet; Abbildung modifiziert nach [54]).

Die Wandscherrate wird zum einen durch die Dicke der verwendeten Silikonmembran und
damit durch die Hohe des Flusskanales und zu anderen durch die Forderleistung der Pumpe
und damit durch das Flussvolumen pro Zeiteinheit definiert. Innerhalb der laminaren
Strémung wird die Scherrate durch den Geschwindigkeitsunterschied der einzelnen Laminae
(Stromungsschichten) zueinander bestimmt. Daraus folgt, dass die Wandscherrate den
Unterschied der Flussgeschwindigkeit als Funktion des Abstandes von der GefaBwand
wiedergibt[55]. Die Oberflaiche des Deckglaschens wurde mit rekombinanten VWF-A1l-
Domane-Dimeren (VWF-DA1) beschichtet. Dieses wurde aus dem Wachstumsmedium
transfizierter Drosophila Melanogaster Zellen gewonnen und liegen durch eine Bindung tber

Disulfid Briicken als Dimer vor[56].

4.2.2 Reflexions-Interferenz-Kontrast-Mikroskopie (RICM)

Eine Echtzeit-Beobachtung des Geschehens in der Flusskammer erfolgte mit einem Auflicht-
Mikroskop (Axioskop 2 plus; Carl Zeiss, Germany) mit einem Antiflex Objektiv (Plan-Neofluar
63x/1,25 Oil Ph3; Carl Zeiss) mittels Reflexions-Interferenz-Kontrast-Mikroskopie (RICM).
Diese Technik erlaubte eine Beobachtung derjenigen Vorginge, die direkt unter der
Deckglaschenoberflache stattfinden. Hierdurch wurde eine isolierte Betrachtung des
wandnahen Stromungsbereiches moglich, ohne hierbei durch die Stromung im restlichen
Kanal beeintrachtigt zu werden. Die Intensitat der angezeigten Objekte korreliert hierbei mit
ihrer Entfernung von der Oberflache. Je ndher sich das Objekt am Deckgldaschen befindet,
desto dunkler wird es angezeigt, je weiter weg desto heller. Die Funktionsweise der RICM-

Technik wird durch folgende Grafik illustriert:
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Abbildung 3 - Die hier dargestellt Abbildung gibt die Funktionsweise der RICM spiegelverkehrt zu dem von uns
verwandten Aufbau wieder. Das einfallende Licht wird von einem Polarisator zunachst linear polarisiert und von einem
Strahlenteiler in Richtung der Probe umgelenkt. Beim Durchlaufen des Objektivs wird ein A/4 Plattchen passiert, das das
linear polarisierte Licht in zirkular polarisiertes Licht umwandelt. Beim Auftreffen auf die Probe dndert sich durch die
Reflexionen die Polarisationsrichtung, sodass beim erneuten Durchlaufen des A/4 Plattchens linear polarisiertes Licht
entsteht, das senkrecht zur urspriinglichen Richtung polarisiert ist. Bevor das Licht detektiert wird, muss es einen
weiteren Polarisationsfilter, den sog. Analysator, passieren. Dieser ist nur fiir Licht exakt dieser Polarisationsrichtung
durchldssig. Streuung und Reflexe erfolgen zum groRten Teil im optischen Strahlengang vor dem A/4 Plittchen und
fiihren daher zu Licht das senkrecht zu dem an der Probe reflektierten Licht polarisiert wird. Diese stérende Strahlung
wird durch den Analysator unterdriickt. Durch die zusitzlichen Komponenten Polarisator, A/4 Plittchen und Analysator
kann eine deutliche Verbesserung des Kontrasts im Interferenzbild erreicht werden. Wahrend die Auflésung eines
Reflexions-Interferenz-Kontrast-Mikroskops in lateraler Richtung einem gewohnlichen Lichtmikroskop entspricht, kann in
axialer Richtung eine Auflésung von 5 nm erreicht werden. Das beobachtet Objekt wird analog seines Abstandes zur
Oberflache in Grauténen wiedergegeben (modifiziert nach [57])

Durch diese Technik ist es nicht notwendig, die zu beobachtenden Zellen mit
Fluoreszenzfarbstoffen zu markieren. Die Vorgiange entlang der Wand der Flusskammer
konnen nun zum einen direkt im Mikroskop beobachtet und zum anderen, um eine spatere
Datenauswertung zu ermoglichen, durch eine Videokamera auf einen Bildschirm libertragen
und per DVD-Recorder aufgezeichnet werden. Durch die verwendete Schwarz und Weil3
Kamera werden die Interferenzfarben in einer Grauskala registriert, bei der sich eine
Entfernung kleiner als 12nm von der Oberflache als schwarz widerspiegelt (= Entfernung

nullter Ordnung), eine Entfernung grofRer als 20nm als weil3. Alle Objekte die weiter von der
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Oberflache entfernt sind, verschwinden aus dem Focus. Die Simulation einer physiologischen
Strémung wurde durch die Anwesenheit von Erythrozyten gewahrleistet, die bei laminarer
Stromung zu einer Axialmigration der Erythrozyten und dadurch zu einer Konzentration der

Plattchen in den wandnahen Schichten fiihren.

4.2.3 Videoanalyse

Die mittels RICM gewonnenen Bilder wurden mit Hilfe der Software MetaMorph (Molecular
Devices, Downingtown, PA) derart bearbeitet, dass eine computergestiitzte Auswertung der
aufgezeichneten Flussvideos moglich wurde. Ein grofRes Problem in der Nachverfolgung der
einzelnen Objekte stellte hierbei die Eigenheiten der RICM Technik dar. Die einzelnen
Objekte kdonnen von Bild zu Bild abhangig von lhrer Auflageflache stark in ihrer GroRe
variieren. Zudem sind die einzelnen Objekte oft inhomogen und teilweise nicht
zusammenhangend, so dass in einem ersten Arbeitsschritt der computergestiitzten
Bildauswertung die einzelnen Objekt in bindre Graustufen umgewandelt wurden um
anschlieRend, durch VergroRerung der Objekte mittels Pixelmultiplikation, eine Vereinigung
nicht zusammenhéangender Einzelflachen zu einzelnen Objekten zu erreichen, ohne hierbei
nicht zusammengehdrige Objekte zu verschmelzen. Zudem gelang es, durch Subtraktion
eines stationdaren Hintergrundbildes eine Reduktion des Hintergrundrauschens und eine
Egalisierung eventueller Inhomogenitaten der Ausleuchtung des Bildes zu erreichen.
AnschlieBend wurden Parameter definiert, innerhalb derer sich die einzelnen Objekte, in
diesem Fall einzelne Plattchen bewegten. Abzugrenzen hiervon waren an der unteren
GroBengrenze einzelne Tether bzw. einzelne DAP’s, die keinem ganzen Plattchen zugehorig
waren und zum anderen Konglomerate von mehreren Pldttchen, die sich im Fluss- und
Rollverhalten von dem einzelner Plattchen unterschieden. SchlieRlich galt es noch die
maximale Distanz festzulegen, die von einem Plattchen innerhalb eines Bildwechsels
zurlickgelegt werden kann und wie weit es dabei maximal von seiner eigentlichen
Bewegungsachse abweicht. Diese zusatzlichen Informationen ermdglichten es sogar solche
Objekte weiterzuverfolgen, die fur einen kurzen Augenblick aus dem Focus verschwinden.
Somit war eine computergestitzte Auswertung der Objektbewegung mit Hilfe eines
Kurzprogramms zur standardisierten computergestiitzten Analyse des Bewegungsablaufes

moglich. Die folgenden Bilder verdeutlichen die einzelnen Schritte der Bildauswertung:
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Abbildung 4 — RICM Originalbild aufgezeichnet per DVD Videorecorder. Rekonstituiertes TK iiber VWF-DA1 Oberflache
mit yy= 10 000s™.
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Abbildung 5 — Bindres Bild, stationares Hintergrundbild subtrahiert
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Abbildung 6 — Einzelobjekte vereinigt durch Pixeladdierung

Abbildung 7 — Von der automatischen Datenauswertung erfasste und weiterverfolgte Objekte

4-27



AnschlieBend wurden die so erlangten Daten hinsichtlich verschiedener Gesichtspunkte

ausgewertet:

Oberflachenbelegung:

Diese Darstellung gibt wieder, wie grol8 der Anteil der Oberflache ist, der wahrend
der Perfusion von Plattchen bedeckt wird und erlaubt daher einen Rickschluss auf
die Adhasionsfahigkeit derselben.

Rollgeschwindigkeit:

Diese spiegelt wieder mit welcher Geschwindigkeit ein Plattchen Uiber die Oberflache
wandert. Gemessen wird hier die insgesamt von der ersten Anheftung bis zum
Verlassen der sichtbaren Bildflache zurlickgelegte Strecke geteilt durch die Anzahl
der sichtbaren Einzelbilder. Die Einheit der Rollgeschwindigkeit ist somit in
pixel/frame angeben und kann dann anhand einer GroBenskalierung und der
verwendeten Bildwiederholungsrate in um/sec umgerechnet werden.
Pldttchenadhaesionsflache:

Da in der RIC-Mikroskopie die GroBe eines sichtbaren Objektes durch seine
Entfernung von der Oberflache bestimmt wird, gibt die gemessene PlattchengréRe
ebenfalls einen Hinweis auf die Adhasionsfahigkeit der Plattchen.

Stationdre Verweilzeit:

Bevor die Plattchen in ihre Rollbewegung entlang der Oberflache (ibergehen sind sie
zunachst oft in der Lage am Ort ihrer initialen Anheftung zu verweilen. Diese
Zeitspanne von der initialen Anheftung bis hin zu einer Translokation um mehr als die
Hélfte ihres Durchmessers wurde bestimmt und gibt somit einen Anhaltspunkt fir

eine intakte Plattchenfunktion.

Der hier eingesetzte DVD Recorder verwendet das PAL Bildsystem, das theoretisch mit einer

Auflosung von 720 x 576 Pixel bei einer Frequenz von 25 Hertz arbeitet. Bedingt durch die

mittlere Skalierung liegt die wahre Aufzeichnungsqualitdat bei 702 x 576 Pixel. Durch die

Umrechnung auf quadratische Pixel ergibt sich dann fiir die Datenauswertung im PC eine

endgultige Auflésung 768 x 576 Pixel. Um nun die dargestellten GroRReneinheiten in ein

reales GréBenmald umzurechnen wurde mit Hilfe eines Mal3stabes die PixelgroRe ermittelt.
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Der gesamte Bildbereich entsprach bei dem hier verwendeten Lichtweg einer Lange von

82,50um bei einer Breite von 61,85 um. Damit ergibt sich flir die Lange eines Pixels:

82,50um Bildlange
768 Pixel

Pixellange = =0,11pm

Fiir den Flacheninhalt eines Pixels ergibt sich:

Reale Bildflache _ 82,50um x 61,85um

Fliche A eines Pixels = -
ache A eines Pixels Pixelflache 768 x 576

= 0,011pm?

Die Rollgeschwindigkeit in Langsrichtung lasst sich folgendermaRen umrechnen:

m
X 25571 = 2,69 -

Geschwindiakeit v <Pixel) 0,11um
CSCRWMALGREt v =Y\ Frame Pixel s

4.2.4 Kegel-Platte-Rheometer
Das Cone and Plate Rheometer besteht im Wesentlichen aus einer fixierten Platte Uber der

sich ein beweglicher Kegel dreht und somit einen Scherstress auf die zwischen Plate und

Kegel befindliche Flissigkeit ausiibt, wie in der folgenden Abbildung veranschaulicht:

S

Abbildung 8 - Der Versuchsaufbau besteht aus einer metallischen Platte liber der sich ein ebenso metallischer Kegel
dreht. Abstand und Drehgeschwindigkeit konnen elektronisch reguliert werden. Mit Hilfe einer Warmwasserheizung und
in der Platte integrierten Wasserkandlen kann die Platte auf 37° Celsius temperiert werden. Zur Probenentnahme kann
der Kegel angehoben und die Proben dann mit Hilfe einer Pipette von der Platte abgehoben werden. [58].
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Der Abstand des Kegels zur Platte sowie die Drehgeschwindigkeit sind elektronisch regelbar.
In dem von mir verwendeten Gerat betrug der Winkel des Kegels 0,52 und der Abstand des
Kegels zur Platte 26um (Haake Rheovisco 1, Thermo Electron Corporation, Waltham, MA,
USA). Dieser Versuchsaufbau ermdglicht es, die gesamte Flissigkeit unterhalb des Kegels
mit der identischen Scherungsrate zu scheren. Die Platte wurde auf 372 Celsius temperiert
um physiologische Bedingungen zu simulieren und somit temperaturabhangige
koagulatorische Effekte zu verhindern. Wahrend der Scherung wurde kontinuierlich die
Viskositat der gescherten Probe gemessen. Hierdurch war es moglich, Riickschliisse auf
etwaige Fehlerquellen wie z.B. eingeschlossene Luft oder aber zu geringe Antikoagulation
und damit verbundene Gerinnselbildung zu ziehen. Eine etwaige Kontaktaktivierung der
Plattchen durch die Metalloberflachen wurde durch Verwendung von Corn Trypsin Inhibitor
(CTI; Calbiochem, La Jolla, CA) ausgeschlossen. Bei den Kegel-Platte-Experimenten kam PRP
zum Einsatz um die bei der Scherung von Vollblut unumgangliche Hamolyse zu vermeiden.
Zudem wurde Apyrase und Prostaglandin E; zugegeben, um eine Aktivierung der Plattchen
zu verhindern. Nach Applikation des Scherstresses wurde der Kegel angehoben und die

gescherte Flissigkeit zur weiteren Analyse entnommen.

Alle Versuche wurden doppelt durchgefiihrt und das gescherte PRP wurde gepoolt, um ein
ausreichendes Testvolumen fiir die Durchflusszytometrie und fir den Thrombin

Generierungs Test zu gewahrleisten.

4.2.5 Durchflusszytometrie

Fiir die Rezeptor- und Aktivierungsanalyse der Mikropartikel und Thrombozyten wurde ein
Durchflusszytometer (Coulter Epics XL, Beckman Coulter, Fullerton, CA) verwendet. Das
Prinzip der Durchflusszytometrie besteht darin, dass ein mit einem fluorochromen Farbstoff
markiertes Teilchen mit Hilfe eines laminaren Flissigkeitsstromes durch den
Anregungslaserstrahl gefiihrt wird. Der laminare Flissigkeitsstrom entsteht, indem die
Probensuspension durch Unterdruck angesaugt wird und vor und innerhalb der Messzelle
von einer schneller flieRenden isotonen Tragerflissigkeit umhillt wird (Sheath Fluid),
wodurch eine Separation der zu analysierenden Zellen erreicht wird. In der Messzelle wird
jede passierende Zelle nun von einem Laser mit der Wellenlange 488nm durchleuchtet und

der gebundene fluoreszenzmarkierte Antikorper wird hierdurch zur Aussendung von Licht
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diskreter Wellenlange angeregt. Dieses wird entsprechend seiner Wellenldnge von
dichromen Spiegeln umgelenkt und dann nach der Passage eines Bandpassfilters von
verschiedenen Detektoren registriert und in ein elektrisches Signal umgewandelt. In dem
von mir verwendeten Gerdt sind vier verschiedene Detektoren verbaut, so dass eine
Differenzierung von bis zu vier verschiedenen Oberflachenmarkern gleichzeitig moglich

wird.

SSC  side scatter,
Seitwartsstreulicht

FSC  forward scatter,
Vorwirtsstreulicht

FL1-4 Fluoreszenkanile 1-4

@
=
.
Q
4
-
e

Filter 530 nm

Filter 488 nm

Filter 585 nm

g teildurchldssige Spiegel
Filter 661 nm

Filter 488 nm
A Messkdivette
- B S
2 Tragerflussigkeit

Abbildung 9 - Funktionsweise Durchflusszytometer: Ein Laser der Wellenldnge 488nm trifft auf einzelne Objekte, die
umhiillt von Tragerflissigkeit den Strahl passieren. Anhand des hierbei absorbierten Lichtes wird der Forward scatter
bestimmt. Ein Teil des Lichtes wird abgelenkt und passiert Umlenkungsspiegel sowie Filter mit verschiedener Bandweite,
so dass eine Aufteilung des reflektierten oder emittierten Lichtes gemaR seiner Wellenldnge moglich wird. Mit Hilfe von
Bildverstarker Rohren wird das Lichtsignal in ein elektrisches Signal umgewandelt und eine digitale Verarbeitung
ermoglich[59, 60].
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Somit sind detaillierte Aussagen zu Oberflaichenmarkern der gemessenen Teilchen moglich.
Der Teil des Laserlichts, der durch die Teilchen zu einer Vorwartsstreuung fuhrt, erlaubt
einen Rickschluss auf die GroRe der gemessenen Teilchen (FSC). Normalerweise wir dieses
Signal als Auslésemechanismus fiir die Teilchenmessung verwendet (Trigger: FSC). Da in
meinem Fall jedoch Teilchen unterhalb der optischen Auflésungsgrenze nicht erfassbar
waren, wahlte ich einen optischen Kunstgriff: In meinen Experimenten wurde das
Fluoreszenzsignal im ersten Kanal als Auslosesignal gewahlt (Trigger: FL1). Somit konnten
Mikropartikel bis zu einer GroBe von 100 Nanometern Durchmesser sicher detektiert
werden. Die Proben wurden hierzu mit folgenden FITC-Anikdrpern markiert: CD 41, CD 42b,
CD 62P oder der entsprechenden IgG Kontrolle. Um sowohl eine Kontrolle der Zellherkunft
als auch des Membranzustandes gleichzeitig zu ermdglichen wurden die Proben mit CD 41
FITC und Annexin V PE-Cy5 markiert. Ein positives Signal in beiden Fluoreszenzkanalen
beweist nun durch das positive Fl-1 Signal die Plattchenherkunft, da Integrin allbp3 (CD 41-
Marker) zu den haufigsten Glycoproteinen auf Plattchenmembranen zdhlt, und dariiber
hinaus durch das positive FI-4 Signal des Annexin Markers auch das Vorhandensein von
Phosphatidylserin auf den Thrombozyten, die auf eine aktivierte Membranoberflache
schlieRen lassen. Der zusatzlich applizierte Fluoreszenzfarbstoff wurde hier bewusst im 4.
Kanal gewahlt um einen moglichst groRen Abstand zwischen den emittierten Wellenldangen
der beiden Fluorochrome zu gewihrleisten und damit das Risiko eines Uberstrahlens in den
benachbarten Fluoreszenzkanal von vornherein und ohne die Notwendigkeit einer

Kompensation auszuschlieRen.

Die per durchflusszytometrische Analyse gewonnenen Daten wurden am PC mittels Flow Jo
Software aufbereitet. Flow Jo ermdglicht ein nachtragliches Gating, also eine Einteilung der
gemessenen Ergebnisse in Untergruppen wie z.B. Plattchen und Mikropartikel. Die Gates
wurden anhand von fluoreszierenden Normpartikeln (gating beads) definiert. Hierzu wurde
Alexa-488 markierte Mikrospheren mit einem Durchmesser von 0,1lum verwendet

(Molekular Probes Europe, Leiden, Niederlande).

4.2.6 TDT-Test
Der TDT-Test (Thrombin Dynamics Test) erlaubt eine kinetische Quantifizierung der initialen

Thrombin Bildung auf dem extrinsischen Weg. Durch die Serinprotease Thrombin wird
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Fibrinogen zu Fibrinmonomeren gespalten und zuséatzlich werden durch eine Aktivierung des
Faktor Xlll die entstandenen Fibrinmonomere kovalent verknlipft, wodurch sich ein
guervernetzter, stabiler Fibrinthrombus ausbilden kann. Zusatzlich fungiert Thrombin durch
seine mannigfaltigen Riickkopplungsmechanismen als ein Potentator und Beschleuniger der
Blutgerinnung (z. B. Uber die Aktivierung von Faktor VIII und Faktor V), wie bereits im
vorhergehenden Abschnitt erlautert. Bisher war die Thrombin-Generierung in vitro nur mit
Hilfe von statischen Systemen nachweisbar, die es erlaubten, eine langsame
Thrombingenerierung (d.h. eine Thrombinentstehung innerhalb ca. einer Stunde) sichtbar zu
machen. Die Verwendung des TDT Test ermdoglicht es, die physiologisch viel bedeutsamere
schnelle Thrombingenerierung zu untersuchen und die Dynamik dieses Prozesses zu
guantifizieren. Hierzu wird die Extrinsische Gerinnungskaskade durch einen Kontaktaktivator
in Gang gesetzt. Dabei handelt es sich zum Einen um schon vorab in der Probe vorhandene
aktivierte Oberflachen bzw. exprimierten TF und zum Anderen um zusatzlich exogen
zugesetztes Thromboplastin. Als Probematerial kam in der vorliegenden Arbeit sowohl PPP
als auch PRP zum Einsatz. Der Test wurde mit Hilfe eines automatisierten Gerates
durchgefiihrt (ACL 9000, Instrument Laboratory, Barcelona, Spanien) und die dabei
erhobenen  Absorptionsdaten auf Diskette gespeichert. Die Einleitung der
Gerinnungsreaktion erfolgte durch Recalzifizierung mi 25 mM CaCl,. Oft reichte die Menge
der aktivierten Oberflachen alleine noch nicht aus um die Reaktion in Gang zu bringen, was
wiederrum die zuvor erwahnte Zugabe von geringen Mengen an Thromboplastin erforderte.
Der Ablauf der extrinsischen Gerinnungskaskade fiihrte zur Umwandlung des chromogenen
Substrats H-p-CHG-Ala-Arg-pNA*2AcOH (Ky = 15,9uM) durch das gebildete Thrombin und
hierdurch zur Freisetzung von p-Nitroanilin, dessen Absorption bei einer Wellenlange von
405nm kontinuierlich gemessen werden konnte. Die Zugabe eines Fibrin- Inhibitors (H-Gly-
Pro-Arg-Pro-OH*AcOH) verhinderte hierbei die Bildung eines Fibrin Gerinnsel, wodurch eine
storungsfreie  optische Messung ermoglicht wurde. AnschlieBend war eine

computergestiitzte Auswertung hinsichtlich zweier Parameter moglich:

e Zum einen liel sich die Zeit bis zum Erreichen der Maximalen optischen Dichte
bestimmen. Diese wird als Time to Peak bezeichnet
e Zum anderen war es durch die kontinuierliche Messung moglich, die maximale

Geschwindigkeit des Substratabbaus zu ermitteln, die dem steilsten Punkt der ersten
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Ableitung der Thrombingenerierungskurve entspricht. Der hierbei bestimmte Wert
wird als die Thrombin Dynamik bezeichnet und ihr Wert wird in mE/s bzw. in % des

Normalwertes ausgedriickt

Einfluss auf das Ergebnis hat nicht nur die in der Probe enthaltene Menge an aktivierten
Membranen sondern ebenfalls die Konzentration der Gerinnungsfaktoren. Der Einfluss der
Gerinnungfaktoren auf die Thrombin Dynamik ist in folgender Tabelle dargestellt. Ebenfalls

aufgefiihrt sind die Halbwertszeiten der aufgefiihrten Faktoren.

Tabelle 1: Einfluss der Gerinnungsfaktoren auf die Thrombin Dynamik

Exemplarische Darstellung des Einflusses der Konzentration verschiedener Gerinnungsfaktoren auf die Thrombin
Dynamik. Die Werte wurde durch schrittweise Verdiinnung von ISTH Normplasma mit Mangelplasma, bei dem einzelne
Gerinnungsfaktoren durch Immundepletion entfernt wurden, ermittelt. Aufgefiihrt ist die maximale Steigung der
Thrombingenerierungskurve (MAX) in mE/s. Den gréRten Einfluss auf die Thrombingenerierung zeigt wie zu erwarten
der Gehalt an Prothrombin [61]

Faktoraktivitat | HWZ(h) | 50% 25% 12,5% 6,3% 3,1% 1,6% 0,8%
Fll 100 106 92 62 42 31 20 14
FV 12 123 111 92 74 62 51 40
VIl 12 109 104 89 84 77 76 72
FX 40 105 91 80 67 61 55 44

Da im Rahmen der Kegel-Platte Experimente aber nur ein Vergleich zwischen behandelten
und unbehandelten Proben desselben Spenders zum gleichen Zeitpunkt angestellt wurde,

konnte dieser Punkt in der folgenden Betrachtung vernachlassigt werden.
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4.2.7 Thrombozytenaggragometer Multiplate®

Um die Thrombozytenaggregation zu bestimmen wurde das Multiplate®-System (= Multiple
Platelet Funktion Analyzer) der Firma Dynabyte Medical (Miinchen, Deutschland)
verwendet. Hierbei handelt es sich um eine neuartige Methode der
Thrombozytenfunktionsdiagnostik, die ihre Grundlagen in der von Cardinal und Flowers
eingeflihrten Impendanzaggregometrie der 80er Jahre hat[62]. Das System beruht darauf,
dass unter Normalbedingungen Thrombozyten in nicht aktiviertem Zustand vorliegen und
somit keine Neigung zur Aggregation zeigen. Kommt es nun jedoch zu einer Aktivierung der
Thrombozyten, exponieren dieses an ihrer Oberflache Adhdsionsmolekiile die zu einer
Anheftung an Gefallwandverletzungen oder eben an den Sensordrahten der Messkiivette
flihren. Diese Aggregation an der Oberflache der Messdrahte simuliert den physiologischen
Vorgang der Plattchenadhdsion gefolgt von Aggregation an Oberflichen und hat somit
Vorteile gegenliber der Aggregationsmessung in Losung. Die Plattchenablagerung an den
Sensordrahten fuhrt zu einer Zunahme des elektrischen Widerstandes (Impendanz) zwischen
den beiden Sensordrahten der Messzelle[63]. Die Funktionsweise der Multiplate Analyse soll

von der folgenden Abbildung verdeutlicht werden:

Abbildung 10 -Links ist die Messkiivette dargestellt in der Probe und Testreagenz durch einen Magnetriihrer vermischt
werden. In den folgenden drei Bildern werden die Vorgange innerhalb der Messzelle verdeutlicht. Zunachst befinden sich
die Plattchen in einem unaktivierten Zustand, somit findet keine Interaktion mit den Messelektroden statt. Nach Zugabe
der Testreagenz werden die Plattchen aktiviert und aggregieren auf den Messelektroden. Hierdurch wird eine
Impendanzinderung ausgelost ([64])

Diese Verdanderung kann Uber einen beliebigen Zeitraum gemessen werden und ldsst
dadurch Riickschliisse Uber die Geschwindigkeit sowie (iber die insgesamt vorhandene

Kapazitat der Plattchen zur Aggregation zu. Normalerweise wird der Test mit Vollblut
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durchgefiihrt, da Erythrozyten fiir die Impendanzmessung unerheblich sind. In meinem Fall

wurde fiir den Test PRP bzw. TK verwendet, wie auch von anderen Autoren beschrieben[65].

Die Aktivierung der Thrombozyten kann hierbei durch verschiedene Stimulanzien geschehen
und zeigt somit unterschiedliche funktionelle Aspekte der Thrombozyten auf. Hier wurde
eine Stimulierung durch Kollagen gewahlt. Eine Stimulation durch Ristocetin erschien nicht
sinnvoll, da das Ergebnis von der in der Suspension vorhandenen Menge an VWF abhangt
und dessen Aktivitdt im Laufe der Lagerungszeit konstant abnimmt. Die Ergebnisse wéaren

somit nicht vergleichbar gewesen.

Ein Vorteil des verwendeten Multiplate® Systems liegt darin, dass durch die Verwendung
von zwei Sensorenpaaren pro Messzelle automatisch eine interne Validierung des
gemessenen Wertes erfolgt, indem der Korrellationskoeffizient der gemessenen
Impendanzwerte ermittelt wird und die beiden Flachen unter der Aggregationskurve (AUC)
verglichen werden. Die gemessene Impendanzdnderung wird fortlaufen aufgezeichnet und
anschlieRend gegen die Zeit aufgetragen, wodurch eine Auswertung hinsichtlich folgender

Gesichtspunkte moglich wird:

e Flache unter der Kurve = Area under the curve (AUC): Diese gibt das
Gesamtaggregationspotential der Thrombozytensuspension wieder

e Aggregationseinheiten = Aggregation Units (AU): Frei gewahlte MaRzahl zur
Wiedergabe der Impendanzanderung

e Geschwindigkeit = Velocity: Diese gibt die Geschwindigkeit mit der die Aggregation

stattfindet in der Einheit AU/min

Die Bedeutung der ermittelten Messwerte wird von der folgenden lllustration graphisch

verdeutlicht:
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Abbildung 11 - Graphische Darstellung der Multiplate Analyse: Die beiden Kurven zeichnen die von zwei unabhangigen
Messelektrodenpaaren ermittelte Impendanzidnderung auf. Diese wird in frei gewdhlten Aggregationseinheiten (AU)
wiedergegeben und gegen die Zeit aufgetragen. Die Steilheit der Kurve bestimmt die Geschwindigkeit der Aggregation,
die Flache unter der Kurve das Gesamtpotential. Rechts Darstellung der Messkiivette mit den beiden unabhangigen
Messelektrodenpaaren ([64]).

4.2.8 Statistische Auswertung

Die hier aufgefiihrten Daten werden als Mittelwert £Standardabweichung (SD) bzw.
Standardfehler (SEM) wiedergegeben. Ein Vergleich zwischen 2 Gruppen wurde mit Hilfe des
Student-T-Testes durchgefiihrt. Ein Pearson Koeffizient p < 0,05 wurde dabei als statistisch

signifikant betrachtet.

5 Ergebnisse

5.1 Scherungsinduzierte Generierung von Mikropartikeln im Kegel-Platte-

Rheometer

Die Scherung von PRP im Kegel-Platte-Rheometer fiihrt zu einer starken Generierung von
Mikropartikeln. Die Zahl der generierten MP steigt exponentiell an, sobald eine Scherrate
von yw = 6000s™ iberschritten wird. Als Negativkontrolle wurde Uber einen identischen
Zeitraum bei yw = 10s ™ geschert, um eventuelle Einfliisse durch die scherungsunabhingige
Prozedur der Probenapplikation und -entnahme auszuschlieBen. Der Anstieg der MP Zahl in

der durchflusszytometrischen Analyse war abhangig vom verwendeten Spenderblut
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unterschiedlich stark ausgepragt und bewegte sich bei einer Messung von PRP zwischen

einem 10- und 30-fachen Anstieg wie die folgende Graphik verdeutlicht:

Anstieg der Mikropartikel durch Scherung
gemessen im PRP
1600
o | ¥
T 3 1400
o0 s
.ﬁ % 1200
é i 1000
E s 800
T ©
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@ % 400
E 2 200
0 (R— ,
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Abbildung 12 — Anstieg der MP durch Scherung von Citrat antikoaguliertem PRP bei yy= 10 000s™: Die Abbildung gibt
den Anstieg der Mikropartikel im Vergleich zu einer ungescherten Probe wieder. Wahrend bei einer Scherung mit 10s™
die Anzahl der MP nahezu konstant zum Ausgangswert bleibt (o = ungescherte Probe = 100 %), ergibt sich nach Scherung
mit 10 000s™ eine Verzehnfachung der Mikropartikelzahl (MW+SD; n=8).

Dieser Effekt war sowohl bei Antikoagulation mit P-PACK nachweisbar, als auch und hier
sogar starker ausgeprdagt bei einer Antikoagulation mit Citrat. In der
durchflusszytometrischen Analyse zeigte sich eine ausgepragte Phosphatidylexpression auf
der Oberflache der neu entstandenen Mikropartikel. Die Zugabe von CTI fihrte zu keiner
messbaren Anderung der Mikropartikelgenerierung oder der Oberflichenaktivierung.
Ebenfalls ergab sich bei Blockade des Integrin allbB3-Rezeptors durch Tirofiban keine
nennenswerte Anderung der durch die Scherung resultierenden MP-Zahl. Die Wirksamkeit
dieser Blockade bei der eingesetzten Konzentration an Tirofiban wurde mittels Multiplate
Analyse nachgewiesen und fiihrte hier zu einem vollstandigen Ausbleiben der Aggregation.
Eine Erhohung der Tirofiban Konzentration flihrte sogar zu einer geringfligigen Erhéhung der
MP Zahlen bei Verwendung von P-Pack antikoaguliertem Blut. Bei Zugabe von NMC-4, einem

gegen die A1 Domane des von Willebrand Faktor gerichtetem Antikorpers, trat hingegen
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eine nahezu vollstandige Blockade der Mikropartikel Entstehung ein. Die blockierende
Wirkung von NMC-4 war bei einer Konzentration von 10ug/ml bereits maximal ausgepragt,
eine Erhéhung auf 20 pg/ml brachte keinen weiteren Effekt. Der gemessene Trend zeigte
sich bei der Analyse von PPP nach der Scherexposition umso deutlicher. So war hier bei der
Messung der gescherten Probe im Vergleich zur ungescherten Probe ein 55-facher Anstieg
der MP Anzahl zu verzeichnen. Im Folgenden dargestellt sind die Ergebnisse der
durchflusszytrometrischen Untersuchungen an geschertem PRP sowie der Effekt der
Blockade der VWF-Gplb Interaktion durch Zugabe von NMC-4 wie sie 2006 in Blood

publiziert wurden[33]:

A SSC/FSC FSC/CD41 FSC/ANXV

1568

PCS/FLY

£ 1668

FITC

FSC/CD41 FSC/ANXYV

PCS/FLY

fU
PCS/FLA

Prs/FLa

Abbildung 13 — Abhédngigkeit der Mikropartikelgeneration von der GPlIb-VWF Interaktion: Durchflusszytometrische
Analyse von 3 verschiedenen Proben (Scherrate 10s-1, 1000s-1 und 10000s-1 + NMC-4), zundchst gemessen im PRP (A),
dann nach Zentrifugation gemessen in PPP (B). Die Proben wurden zum einen mit einem CD 41 FITC - AK (FL-1) markiert
um deren Ursprung von Blutpldttchen zu beweisen, zum anderen mit Annexin V PE-Cy5 (FL-4) um eine
Membranaktivierung nachzuweisen. Durch die Scherung kommt es zu einem deutlichen Anstieg der MP-Zahlen, der in
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der Messreihe mit PPP noch deutlicher ausfillt. Diese neu entstandenen MP exprimieren Phosphatidylserin an ihrer
Oberflache. Durch die Zugabe der VWF blockierenden Antikérpers NMC-4 wird dieser Effekt vollig unterbunden[33].

Das folgende Diagramm setzt die oben exemplarisch aufgefiihrten Experimente graphisch
um und verdeutlicht, dass nicht nur eine sehr groRe Zahl an thrombozytdren Mikropartikel
durch die Scherung entsteht, sondern dass diese auch eine deutliche

Phosphatidylserinexpression an Ihrer Oberflache zeigen:

Anstieg der Mikropartikelzahlen durch Scherung
gemessen im PPP
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Abbildung 14 — Anstieg der MP gemessen im PPP: Die Messungen ergaben hier sowohl fiir die Messung des Annexin V
Signals als auch fiir den CD 41 - AK eine mehr als 50 fache Zunahme der Mikropartikel nach Scherung. Wurde dagegen vor
der Scherung der v-WF blockierende Antik6rper NMC-4 zugegeben, so war der scherinduzierte Effekt vollig aufgehoben
und die Zahl der Mikropartikel verharrte auf dem Niveau einer unbehandelten Probe. Alle dargestellten Proben wurden
im Kegel-Platte-Rheometer mit 10 000s™ geschert (MW+SD; n=5).

Im anschlieBend durchgefiihrten TDT Test ergab sich als Folge der Scherung eine deutliche
Verklrzung der Gerinnungszeit, die sowohl im PRP als auch im PPP nachweisbar war. Die
Thrombin Generierung erfolgte spontan durch Rekalzifizierung, es war hier keine Zugabe von

exogenem Tissue Faktor zur Initiierung der Thrombin-Entstehung notwendig.
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Abbildung 15 — Einfluss der MP auf die Thrombin Generierungszeit: Dieser Test wurde mit PPP durchgefiihrt und
vergleicht die Thrombingenerierung einer fiir 3 min bei 10 000s™ gescherten Probe mit der einer iiber ebenfalls 3 min bei
105'1gescherten Referenzprobe. Es zeigt sich eine deutliche Verkiirzung der Thrombin Generierungszeit (Time to peak)
durch die Scherung (MW+SD; n=5).

5.2 Einfluss der Lagerungsdauer auf Thrombozytenkonzentrate

5.2.1 Videoanalyse der Flusskammerexperimente

Alle Perfusionsexperimente wurden bei einer Scherrate von yw= 10 000s™ iiber eine mit
10pg/ml VWF-DA1 beschichtete Oberfliche durchgefiihrt. Die Vorbereitung der
untersuchten Proben erfolgte wie unter Material und Methoden beschrieben Pro
Einzelversuch wurde jeweils ein 15 Sekunden dauernder Videoausschnitt ca. 1 min nach
Start der Perfusion ausgewertet. Aufgrund des verwendeten PAL-Videosystems ergibt sich

damit eine Gesamtzahl von 375 ausgewerteten Einzelbildern pro TK und Versuchstag.

Einzelbilder

Einzelbildanzahl = 25 EEe— * 15sec = 375 Einzelbilder

Die Anzahl der hierbei nachverfolgten Einzelobjekte zeigte sich innerhalb der verschiedenen
TK relativ konstant und schwankte zwischen 3096 + 254 Objekten an Tag 0 und 2506 + 352
Objekten an Tag 7 (n=7).
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5.2.1.1 Abhdngigkeit der thrombozytdiren Oberfldichenbelegung von der
Lagerungsdauer der TK

Die gesamte von Plattchen bedeckte Oberflache im Sichtfeld der Videokamera reduzierte

sich im Laufe der 7 tagigen Lagerungsdauer stetig. Wahrend am Tag 0 noch 100 500 + 16 219

Pixel von Plattchen bedeckt waren, reduzierte sich dies bis zum Tag 7 auf 68 040 + 14 624

Pixel. Relativ zur Gesamtoberflache reduzierte sich somit die Oberflachenbelegung von 23%

am Abnahmetag auf 15% an Tag 7. Innerhalb von sieben Lagerungstagen entspricht dies

somit einem Rickgang um 35% gegenliber dem Ausgangswert.

Oberflachenbelegung im Verlauf der
Lagerungsdauer

26

24
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Durch adhédrente Plattchen belegte
Oberflache in % der Gesamtoberflache

10

0 1 2 3 4 5 6 7

Lagerungsdauer in Tagen

Abbildung 16 — Oberflachenbelegung als Anhaltspunkt fiir die Adhdsionsfahigkeit: Wiedergegeben ist die Bedeckung der
VWF-DA1 Oberfliche durch adhdrente Plittchen. Die angegebenen Werte geben die prozentuale Bedeckung der VWF-
DA1 Oberflache innerhalb der 7 tigigen Lagerungsdauer wieder. Die Werte stellen den MW1SD aus 7 gemessenen TK dar

5.2.1.2 Abhdngigkeit der Pldttchenadhdsionsfldche von der Lagerungsdauer der TK
Im vorhergehenden Absatz wurde bereits gezeigt, dass die Oberflachenbelegung im Laufe

der Lagerungsdauer der TK riicklaufig war. Dies kann zum einen daraus resultieren, dass
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weniger Plattchen in der Lage sind sich an der Oberflache anzuheften, das heillt die Zahl der
Objekte und somit auch deren Gesamtflache sinkt. Zum anderen kdnnte das Ergebnis
dadurch erklart werden, dass die einzelnen an der Oberflache anhaftenden Plattchen im
Vergleich zum Versuchsbeginn an Auflageflache verlieren. Es zeigt sich, dass beide Ursachen
zutreffen. So sank die Zahl der an der Oberflache adharenten Plattchen von ... Ebenso nahm
die GroRe der dargestellten Plattchen ab. Lag die Kontaktflache eines Einzelplattchens am
Tag 1 noch bei 425 Pixeln (SD +/-17) bzw. 4,9 um?lag, sank sie im Laufe der Versuchswoche
auf ca. 381 (SD +/-17) Pixel bzw. 4,38um?>.

Plattchenadhasionsflache im Verlauf der
Lagerungsdauer
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Abbildung 17 - Auflagefliche der einzelnen Plattchen im Verlauf der 7 tagigen Lagerungsdauer. Die anhand der
Metamorph Analyse errechnete Auflagefliche der adhdrenten Pliattchen bei einer Perfusion iliber eine VWF-dAl
beschichtet Oberflaiche mit yy,= 10 000s™ reduziert sich im Verlauf der Lagerungsdauer um ca. 10% (n=7 +/-SD). Dabei
fallt der Abfall der Adhadsionsfahigkeit in den gemessenen TK unterschiedlich stark aus. Exemplarisch aufgefiihrt sind hier
die Messwerte von TK 4 und TK 5.
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5.2.1.3 Anderung der Verweilzeit der Thrombozyten am Punkt der initialen
Adhaesion

Fiir die Bestimmung der Verweilzeit der Thrombozyten auf der (iberstromten Oberflache

wurden insgesamt 21 681 Einzelplattchen am Abnahmetag und 18 396 Plattchen an Tag 7

analysiert. Zwischen 33 und 43 % der Plattchen waren nur fiir ein oder zwei Einzelbilder auf

der Oberflache sichtbar. Die Verteilung der Arrestzeiten war innerhalb der untersuchten TK

relativ homogen wie die folgende Grafik verdeutlicht:

Arrestzeit der Plattchen am Punkt der initialen Adhdsion am
Abnahmetag (d=0)
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Initale Arreszeit (Einzelbilder)

Abbildung 18.- Anzahl der Plattchen die am Punkt der initialen Adhdesion verbleiben entsprechend lhrer Verweilzeit.
Hier zeigt sich, dass die individuellen TK vergleichbare Ergebnisse hinsichtlich der initialen Arrestzeit zeigen. Mehr als ein
Drittel der von der Bildauswertung erfassten Plattchen verweilen lediglich fiir 1-2 Einzelbilder am Punkt der initialen
Adhdsion (TK 1 =33% - Tk 4= 43%).

Vergleicht man nun den Abnahmetag mit dem letzten Tag der Beobachtungszeit zeigt sich
ein statistisch relevanter Rickgang der Verweilzeit der Plattchen am Punkt ihrer initialen
Adhasion. Wahrend diese im Mittel am Blutabnahmetag noch 0,31sec (+ 0,03sec) betrug,
lag sie am Tag 7 bei 0,27sec (+ 0,02sec).
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Es zeigt sich zudem, dass durch die hohe Anzahl der nur kurz stationar verweilenden
Plattchen bei alleiniger Betrachtung des Mittelwertes der Verlust an lang adharierenden
Plattchen Uberdeckt wurde. Gerade diesen lang adharierenden Plattchen dirfte in der
initialen Hdmostase eine groRe Bedeutung zukommen. Bei einer getrennten Betrachtung der
beobachteten Plattchen analog Ihrer Verweilzeit wird ein deutlicher Riickgang der langer als
0,5sec am Punkt der initialen Adhédsion verweilenden Plattchen sichtbar. Dies wird von der

folgenden logarhytmisch aufgetragenen Graphik verdeutlicht:
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Abbildung 19 - Stationare Verweilzeit der beobachteten Einzelplattchen am Punkt der initialen Adhésion:
In der logarithmischen Darstellung zeigt sich deutlich eine Abnahme der langer als 1 Sekunde am initialen

Anheftungspunkt verweilenden Plattchen. Gegeniibergestellt sind die Verweilzeiten aller Plattchen aus 7 gemessenen TK
am Blutabnahmetag (Tag 0, blaue Kurve) vs. dem letzten Tag der Beobachtungszeit (Tag 7, rote Kurve)

5.2.1.4 Auswirkung der Lagerungsdauer auf die Translokationsgeschwindigkeit
der Pldttchen entlang der Oberfldche

Die Rollgeschwindigkeit bezeichnet die Translokationsgeschwindigkeit, mit der sich die

Plattchen unter standigem Oberflaichenkontakt an Glasoberfliche entlang in

Strémungsrichtung bewegen. Dieses Phanomen kommt durch transiente Bindung des

plattcheneigenen GPlba-Rezeptors mit dem auf der Oberflache gebundenen VWF zustande.
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Hier zeigt sich erneut bei alleiniger Betrachtung des Mittelwertes sieh nur eine geringfligige
Anderung bezogen auf die Gesamtheit der beobachteten Plattchen. Am Abnahmetag betrug
die mittlere gemessene Rollgeschwindigkeit 8,72um/s (+0,25 um/s) gegeniber 8,99um/s
(£0,23um/s ) am Tag 7 (n.s.). Die einzelnen getesteten TK zeigten eine relativ homogene

Verteilung hinsichtlich der ermittelten Rollgeschwindigkeiten.
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Abbildung 20 - Exemplarische Darstellung der Verteilung der Rollgeschwindigkeiten der einzelnen durch das
Bildanalysesystem erfassten Plattchen entlang der VWF-DA1 Oberfliche am Tag 7: Man sieht eine relativ homogene
Verteilung zwischen den verschiedenen gemessenen TK.

Teilt man allerdings die an der Oberflaiche entlang rollenden Plattchen analog ihrer
Rollgeschwindigkeit in verschiedene Gruppen ein, so zeigt sich eine signifikante Abnahme
der langsam rollenden Plattchen. Wahrend der Einfluss der Lagerungsdauer auf die
Gesamtheit der beobachteten Pldttchen wie oben aufgefiihrt moderat ausfallt, betragt er in
der Gruppe der sich am langsamsten bewegenden Plattchen, also derer mit einer

Rollgeschwindigkeit von 0 — 1 um/s tber 70%.
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Abbildung 21 —Anderung der Rollgeschwindigkeit der einzelnen Plittchen im Laufe der Lagerungsdauer: Im Vergleich zum
Entnahmetag bewegte sich an Tag 7 eine deutliche geringere Anzahl an Plattchen mittels einer transienten Rezeptor-
Liganden-Interaktion (VWF-dA1l — Gplb) mit einer langsamen Translokationsgeschwindigkeit liber die beschichtete
Oberfliche. Wihrend die Kurven im Geschwindigkeitsbereich > 5um/s nahezu deckungsgleich verlaufen, weichen sie im
Bereich < 5um/s deutlich auseinander. Die Graphik stellt den MW+/-SEM aus 7 gemessenen TK dar

5.2.2 Durchflusszytometrische Untersuchung der Thrombozytenkonzentrate
hinsichtlich der Anzahl der Mikropartikel sowie der Anderung der
Aktivierungsmarker im Laufe der Lagerungsdauer

Im  Anschluss an die  Flusskammerexperimente wurden die TK anhand
durchflusszytometrischer  Untersuchungen weiter charakterisiert. Hierzu wurden
verschiedene Probenansatze gemessen. Zum einen wurden die TK mit einem Anti-CD 41 FITC
Antikoper sowie mit Annexin V PE-CY5 co-markiert. Aulerdem wurden separate Messungen
mit einem Anti-CD 42 b FITC Antikorper und einem Anti-CD 62 P FITC Antikorper
durchgefihrt. Allen durchgefiihrten Experimenten war gemeinsam, dass sich im Verlauf der
Lagerungsdauer ein Anstieg der MP zeigte. Dieser war jedoch fir die unterschiedlichen
Marker auch unterschiedlich stark ausgepragt. Am robustesten hatte sich in den bisherigen
Experimenten der Anti CD 41 FITC — Antikorper herausgestellt. Hier zeigte sich ein deutlicher
Anstieg der MP Zahlen thrombozytaren Ursprungs im Verlauf der 7 tagigen Lagerungsdauer

wie in der folgenden Abbildung dargestellt:
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Abbildung 22 - Anstieg der MP Zahlen gemessen anhand des CD 41 Rezeptors: Dargestellt ist der durch
Durchflusszytometrie bestimmte Anstieg der CD 41 positiven Mikropartikel innerhalb einer 7 tagigen Lagerungsdauer.
Die Werte geben den prozentualen Anstieg der Mikropartikelzahl bezogen auf die Ursprungszahl am Abnahmetag wieder
und stellen den MW+/-SEM aus 7 gemessenen TK dar.

Die meisten dieser neu entstanden Mikropartikel waren ebenso positiv fir den im selben
Ansatz gemessenen Membranaktivierungsmarker Annexin V, wahrend auf den untersuchten
Plattchen nur ein schwaches Annexin V Signal nachweisbar war. Bei den untersuchten
Plattchen zeigte sich im Verlauf der Lagerung zunachst sogar ein Abfall der
Membranaktivierung bezogen auf die Phosphatidylexpression, um dann im Laufe der
Lagerungsdauer wieder anzusteigen. Am 7. Lagerungstag war in etwa wieder (anndhernd)
das Ausgansniveau erreicht. Der Anstieg der Phosphatidylserin positiven Mikropartikel war
starker ausgepragt als der anhand des Gpllb/Illa Oberflichenmarkers bestimmte Anstieg
aller thrombozytaren Mikropartikel. Jedoch exprimierten auch am 7. Lagerungstag nicht alle

gemessenen MP Phosphatidylserin auch ihrer Oberflache.
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Abbildung 23 —Zwischen Tag 1 und Tag 4 zeigt sich ein deutlicher Anstieg der Phosphatidylserin exprimierenden
Mikropartikel. Im Gegensatz dazu zeigt sich bei den durchflusszytometrisch untersuchten Pldttchen zundchst ein Abfall
der Phosphatidylserin Expression nach dem Abnahmevorgang. In den folgenden Tagen kommt es dann zu einem
langsamen Anstieg, der an Tag 7 den Ausgangswert libersteigt. Die Werte stellen den MW+/-SEM aus 7 gemessenen TK
dar.

Um mehr ber den Einfluss der Lagerungszeit auf die Oberflacheneigenschaften von
Plattchen zu erfahren wurden die TK ebenso beziglich lhrer P-Selektin Expression
untersucht mit Hilfe eines Anti-CD 62-P FITC - Antikorpers. Hier zeigte sich analog zum
Anstieg Phopsphatidylserin exprimierender MP auch ein starker Anstieg P-Selektin
exprimierender MP. Wahrend bei den Plattchen hinsichtlich der Phosphatidylexpression auf
der Membran jedoch zunachst ein leichter Riickgang sichtbar war, zeigt sich hinsichtlich der
P-Selektin Expression ein konstanter Anstieg im Verlauf der Lagerungsdauer. Die Zunahme P-
Selektin positiver MP sowie P-Selektin positiver Plattchen im Verlauf der Lagerungsdauer

wird in den folgenden Graphiken dargestellt:
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Abbildung 24 —Messwerte aus der fluoreszenzzytometrischen Analyse von TK verdiinnt mit HBSS zur f. c. von 200 000
Thrombozyten/ul. Daten wiedergegeben als Anstieg iiber den Ausgangswert (Tag 0). Im Verlauf der 7 tagigen
Lagerungsdauer zeigt sich ein ca. 2,5 facher Anstieg der MP Zahl. Die Werte stellen den MW +/- SEM aus 7 gemessenen

TK dar

In der ebenfalls durchgefiihrten Untersuchung hinsichtlich der Oberflachenexpression des
Gplb-Rezeptors mit Hilfe eines Anti-CD 42b FITC — Antikorpers zeigte sich im Laufe der
Lagerungsdauer eine Abnahme der Rezeptordichte von Gplb an der Oberflaiche der
gemessenen Plattchen, wahrend gleichzeitig der Anstieg der MP Zahl bestatigt wurde. Die
relative Zunahme der CD 42b positiven MP war jedoch schwadcher ausgepragt verglichen mit
den CD 41 markierten Proben. Dies ist durchaus verstdndlich, da Gplb im Vergleich zu
Gpllb/llla in geringerer Konzentration auf der Plattchenmembran exprimiert ist. Somit ist es
auch verstandlich, dass auf der Oberflache thrombozytarer MP Gplb in einem geringeren
Ausmal verglichen mit Gpllb/Illa vorhanden war. Da der Erfassungsmechanismus in meinem
Fall auf dem FI-1 Signal beruhte, fiihrte ein schwacheres Signal zu einer geringeren Anzahl an
erfassten Partikeln. In Ubereinstimmung zu den vorausgehenden Ergebnissen ist im
Folgenden der Abfall der Fluoreszenzintensitdat der Plattchen im Verlauf der 7 tagigen
Lagerungsdauer dargestellt, die mit einem CD 42b FITC Antikérper markiert wurden. Dies

kann als direktes Mal} fiir die Rezeptordichte auf der Plattchenmembran gesehen werden:
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Abbildung 25 — Mittels Durchflusszytometrie bestimmte Fluoreszenzinstensitat als Indikator fiir die Anzahl der auf der
Plattchenoberflache zur Verfiigung stehenden Gplb-Rezeptoren: Bei Messung der CD 42b FITC markierten Pldttchen zeigt
sich eine statistisch relevante Abnahme der Fluoreszenzintensitdt im Laufe der 7 tagigen Lagerungszeit. Die Werte stellen
den MW*SEM aus 7 gemessenen TK dar

5.2.3 Starker Einfluss der Lagerungsdauer auf die Aggregationsfihigkeit in den
Multiplate Untersuchungen

In der Multiplate Analyse ergibt sich mit zunehmender Lagerungsdauer ein starker Abfall der
durch die Kollagenreagenz ausgeldsten Thrombozytenaggregation. Die Untersuchung wurde
am Tag 6 beendet, da die Messwerte an den folgenden Tagen unterhalb der
Validierungsschwelle des Geréates lagen und somit nicht mehr zu verwertbaren Ergebnissen
fUhrten. Es zeigt sich, dass sowohl die Gesamtkapazitat zur Aggregation abnimmt (Tag O:
AUC 836 = 141 AU*min; Tag 6: AUC 122 + 27 AU*min) als auch die Geschwindigkeit mit der
diese stattfindet (Tag 0: 31,4 £ 5,2 AU/min; Tag 6: 3,0 £ 0,3 AU/min). Der starke Abfall der

Aggregationsfahigkeit war in allen untersuchten TK in etwa gleich stark ausgepragt.
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Abbildung 26 — Bestimmung der Aggregationsfahigkeit durch Multiplate Analyse: Es zeigt sich ein starker Abfall im Laufe
der Lagerungsdauer. Der Abfall betrifft sowohl die Aggregationskapazitit als auch die Geschwindigkeit mit der diese
stattfindet. Die Werte stellen den MWSEM aus 7 gemessenen TK dar.

5.2.4 Anstieg der Thrombingenerierungskapazitait von TK im Verlauf der
Lagerungsdauer im TDT Test

Die mittels des TDT-Testes ermittelte Thrombin Generierung wurde fiir jedes TK in 4
verschiedenen Verdinnungsstufen (1:8, 1:16, 1:32 und 1:64) durchgefiihrt. Dies war
erforderlich um einen eventuellen Uberschuss an prokoagulatorischen Oberflichen und
somit einen Mangel an Substrat zu erkennen. Ein solcher Uberschuss an prokoagulatorische
Oberflachen trat jedoch in der Versuchsreihe nicht auf, das heillt auch in der niedrigsten
Verdiinnungsstufe war zu jedem Messzeitpunkt genligend Substrat vorhanden. Daher
ergaben sich in allen Verdiinnungsstufen vergleichbare Ergebnisse. Uber die Lagerungsdauer
betrachtet zeigte sich die Thrombin Generierung im Laufe der ersten 5 Lagerungstage
abnehmend. Am Tag 5 war sie im Vergleich zum Abnahmetag um ca. 20% verlangert. Die
folgende Graphik verdeutlich, dass alle vier gemessenen Verdiinnungsstufen reprasentative
und reproduzierbare Ergebnisse lieferten und dass im Gegensatz zu dem starken Abfall der
Aggregationsfahigkeit in den Multiplate Assays im Verlauf der Lagerungsdauer die Potenz zur

Thrombin Generierung, wenn auch nur geringfligig, ansteigt:
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Abbildung 27 — Veranderung der Thrombin Generierungszeit im Verlauf der Lagerungsdauer: die Time to Peak wurde im
PRP unter Zugabe einer Thromboplastinlésung in 4 verschiedenen Verdiinnungsstufen (1:8, 1:16, 1:32 und 1:64)
untersucht. Wiedergegeben sind die MW+/-SEM von 7 TK.

6 Diskussion

In den mit Hilfe des Kegel-Platte-Rheometers durchgefiihrten Versuchen konnte
nachgewiesen werden, dass die Scherung von Plattchen auch ohne das Vorhandensein von
immobilisiertem VWF zu einer Entstehung von Mikropartikeln aus Plattchen fiihrt. Diese
konnte nicht auf einem intrazellularen Signaling ausgeldst durch den Scherstress beruhen,
da die Versuche mit citratantikoaguliertem Plasma ausgefiihrt wurden und somit das auf
Ca’* angewiesene intrazellulire Signaling blockiert war. Auch die Entstehung der
Mikropartikel durch eine Integrin ;B Rezeptor-Interaktion konnte ausgeschlossen
werden, da dieser durch die Zugabe von Aggrastat (Tirofiban) blockiert wurde. Dies steht im
Gegensatz zu den von Haga et al. veroffentlichten Ergebnissen, die durch Zugabe eines
Integrin oypBy Inhibitors einen Riickgang der MP Zahlen um bis zu 30% bei hohen Scherraten
beobachteten. Deren Versuche wurden jedoch mit einer 10 fach hdheren
Antikorperkonzentration und mit Gel filtrierten Plattchen durchgefiihrt[66] und sind daher

nicht direkt vergleichbar. Das zuséatzliche nahezu vollstandige Ausbleiben der MP
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Generierung bei Blockade der Gplb—VWF Achse unterstiitzt folgende Interpretation: Die
Entstehung von Mikropartikeln unter hohem Scherstress wird nicht durch die mechanische
Scherbelastung der Plattchenmembran, sondern durch die scherinduzierte Wechselwirkung
von geléstem VWF und thrombozytarem GPlb-Rezeptor und die dadurch bedingte
Membranextrusion ausgelost. Diese Erkenntnisse decken sich mit spater veroffentlichten
Arbeiten von Pontiggia[67] und Gao[68]. Der Unterschied in der absoluten Zahl der
generierten Mikropartikel bzw. in der erzielten Blockadewirkung durch den VWF-AK erklaren
sich durch Unterschiede im Versuchsaufbau, der Scherungsdauer, der verwendeten
Antikoagulation sowie in der Qualitat des verwendeten Antikorpers. Hier konnte auch ein
wirksamer Therapieansatz zur Verhinderung thromboembolischer Komplikationen
liegen[69]. Der antithrombotische Effekt eines GPlb blockierenden Antikdrpers wurde schon
eindrucksvoll in einem arteriellen Stromungsmodell bei Stenose der Femoralarterie bei

Primaten beschrieben[70].

In der Flusskammer wurde von uns die scherungsabhangige Bildung von MP auf einer VWF-
Oberflache visualisiert. Jedoch war in den Kegel-Platte-Versuchen kein solcher
immobilisierter VWF auf der Oberflache vorhanden. Daher stellt sich die Frage an welcher
Stelle und auf welche Art und Weise hier die Entstehung der Mikropartikel stattfindet.
Inzwischen wurde in weiteren Flusskammerexperimenten ein moglicher Mechanismus fiir
diese aktivierungsunabhdngige MP Entstehung ohne das Vorhandensein von immobilisierten
VWF aufgedeckt: So fuhrt eine stark erhohte Scherrate zur Bildung Reversibler Aggregate
nicht aktivierter Plattchen[71]. Wenn diese sich aufgrund ihrer GroRe mit einer
unterschiedlichen Geschwindigkeit im Vergleich zum einzelnen Plattchen bewegen und Utber
Ihren Gplb Rezeptor den aufgrund des hohen Scherstresses in elongierter Form vorliegenden
VWEF auch an lhrer Oberflache binden, kann es hier zu Tether und MP-Extrusionen kommen.
Somit lage hier ein moglicher Mechanismus fir die aktivierungsunabhangige Entstehung von
MP in den Kegel-Platte Experimenten. Ein zusatzliches Indiz dafiir, dass derselbe
Mechanismus in der Flusskammer sowie in den Kegel-Platte Experimenten zur Entstehung
von MP fiihrt ist die identische Schwelle der Scherkraft von ca. y¢it =5 000s ™, ab der eine MP

und Tether Entstehung ausgelost wird.
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Der Verdacht, dass von den so erzeugten Mikropartikeln eine prokoagulatorische Wirkung
ausgeht, konnte durch die Ergebnisse des TDT-Tests bestatigt werden, in dem eine deutliche
Verkiirzung der Thrombinentstehungszeit mit der Zunahme der MP Zahl einherging. Somit
konnten ebensolche MP, die z.B. im Bereich von hochgradigen Koronarstenosen anhand des
oben beschriebenen Mechanismus entstehen, durchaus fiir die Entwicklung von

thromboembolischen Komplikationen eine Rolle spielen.

Hinsichtlich des Einflusses der Lagerungsdauer auf die Funktionsfahigkeit der TK ldsst sich in
den durchgeflihrten Untersuchungen eine graduelle Verschlechterung darstellen, die sich
auf verschiedenen Ebenen wiederspiegelt und in den verwendeten Tests unterschiedlich

stark zur Geltung kommt:

Da sich die Oberflaiche der Flusskammer in unserem Versuchsaufbau im Laufe der
Versuchstage nicht adnderte, und der visualisierten Plattchenadhdsion eine direkte
Interaktion zwischen den Thrombozyten und der VWF-DA1 Beschichtung zugrunde liegt,
musste der verminderten Adhdasionsfahigkeit eine Veranderung der Membran- und/oder
Rezeptoreigenschaften der Plattchen zu Grunde liegen. Diese fiihrt entweder dazu, dass es
weniger Plattchen gelingt, mit der Oberflache in Kontakt zu kommen, oder dass der einmal
gefundene Kontakt wieder abreift und sich das Plattchen von der Oberflache und damit aus
dem Sichtfeld des Betrachters entfernt. Da die Oberflache mit VWF-DA1 beschichtet war und
somit bei den untersuchten hohen Scherraten nur eine Adhédsion Gber den Gplb-Rezeptor
moglich ist, liegt es nahe, dass die hier sichtbare Veranderung auf einem Verlust an Gplb-
Rezeptoren beruht. Dieser schon friher in der Literatur beschriebene Effekt beruht
vermutlich auf einem Abbau des Gplb-Rezeptors durch eine Protease[72]. Diese Vermutung
bestatigte sich in der durchflusszytometrischen Analyse. Das Absinken der fiir den CD 42b
Rezeptor gemessenen Fluoreszenzintensitat bedeutet ein Verlust des Gplb
Oberflachenrezeptors im Laufe der Lagerungsdauer. Diese Beobachtung deckt sich mit den
bisher veroffentlichen Ergebnissen zum Einfluss der Lagerungsdauer auf die Gplb-
Rezeptordichte[73]. Dies koénnte auch der Grund fir den Anstieg der
Translokationsgeschwindigkeit sein. Bedingt durch die geringere Dichte an Gplb Rezeptoren
und damit verminderte Zahl an DAPs konnen die Plattchen der auf sie einwirkenden

Scherkraft weniger widerstehen und entfernen sich somit schneller vom Ort der initialen
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Anheftung. Ubereinstimmend dazu fand ich zum einen hdhere Rollgeschwindigkeiten mit
zunehmender Lagerungsdauer und zum anderen eine Abnahme der Verweilzeit am Punkt

der initialen Plattchenadhasion.

Als moglicher Erklarungsansatz fir den Verlust an Oberflachenrezeptoren ware auch ein
starker Verlust an Membran wie er z.B. durch die Bildung von Mikropartikel im Rahmen
einer Vesikulation zu erkldren ware. Zwar findet dies wohl durchaus statt, aber nicht in
einem solchen MaR, dass es den Verlust an Auflageflache erklaren konnte. Der Anstieg der
Mikropartikel Zahlen misste hierflr weitaus hoher liegen. Zudem wiirde sich ein solcher
Verlust an Plattchenvolumen sowohl im FSC des Durchflusszytometers als auch im MPV
wiederspiegeln. Somit sprechen die gefundenen Daten fiir einen Abbau des Gplb-Rezeptors

an der Plattchenoberflache.

Die fluoreszenzzytometrischen Messungen spiegeln zudem eine mit der TK Lagerungszeit
zunehmende Plattchenaktivierung und Mikropartikelentstehung wieder. Insbesondere die
Expression von P-Selektin, Phosphatidylserin auf Plattchen und MP und die Zahl der MP
thrombozytaren Ursprungs steigen im Laufe die Lagerungsdauer stark an. Hierdurch wiirde
man eigentlich analog zu den durchgefihrten Kegel-Platte Experimenten eine
Beschleunigung der Thrombinentstehung im TDT Test vermuten. Diese zeigte sich jedoch in
den durchgefiihrten Experimenten nicht. Zu bedenken ist hierbei jedoch, dass zur Einleitung
der Thrombin Entstehung relevante Gerinnungsfaktoren ebenso wie das Prothrombin einem
enzymatischen Abbau unterliegen. Vor diesem Hintergrund wéare ein deutlich starker
ausgepragter Abfall der Gerinnungszeit anzunehmen, der wohl durch den Zuwachs an
prokoagulatorischer Membranoberflache nahezu kompensiert wird. Hier sind sicherlich
weitere Versuche z. B. mit Hilfe eines Xa Generierungsassays notwendig. Eine unerwartete
Beobachtung war, dass die Annexin V-Bindung am Tag der Apherese zunachst héher lag als
an den folgenden Tagen und erst gegen Ende der 7 tagigen Lagerungsdauer wieder lhren
Ursprungswert erreichte. Im Gegensatz dazu nahm die Zahl Annexin V positiver MP
kontinuierlich im Laufe der Lagerungsdauer zu. Eine mogliche Erklarung hierfirr ist eine
passagere Aktivierung der Plattchen am Tag der Apherese. Dies kdonnte bedeuten, dass
Plattchen mit aktivierter Zellmembran, das heillt Plattchen mit der Expression von

Phosphatidylserin auf dem &duBeren Blatt der Zellmembran in der Lage sind, diese
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Aktivierung rickgangig zu machen und wieder in einen nicht-aktivierten Zustand

zurlickzukehren, z.B. im Sinne einer reversiblen friihen Plattchenaktivierung[74].

In Zusammenschau der durchgefiihrten Experimente zeigt sich anhand der funktionellen
Visualisierung im Stromungskanal, dass die Funktionseinbulen hinsichtlich der
Adhasionsfahigkeit deutlich geringer ausfallen als durch Nicht-Stromungstests wie z.B. das
Multiplate-Assay angezeigt und somit TK innerhalb der Lagerungsdauer von flinf Tagen ihre

Funktionsfahigkeit weitgehend zu behalten scheinen.

7 Zusammenfassung

Obwohl die Existenz von Mikropartikeln im menschlichen Blut schon seit den 1960’er Jahren
bekannt war, wusste man bislang wenig Uber den Entstehungsprozess dieser Mikropartikel
aus Blutplattchen. In der Arbeit von Hanna Schuhmann konnte gezeigt werden, dass eine
Perfusion von Vollblut mit hohen Stromungsraten Uber eine mit VWF oder Thrombin
beschichtete Oberflache zu der Entstehung von Mikropartikeln fihrt. In den Kegel-Platte-
Rheometer Versuchen konnte ich nachweisen, dass auch hier ein hoher Scherstress zu einer,
im Vergleich zu den Flusskammeruntersuchungen sogar wesentlich deutlicher ausgepragten,
Erzeugung von Mikropartikeln fihrt. Aber die wesentliche, neue Erkenntnis war sicherlich,
dass eine Blockade des VWF durch den funktionsblockierenden AK NMC-4 diesen Effekt
vollig unterbindet. Somit war bewiesen, dass diese Erzeugung von Mikropartikeln einzig auf
der Gplb-VWEF Interaktion, und nicht auf anderen Rezeptor Interaktionen oder auf einem
stressinduzierten intrazelullarem Signaling beruht. In einem zweiten Schritt konnte ich mit
Hilfe von Gerinnungsessays zeigen, dass diese so erzeugten Mikropartikel prokoagulativ sind.

Daher lag der Gedanke nahe, dass diese auch eine klinische Relevanz besitzen.

Um die so gewonnen Erkenntnisse in einen klinischen Kontext zu stellen untersuchte ich in
Folge die Mikropartikelentstehung in langzeitgelagerten Thrombozytenkonzentraten und
den Einfluss der Lagerungsdauer auf die Adhdsionsfahigkeit der enthaltenen Blutplattchen.

Hier zeigte sich, dass im Verlauf der Lagerungsdauer die Zahl an Mikropartikel deutlich
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zunimmt und sich zunehmend Aktivierungsmarker wie P-Selektin oder Phosphatidylserin an
lhrer Oberflaiche nachweisen lassen. Jedoch war hier in den durchgeflihrten
Gerinnungsessay ein prokoagulatorischer Effekt der Mikropartikel nicht eindeutig
nachweisbar. In Bezug auf die enthaltenen Blutplattchen zeigte sich ein Abfall der Gplb-
Rezeptordichte an der Plattchenoberflaiche im Verlauf der Lagerungsdauer. Korrelierend
hierzu war in den Flusskammerversuchen ein Abfall der Adhasionsfahigkeit der Blutplattchen
auf einer mit VWF beschichteten Oberflache nachweisbar. Die Flusskammerversuche
wurden hierfir mittels einer eigens entwickelten computergestitzten Bildanalyse
ausgewertet. Da die Dichte der Oberflachenbeschichtung mit VWF in der Flusskammer an
jedem Versuchstag konstant war liegt der Verdacht nahe, dass die verminderte
Adhasionsfahigkeit ausgedriickt durch einen verminderten Oberflachenbesatz und durch
eine zunehmende Rollgeschwindigkeit der Blutplattchen auf die sinkende Gplb-

Rezeptordichte an der Plattchenoberflache zurlickzuflihren ist.

Dieser Verlust an Adhésionsfahigkeit im Verlauf der Lagerungsdauer war jedoch auf die
Gesamtheit der beobachtete Plattchen gesehen nur gering ausgepragt, daher miissen erst
weiter Experimente zeigen, ob diesem in der Bildanalyse nachweisbaren Verlust an

Adhasionsfahigkeit auch eine klinische Relevanz zuzumessen ist.
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