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I. Einleitung 1

I. EINLEITUNG

Seit 2007 wurde an der Klinik fiir Wiederkduer in OberschleiBheim ein
vermehrtes Aufkommen von Kilbern mit Blutungsneigung festgestellt
(FRIEDRICH et al., 2011). Im Vergleich zum Zeitraum von 1989 bis 2007, in
welchem insgesamt 89 Klinikpatienten unterschiedlichsten Alters mit
himorrhagischer Diathese unterschiedlicher Ursachen auftraten (RACZYNSKI,
2011), wurden von 2007 bis 2010 dagegen allein 137 Kélber mit Blutungsneigung
erfasst, die nachweislich an dem Krankheitsbild der Bovinen Neonatalen
Panzytopenie (BNP) litten (CARLIN, 2011). Im Rahmen mehrerer Dissertationen
iiber die epidemiologische Untersuchung zur BNP mit besonderer
Beriicksichtigung des Betriebs- und Kolostrummanagements (CARLIN, 2011;
STOLL, 2013) wurden in den Jahren 2011 und 2012 Tierdrzte gebeten,
Blutproben von Kilbern mit Blutungsneigung an die Klinik fiir Wiederkduer
einzusenden. Neben den Tieren, denen aufgrund ihrer Blutwerte (erniedrigte
Thrombozyten- und Leukozytenwerte) und einer anschlieBenden Sektion - oder
ausschlieBlich durch diese - das Krankheitsbild der BNP zugeordnet werden
konnte, gab es auch solche mit physiologischen oder nach bisher anerkannten
Referenzwerten erhohten Thrombozyten- und Leukozytenwerten. Diese Tiere
wurden den zu BNP differentialdiagnostischen Féllen zugeordnet. In Anlehnung
an nordamerikanische Studien, die von Simmentaler Rindern (Fleckvieh) mit
Blutungsneigung, trotz physiologischer Thrombozyten-konzentration, berichteten,
wurden ausschlieBlich Rinder der Rasse Deutsches Fleckvieh auf eine

Thrombozytopathie untersucht und beprobt.

Schwerpunkt dieser Arbeit war die Abklidrung differentialdiagnostischer Fille, die
im Rahmen der oben beschriebenen BNP-Abkldrung auftraten und das Erfassen
,heuer Fille“ mit dem Krankheitsbild der Hereditiren Thrombozytopathie
Simmentaler Rinder (HTS). Zur Identifizierung dieser Thrombozyten-
funktionsstérung fiithrten wir Thrombozytenfunktionstests am
Impedanzaggregometer Multiplate® durch. Aus der Summe der damit erfassten
Falltiere wurden die klinischen Symptome erhoben und beschrieben, um den
Phinotyp der HTS zu charakterisieren. LEIPOLD und MOORE berichteten 1977
erstmals von Simmentaler Rindern mit Blutungsneigung (zitiert in (WEISSER et

al., 2010)). In anschlieBenden Fallbeschreibungen aus Nordamerika wird davon
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ausgegangen, dass es sich bei dieser Art der Blutungsneigung um einen
genetischen Defekt bei Simmentaler Rindern handelt, der eine solche
hdmorrhagische Diathese auslosen kann. Das Krankheitsbild bekam den Namen
,Hereditire Thrombozytopathie Simmentaler Rinder* (HTS) zugewiesen
(WEISSER et al., 2010). Genetische Untersuchungen des Blutes betroffener Tiere
durch den Lehrstuhl fiir Tierzucht der Technischen Universitit Miinchen (TUM)
in Freising bestidtigen das Vorliegen eines Gendefektes. An welcher Stelle der

Hiamostase sich der Gendefekt auswirkt, war zu diesem Zeitpunkt noch ungeklirt.

Ziele dieser Arbeit waren neben der Identifizierung der HTS bei DFV-Rindern
mittels der Impedanzaggregometrie am Multiplate®, die Erhebung und
Beschreibung der Symptome, die - bedingt durch diese erbliche

Gerinnungsstorung - bei betroffenen Rindern auftreten konnen.

Referenzwerte in der Multiplate®-Impedanzaggregometrie wurden beim Rind
bisher nur fiir Kilber der Rasse Deutsches Fleckvieh (DFV) ermittelt (HUBER,
2012). Im Rahmen dieser Dissertation sollen oben genannte Referenzwerte auch

fiir Bullen, Kiihe und Jungrinder der Rasse DFV erfasst werden.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Thrombozyten

Die grofite Bedeutung der Thrombozyten liegt im Bereich der Himostase. Thre
Hauptaufgabe besteht aus dem initialen Verschluss defekter Blutgefile (BROOS
et al., 2011). Die Funktion der Blutplittchen wird deutlich, wenn es durch
Thrombozytopenie oder genetische Defekte an Thrombozytenrezeptoren zu

Blutungen kommt (KIRCHMAIER und PILLITTERI, 2010).

1.1. Entstehung

Thrombozyten entstehen durch Abschniirung aus Megakaryozyten. Die
Thrombozytenbildung besteht aus zwei Phasen: Im ersten Schritt proliferieren die
Zellkerne der Megakaryozyten (Endomitose) und die Zytoplasmamasse nimmt zu.
Proteine fiir das Zytoskelett und spezifische Blutplittchengranula, einschlieBlich
ihrer Inhalte werden gebildet und in Membransysteme eingelagert. Ausgelost wird
dieser einige Tage dauernde Prozess durch spezifische Wachstumsfaktoren, wie
z.B. Thrombopoetin. Der zweite Schritt umfasst die Bildung diinner, verzweigter
Vorspriinge der Megakaryozyten, der sogenannten Pseudopodien. Uber
Mikrotubuli wandern dort synthetisierte Granula und Organellen aus dem
Zellkorper ein. Am Ende dieser mehrstiindigen Phase kommt es zur Abschniirung
der so entstandenen Prothrombozyten. Dennoch kann es vorkommen, dass
Blutpléttchen noch mit anderen iiber eine Demarkationsmembran verbunden sind,
wenn sie den Blutstrom erreichen. Diese werden aber endgiiltig in den Kapillaren
von Lunge und Milz getrennt (KEHREL, 2008). Tiglich werden etwa 10°
Blutplittchen pro Megakaryozyt regeneriert. Da zudem pro Tag etwa 10°
Megakaryozyten im Knochenmark neu gebildet werden, gelangen jeden Tag ca.
10'"" Thrombozyten in die Blutbahn (HARTWIG und ITALIANO, 2003). Dort
leben sie durchschnittlich 7-10 Tage, bevor sie iiber das retikuloendotheliale

System in Milz, Leber und Lunge abgebaut werden.

1.2. Thrombozytenstruktur
Die Blutplittchen von Rindern sind mit einem Volumen von 3,2 - 5,4 fl etwa halb
so grofl wie die des Menschen (JAIN, 1993). Sie sind kernlos und haben ein

scheibenformig bis elliptisches Erscheinungsbild. Der lange Durchmesser eines
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elliptischen Thrombozyten vom Rind misst etwa 6,08 + 1,03 um, der kurze
1,78 £0,34 um (MEYERS et al., 1982). Unter der Zelloberfliche spiralig
angeordnete Mikrotubuli sorgen fiir die Aufrechterhaltung der Form (GADER et
al., 2008). Die Mikrotubuli setzen sich aus Tubulin zusammen und spielen neben
der Formgebung der Blutplittchen auch bei der Abschniirung der
Prothrombozyten von den Megakaryozyten eine Rolle. Des Weiteren dienen
Aktinpolymere der Formstabilitdt, die iiber Filamin und o-Aktinin sowohl
untereinander, als auch iiber Glykoprotein Ib (GPIb) mit der Plasmamembran des
Thrombozyten verbunden sind (HARTWIG und ITALIANO, 2003; KEHREL,
2008). Abgesehen vom Zellkern besteht der Thrombozyt wie andere Korperzellen
aus einer Zellmembran, dem Zytoplasma und den darin eingelagerten Organellen
(Abbildung 1). Die Thrombozytenmembran besteht aus Lipiden und Proteinen.
Den Hauptanteil machen verschiedene Phospholipide aus, die inhomogen in der
Membrandoppelschicht verteilt sind. AuBlen befinden sich in ruhenden Plittchen
hauptsichlich Sphingomyelin und Phosphatidylcholin, wihrend die innere Schicht
Phosphatidylserin, Phosphatidylinositol und Phosphatidylethanolamin trigt
(KEHREL, 2008). Bei Aktivierung der Thrombozyten é&ndert sich die
Phospholipidverteilung so, dass vermehrt saure Phospholipide (v.a.
Phosphatidylserin) an die Oberfliche gelangen und aus einer zuvor neutral
geladenen Thrombozytenmembran eine negative Oberfliche entsteht (Flip-Flop-
Mechanismus) (HEMKER et al., 1983; KEHREL, 2008). Die Plasmamembran ist
von einer Glykokalix umhiillt, die verschiedene Rezeptoren trigt, die fiir die
Signaliibertragung durch Agonisten und Inhibitoren in die Thrombozyten hinein
verantwortlich sind (KEHREL, 2008). Im Gegensatz zu den Thrombozyten beim
Menschen gibt es beim Rind kein offenes kanalikuldres System, das mit der
Plasmamembran in Verbindung steht (WHITE, 1987). Demnach spielt das
Kanalsystem bei der Blutplittchenfunktion beim Rind eine untergeordnete Rolle
(ZUCKER-FRANKLIN et al., 1985). Lediglich das dichte tubuldre System, das
aus dem endoplasmatischen Retikulum der Megakaryozyten hervorgeht, ist
teilweise entwickelt. Es ist ein nach innen abgeschlossenes, elektronendichtes
System, welches als wichtigster Speicherort fiir Kalzium und Ort der
Prostaglandinsynthese fungiert (BERGMANN, 2006). Im Zytoplasma der
Thrombozyten sind neben den Mikrofilamenten auch Glykogen, Lysosomen
Mitochondrien und Speichergranula eingelagert (KEHREL, 2008). Die

Speichergranula unterteilen sich in o-Granula und J8-Granula. Die a-Granula



II. Literaturiibersicht 5

boviner Thrombozyten sind zwar zahlenmifig geringer, dafiir aber doppelt so
grof} wie die des Menschen und nehmen den groften Raum im Zytoplasma ein.
Sie sind in ruhenden Blutplittchen vor allem peripher lokalisiert und stehen oft
mit der Plasmamembran in Kontakt. WHITE et al. (1987) beschreiben zwei
Sekretionsmechanismen der Granula. Bei einer Variante fusionieren die
oberfldchlich liegenden Granula mit der Plasmamembran und sezernieren den
Inhalt tiber diesen Weg in das &duBlere Medium. Im anderen Fall wird der
Granulainhalt durch interne Kontraktion aktiv nach drauflen befordert. Die a-
Granula stellen sich unter dem Elektronenmikroskop homogen und miBig
elektronendicht dar. Sie haben hauptsédchlich eine runde Form, konnen aber auch
eine ovale oder trommelschligelartige Gestalt annehmen. Sie beinhalten
Adhasionsproteine (Fibrinogen, von Willebrand Faktor (vWF), Thrombospondin,
Multimerin, Fibronektin), Gerinnungsfaktoren (Plasmafaktor V (FV), FVIII),
Faktoren der Fibrinolyse (Plasminogen, Plasminogen Activator Inhibitor (PAI) -
1), Zytokine und Wachstumsfaktoren (KEHREL, 2008; DUERSCHMIED und
BODE, 2009). Die 6-Granula fallen durch einen stark elektronendichten Korper
auf, der meist am Rand lokalisiert ist. Der restliche Inhalt erscheint weniger
elektronendicht. Die 6-Granula von Thrombozyten sind Speicherorte fiir Kalzium,
Serotonin, Adenosindiphosphat (ADP), Adenonsintriphosphat (ATP) und
Polyphosphate (PUJOL-MOIX et al., 2000; NURDEN und NURDEN, 2008).
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Abbildung 1: Morphologie eines ruhenden Thrombozyten beim Menschen
(KEHREL, 2008).
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Abbildung 2: Morphologie eines aktivierten Thrombozyten beim Menschen
(KEHREL, 2008).

2. Hamostase

2.1. Physiologischer Ablauf der Himostase

Die Hamostase ist eine physiologische Antwort des Korpers auf eine
GefiaBverletzung (MACKMAN et al., 2007). Das Blutgerinnungssystem muss
schnell reagieren, um Blutverlust an der Verletzungsstelle des GefidBes zu
begrenzen (RENNE et al., 2006). Ziel der Hamostase ist die Bildung eines dichten
Pfropfens aus Thrombozyten und Fibrin im Bereich der GefidB3verletzung
(HOFFMAN, 2003) bei gleichzeitiger Aufrechterhaltung des Blutflusses im
intakten GefdBbereich (RENNE et al., 2006). Die Blutkoagulation ist ein
hochregulierter Prozess aus primérer (Plittchenaktivierung) und sekundérer
Hémostase (Fibrinproduktion) (MULLER und RENNE, 2011), der sich zwischen
Thrombozyten, Plasmafaktoren und verletzter Gefi3wand abspielt (RENNE et al.,
2006).

2.1.1. Priméire Himostase
Die Thrombozyten nehmen die Schliisselrolle in der primidren Himostase ein. Die

initiale Phase der primédren Hidmostase nennt sich Adhésion und besteht aus der
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Interaktion zwischen Thrombozyten und subendothelialer Matrix (KEHREL,
2008). Sie beginnt, sobald die kontinuierliche innere Schicht des Gefdendothels
unterbrochen ist. Die Blutplidttchen gehen mit dem darauthin freigelegten
Subendothel eine Verbindung ein. Kollagen ist die bedeutendste
GefiBBwandkomponente bei der Initiation der Thrombozytenadhdsion (BROOS et
al., 2011). Von Willebrand Faktor, ein Plasmaprotein, dient bei der Adhésion als
Bindeglied zwischen dem membranstidndigen GPIb der Thrombozyten und dem
Subendothel. GPIb bildet zusammen mit GPV und GPIX den GPIb/V/IX-
Komplex, der den wichtigen vWF-Rezeptor darstellt (BEARDSLEY, 1990;
KEHREL, 2008). Die Bindung von GPIb und vWF besteht nur von kurzer Dauer,
reicht aber aus, um die Thrombozyten mit der Verletzungsstelle in engen Kontakt
zu bringen. Weiterhin trigt GPIb zur Modulation und Verstirkung der
Plattchenantwort auf Thrombin bei. Prothrombin (FII) wird als Vorstufe von
Thrombin in der Leber synthetisiert und stetig ins Blut abgegeben. Erst bei Ablauf
der Gerinnungskaskade wird es durch die Prothrombinase, einem Enzymkomplex
aus FXa, Kalzium (Ca2+), Phospholipide und FVa, zu Thrombin gespalten
(NESHEIM et al., 1979; DAVIE und KULMAN, 2006). Die Bindungsstelle fiir
Thrombin am GPIb-Rezeptor nimmt eine Schiisselrolle in der Enthiillung einer
negativ geladenen Thrombozytenoberfliche und der weiteren Thrombinbildung
ein (DORMANN et al., 2000). Wihrend der lockeren Verbindung bindet der
Kollagenrezeptor GPVI des Thrombozyten direkt an Kollagen und 16st dadurch
eine Konformationsdnderung des GPla/lla-Komplexes (02B1-Integrin) aus
(NIESWANDT und WATSON, 2003). Erst dadurch erlangt der GPla/lla-
Komplex eine hohe Affinitéit zu Kollagen und demzufolge die Fahigkeit eine feste
Verbindung mit Kollagen einzugehen. Weiterhin 16st er in dieser Form eine
Freisetzung von Thromboxan A; (TXA;) und ADP aus (JUNG und MOROI,
2000; COSEMANS et al., 2008). Besteht eine feste Adhidsion zwischen
Subendothel und Thrombozyten, kontrahieren sich die Thrombozyten, bilden
Pseudopodien aus und werden aktiviert (Abbildung 2). Die Aktivierungsphase
16st, vermittelt iiber Tyrosinkinasen und G-Protein gekoppelte Rezeptoren, eine
Signalkaskade aus (BROOS et al., 2011). Diese fiihrt innerhalb der Thrombozyten
zur Bildung von Arachidonsiure, die wiederum zu TXA, metabolisiert wird
(BROOS et al., 2011), zur Produktion von Prostaglandinen und zur Freisetzung
von Granulainhalt (ADP, Ca2+, Serotonin) in das externe Milieu. TXA, trigt

wiederum zur Plittchenaktivierung und -aggregation bei (HOURANI und
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CUSACK, 1991). ADP spielt innerhalb der Plédttchenaktivierung eine grof3e Rolle
und vermittelt seine aggregatorische Wirkung iiber purinerge Rezeptoren (P2)
P2X1-, P2Y1- und P2Y12-Rezeptoren der Thrombozyten (GACHET, 2001b;
MURUGAPPA und KUNAPULI, 2006). Serotonin 16st eine Vasokonstriktion aus
und aktiviert neben ADP die Thrombozyten iiber den Serotonin- oder 5-
Hydroxytryptamin (5-HT2A) -Rezeptor (KEHREL, 2008). Unabdingbar fiir eine
Plittchenaggregation sind die GPIIb/IITa-Komplexe auf der
Thrombozytenmembran. In Anwesenheit von Kalzium durchlaufen sie eine
Konformationsidnderung, durch die sie die Fihigkeit erlangen Fibrinogen zu
binden (BEARDSLEY, 1990). Uber diese Thrombozyten-Fibrinogen-
Thrombozyten-Verkniipfung entsteht ein instabiler primirer Blutplittchenpfropf
iiber der Verletzungsstelle, der durch Fibrinbildung wihrend der sekundédren

Hamostase zu einem gefestigten Pfropfen umstrukturiert wird.

2.1.2.  Sekundire Himostase

Die Fibrinbildung kann entweder iiber den extrinsischen oder den intrinsischen
Weg ablaufen. Plasmakoagulationsfaktoren reagieren dabei in einer komplexen
Kaskade, um Fibrin zu bilden, welches fiir die Festigkeit des
Thrombozytenpfropfes verantwortlich ist (MULLER und RENNE, 2011). Die
Hauptrolle bei der Einleitung des extrinsischen Weges iibernimmt der Tissue
Factor (TF, Thromboplastin, FIII) (CAMERER et al., 1996). Physiologisch
kommt TF nur in geringer Konzentration im Blut vor und ist wesentlich auf
Adventitiazellen von Gefden exprimiert (MACKMAN et al., 2007). Erst bei
Verletzung des Gefilendothels tritt der TF mit dem Blut in Kontakt (GAILANI
und RENNE, 2007b). Sobald das geschehen ist, bildet er als Kofaktor von
Plasmafaktor VII (ZHU, 2007), der neben dem TF einen spezifischen Bestandteil
des extrinsischen Gerinnungssystems ausmacht, den TF/FVIla-Komplex (RENNE
et al., 2006). Der TF/FVIIa-Komplex gilt als primérer Aktivator der Kaskade der
Plasmagerinnungsfaktoren in vivo (MACKMAN et al., 2007) und aktiviert die
Plasmafaktoren FIX und FX, die seine Hauptsubstrate darstellen (RENNE et al.,
2006). Der aktivierte FIX (FIXa) bildet mit FVIIla einen Komplex, der in
Anwesenheit von Phospholipiden und Kalzium die Umwandlung von FX zu FXa
katalysiert (SCHENONE et al., 2004). Der aktivierte Plasmafaktor FX (FXa)
verbindet sich mit durch ihn aktivierten Kofaktor FVa, Kalzium und einer negativ

geladenen Phospholipidmembran zum Prothrombinasekomplex und kann dariiber
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Prothrombin zu Thrombin spalten (MONROE et al., 1996; SCHENONE et al.,
2004). Thrombin induziert schlieflich die Bildung von Fibrin aus Fibrinogen
(DAVIE und KULMAN, 2006). Daneben fiihrt Thrombin zur starken Aktivierung
der G-Protein-gekoppelten Thrombozytenrezeptoren PAR1 (proteinase-activated
receptors) und PAR4 (HIRANO, 2007). Alternativ kann die Koagulation auch
durch den intrinsischen Weg eingeleitet werden (GAILANI und RENNE, 2007b).
Er setzt sich aus den Plasmafaktoren FXI, FXII und FVIII zusammen
(MACKMAN et al.,, 2007). Der klassische intrinsische Weg wird durch
Kontaktaktivierung ausgelost. Wenn Blut mit negativ geladenen Oberflichen
(z.B. Kollagen) in Kontakt kommt, werden eine Reihe proteolytischer Reaktionen
eingeleitet (GAILANI und RENNE, 2007a). Die negativ geladene Oberfliche
fiihrt zur Aktivierung von FXII zu FXIIa (GAILANI und RENNE, 2007b). FXIla
induziert neben der Aktivierung von FXI zu FXla die Konvertierung von
Prekallikrein zu Kallikrein. Kallikrein spaltet hochmolekulares Kininogen zu
Bradykinin, ein stark vasoaktives Peptid (GAILANI und RENNE, 2007a). SUGO
et al. (1982) zeigten, dass FXII beim Rind zuerst Prekallikrein zu Kallikrein
konvertiert, was umgekehrt die Aktivierung von FXII bedingt. Plasmafaktor FXIa
dient der Aktivierung von FIX. Aktivierter FIXa bindet auf der
Thrombozytenoberfliche an FVIIla und fordert in dieser Verbindung als Tenase-
Komplex die Aktivierung von FX zu FXa und damit die Rate der
Thrombinbildung (HOFFMAN, 2003). An der Stelle der Aktivierung von FX
laufen der extrinsische und intrinsische Gerinnungsweg zusammen (ZHU, 2007).
Nach der Bildung eines stabilen Fibrinpfropfes folgt die Retraktion. Dabei
kontrahieren sich die Fibrinfidden. Die Wundriander nihern sich aneinander, was
zu einem besseren Wundverschluss fithrt (SPORNITZ, 2004). Durch zentripetale
Kontraktion des Aktomyosins der Thrombozyten wird die Retraktion des
Gerinnungspfropfes unterstiitzt (MISCHKE, 2003; ENGELHARDT und
BREVES, 2005). Bei starker Aktivierung der Plittchen (z.B. durch Kollagen plus
Thrombin) oder durch hohen Scherstress kann es auch zu einer
Mikropartikelbildung aus den Thrombozyten kommen. Dabei schniiren sich
kleine Teile von Thrombozyten ab, die iiber vWF am Endothel anhaften und
entweder schlauchférmige oder runde Partikel bilden, deren Oberfldche ebenfalls
adhasive Glykoproteine (GPIba, Integrin olIbBIIl) tragen und somit
prokoagulatorische Fihigkeiten besitzen (REININGER et al., 2006).
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2.1.3. Physiologische Inhibition der Blutgerinnung

Jeder Blutgerinnungsprozess darf nur im Bereich der Verletzungsstelle im Gefil3
ablaufen, um Thrombenbildung zu vermeiden (HOFFMAN, 2003). Spontane oder
durch vorhergehende Verletzung ausgeldste Thrombozytenaggregation muss
jederzeit begrenzt bleiben, um pathologische Gefdlverschliisse mit daraus
resultierender Ischdmie vorzubeugen (BROOS et al., 2011). Das wird dadurch
gewihrleistet, dass Gerinnungsfaktoren nur auf spezifischen Zelloberflichen
arbeiten. Verschiedene Zellen spielen im Koagulationsprozess unterschiedliche
Rollen. Die Thrombozyten unterstiitzen vor allem die prokoagulatorischen
Reaktionen, wie z.B. durch Freisetzung von TXA,, die GefiBlendothelzellen
spielen dagegen eine Schliisselrolle in der Aufrechterhaltung der
antikoagulatorischen Eigenschaften des Gefdlsystems (HOFFMAN, 2003).
Sobald sich ein Fibrin-Plittchen-Gerinnsel im Bereich der Gefillverletzung
gebildet hat, muss der Gerinnungsprozess begrenzt werden, um Thromben im
gesunden GefidBBbereich zu vermeiden. Das Protein C/Protein S/Thrombomodulin-
System stellt sicher, dass die Produktion von Prokoagulantien auf die verletzte
Stelle im Gefdl beschrinkt bleibt. Wenn Thrombin mit einer Endothelzelle in
Kontakt kommt, bindet es auf der Endotheloberfliche an oben genannten
Komplex und aktiviert Protein C, welches darauthin an seinen Kofaktor Protein S
bindet und die Faktoren Va und VIlla deaktiviert. Weitere Proteasehemmer mit
antikoagulatorischen Eigenschaften sind Antithrombin und
Gewebsfaktorproteasehemmer (TFPI) (HOFFMAN, 2003). Starke Hemmsignale,
die Thrombozyten vor unerwiinschter Aktivierung schiitzen und gleichermal3en
die Thrombenbildung auf die Fliche der Gefdlverletzung begrenzen, gehen von
Stickstoffmonoxid (NO) und Prostacyclin (PGI2) aus. Sie zdhlen zu den starken
negativen Regulatoren, die fihig sind in die Blutplittchenadhision, -aktivierung, -

aggregation, -sekretion und deren Formveridnderung einzugreifen.

2.2. Storungen der Hamostase

Bei den Himostasestorungen werden Storungen der primdren und der sekundéren
Héamostase unterschieden. Die primidre Hdmostase ist thrombozytenabhéngig,
weshalb Stérungen innerhalb dieser von den Thrombozyten selbst ausgehen. Auf
der einen Seite kann die Anzahl der Blutplédttchen durch unzureichende Bildung,
erhohten Umsatz oder vermehrte Zerstorung vermindert (Thrombozytopenie, z.B.

bei BNP), auf der anderen Seite die Funktion gestort sein (Thrombozytopathie).
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Sowohl bei der Thrombozytopenie als auch der Thrombozytopathie koénnen
erblich bedingte oder erworbene Ursachen dahinter stehen. Storungen der
sekunddren Héamostase beruhen auf Defekten innerhalb der Plasmafaktoren.
Ursachen konnen angeborene (Hamophilie A und B) oder erworbene Mingel
(Lebererkrankung, Vitamin K-Mangel, Neoplasien) sein, die einen negativen
Einfluss auf die Gerinnungsfaktoren nehmen (SCHARF, 2003). Bei der
disseminierten intravasalen Koagulopathie (DIC) sind sowohl die primére als
auch die sekundire Hidmostase betroffen. Durch eine Thrombose als primire
Erkrankung werden Thrombozyten und Gerinnungsfaktoren verbraucht und eine
unkontrollierte Fibrinolyse eingeleitet. Sekundir kann es dadurch zu massiven

Blutungen kommen.

3. Thrombozytopathien

Thrombozytopathien sind durch reduzierte oder fehlende Plittchenfunktion
charakterisiert. Da die Thrombozyten an verschiedenen Stellen der Hdmostase
mitwirken, dullern sich Thrombozytopathien, abhéngig von der Lokalisation des
Plittchendefektes, in Storungen der Adhision, Aggregation, Sekretion und/oder
prokoagulatorischen Aktivitdit (SCHARF, 2003). Ursachen dafiir konnen
Rezeptoren-, Stoffwechsel- oder molekulare Defekte wichtiger
Membranglykoproteine ~ der  Blutpldattchen  sein  (SCHARF,  2003).
Thrombozytopathien lassen sich in angeborene und erworbene Plittchendefekte
einteilen. Der Literaturteil dieser Dissertation beschrinkt sich auf die angeborenen
Thrombozytenfunktionsstorungen. Abhingig vom Autor werden sie beziiglich der
Lokalisation der Veridnderungen (Rezeptorglykoproteindefekte,
Speichergranuladefekte, Enzymdefekte und Riesenplittchenthrombozytopathien)
(KIRCHMAIER und PILLITTERI, 2010; NURDEN et al., 2012) oder ihrer
dadurch bedingten Funktionsstorungen (Storungen der Adhision, Aggregation,
Plattchensekretion oder abnorme prokoagulatorische Aktivitit) eingeteilt
(SCHARF, 2003). Einige der im Folgenden aufgefiihrten Thrombozytopathien
sind bisher nur beim Menschen beschrieben worden. Sie sollen einen Uberblick
moglicher Auswirkungen verschiedener Gendefekte auf die Thrombozyten und
deren  Funktion  verschaffen. @ Die  FEinteilung  erfolgt hier in
Rezeptorglykoproteindefekte, Speicherdefekte und Defekte anderer Strukturen

innerhalb der Thrombozyten.
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3.1. Rezeptorglykoproteindefekte

3.1.1. Bernard-Soulier-Syndrom (BSS) beim Menschen

Dem BSS liegt ein autosomal-rezessiv vererbter Gendefekt zu Grunde, der zu
einem Defekt der GPIba, GPIbf, und GPIX fiihrt (LANZA, 2006). Eine Ursache
dafiir findet sich in einer homozygoten Deletion von 11 Nukleotiden im GPIX-
Gen (SANDROCK et al., 2010). Weitere Ursachen sind sinnverdndernde und
sinnentstellende Mutationen, die zu unfertigen Stopcodons fithren (LANZA,
2006). Daraus resultiert letztendlich eine Storung des fiir die Blutgerinnung
notwendigen  Glykoprotein-Ib/IX/V-Komplexes. Betroffene = Thrombozyten
verlieren die Fahigkeit iiber den GPIba-Rezeptor mit dem vVWF und Thrombin
eine Verbindung einzugehen (RAND et al., 2010) und bei GefidB3verletzungen an
das freiwerdende Subendothel zu adhirieren (SCHARF, 2003). Klinisch dussert
sich das BSS durch Epistaxis, Gaumen- und Hautblutungen und bei Frauen auch
Menorrhagien. Vergroferte Thrombozyten und Thrombozytopenie sind weitere
Befunde des Krankheitsbildes (BERNDT und ANDREWS, 2011). SAVOIA et al.
(2011) zeigten in einem Versuch, dass sich bei betroffenen Thrombozyten unter
Einsatz von ADP und Kollagen als Aktivierungsreagentien in vitro eine
Gerinnung ausldsen lésst, diese unter Ristocetin jedoch unvollstindig bis gar nicht
ausfillt. Ristocetin ist ein Antibiotikum, das mit vWF Komplexe bildet. In dieser
Formation erlangt vWF die Fahigkeit iiber GPIba der Thrombozyten eine
Verbindung einzugehen. Folge ist eine Aggregation und Aktivierung der
Thrombozyten. Bei Mangel und Abwesenheit von GPIba oder vWF unterbleibt
eine Aggregationsreaktion der Thrombozyten (CALATZIS et al., 2000).

3.1.2. Glanzmann-Thrombasthenie (GT) bei Mensch, Hund und Pferd

Diese Art der autosomal-rezessiv vererbten Thrombozytopathie beruht auf einem
quantitativen oder qualitativen Defekt des GPIIb/Illa-Komplexes (Integrin
allbPB3). Dadurch kommt es zu einer verminderten oder fehlenden Expression des
Rezeptors auf der Plittchenmembran oder einer Funktionsstorung des
Rezeptorkomplexes (SCHAREF, 2003). Die Plittchen verlieren damit die Fahigkeit
eine Verbindung mit Fibrinogen einzugehen und Aggregate zu bilden (NURDEN
et al., 2012). Phinotypisch stellt sich das Krankheitsbild beim Menschen als
Purpura, Epistaxis, Schleimhautbluten und bei Frauen auch Menorrhagien dar.

(SCHAREF, 2003). Eine Stimulation der Thrombozyten mittels Ristocetin 19st eine
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Plattchenaggregation aus. Bei Einsatz von ADP, Kollagen oder Thrombin ist diese
jedoch stark herabgesetzt oder fehlt ginzlich (SCHARF, 2003). GT lisst sich in
Abhingigkeit von dem Grad der Ausprigung des GPIIb/Illa-Komplexes auf der
Pliattchenmembran und dem Gehalt an Fibrinogen in den o-Granula in die
Typen I-1II einteilen (SCHARF, 2003). BOUDREAUX et al. (1996) beschrieben
das erste Mal eine mit der humanen GT Typ I vergleichbare Erkrankung bei
einem Pyrenden Berghund. Plittchenzahl und —morphologie waren normal, die
Antwort auf Plittchenstimulation nach ADP-, Kollagen-, PAF- oder
Thrombingabe und die Plittchenretraktion waren deutlich herabgesetzt. Der
Anteil an GPIIb/Illa-Komplexen auf der Plittchenmembran und der
Fibrinogengehalt waren ebenfalls deutlich reduziert. Klinisch zeigte das Tier
starkes Zahnfleischbluten und unkontrollierbare Epistaxis. Genetisch betrachtet
existiert eine vierzehn Basen lange Insertion im Exon 13 und ein Spleildefekt auf

Intron 13 auf dem allb-Gen (LIPSCOMB et al., 2000).

Im Jahr 1989 wurde die GT beim Pferd erwihnt (SUTHERLAND et al., 1989).
Die Autoren beschrieben einen 4-jdhrigen Standardbred Wallach der seit
dreieinhalb Jahren an spontanem Nasenbluten und phasenweise auftretenden
Petechien und Ekkchymosen auf Nasen- und Maulschleimhaut litt. Durchgefiihrte
Untersuchungen lieBen den Verdacht aufkommen, dass das Pferd von einer Art
der Thrombozytopathie betroffen war, welche mit der GT Typ II des Menschen
vergleichbar war. Einige Jahre spiter beschrieben LIVESEY et al. (2005) die GT
bei einem 7-jdhrigen Thoroughbred-Cross Wallach und einer 4-jdhrigen Quarter-
Horse Stute. Beide Tiere zeigten lang anhaltende beidseitige Epistaxis. Der
Besitzer des Wallaches gab an, dass die Blutungen unabhingig vom Training
auftraten. Durchgefiihrte Gerinnungstests (aktivierte Koagulationszeit, partielle
Thromboplastinzeit, Prothrombinzeit, Thrombinzeit, Konzentration der
Fibrinabbauprodukte und des vWF) waren unauffallig. Die
Thrombozytenkonzentration lag im Referenzbereich. Die Blutungszeiten waren
verlingert und die Pléttchenretraktionen vermindert. Die Aggregation der
Thrombozyten in vitro unter Einsatz von PAF, ADP und Col war bei allen
Aktivatoren deutlich beeintriichtigt. Uber eine Durchflusszytometrie wurde eine
reduzierte Konzentration an Fibrinogenrezeptoren auf der
Thrombozytenoberfliche nachgewiesen. Elektronenmikroskopische

Untersuchungen zeigten keine morphologischen Unterschiede der Thrombozyten
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betroffener und gesunder Pferde. MACIEIRA et al. (2007) beschrieben dhnliches
bei einem 18 Monate alten Oldenburger Stutfohlen. Klinisch zeigte das Tier eine
verlangerte Schleimhautblutungszeit, deutlich verldngerte Verschlusszeiten des
Blutes bei Aktivierung mit ADP und Kollagen und das Ausbleiben einer
Plittchenretraktion nach 60 Minuten. Uber eine Durchflusszytometrie konnte
auch hier eine Reduktion von GPIIb auf den Thrombozyten festgestellt werden.
Der genetische Defekt basiert nach MACIEIRA et al. (2011) beim Pferd auf einer
homozygoten Punktmutation. Ein anderes Team beschrieb die Glanzmann
Thrombasthenie bei einer 17 Jahre alten Peruvian Paso Stute. Diese litt seit
mindestens drei Jahren an beidseitiger Epistaxis. Mittels einer Endoskopie
konnten Petechien auf der Nasenschleimhaut beobachtet werden. Genetische
Untersuchungen deckten eine Deletion im Exon und Intron 11 des Gens auf, das

fiir GPIIb codiert (SANZ et al., 2011).

3.1.3. Plittchentyp des von-Willebrand-Syndroms (Pseudo-vWS) beim
Menschen

Das Pseudo-vWS ist ein seltener, autosomal dominanter Plittchendefekt, der mit
Blutungsneigung einhergeht. Betroffen ist das GPlba, das im GPIb/IX/V-
Komplex integriert ist und als Rezeptor fir den vWF fungiert. Das
Zusammenspiel dieser beiden Proteine ist fiir den Ablauf der priméiren Himostase
essentiell (OTHMAN et al., 2011). Pathogenetisch liegt dem Pseudo-vWS eine
unphysiologisch erhohte Interaktion der Thrombozyten mit dem vWF zugrunde
(SCHAREF, 2003). Aufgrund dessen kommt es auch ohne initialen Stimulus zur
Aggregatbildung von Thrombozyten und vWF-Multimeren (MILLER et al.,
1983). Sinkende vWF-Konzentrationen und eine leichte Thrombozytopenie sind
die Folgen, die schlieBlich eine hamorrhagische Diathese bedingen (MILLER et
al., 1983; MILLER, 1996). Punktmutationen an verschiedenen Positionen im
GPIba-Gen sind fiir das Pseudo-vWS verantwortlich (MILLER et al., 1991;
MURATA et al., 1993; RUSSELL und ROTH, 1993; MORIKI et al., 1997).
Neben den beschriebenen Punktmutationen im GPIba-Gen wurde auch eine
Mutation im GPIbo-Rezeptor auflerhalb der vWEF-Bindungsstelle entdeckt
(OTHMAN et al., 2005).
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3.2. Speicherdefekte

3.2.1. Hereditire Storage-Pool-Disease

Bei dieser Erkrankung sind Storungen der Plittchensekretion Ausloser der
Blutungsneigung. In den Thrombozyten befinden sich Organellen, die unter
physiologischen Umstidnden wichtige Inhaltsstoffe fiir die primédre Hdmostase
speichern, die sie nach Aktivierung der Thrombozyten nach auflen abgeben.
Abhingig davon, welche Organellen einen Defekt aufweisen, ldsst sich die
Storage-Pool-Disease in a-Granula-, 6-Granula-Defekt oder in einen kombinierten

Defekt beider Granulatypen einteilen (SCHAREF, 2003).
3.2.1.1. oe-Granula-Defekte

3.2.1.1.1. Grey-platelet-Syndrom beim Menschen

Diese seltene, vornehmlich rezessiv vererbte Erkrankung (ALBERS et al., 2011),
die mit milder Blutungsneigung einhergeht, wurde erstmals von RACCUGLI
(1971) unter dem Namen ,,gray platelet disease* beschrieben. Die Thrombozyten
sind ziemlich grof3, vakuolisiert und nahezu ohne zytoplasmatische Granula.
Mitochondrien, Dense Bodies, Peroxisomen und Lysosomen sind in
physiologischer Anzahl vorhanden, a-Granula fehlen oder sind reduziert (WHITE,
1979). Im Wright’s-stain Blutausstrich erscheinen betroffene Thrombozyten grau,
was dieser Krankheit ihren Namen verliechen hat (WHITE, 1979).
Ultrastrukturelle Untersuchungen zeigen, dass die Ubertragung endogen
synthetisierter sekretorischer Proteine aus den Megakaryozyten in die a-Granula
der Thrombozyten bei betroffenen Patienten beeintrichtigt ist (ROSA et al.,
1987). Dadurch sind die in den o-Granula gespeicherten Polypeptide und Proteine
in der Konzentration erniedrigt oder fehlen vollstandig (BRETON-GORIUS et al.,
1981). Die Granulamembran selbst und die Synthese der a-Granula-Proteine
durch die Megakaryozyten sind nicht betroffen (ROSA et al., 1987; SCHAREF,
2003). Bei Einsatz von ADP als Aktivierungsreagenz wird bei den Thrombozyten
eine normale Aggregation ausgelost (FALIK-ZACCAI et al.,, 2001). Auf
Kollagenreagenz unterbleibt eine Reaktion oder fillt gering aus, da GPVI als
Kollagenrezeptor nur in geringer Anzahl vorliegt (NURDEN et al., 2004). Die
Thrombozytenkonzentration ist geringgradig reduziert (KIRCHMAIER und
PILLITTERI, 2010). Genetisch gesehen basiert diese Erkrankung auf einer
Mutation des NBEAL2 (Neurobeachin-like 2)-Gens auf Chromosom 3 (ALBERS
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et al., 2011; KAHR et al., 2011). Das NBEAL2-Protein ist vermutlich an der
Vesikeliibertragung in Megakaryozyten beteiligt und entscheidend fiir die
Ausbildung der a-Granula (MICHELSON, 2013).

3.2.1.1.2. Quebec-Thrombozytenstorung beim Menschen

TRACY et al. (1984) beschrieben erstmal den Zusammenhang zwischen dem
erblich bedingten qualitativen Defekt von Faktor V und der damit einhergehenden
Blutungsneigung. Die Quebec-Thrombozytenstorung wird autosomal-dominant
vererbt und ist neben einer qualitativen und quantitativen Abweichung des FV
durch einen verringerten Multimeringehalt gekennzeichnet. Im Gegensatz zur
freien Form im Plasma kommt FVa im Thrombozyten nur an Multimerin
gebunden vor (HAYWARD, 1997). Durch den erniedrigten Multimeringehalt
steht dem Prothrombinasekomplexes (FVa, FXa, Ca”**, Phospholipide) weniger
FVa zur Verfiigung, weshalb sich die Thrombinbildung enorm reduziert
(NESHEIM et al.,, 1979), was eine verlingerte Blutungszeit bedingt. Die
Aggregation bei Einsatz von ADP ist reduziert und bei Einsatz von Kollagen
unterschiedlich stark ausgepriagt (HAYWARD et al., 1997). Klinische Anzeichen
sind Schleimhautblutungen, moderate bis ernste Blutungen, die verzogert (12 bis
24 Stunden) nach Traumen oder chirurgischen Eingriffen einsetzen, lange
Blutungsepisoden nach Verletzungen, spontane Hamarthrosen, Epistaxis und
intrakranielle Blutungen (HAYWARD et al., 1996; HAYWARD et al., 1997).
Therapeutisch erzielte nur der Einsatz von fibrinolytischen Inhibitoren eine
Besserung der Blutungsneigung (HAYWARD et al., 1996; KAHR et al., 2001).
HAYWARD et al. (1996) vermuteten hinter dem Krankheitsgeschehen eine
abnorme Proteolyse der o-Granula-Proteine. Einige Jahre spidter wurde
herausgefunden, dass Quebec-Thrombozyten groe Mengen an fibrinolytischen,
plasminogen-aktivierenden Proteasen enthalten. Die Ursache wird mit dem hohen
Gehalt des Enzyms Urokinase-Typ-Plasminogen-Aktivator (uPA) innerhalb eines
sekretorischen Kompartiments begriindet (KAHR et al., 2001), der zu einer
beschleunigten Fibrinolyse innerhalb des gebildeten Blutkoagels fiihrt. Auf
genetischer Ebene basiert die erhohte Expression von uPA in den Plittchen auf
einer Verdoppelung eines 78-kb langen genomischen Segmentes auf Chromosom
10, das das Urokinase-Plasminogen-Aktivator-Gen (PLAU) tragt (PATERSON et

al.,, 2010). Eine vermehrte Transkription der Urikinase-Plasminogen-Aktivator-
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mRNA wihrend der Differenzierung der Megakaryozyten konnte festgesellt
werden (DIAMANDIS et al., 2009).

3.2.1.2. 6-Granula-Defekte

Verglichen mit anderen erblichen Thrombozytenfunktionsstorungen, die trotz
physiologischer Thrombozytenzahl mit Blutungsneigung einhergehen, treten diese
Defekte recht hidufig auf. Bei isoliertem o6-Granulaspeicherdefekt fallen die
Blutungen recht mild aus, in Kombination mit anderen Defekten kann er zu
bedrohlichen Blutungen fithren (SCHARF, 2003). Die 6-Granula von
Thrombozyten sind Speicherorte fiir Kalzium, Serotonin, ADP, ATP und
Polyphosphate (PUJOL-MOIX et al., 2000; NURDEN und NURDEN, 2008). Die
Inhaltsstoffe werden wéhrend der Pléttchensekretion ausgeschleust und spielen
bei der Ubertragung der primiren Plittchenantwort eine grofe Rolle (PUJOL-
MOIX et al., 2000).

3.2.1.2.1. Isolierter o-Granuladefekt beim Menschen

Die Vererbung des isolierten d-Granuladefektes findet autosomal dominant statt.
In einer Studie von PUJOL-MOIX et al. (2000) wurden die Thrombozyten von
Patienten mit klinisch milder bis stirkerer hamorrhagischer Diathese untersucht.
Die Blutungen &uBlerten sich in schnell erworbenen H&ématomen,
Schleimhautblutungen, Menorrhagien und starken postoperativen Blutungen. Die
Anzahl der Plittchen lag im physiologischen Bereich und die Morphologie war
lichtmikroskopisch unauffillig. Ultrastrukturell zeigte sich, dass die Fliche und
der maximale Durchmesser betroffener Thrombozyten im Vergleich zu normalen
Pléttchen deutlich vergroBert war, wohingegen die diskoide oder elliptische Form
erhalten blieb. Die Anzahl der 6-Granula pro Plittchen und pro pm? war deutlich
reduziert. Die Aggregometrie war bei mehr als zwei Dritteln der Patienten nach

Einsatz von ADP, Epinephrin und/oder Kollagen als Agonisten beeintrachtigt.

3.2.1.2.2. Hermansky-Pudlak Syndrom (HPS) beim Menschen

Im Jahr 1959 steliten HERMANSKY und PUDLAK erstmals einen
Zusammenhang zwischen Albinismus und verldngerter Blutungszeit her. HPS
wird autosomal rezessiv vererbt und &duBert sich in partiellem okulokutanen
Albinismus, Plittchenspeicherkrankheit, die mit Blutungsneigung einhergeht und
einem fehlgesteuerten Zeroidstoffwechsel, bei dem Zeroid in Lysosomen

eingelagert wird (IANNELLO et al., 2003). Defekte in der Bildung und Funktion
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von Lysosom-verwandten Organellen wie Melanosomen in Melanozyten oder 6-
Granula in Thrombozyten wurden nachgewiesen. Die
Thromboyztenkonzentration liegt im Referenzbereich, allerdings bleibt die
Zweite-Phase-Aggregation, die normal durch Sekretion des Inhaltes von a- und 6-
Granula ausgelost wird, bei Aktivierung mit ADP, Epinephrin und Thrombin bei
betroffenen Patienten aus. Bei Aktivierung mit Kollagen fehlte eine Aggregation
vollstandig (HARDISTY und MILLS, 1972). Spezialisierte sekretorische Zellen
wie Melanozyten, Thrombozyten, Alveolen vom Typ II und zytotoxische T-
Zellen sind bei HPS beeintrachtigt (WEI, 2006). Ursachen sind Defekte im
intrazelluldren Proteinaustausch, die zur Stérung lysosomverwandter Organellen
fiilhren. Dementsprechend sind Organellen wie Melanosomen, J-Granula,
Lamellenkorperchen oder lytische Granula betroffen (WEIL, 2006). Daraus
resultieren die oben genannten klinischen Erscheinungen. Bisher sind
Veridnderungen in acht verschiedenen Genen identifiziert, die jeweils zu einem

anderen Subtypen fithren (WEI, 2006).

3.2.1.2.3. Chediak-Higashi Syndrom (CHS) bei Mensch, Rind und anderen
Spezies
Das Krankheitsbild des CHSs wird autosomal rezessiv vererbt. Neben
verlangerter Blutungszeit sind Hypopigmentierung, Photophobie, abnormale
Leukozyten und deutlich erhohte Anfilligkeit fiir eitrig bakterielle Infektionen
klinische Anzeichen (PADGETT et al., 1964). Zunichst wurde das Chediak-
Higashi Syndrom bei Aleuten Nerzen, Hereford Rindern, beigen Méusen und
Menschen beschrieben (PADGETT et al., 1964; LUTZNER et al., 1967; BLUME
et al., 1969). Anschlieend wurde dieses Krankheitsbild auch bei Killerwalen,
Perserkatzen und Fiichsen nachgewiesen (TAYLOR und FARRELL, 1973;
KRAMER et al., 1977; FAGERLAND et al., 1987). Unter der Spezies Rind
tauchte das CHS auller bei Herefords auch bei Brangus und Japanese Black auf
(AYERS et al., 1988; OGAWA et al., 1997). Eine Untersuchung zu dem ATP-
und ADP-Gehalt in den Thrombozyten von Menschen und Rindern mit CHS
weist darauf hin, dass die Ursache der verldngerten Blutungszeit auf einen Defekt
der Speicherung von ATP/ADP in den d-Granula zuriickgefiihrt werden kann
(BELL et al., 1976). Ultrastrukturelle Untersuchungen der Thrombozyten von
Rindern mit CHS zeigten, dass das Fehlen der 0-Granula eine der

Haupteigenschaften dieses Syndromes ist (MEYERS et al., 1982). MENARD und
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MEYERS (1988) belegten mit ihrer Studie, dass die 6-Granula Storage Pool
Disease in CHS-Rindern mit dem Fehlen von 9-Granula-Vorstufen in reifenden
und entwickelten CHS-Megakaryozyten zu finden ist. Spdter konnte gezeigt
werden, dass in den CHS-Thrombozyten von Japanese Black Rindern die durch
Kollagen ausgeloste Signalkaskade {iiber den Arachindonsduremetabolismus
supprimiert ist (SUZUKI et al., 1996). Fiir die reduzierte Kollagenantwort soll der
Rhodocytin-sensitive Weg iiber den Kollagenrezeptor GPIa/lla verantwortlich
sein (SHIRAISHI et al., 2002), der iiber Aktivierung der GPla/lla-assoziierten
Tyrosinkinasen weitere Signale fiir eine Aggregation auslost (SUZUKI-INOUE et
al., 2001). Genetische Untersuchungen von KUNIEDA et al. (2000) deuten darauf
hin, dass eine Mutation im CHS/-Gen auf Chromosom 28 moglicherweise fiir das
CHS in Japanese Black Rindern verantwortlich ist. Eine ,,missense“~-Mutation im
CHSI1-Gen fiihrt hierbei zu einem nicht-synonymen Aminosdureaustausch

(Histidin > Arginin) (YAMAKUCHI et al., 2000).

3.3. Defekte anderer Strukturen innerhalb der Thrombozyten

3.3.1. Scott Syndrom (SS) bei Mensch und Hund

Das Scott Syndrom beruht auf einem genetischen Defekt, der die Wanderung von
Phosphatidylserin (PS) von der inneren zur dufleren Membran beeinflusst (TOTI
et al, 1996). Im inaktiven Zustand der Thrombozyten sorgen die
Aminophospholipid-Translokase und die Phospholipid-Scramblase dafiir, dass
Phosphatidylcholin (PC) und Sphingomyelin (SM) vornehmlich im dufleren und
PS und Phosphatidylethanolamin (PE) im inneren Blatt lokalisiert sind (ZWAAL
et al., 1993; BEVERS et al., 1999). Werden die Thrombozyten mit Thrombin oder
Kollagen aktiviert, wird PS an der Oberfldache exponiert (BEVERS et al., 1982).
Durch die sich wechselnde Anordnung der Aminophospholipide (PS und PC)
innerhalb der Lipiddoppelschicht erlangen die Thrombozyten eine negativ
geladene und somit gerinnungsfordernde Oberfliche. Im Beisein von
Gerinnungsfaktoren (FIXa bzw. FVa), die sich im Normalfall an bestimmte
Stellen der negativ geladenen Membran heften und somit an der Tenase- und
Prothrombinasereaktion beteiligt sind, wird die Thrombinbildung erheblich
gesteigert (HEEMSKERK et al., 2002). Eine Storung der Translokation von
Phosphatidylserin an die Plittchenoberfliche, die zu einer reduzierten

Prothrombinase- und Tenaseaktivitit fithrt, bedingt Gerinnungstorungen mit
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einhergehender Blutungsneigung (ROSING et al., 1985; HEEMSKERK et al.,
2002). Eine reduzierte Prothrombinaseaktivitit wurde neben Blutplittchen auch in
Erythrozyten und Epstein-Barr-Virus-transformierten B-Zellen beschrieben
(TOTI et al.,, 1996). SUZUKI et al. (2010) entdeckten das Transmembran
Protein 16 (TMEMI16F), das kalziumabhingig fiir die Beforderung von PS in die
duBere Membran zustdndig sein soll. Eine Punktmutation im TMEM 16F-Gen wird
als Ursache des Scott-Syndroms genannt (LHERMUSIER et al., 2011). Bisher
bleibt es ungeklidrt, oo TMEMI16F das fiir den Austausch verantwortliche Protein
ist oder nur eine regulierende Funktion einnimmt (LHERMUSIER et al., 2011).

Im Jahr 2002 konnte beim Deutschen Schéferhund ein dem SS vergleichbares
Krankheitsgeschehen nachgewiesen werden (BROOKS et al., 2002). Klinisch
fielen betroffene Tiere durch Nasenbluten, Hyphdma, intramuskuldren
Héamatomen und verstirkten Blutungen nach Operationen auf. Thrombozytenzahl,
Pliattchenmorphologie, Blutungszeit, Plittchenretraktion, -aggregation und -
sekretion nach Aktivierung mit Thrombin, Kollagen und ADP zeigten keine
Abweichungen. Demgegeniiber waren die Prothrombinaseaktivitit, die
Phosphatidylserinexponierung auf der Thrombozytenoberfliche und die
Mikropartikelbildung nach Stimulation mit Thrombin und Kollagen reduziert.
Auch in dieser Studie wurde auf einen autosomal rezessiven Vererbungsgang
geschlossen. Weitere molekulargenetische Untersuchungen bestétigten den
autosomal rezessiven Erbgang des SS und konnten beim Hund einen
Einzelgendefekt auf dem Chromosom 27 identifizieren. Er fithrt zu dem so
genannten Caninen Scott Syndrom (CSS) und ist mit dem Defekt beim Menschen

vergleichbar (BROOKS et al., 2010).

3.3.2. Hereditire Thrombozytopathie Simmentaler Rinder

LEIPOLD und MOORE (1977), zitiert in WEISSER et al. (2010), beschrieben
zum ersten Mal eine Blutungsneigung bei Simmentaler Rindern, die auf eine
gestorte Thrombozytenfunktion zuriickzufithren ist. Aus Nordamerika folgten
weitere Veroffentlichungen zu dieser Form der hdmorrhagischen Diathese, die
auffallend hiufig bei Simmentaler Rindern auftritt (SEARCY und PETRIE, 1990;
STEFICEK et al., 1993a). Klinische Anzeichen dieser Himostasestorung sind vor
allem rezidivierend auftretende, spontane Hautblutungen, die teilweise mehrere
Stunden andauern, aber auch Epistaxis, subkonjunktivale Blutungen, blutiger Kot

und Himaturie (SEARCY und PETRIE, 1990; SEARCY et al.,, 1990).
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NAVARRE et al. (1995) beobachteten, dass die Hautblutungen mitunter durch
Stiche der Pferdebremsen ausgelost werden. Auch WEISSER et al. (2010)
beschrieben durch stechende Insekten ausgeldste Hautblutungen. Abgesehen von
oben genannten Symptomen sind die Vitalfunktionen betroffener Tiere ungestort
(SEARCY und PETRIE, 1990). Mit dem Verdacht, dass es sich bei diesem
Krankheitsbild um einen genetischen Defekt handelt, wurde im Jahr 2000 mit
Hilfe der Embryotransfertechnologie eine Studie zur Erfassung des
Vererbungsmusters der Thrombozytenfunktionsstorung bei Simmentaler Rindern
durchgefiihrt (MAPLETOFT et al., 2000). Die Ergebnisse dieser Untersuchungen
schlieen sowohl eine Vererbung iiber die Geschlechtschromosomen, als auch
einen dominanten Erbgang aus. Vielmehr spricht das Ergebnis dieser Studie dafiir,
dass das Merkmal iiber zwei miteinander agierenden Gene vererbt wird und nur
dann klinische Auswirkung hat, wenn beide Gene homozygot rezessiv vorliegen.
Im Rahmen ihrer Veroffentlichung im Jahr 2010 zeigen WEISSER et al., dass die
eigentliche Ursache der Hereditdren Thrombozytopathie Simmentaler Rinder auf
einer qualitativen = Thrombozytopathie  begriindet liegt. Neben der
Thrombozytenzahl  liegen auch  Prothrombinzeit, aktivierte  partielle
Thromboplastinzeit und die Konzentrationen der Fibrinabbauprodukte und des
Fibrinogens betroffener Tiere im Referenzbereich (STEFICEK et al., 1993a;
WEISSER et al., 2010). Somit kdonnen eine Thrombozytopenie und Stérungen im
plasmatischen Gerinnungssystem ausgeschlossen werden. Auffillig ist die
abnorme Plittchenaggregation betroffener Tiere in vitro (SEARCY und PETRIE,
1990). Mit Hilfe speziell ausgewdhlter Agonisten, die auf spezifische Rezeptoren
auf der Thrombozytenmembran wirken, wird die Aggregationsfahigkeit der
Thrombozyten iiberpriift (SEARCY et al., 1994). Die Thrombozyten betroffener
Tiere durchlaufen nach Stimulation zwar eine normale Formverdnderung, aber
keiner der ausgewdhlten Agonisten (ADP, Calcium Ionophor A23187 und
Kollagen) fiihrt zu einer Aggregation der Blutplidttchen (STEFICEK et al., 1993a;
STEFICEK et al., 1993b). In der Arbeit von WEISSER et al. (2010) wurde die
Thrombozytenfunktion der Patientin ,,mit dem PFA-100™ nach der von KUNDU
et al. (1995) beschriebenen Methode* ermittelt. ADP und Kollagen dienten als
Aktivierungsreagenzien. Die nicht messbaren Verschlusszeiten bekriftigten den

0™ nach

Verdacht einer Funktionsstorung der Thrombozyten. Da der PFA-10
Aussage der Autoren nur ,.eine erste Verdachtsdiagnose auf HTS* zulisst, fithrten

sie eine weitere Untersuchung mittels einer photometrischen Aggregations- und
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Sekretionspriifung nach der Methode von Born (1962) durch. ADP und Kollagen
dienten als Thrombozytenaktivatoren. Bei der Patientin blieben sowohl eine
Aggregations- als auch eine Sekretionsreaktion aus. Letztgenannte Methode ldsst
zwar eine sichere Diagnosestellung zu, stellt aber hohe Anforderung an
Probenbearbeitung und Ergebnisinterpretation (SEARCY et al., 1990; WEISSER
et al.,, 2010). Untersuchungen unter dem Licht- und Transmissions-Elektronen-
Mikroskop zeigten keine ultrastrukturellen Unterschiede in der Morphologie
zwischen ruhenden Thrombozyten gesunder und betroffener Rinder (STEFICEK
et al., 1993b; SEARCY et al., 1994; WEISSER et al., 2010). Eine Abweichung in
der Anzahl der GPIIb/Illa-Komplexe oder derer Bindekapazitit zu
Fibrinogenmolekiilen konnte beim Vergleich betroffener und gesunder Tiere nicht
ermittelt werden (SEARCY et al.,, 1994). Die Sekretion von ATP aus den 6-
Granula schien, zumindest bei Einsatz von PAF als Plittchenaktivator, nicht
beeintrichtigt zu sein (STEFICEK et al., 1993b). Eine darauffolgende Studie
schloss den Zusammenhang der Thrombozytopathie mit einer gestdrten Funktion
der 5-Granula ebenfalls aus (SEARCY et al., 1994). Die Untersuchungen von
WEISSER et al. (2010) an einem von Blutungsneigung betroffenen Fleckviehkalb
deckten eine ATP-Sekretionsstorung aus intrathrombozytiren Granula auf. In
Hinblick auf den Zeitpunkt der ,,Bildung erster Blutgerinnsel®, ,.die
Geschwindigkeit der Fibrinbildung und Fibrinvernetzung* und der ,,Stabilitét des
gebildeten Gerinnsels* waren hingegen keine Abweichungen zu gesunden Tieren
festzustellen. Die ungestorte Fibrinvernetzung widerspricht ~ den
Untersuchungsergebnissen von FROJMOVIC et al. (1996), die das DARE-
Syndrom (Delay-in-Activated-GPIIb/Illa-Receptor-Expression-Syndrome)  als
Ursache der Aggregationsstorung beschrieben. SEARCY et al. zeigten 1994, dass
die Thrombozyten betroffener Tiere nach Aktivierung durch ADP und Ionophore
A23187 eine deutlich geringere Menge an Proteinen ins Zytoskelett aufnahmen
als solche gesunder Tiere. Etwa die Hilfte der Blutplittchen betroffener Tiere
zeigten nach Aktivierung eine abweichende Anordnung der
Zytoskelettkomponenten (SEARCY et al.,, 1994). CalDAG-GEFI (RasGRP2)
spielt eine wichtige Rolle bei der ,,inside-out*“-Aktivierung von GPIIb/IIla und der
Granulasekretion. Genveridnderte Maiuse, die das CalDAG-GEFI-Gen nicht
trugen, zeigten starke Defizite in der Aggregation nach Aktivierung der
Thrombozyten mit Kalzium Ionophor (A23187), Kollagen, ADP und TXA,
(CRITTENDEN et al, 2004). RasGRP2 fungiert als wichtiges
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Signaltransduktionsprotein und aktiviert Raplb, das wiederum die Affinitdt von
GPIIb/Illa moduliert und somit zu einer Thrombozyten-Fibrinogen-Interaktion
fithrt (BERTONI et al., 2002). Eine Beeintrachtigung der Zytoskelettanordnung in
der frithen Aktivierungsphase wurde nicht beobachtet (CRITTENDEN et al.,
2004), was den Ergebnissen von SEARCY et al. (1994) widerspricht. Im Rahmen
einer genetischen Untersuchung eines Bluterkalbes wurde die Region, die
CalDAG-GEFI codiert, genauer betrachtet. Sie zeigte bei diesem Tier an zwei
Stellen einen Einzelnukleotidaustausch, der jeweils zu einem nicht-synonymen
Aminosdureaustausch fiihrt. Ein Austausch findet innerhalb des Exon 6 statt und
bedingt durch eine C>T-Mutation eine Substitution von Prolin durch Leucin. Eine
weitere homozygote Mutation liegt im Exon 7, wobei an dieser Stelle ein T>C-
Austausch vorliegt, der die Substitution von Leucin durch Prolin verursacht.
Letztgenannte Mutation wird als hoch signifikanter Unterschied zwischen
betroffenen Rindern im Vergleich zu Rindern ohne angeborene Blutungsneigung

gesehen (BOUDREAUX et al., 2007).

4. Multiplate®-System

Das Multiplate®-System gibt es seit dem Jahr 2005. Es dient der
Thrombozytenfunktionsdiagnostik im Vollblut und funktioniert {iber elektrische
Widerstandsmessung (CARDINAL und FLOWER, 1980). Einfache Handhabung
und kurze Messzeiten sind zwei wesentliche Vorteile, die das Gerdt mit sich
bringt. Der Name Multiplate steht fiir die Abkiirzung ,,multiple platelet function
analyzer®. Er beschreibt damit den Aufbau des Systems, das sich durch multiple
Kanile am Gerit, multiple Elektroden in den einzelnen Multiplate®-Messzellen,
sowie multiple Tests zur Priifung der Thrombozytenfunktion am Multiplate®-

Geriit auszeichnet (MARSCHNER et al., 2012).

4.1. Geriteaufbau

Die folgende Beschreibung des  Gerdteaufbaus basiert auf dem
Benutzerhandbuch I ,,Allgemeine Informationen und Installationsanleitung zum
Multiplate®-System* (DYNABYTE, 2010-11) und den Informationen aus dem
Kompendium von CALATZIS et al. (2006).

Das Multiplate®-System ist ein kompaktes Instrument, das aus einer Messeinheit
mit fiinf Kandlen fiir parallele Messungen und einem integrierten

Computersystem mit eigener Systemsoftware besteht. Benutzereingaben erfolgen
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iiber Maus und Tastatur. Bei Benutzung der softwaregesteuerten Pipette wird der
Anwender iliber Hinweise auf dem Bildschirm Schritt fiir Schritt durch die
Analyse gefiihrt. Ein im Gerit integrierter Warmeblock wird bei Betrieb auf
37 £ 1°C (standardgemal fiir den Gebrauch in der Humanmedizin) aufgeheizt und
sorgt fiir die notige Inkubationstemperatur der Blutproben. Die
Betriebstemperatur kann in der Voreinstellung durch den Benutzer manuell
festgesetzt werden. Es gibt vier Vorwidrmpositionen, in denen Fliissigkeiten (z.B.
die NaCl-Losung) in geeigneten Behiltern erwidrmt werden. Fiir die Reagenzien
ist ein abnehmbarer Halter vorgesehen, der zusammen mit diesen im Kiihlschrank

gelagert werden kann.

4.1.1. Messkaniile

Insgesamt ist das Gerit mit fiinf Kanilen ausgestattet, die entweder einzeln oder
parallel aktiviert werden konnen. Jeder Kanal besteht aus einer Messzelle und
dem Sensorkabel, welches das Messsignal von der Messzelle auf das
Analysegerit iibertragt. Bei inaktiven Kanidlen befinden sich die zugehorigen
Sensorkabel auf der Parkposition. Erst mit dem Umstecken des Sensorkabels in

die Buchse der Messzelle, kann die Analyse beginnen.

4.1.2. Messzellen

Fiir das Multiplate®-System werden spezielle Einweg-Messzellen eingesetzt, die
in den vorgesehenen Aussparungen im Wirmeblock ihren Platz finden. Sie
bestehen aus dem Pipettierkonus fiir NaCl, Blut und Reagenz, der eigentlichen
Messzelle mit vier kupfernen Sensordréihten und PTFE-
(Polytetrafluorethylen) beschichtetem Riihrstab und einem Buchsenanschluss fiir
das Sensorkabel. Die Sensordrihte sind mit Silber beschichtet, um eine sensible
und sichere Messung zu gewihrleisten. Zudem bilden je zwei der vier Drihte eine
Sensoreinheit, sodass zwei unabhingige Messungen pro Messzelle parallel
durchgefiihrt werden, die die Messgenauigkeit des Gerites erhohen und eine

Reproduzierbarkeit gewéhrleisten.

4.2. Messprinzip

Die Thrombozytenfunktionsdiagnostik basiert auf der Impedanzaggregometrie,
die erstmals von CARDINAL und FLOWER (1980) beschriecben wurde.
Aktivierte Thrombozyten lagern sich an die Sensordrihte und verursachen somit

eine elektrische Widerstandsianderung zwischen zwei Drihten. Die Aktivierung
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der Thrombozyten geschieht iiber entsprechende Testreagenzien, die auf die
Rezeptoren an der Thrombozytenoberfliche einwirken und dariiber eine
Anheftung der Thrombozyten an die Sensordrihte ermoglichen (Abbildung 3).
Der elektrische Widerstand zwischen beiden Sensordridhten steigt an und wird

kontinuierlich gegen die Zeit in einer Kurve aufgetragen.

Abbildung  3:  Prinzip  der  Impedanzmessung  beim  Multiplate®-
Impedanzaggregometer in drei Schritten. 1. Die nicht aktivierten Thrombozyten
bewegen sich frei zwischen den Sensordrihten. 2. Bei Zugabe von
Aktivierungsreagenz werden die Thrombozyten stimuliert und bilden
Pseudopodien aus. 3. Die aktivierten Thrombozyten lagern sich an die
Sensordrdihte, was eine Widerstandserhohung verursacht (www.multiplate.net).

4.2.1.  Parameter

Die Anlagerung der aggregierenden Thrombozyten an die Sensordrihte verursacht
eine Widerstandserhohung zwischen den Sensordrihten. Der dadurch ansteigende
Impedanzwert wird durch die frei gewihlte Einheit Aggregation Units (AU)
ausgedriickt und gegen die Zeit aufgetragen (AU*Min) (Abbildung 4). Bei der
Impedanzaggregometrie werden insgesamt drei Parameter aufgezeichnet. Die
Area Under the Aggregation Curve (AUC) ist der wichtigste Parameter. Sie wird
durch den maximalen Aggregationswert und die Steigung der Kurve beeinflusst
und driickt die Gesamtaktivitit der Blutpliattchen aus (MARSCHNER et al.,
2012). Der maximale Aggregationswert (Aggregation) und die Steigung
(Velocity) finden nur in der Forschung (RUO: research use only) weitere
Beachtung (CALATZIS et al., 2006). Die AUC wird in der Einheit AU*Min oder
U (10 AU*Min = 1 U) angegeben (CALATZIS et al., 2006). Am Ende jeder
Messung wird der Korrelationskoeffizient (cc) und die Differenz zwischen den
AUC-Werten beider Einzelmessungen pro Messzelle automatisch vom System

ermittelt. Liegt der cc unterhalb der festgelegten Grenze von 0,98 oder ist die
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Differenz beider AUC-Werte groBer als 20 % wird eine Wiederholungsmessung

empfohlen.
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Abbildung 4: Im Multiplate®-Impedanzaggregometer werden pro Messzelle zwei
Messungen (hier: Rosa und blau) parallel durchgefiihrt. Das Ergebnis wird in
Form von Aggregationkurven graphisch dargestellt. Die Messwerte der
Parameter Aggregation und Velocity werden nur in der Forschung (RUO) weiter
beriicksichtigt (www.multiplate.net).

4.3. Multiplate®-Reagenzien

Fiir das Multiplate®-System stehen insgesamt fiinf verschiedene Testreagenzien
zur Verfiigung, die die Thrombozyten auf unterschiedlichen Wegen aktivieren

(Abbildung 5). Nur die aktivierten Thrombozyten koénnen sich an die

Sensordrihte heften und somit eine Widerstandserhohung erzeugen.

ADPtest: Adenosindiphosphat (ADP) aktiviert die Thrombozyten tiber die P2X1-
P2Y1- und die P2Y12-ADP-Rezeptoren, die sich auf der
Thrombozytenoberfliche befinden (GACHET, 2001a; MURUGAPPA und
KUNAPULLI, 2006). Die Bindung von ADP an P2Y12-Rezeptoren fiihrt zu einer
Reduktion von zyklischen Adenosinmonophosphat (cCAMP) im Thrombozyten,
was wiederum die Freisetzung von Ca®* aus endogenen Quellen bewirkt. Der
Anstieg der intrazelluliren Ca®* Konzentration fiihrt letztlich zur Aktivierung und

Aggregation der Thrombozyten (CALATZIS et al., 2006).

COLtest: Kollagen stimuliert die Thrombozyten iiber den Kollagen-Rezeptor.
Das bedingt eine Freisetzung von Arachidonsdure (AA) aus Phospholipiden der
Zellmembran. AA wird durch das Enzym Zyklooxygenase (COX) zu
Thromboxan A, (TXA;) umgewandelt. TXA, wirkt {iber entsprechende
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Rezeptoren auf der Thrombozytenoberfliche aggregationsfordernd. Uber diesen

Test wird die physiologische Stimulierbarkeit der Thrombozyten ausgedriickt.

ADPtestHS (high sensitivity): In diesem Reagenz ist neben ADP auch
Prostaglandin E1 (PGE1) enthalten. Zusammen haben sie eine erhohte Sensitivitit
gegeniiber den Effekten von ADP-Rezeptor-Antagonisten auf die Blutplittchen
(MARSCHNER et al., 2012). PGE1 reduziert die Freisetzung von Ca”* aus den
endogenen Speicherorten der Thrombozyten und wirkt somit hemmend auf die
Aggregation. Die synergistische Wirkung zu ADP-Rezeptor-Antagonisten wird
sich hier zu Nutze gemacht (CALATZIS et al., 2006).
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Abbildung 5: Ubersicht iiber die verfiigharen Multiplate-Tests und deren
dazugehorige Aktivierungswege. Die dicke der durchgezogenen Pfeile
verdeutlicht die Potenz der Aktivierungsfihigkeit der einzelnen Wege.
Gestrichelte Pfeile weisen auf eine hemmende Wirkung hin (www.multiplate.net).

ASPI (Arachidonsdure) test: Die Aktivierung erfolgt hier mittels
Thromboxan A2, welches durch das Enzym COX aus der Arachidonsdure
gebildet wurde. Die Arachidonsdure selbst fithrt nicht zu einer
Thrombozytenaktivierung. Der ASPItest dient dazu, die Funktionstiichtigkeit der
COX zu priifen und gegebenenfalls COX-Hemmer zu ermitteln (CALATZIS et
al., 2006; MARSCHNER et al., 2012).

TRAP (Thrombin Receptor Activating Peptide) test: TRAP-6 immitiert die
Bindung von Thrombin am Thrombin-Rezeptor und 16st dadurch eine starke
Aktivierung aus ohne auf die Verstirkung der COX angewiesen zu sein. Das

Ergebnis beschreibt die prinzipielle Stimulierbarkeit der Thrombozyten.
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In dieser Arbeit werden die ersten beiden Reagenzien angewendet.
Vorhergehende Tests haben gezeigt, dass ADP und Kollagen gute
Thrombozytenaktivatoren  sind und  sich, zumindest bei  Schafen
(BAUMGARTEN et al.,, 2009), fiir eine Thrombozytenfunktionsanalyse am
besten eignen. HUBER (2012) verwendete fiir die Referenzwertbestimmungen am

Multiplate® die Reagenzien ADP und Col.

4.4. Blutentnahmesystem
Der Hersteller des Multiplate®-Systems empfiehlt zur
Thrombozytenfunktionsanalyse = Thrombininhibitor - (TI)-Abnahmesysteme.

Direkte Thrombin-Hemmer wie z.B. Lepirudin (rekombinantes Hirudin)
beeinflussen, im Gegensatz zu Zitrat, weder die Thrombozytenfunktion, noch die
Kalziumkonzentration im Blut (GLUSA und MARKWARDT, 1990). Der Einsatz
von Zitrat bedingt eine hohere spontane Thrombozytenaggregation als Hirudin
(TOTH et al., 2006). SchlieBlich 16sen sowohl ADP als auch Kollagen bei
Verwendung von Zitrat, verglichen mit Hirudin, eine signifikant schwichere

Aggregation der Thrombozyten aus (WALLEN et al., 1997).

4.5. Blutproben

Die Blutproben werden bis zur Auswertung bei Raumtemperatur gelagert.
Niedrige Temperaturen der Blutproben konnen das Messergebnis beeinflussen.
Die Auswertung erfolgt zwischen 30 und 180 Minuten. Innerhalb dieses
Zeitintervalls zeichneten sich nur minimale Messwertschwankungen ab (KAISER

et al., 2011; MARSCHNER et al., 2012).
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I11. MATERIAL UND METHODEN

1. Untersuchung von Tieren mit Verdacht auf eine
Thrombozytopathie
1.1. Tiere

1.1.1. Im Rahmen der Studie durchgefiihrte Erstuntersuchung

Probanden mit Verdacht auf Thrombozytopathie wurden zum einen durch die
Untersuchung ihrer Blutproben ermittelt, die iiber das BNP-Projekt zwischen
2011 und 2012 an die Klinik fiir Wiederkduer gesandt wurden. Thrombozyten-
und Leukozytenwerte unterhalb des Referenzbereiches sprachen fiir das Vorliegen
einer BNP (FRIEDRICH et al., 2011). Kélber, die aufgrund ihrer Thrombozyten-
und Leukozytenwerte nicht den BNP-Tieren zugeordnet werden konnten
(Thrombozyten und Leukozyten im oder {iiber dem derzeit anerkannten
Referenzbereich), wurden den ,differentialdiagnostischen Fillen* zugeordnet.
Basierend auf nordamerikanischen und kanadischen Verdffentlichungen zur
Thrombozytopathie Simmentaler Rinder, wurden fiir unsere Untersuchungen
ausschlieBlich Rinder der Rasse Deutsches Fleckvieh ausgewihlt, erneut beprobt
und deren Thrombozytenfunktion iiberpriift. Zum anderen wurden im Zeitraum
der Studie weitere Patienten mit Blutungsneigung durch Hoftieridrzte gemeldet
und in die Klinik iiberwiesen oder Blutproben von diesen Tieren eingesandt.
Diese Fille wurden nach zuvor beschriebenen Kriterien entsprechend ausgewéihlt

und in die Auswertung einbezogen

1.1.2. Klinikeigene Tiere mit Thrombozytopathie

Zwei minnliche Fleckvieh-Kilber, bei denen mittels der Multiplate®- und
genetischen Untersuchung das Krankheitsbild der HTS bestitigt werden konnte,
wurden der Klinik fiir Wiederkduer mit Ambulanz und Bestandsbetreuung der

LMU Miinchen iiberlassen bzw. von dieser aufgekauft.

Das erste Tier, geboren am 09.07.2012, wurde am 24.07.2012 an der Klinik unter
der Kliniknummer 2012/1017 eingestallt. Von da an erfolgte im Rahmen der
morgendlichen Allgemeinuntersuchung eine tdgliche Untersuchung durch

Studierende oder Tierdrztinnen/Tierdrzte und eine Kontrolle auf etwaige erneute
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Blutungen. Zudem wurden regelméfige Multiplate-Untersuchungen durchgefiihrt,
um den Status der Thrombozytenfunktion zu verfolgen. Erneut auftretende,
frische Blutungen jeglicher Art wurden genauer untersucht, beschrieben und
dokumentiert. Am 12.11.2012 erlag das Tier einer hochgradigen Blutungsepisode

mit Hamatombildung innerhalb der Bauchhohle.

Das zweite Tier wurde am 07.03.2013 geboren und am 14.03.2013 unter der
Kliniknummer 2013/0344 eingestallt. Auch hier erfolgte eine tigliche
Allgemeinuntersuchung und regelmif3e Thrombozytenfunktionsmessungen. Das

Tier steht aktuell noch an der Klinik.

Beide Tiere trugen dazu bei, den klinischen Verlauf der Hereditidren

Thrombozytopathie besser verfolgen zu konnen.

1.1.3. Zweituntersuchung nach Fragebogendurchfiihrung

Ab Januar 2013 wurden Landwirte, die im Besitz sicher identifizierter
Thrombozytopathie-Tiere waren, zum Krankheitsverlauf und dem aktuellen Status
betroffener Tiere befragt (Fragebogen im Anhang). Von besonderem Interesse
waren Symptome hinsichtlich der Blutungsneigung, die korperliche Verfassung
und bei weiblichen Tieren ebenso die Frage nach Trachtigkeits- und Kalbeverlauf
und Gesundheitszustand des Kalbes. Befanden sich die Tiere noch im Besitz der
Landwirte, wurde bei den Tieren mit Einverstindnis der Besitzer erneut
Blutproben gewonnen und ein Thrombozytenfunktionstest durchgefiihrt. Tiere,
deren Standort trotz Verkauf ermittelt werden konnte, wurden ebenfalls ein
zweites Mal beprobt. Insgesamt konnten sieben Tiere wiederholt auf die

Thrombozytenfunktionsstorung untersucht werden.

1.14. Kontrolltiere

Bei der Durchfiihrung des Thrombozytenfunktionstests wurde neben dem Blut des
Falltieres auch immer das Blut eines Kontrolltieres mitbewertet, um die
Funktionstiichtigkeit der Reagenzien zu iiberpriifen. Gleichzeitig wurde ein
Blutbild angefertigt, um eine Thrombozytopenie beim  Kontrolltier
auszuschlieBen. Zeichneten sich bei der Thrombozytenfunktionsmessung
deutliche Kurven in den Graphen ab, war von intakten Aktivierungsreagenzien
auszugehen. Mittels dieser Kontrollmessungen konnte eine Nulllinie beim Falltier
auch als solche gewertet werden. Die Kontrolltiere stammten entweder aus dem

Betrieb, in dem die Falltiere standen, oder waren Klinikpatienten, die aufgrund
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anderer Untersuchungen beprobt werden mussten.
1.2 Verwendete Materialien

1.2.1. Blutproben

Zur Blutentnahme wurden bei Kélbern 18 Gauge Kaniilen (1,2x40 mm; BD
Microlance™3; Becton, Dickinson & Co Ltd., Drogheda, Ireland), bei
Jungrindern 17 Gauge Kaniilen (1,5 x 50 mm; Neoject®; Dispomed Witt oHG,
Gelnhausen, Deutschland) und bei ausgewachsenen Rindern 14 Gauge Kaniilen
(2,1 x 60 mm; Bovivet; Kruuse, DK-5550 Langeskov, Denmark) verwendet. Bei
jeder Beprobung wurde fiir die Blutchemie ein Serumrdhrchen (Rohre 9 ml, 92 x
16 mm; Priparierungstriager/Gerinnungsaktivator; Sarstedt AG & Co, Niimbrecht,
Deutschland), fiir die hdamatologische ein kleines EDTA-Rohrchen (Rohre 2 ml;
55 x 12 mm; Kalium-ETDA; Sarstedt AG & Co, Niumbrecht, Deutschland), fiir
die DNA-Untersuchung ein groes EDTA-R6hrchen (Rohre 5 ml, 75 x 13 mm;
1,6 mg ETDA/ml Blut; Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland oder 9 ml S-
Monovetten, 92 x 16 mm, Kalium-EDTA; Sarstedt AG & Co, Niimbrecht,
Deutschland) und ein Hirudin-Aufzieh-Rohrchen (4,5 ml; Dynabyte, Miinchen,
Deutschland) fiir das Multiplate®-Gerit befiillt. Die Hirudin-R6hrchen waren mit
einer Durchstichkappe aus Gummi versehen, da das Blut wihrend der Entnahme
keinen Luftkontakt haben sollte. Um eine korrekte Blutentnahme unter
Luftabschluss zu gewdhrleisten, wurde eine Konstruktion aus zwei Kaniilen (eine
Kaniile fiir die Vene, eine andere zum Durchstechen der Kappe des Hirudin-
Rohrchens) und einem Stiick Infusionsschlauch (ca. 1,5 cm) zur Verbindung
beider Kaniilen verwendet (Abbildung 6), wie in der Dissertation von HUBER
(2012) beschrieben. Die fiir das Hirudin-Rohrchen vorgesehenen Kaniilen hatten

stets 17 Gauge, die fiir das Tier variierte gemal der GroBe des Tieres (s.0.).

1.2.2. Thrombozytenfunktionsmessung

Zur Messung der Thrombozytenfunktion stand das  Multiplate®-
Impedanzaggregometer (Dynabyte, Miinchen, Deutschland) zur Verfiigung. Fiir
die Probenuntersuchung an diesem Gerdt wurden fiir das Gerédt ausgelegte
Messzellen, Pipettenspitzen, 0,9%ige NaCl-Losung, sowie die
Thrombozytenagonisten ADP (0,6 mmol/l mit 1000 ul Aqua dest. aufgefiillt;
Dynabyte, Miinchen, Deutschland) und Col (100 pg/ml Col mit 1000 ul Aqua

dest. aufgefiillt; Dynabyte, Miinchen, Deutschland) verwendet. Bei einem
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Volumen von 30pul oder 50 ul Col ergibt sich aus der oben genannten
Konzentration eine Gebrauchslosung von 3 pg/ml oder 5 pug/ml Col. Fiir 20 pl
oder 30pul des 0,6 mmol/l konzentrierten ADP-Reagenzes ergibt sich
entsprechend eine ADP-Konzentration der Gebrauchslosung von 12 umol/l oder

18 umol/l ADP.

Kanille Schlauch

< { D -

Abbildung 6: Infusionsschlauchstiick-Kaniilen-Steckverbindung ur
luftabgeschlossenen Blutentnahme mit den Hirudin-Blutrohrchen (HUBER,
2012).

1.3. Methoden

1.3.1. Klinische Untersuchung

Die klinischen Anzeichen der Tiere mit Blutungsneigung wurden in erster Linie
vom Hoftierarzt ermittelt, der die Blutproben des betroffenen Tieres einschickte.
Bevor wir die Erstuntersuchungen der Verdachtstiere durchfiihrten, wurden die
Hoftieridrzte, die das entsprechende Tier betreuten, zur aufgetretenen
Symptomatik telefonisch befragt. Aus Managementgriinden konnten wir
auffillige Tiere nicht immer zeitnah zum Auftreten der Blutungssymptome
beproben, weshalb die Beschreibung klinischer Anzeichen der Blutungsneigung
bei einigen Tieren ausschlieflich auf den Untersuchungen der Hoftierdrzte und
den Aussagen der Landwirte beruht. Die im Rahmen dieser Studie durchgefiihrten
klinischen Untersuchungen umfassten die Beschreibung des Allgemeinbefindens

(gut oder reduziert), der Korperkondition (normal, zuriickgeblieben), der
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Schleimhautfarbe zur Beurteilung einer klinischen Andmie (obB oder blass) und
sofern auftretend die Charakterisierung der Hautblutungen (gering-, mittel-,
hochgradig; Lokalisierung), der Himatome (Grof3e, Lokalisierung) und des Blutes

im Kot (Schlieren, Koagel; gering-, mittel-, hochgradig).

1.3.2.  Blutentnahme

Die Blutentnahme erfolgte stets kopfwérts aus der Vena jugularis. Sobald die
Kaniile gut in der Halsvene lag und ein steter Blutfluss vorhanden war, wurden
die einzelnen Blutrohrchen befiillt. Zur Befiillung des Hirudin-Rohrchens wurde
oben genannte Infusionsschlauchstiick-Kaniile-Steckverbindung verwendet. Mit
der aufgesetzten Kaniile konnte dann der Gummiverschluss des Hirudin-
Rohrchens durchstochen werden. Nach Aufziehen des Blutes wurde das Hirudin-
Rohrchen von der zweiten Kaniile abgestopselt und anschlieBend die in der
Halsvene liegende Kaniile wieder entfernt. Bis zur Auswertung wurden die
Blutproben bei Raumtemperatur gelagert. Die Messungen erfolgten friihestens

nach 30 Minuten bis maximal drei Stunden nach der Blutentnahme.

1.3.3. Blutprobenauswertung

Die Auswertung von EDTA-Blut erfolgte iiber das Hamatologiesystem pocH-
1001V DIFF (Sysmex Europe GmbH), das Serum wurde am Hitachi cobas c311
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) im Labor der Klinik fiir Wiederkéduer in
OberschleiBheim  bearbeitet.  Uber das EDTA-Blut  wurden die
Thrombozytenkonzentration und der Hamatokrit fiir unsere Zwecke ermittelt. Die
Anfertigung der Blutchemie aus dem Serum sollten dem Hoftierarzt und Landwirt
weitere Informationen zum Gesundheitszustand des Tieres liefern und als
Entschiddigung unsererseits fiir die ,,Bereitstellung* des Tieres fiir unser Projekt
dienen. Fiir die Beurteilung des Blutbildes und der Blutchemie wurden die
Referenzwerte herangezogen, die zum Zeitpunkt der Studie vom Labor der Klinik
fiir Wiederkiuer eingesetzt wurden und auf den Werten von STOBER und
GRUNDER (1990) basierten. Das Hirudinblut wurde zur Messung der

Thrombozytenfunktion mit dem Impedanzaggregometer Multiplate® ausgewertet.
1.34. Thrombozytenfunktionsmessung

1.3.4.1. Vorbereitung der Impedanzmessung

Vor Messbeginn musste das Computersystem des Multiplate®-Gerites gestartet
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werden. Die Multiplate-Software 6ffnete sich automatisch, der Heizblock begann
sich zu erhitzen. Die 0,9%ige NaCl-Losung wurde in ein dafiir vorgesehenes
Plastikreagenzrohrchen umgefiillt, welches in den Aussparungen des Heizblockes
seinen Platz fand. Entsprechend der Tierart wurde die Betriebstemperatur auf
38,4 °C angehoben. Die in Pulverform gelieferten Aktivierungsreagenzien ADP
und Col wurden mit je 1000 pul Aqua dest. in Losung versetzt und das Hirudinblut

wurde bereitgestellt.

Sobald der Heizblock die oben genannte Temperatur erreicht hatte, wurde eine
elektronische Kontrolle durchgefiihrt, um die Messkanile zu {iberpriifen.
Fehlerhafte Kanidle wurden angezeigt und konnten gegebenenfalls blockiert

werden.

Vor Messbeginn wurde vom Computersystem eine Beschriftung der einzelnen
Kanile, die zum FEinsatz kamen, gefordert. Neben der Identifikation der
Blutprobe, waren auch Art und Menge der eingesetzten Aktivierungsreagenzien
einzutragen. AnschlieBend wurden die Messzellen in die dafiir vorgesehenen

Aussparungen eingesetzt und die Sensorkabel konnektiert.

1.3.4.2. Impedanzmessung

Die Durchfiihrung der Thrombozytenfunktionsmessung erfolgte auf Anweisung
des Computersystems. Die dazugehorige elektronische Pipette zog dabei auf
Knopfdruck die in der Voreinstellung angegebenen Volumina auf. Zunéchst
waren alle eingesetzten Messzellen mit 300 ul der 0,9%igen NaCl-Losung zu
befiillen. AnschlieBend wurde die gleiche Menge an Hirudinblut der
auszuwertenden Blutprobe hinzugefiigt. Nach einer 3-miniitigen Inkubationszeit
wurden die Aktivierungsreagenzien in vorher angegebener Menge hinzupipettiert.
Die ersten Multiplateuntersuchungen erfolgten mit 30 ul Kollagen und 20 ul
ADP. Nach Vorliegen der Studie von HUBER (2012) wurden die
Reagenzienmengen auf 50 ul Kollagen und 30 ul ADP erhoht. Nach Zugabe der
Aktivierungsreagenzien erfolgte eine 6-miniitige Impedanzmessung (HUBER,
2012). Die Messergebnisse wurden in Form einer Kurve oder Nulllinie in einem
Graphen dargestellt und im Computersystem abgespeichert. Bei Bedarf konnten

die Ergebnisse ausgedruckt werden.
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Abbildung 7: Messzelle, Messkanal und Impedanzaggregometer Multiplate®
(www.multiplate.net).

1.3.4.3. Beurteilung der Messergebnisse

Am Ende jeder Messung wurden in den Graphen auf dem Bildschirm Kurven
unterschiedlicher Steigung und Amplitude abgebildet. Die Messergebnisse (in
Units) spiegelten den Grad der Widerstandserhohung zwischen den Sensordrihten
innerhalb einer Messzelle wider, der von der Aggregationsfiahigkeit der
Thrombozyten  abhing. Eine Null-Linie war  Ausdruck fehlender
Widerstandsinderung zwischen den Sensordrihten und somit der Nachweis einer
fehlenden Thrombozytenaggregation in der entsprechenden Messzelle. Ein
solches Ergebnis bezeichneten wir als ,,aufféllig® oder ,,negativ‘. Abhidngig von
der Aggregationsfihigkeit waren die Kurven mehr oder weniger stark ausgepragt.
Stellte sich eine Kurve da, wurde das Ergebnis als ,,unauffillig® oder ,,positiv*

bewertet.

1.3.5.  Genetische Untersuchung

Sofern die Messungen am Impedanzaggregometer auffillig waren, wurde das
EDTA-Blut betroffener Tiere an den Lehrstuhl fiir Tierzucht der TU Miinchen
abgegeben. Dort wurden eine genomweite Genotypisierung, eine genomweite
Assoziationsstudie und eine Haplotypenanalyse klinisch und labordiagnostisch
auffilliger Tiere durchgefiihrt. Betrachtet wurde ein Genabschnitt auf dem
bovinen Chromosom 29, der das RasGRP2-Gen trdgt und bei den Tieren mit
hereditdrer Thrombozytopathie Simmentaler Rinder homozygot verdndert ist
(T>C). Die Ergebnisse erhielten wir im Anschluss der Untersuchungen, sind
jedoch nicht Teil der vorliegenden Arbeit, sondern dienten nur einer Bestédtigung

unserer Diagnosestellungen.
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2. Ermittlung von Referenzwerten fiir das Multiplate®-
Geriit
2.1. Tiere

Fiir die Ermittlung der Referenzwerte fiir das Multiplate®-Impedanzaggregometer
wurden Bullen, Kiihe und Jungrinder herangezogen, die zum Zeitpunkt der
Beprobung augenscheinlich klinisch gesund waren und nach Aussage der Halter
oder Besitzer noch keine Symptome einer Blutungsneigung gezeigt hatten. Fiir die
Beprobung der Bullen wurde die Jahresuntersuchung an der Besamungsstation
Grub in Poing und die monatliche Untersuchung an der Besamungsstation
Neustadt a. d. Aisch genutzt. Im Rahmen dieser konnten von 73 Tieren
Multiplate-Untersuchungen durchgefiihrt werden. Die Beprobung der Kiihe und
Jungrinder erfolgte auf vier ausgewihlten Betrieben der Tierarztpraxis Berchthold
in Pittenhart und dem Lehr- und Versuchsgut der Tierdrztlichen Fakultit der

LMU. Insgesamt wurden 65 Kiihe und 62 Jungrinder beprobt.

2.2. Verwendete Materialien

2.2.1. Blutproben

Zur Blutprobenentnahme bei den Bullen wurden Supra-Sonderkaniilen (2,0 x 80
mm; Ehrhardt, Medizinprodukte GmbH, D-73312 Geislingen) verwendet. In Grub
wurden zusdtzlich 30 ml Spritzen (transoject®; 24539 Neumiinster, Germany)
benutzt. Zum Umfiillen des Blutes aus der Spritze in EDTA-Rd&hrchen (2 ml, 55 x
12 mm, K-EDTA; Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland) und Hirudin-
Vacutainer (3,0 ml Rohrchen, Antikoagulanz: rekombinantes Hirudin; Roche
Diagnostics GmbH, Sandhofer Strasse 116, D-68305 Mannheim) diente eine 17
Gauge Kaniile (1,5 x 50 mm, Neoject®; Dispomed Witt oHG, Gelnhausen,
Deutschland). In Neustadt a. d. Aisch wurde die Infusionsschlauchstiick-Kaniilen-
Steckverbindung eingesetzt. Das Blut wurde direkt in die oben genannten
Rohrchen gewonnen. Fiir die Kiihe und Jungrinder wurden groflenabhéngig 17
Gauge (1,5 x 50 mm, Neoject®; Dispomed Witt oHG, Gelnhausen, Deutschland)
oder 14 Gauge Kaniilen (2,1 x 60 mm; Bovivet; Kruuse, DK-5550 Langeskov,

Denmark) verwendet.

2.2.2.  Thrombozytenfunktionsmessung

Fiir die Thrombozytenfunktionsmessung wurde analog zu 1.3.4 das Multiplate®-
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Impedanzaggregometer (Dynabyte; Miinchen, Deutschland; seit 2012 Firma
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) mit entsprechendem Zubehor eingesetzt.
Seit 2013 konnte ADP-Reagenz nur noch in der Konzentration 0,2 mmol/l
bezogen werden. Um dennoch eine 0,6 molare Losung zu erhalten, wurden die

Aktivatoren mit nur 333 ul Aqua dest. aufgefiillt.

2.3. Methoden

2.3.1.  Blutentnahme

Die Blutentnahme bei den Bullen erfolgte aus der Vena jugularis kopf- bzw.
halswirts. An der Besamungsstation in Grub wurden zu den eigenen Blutproben
von jedem Tier eine separate 30 ml Spritze an Blut gewonnen, das von uns in
Hirudin-Vacutainer und EDTA-Blutrohrchen umgefiillt wurde. In Neustadt a. d.
Aisch wurden die EDTA-Ro6hrchen und Hirudin-Vacutainer direkt befiillt. Fiir die
Hirudin-Vacutainer kam  wieder die Infusionsschlauchstiick-Kaniilen-
Steckverbindung zum FEinsatz. Die Jungrinder und Kiihe wurden an der Vena
jugularis kopfwirts angestochen. Das Blut wurde auf direktem Weg in die EDTA-
Rohrchen gefiillt. Um die Hirudin-Vacutainer mit Blut zu befiillen, wurde oben
beschriebene Infusionsschlauchstiick-Kaniilen-Steckverbindung verwendet. Bis

zur Auswertung wurde das Blut bei Raumtemperatur gelagert.

2.3.2. Blutprobenauswertung

Die Auswertung des EDTA-Blutes erfolgte jeweils am Tag der Entnahme im
Labor der Klinik fiir  Wiederkduer in  OberschleiBheim.  Die
Thrombozytenfunktionsmessung wurde mit dem Hirudinblut innerhalb von 3
Stunden am  Multiplate®-Impedanzaggregometer  durchgefiihrt. Fiir die
Impedanzmessung dienten Kollagen (50 ul) und ADP (30 ul) als
Aktivierungsreagenzien. Der Ablauf der Impedanzmessung erfolgte wie unter

1.3.4 beschrieben.

2.3.3.  Statistische Auswertung

Zur Ermittlung der Referenzwerte fiir die Thrombozytenfunktion bei Bullen,
Kiihen und Jungrindern wurde das Statistikprogramm SPSS (IBM, Version 20.0)
verwendet. Pro Messdurchlauf sind durch die Doppelmessung in den Messzellen
jeweils zwei AUC-Werte (AU*Min) pro Reagenz und Tier aufgezeichnet worden.

Obwohl das Multiplate®-Computersystem schon jeweils den entsprechenden
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Mittelwert aus den Doppelmessungen ausgerechnet hatte (Units), wurden fiir die
Statistik dennoch die jeweiligen Einzelwerte herangezogen. Uber den
Kolmogorov-Smirnov Test wurde zunidchst auf Normalverteilung iiberpriift.
Mittels Henry & Reed-Test (REED et al.,, 1971) wurde anschlieBend auf
Ausreifler untersucht und diese gegebenenfalls von der weiteren Auswertung
ausgeschlossen. Zur Berechnung der Referenzwerte wurde das parametrische
Verfahren (X + 2SD) angewandt (FRIEDRICHS et al., 2012). Zur bildlichen
Darstellung sind zusitzlich Boxplots angefertigt worden. AnschlieBend wurde
innerhalb jeder Tiergruppe auf Korrelationen (mittels Korrelationskoeffizient nach
Pearson) zwischen den AUC-Werten (bei Aktivierung mit 5 pug/ml Col und
18 umol/l ADP) und Thrombozytenkonzentration untersucht.
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IV. ERGEBNISSE

1. Untersuchung von Tieren mit Verdacht auf
Thrombozytopathie
1.1. Verdachtsfille

Durch die eingesandten Blutproben wund iiberwiesenen Rinder mit
Blutungsneigung ergaben sich nach den beschriebenen Selektionskriterien 116
Verdachtsfille. Aufgrund von Verkauf, Schlachtung, Tod oder zu grof3er
Entfernung des Betriebes von unserem Standort, konnte jedoch nicht bei allen
verddchtigen Tieren, von denen Blutproben eingesandt worden waren, die
Thrombozytenfunktion mittels Multiplate® untersucht werden. Von Rindern mit
auffilligem  Multiplate®-Ergebnis wurde anschlieBend eine genetische

Untersuchung am Lehrstuhl fiir Tierzucht der TU Miinchen durchgefiihrt.

1.2. Thrombozytopathie-Tiere

Aus der Summe der Verdachtstiere konnten 44 Falltiere ermittelt werden, die
sowohl bei der Impedanzmessung, als auch genetisch auffillig waren. Fiir die
folgende  Beschreibung des  Phinotypes dieser erblich  bedingten
Gerinnungsstorung beim Fleckvieh wurden nur diese Tiere beriicksichtigt.
Abbildung 8 und Tabelle 1 geben eine Ubersicht iiber die Hiufigkeit auftretender

Symptome und die Verteilung derer auf die einzelnen Tiere.

1.2.1. Klinische Anzeichen

Bei 31 der 44 Tiere (ca. 70 %) duBlerte sich die Blutgerinnungsstdrung in
spontanen Hautblutungen. Die Tiere zeigten an der Blutaustrittstelle keine
Verletzung. Das Blut sickerte tropfenweise durch die Haut in das Fell und
hinterlie der Schwerkraft folgend lange Blutstralen. Abhingig vom Grad der
Hautblutung bildeten sich blutdurchtrinkte Fellareale, die unter Umstédnden die
gesamte Riickenpartie bedeckten (Abbildung 9). Nach Auskunft der Landwirte
und Hoftierdrzte hielten die Hautblutungen einige Stunden bis mehrere Tage an,
traten wiederholt auf oder stagnierten schon nach kurzer Zeit, ohne dass es zu
erneuten Blutungen kam. Auffallend war, dass Hautblutungen vermehrt in den
Sommermonaten auftraten. Von 31 Fillen mit Hautblutungen wurden 26 Fille

zwischen Juni und September gemeldet (Abbildung 10).
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Anzahl der Tiere
35
30 B Hautblutungen spontan
® Hautblutungen p. inj.
25 B Nasenbluten
20 W blutiger Kot
B Hamatome
15
M subsklerale Blutungen
10 B Petechien
5 B Andmie
0 -
Symptome

Abbildung 8: Die Hdaufigkeit aufgefiihrter Symptome der Blutungsneigung bei 44
Tieren mit HTS. Dabei muss beriicksichtigt werden, dass bei den Tieren auch
mehrere Symptome auftreten konnen.

Abbildung 9: Spontane Hautblutungen an der linken Brustwand bei einer
Fleckviehkuh mit HTS. Zentral eine frische Blutung, die verkrusteten Stellen sind
im Fell eingetrocknetes Blut.
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Zehn Tiere reagierten nach Injektionen, Ohrmarkeneinziehen oder Verletzungen
mit deutlich verldngerten Blutungszeiten aus den verletzten Hautstellen. Die
Blutungen dauerten, wie bei den spontanen Hautblutungen, Stunden bis Tage an.
Auffallend war, dass es bei keinem Tier nach Blutentnahme aus der Vena
jugularis fiir die weiterfilhrenden Untersuchungen zu Hautblutungen und

Nachblutungen aus der V. jugularis kam.

Fiinf Tiere zeigten Nasenbluten unterschiedlichen Grades, wie in Abbildung 11

dargestellt.

Bei 12 Tieren wurde von den Landwirten und/oder Tierdrzten blutiger Kot
beobachtet. Die Blutmenge variierte von Schlieren iiber Koagel bis hin zu
hochgradigen Beimengungen im Kot. Blutiger Kot wurde nur bei Tieren

beobachtet, die jiinger als acht Wochen waren.

Acht Tiere wiesen vorberichtlich Hématome an unterschiedlichsten
Korperregionen auf. Die Blutergiisse traten entweder nach beobachteten
Verletzungen auf oder entwickelten sich ohne bekanntes Trauma. Bei einem
klinikeigenen Tier (ID_100) wurde im Rahmen der Sektion ein etwa

fuBBballgrofles intraabdominales Hamatom beschrieben.

Anzahl der Tiere mit
Blutungsneigung

14
12
10
8
6
4
2
0 .
S L > 2 A A S X
FIF ST F N FEFEE
L 9 F & O & &
N> P& & &
Q O 2
o N

Abbildung 10: Verteilung der an HTS erkrankten Tiere mit spontanen
Hautblutungen iiber das Jahr.

Bei drei Tieren traten Blutungen im Bereich der Skleren auf. Zwei Tiere zeigten

Petechien im Bereich der Maulschleimhaut. Bei fiinf Tieren wurden blasse
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Schleimhidute als Zeichen einer Andmie beobachtet. Bei 20 Tieren lag der

Hamatokritwert unterhalb des Referenzwertes. Darunter befanden sich auch die

funf Tiere mit blassen Schleimhéauten.

) el

Abbildung 11: Beidseitiges Nasenbluten bei einem Kalb mit HTS. Das Kalb litt
zudem an einer klinisch sichtbaren Andimie.

1.2.2.  Geschlechterverteilung

Die 44 Falltiere teilten sich in 23 weibliche und 21 méannliche Tiere auf.

1.2.3.  Altersverteilung

Von den 44 Fleckviehrindern mit nachgewiesener Thrombozytenfunktionsstérung
zeigten 24 Tiere im Alter von unter vier Wochen die ersten Symptome von
Blutungsneigung. Bei zwei Tieren wurden erste Blutungen zwischen einem und
sechs Monaten beobachtet. Acht Tiere hatten zwischen 6 und 18 Monaten
klinische Anzeichen der HTS. Zehn Tiere waren schon iiber 1,5 Jahre, bevor die
ersten Symptome von Blutungsneigung von ihren Besitzern beobachtet wurden. In
Abbildung 12 ist die Altersverteilung der Falltiere bei Auftreten der ersten

Symptome von Blutungsneigung grafisch dargestellt.
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Anzahl der Tiere
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25

20 A

15 -

<1 Monat 1-6 Monate 6-18 Monate >18 Monate

Abbildung 12: Altersverteilung der Tiere mit HTS bei Auftreten der erstmals
beobachteten Symptome der Blutungsneigung.

1.24. Thrombozytenkonzentration

Mithilfe der Thrombozytenkonzentration konnte die HTS von der BNP
abgegrenzt werden. Die Thrombozytenkonzentrationen lagen innerhalb oder iiber
dem Referenzwert der Thrombozytenkonzentration gesunder Tiere. Die
Thrombozytenkonzentration bei 41 von 44 Tieren mit HTS lag zwischen 203 G/1
und 1856 G/1 (Referenzbereich: 200 — 800 x 103 Thrombozyten/ul) (Abbildung
13). Von drei Tieren lagen die Blutbilder nicht mehr vor. Es war jedoch bekannt,

dass die Thrombozytenkonzentration jeweils innerhalb des Referenzbereiches lag.
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Tabelle 1: Einzeln aufgefiihrte Symptome der Blutungsneigung bei 44 Falltieren
mit HTS. Die mit x markierten Felder weisen auf das Vorhandensein aufgefiihrter
Symptome bei den einzelnen Tieren (IDs) hin.

ID | Hautblutungen | Hautblutungen | Nasenbluten | blutiger | Himatome | subsklerale | Petechien
spontan p. Inj. Kot Blutungen

- X X - X - -

10 X - - - X - -

12 - X - - - - -

14 X - - - - - -

15 - - X

18 X - -

19 X - -

20

x
1
1

21

1
1
x
1
1
1
1

24

26

29

X [X |X [X

31

32

33

x
1
1
1
1

x
1

34 X - - X - X -

69 X - - - X - -

80 X - - - - - -

92 - - - - - - -

94 X - - - - - -

96

'
x
1
1
x
'

1

98

100

104

106

108

109

110

111

113

114

116

119

121

122

XX [X X X [X |X [X [X |X [X [X |X [X [X
1
1
1
1
1
1

123

124

'
x
1
1
x
'

1

125 - - - - X - -

126 X - - - - - -

127 X X - X - - -

128 - X - - - - -

129 - - - - - - -
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Anzahl der Tiere

0 < o
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0 500 1000 1500 2000

Thrombozytenkonzentration in G/I

Abbildung 13: Verteilung der Thrombozytenkonzentrationen in G/l bei Rindern
unterschiedlicher Altersgruppen mit HTS von 41 aus 44 Falltieren. Der rote Pfeil
weist auf den hier verwendeten Referenzbereich der Thrombozytenkonzentration
(200 — 800 x 103 Thrombozyten/ul) hin.

1.2.5. Thrombozytenfunktionsmessung

Die Thrombozytenfunktionsmessung war fiir uns das wichtigste diagnostische
Mittel, um bei Rindern mit Blutungsneigung eine Thrombozytopathie zu
identifizieren. Als Aktivierungsreagenzien dienten Col und ADP. Ein auffilliges
Multiplate®-Ergebnis lag vor, sobald eine Aggregation der Thrombozyten trotz
Aktivierung vermindert ausfiel oder ausblieb. Niedrige AUC-Werte (in U)

bestdtigten das Vorliegen einer Thrombozytenfunktionsstdrung.
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1.2.5.1. AUC-Werte nach Stimulation mit Collagen-Reagenz

Bei 41 Tieren lag der Aggregationswert zwischen Null und 25 Units. 3 Tiere
(ID_18, 64, 80) reagierten nach Stimulation mit Col (5 pg/ml) mit einer
deutlichen Thrombozytenaggregation (Abbildung 14). Bei insgesamt 11 Tieren
lag der Aggregationswert innerhalb des Referenzbereiches der entsprechenden
Alters- bzw. Geschlechtergruppe (Bullen: 11,78 — 70,58 U; Kiihe: 11,97 —
80,79 U; Jungrinder: 5,27 — 82, 57 U; Kilber: 19,43 — 119,21 U).

147

131

127

117 ]

101

8-

Anzahl der Tiere

T

0 T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80

AUC-Werte (in Units) bei Einsatz von 5 ug/ml Col

Abbildung 14: AUC-Werte der Thrombozytenfunktionsmessung in Units nach
Aktivierung der Thrombozyten mit Collagen-Reagenz (n=44).

1.2.5.2. AUC-Werte nach Stimulation mit ADP-Reagenz

Wurde den Thrombozyten ADP (18 umol/l) als Aktivierungsreagenz zugesetzt
lagen die Aggregationswerte zwischen Null und 7 Units (Abbildung 15). Bei allen
44 Falltieren fehlte eine addquate Thromboztenaggregation nach Stimulation mit
ADP. Demnach befand sich der Aggregationswert bei keinem Tier innerhalb des
entsprechenden Referenzbereiches (Bullen: 32,5 — 108,32 U; Kiihe: 35,01 —
130,86 U; Jungrinder: 42,86 — 119,28 U; Kiilber: 17,84 — 119,21 U).
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Abbildung 15: AUC-Werte der Thrombozytenfunktionsmessung in Units nach
Aktivierung der Thrombozyten mit ADP-Reagenz (n=44).

1.2.6. Klinischer Verlauf der klinikeigenen Tiere mit Thrombozytopathie

1.2.6.1. Kliniktier 2012/1017

Mittels einer Thrombozytenfunktions- und einer anschlieBenden genetischen
Untersuchung konnte bei diesem Tier eine Thrombozytopathie nachgewiesen
werden. In Tabelle 2 ist die klinische Entwicklung des Tieres in Bezug auf seine

Thrombozytenfunktionsstorung dargestellt.

1.2.6.2. Kliniktier 2013/0344
Eine Thrombozytenfunktionsmessung und die darauffolgende genetische
Untersuchung bestitigten das Vorliegen der HTS. Tabelle 3 zeigt die klinische

Entwicklung des Tieres in Bezug auf die Thrombozytenfunktionsstdrung.
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X
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X
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X
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X
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Datum

Hautblutung
spontan

Hautblutung
p. Inj.

blutiger
Kot

Impedanz
messung

Ergebnis Impe-
danzmessung

Thrombozyten-
konzentration

Sonstiges

14.03.2013

X

X

X

auffallig

im Referenzbereich

Hkt: 21,90 %

16.03.2013

Hkt: 20,00 %

17.03.2013

18.03.2013

19.03.2013

22.03.2013

26.03.2013

X | X [ X | X |X

16.04.2013

auffallig

Uber Referenzbereich

16.05.2013

auffallig

Uber Referenzbereich

Hkt: 20,00 %

11.06.2013

auffallig

im Referenzbereich

Hkt: 30,20 %

15.07.2013

18.07.2013

auffallig

Uber Referenzbereich

Hkt: 30,00 %

13.08.2013

auffallig

23.08.2013
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09.09.2013

27.09.2013
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1.2.7. Fragebogenauswertung

Von 44 Tieren mit nachgewiesener Thrombozytenfunktionsstorung sollte mittels
eines Telefongespriches mit den Besitzern der Werdegang seit der ersten
Beprobung eruiert werden. Sieben Tiere wurden aufgrund des schlechten
Allgemeinzustandes unmittelbar nach der Beprobung auf dem Hof oder der Klinik
fiir Wiederkduer euthanasiert, sind direkt danach gestorben oder zum Schlachten
gegangen und fielen damit aus diesem Teil der Studie heraus. In fiinf Fillen davon
scheint die Blutungsneigung unmittelbare Ursache gewesen zu sein. Zu einem
Tier konnte keine Information mehr gewonnen werden Von den verbliebenen 36
Tieren haben sich nach Auskunft der Landwirte 31 Tiere zwischen erster
Beprobung und erneuter Befragung normal entwickelt. Fiinf Rinder sind in ihrer
Entwicklung zuriickgeblieben (Abbildung 16). Dazu gehort auch unser
klinikeigenes Tier (ID_126), das deutliche Wachstumsdefizite zeigt. 12 Tiere
(ménnlich) wurden im Alter weniger Wochen iiber den Viehmarkt verkauft. Von
diesen Tieren hatten sich bis dahin nach Auskunft der Landwirte alle bis auf eines
normal entwickelt. Das korperlich zuriickgebliebene Tier und ein weiteres zeigten
erneut Blutungsepisoden. Sieben Tiere wurden bewusst geschlachtet, weil die
Landwirte weitere Blutungsphasen befiirchteten. Davon wurden zwei weibliche
Tiere zum Schlachten gebracht, da fiir die Landwirte aufgrund der
Blutungsneigung eine Belegung zu riskant erschien. Ein weibliches Tier, das zum
Zeitpunkt des Gespriches noch im Bestand war, sollte ebenso zum Schlachten,
weil das Risiko einer Gefihrdung des Tieres bei einer Belegung zu hoch
eingeschitzt wurde, obwohl es keine weiteren Blutungsphasen mehr zeigte. Acht
Tiere standen zum Zeitpunkt des Gespriches noch in den jeweiligen Betrieben.
Fiinf der neun Tiere zeigten im Laufe der Aufzucht weitere Symptome der
Blutungsneigung. Zwei Rinder, die erneut Blutungen zeigten, wurden dennoch bei
Erreichen des Zuchtalters besamt. Ein weiteres sollte trotz erneuter Blutungen
besamt werden. Eine Kuh zeigte die Symptome erst lange nach der ersten
Kalbung, wurde dann aber aufgrund der Blutungsneigung geschlachtet. Insgesamt
kalbten nach Auskunft der Besitzer drei Tiere ohne Probleme ab und brachten
symptomatisch gesunde Kilber zur Welt. Zwei minnliche Tiere wurden als
normal entwickelte adulte Bullen geschlachtet, von denen einer bis dahin erneut
Blutungssymptome zeigte. Von den insgesamt 36 Rindern zeigten 17 Tiere seit
der ersten Blutungssymptomatik wiederholt Blutungsperioden (Abbildung 16).

Drei Tiere wurden aufgrund anderer Ursachen geschlachtet oder euthanasiert. Ein
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Tier musste wegen unstillbarer Blutungen notgeschlachtet werden. Zwei Tiere
erlagen im Laufe der Aufzucht den Folgen der Blutungsneigung. Darunter auch
eines der klinikeigenen Tiere (ID_100). Von insgesamt sieben Tieren wurde
erneut eine Thrombozytenfunktionsmessung durchgefiihrt. Die
Thrombozytenfunktionsstorung konnte bei allen beprobten Tieren wiederholt

bestétigt werden.

Anzahl der Tiere
30 H erneute Blutung
M keine weiteren Blutungen
25
H Entwicklung reduziert
20 B Entwicklung normal
15 A
10
5 1
0 -

Abbildung 16: Ubersicht des Verlaufes hinsichtlich der Blutungsneigung und der
korperlichen Entwicklung von 36 der 44 Rinder mit HTS zwischen erster
Beprobung und dem Zeitpunkt der telefonischen Befragung des Besitzers.

2. Ermittlung von Referenzwerten fiir das Multiplate®-

Impedanzaggregometer

2.1. Bullen

Insgesamt wurden Proben von 73 Bullen im Alter zwischen 12 Monaten und 10,5
Jahren gezogen. Zwei Proben waren aufgrund von Gerinnung im
Impedanzaggrogemeter nicht auswertbar. Zur Berechnung der Referenzwerte fiir
das Multiplate-Gerdt wurden nur Messwerte von Bullen iiber 18 Monate
herangezogen, um Uberschneidungen des Alters mit dem der Jungrindergruppe zu
vermeiden. Aufgrund der - verglichen mit den in unserer Klinik gebriduchlichen
Referenzwerten der Thrombozytenkonzentration bei Rindern (200000/ul -
800000/ul) - durchschnittlich niedrigeren Thrombozytenkonzentration bei

vorliegenden Blutergebnissen, berechneten wir auch die AUC-Werte der Bullen
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mit ein, deren Thrombozytenkonzentration zwischen 150000/ul und 200000/ul
lag. SchlieBlich umfasste die Gruppe der Bullen 61 Tiere. In Abbildung 17 ist die
Verteilung der AUC-Werte in Units nach Inkubation der Thrombozyten mit
5 ug/ml Col und 18 pumol/l ADP von 61 Bullen dargestellt.

1207

1007

607

407

Area Under The Curve in Units

T T
5 pg/mi Col 18 umol/l ADP
Agonistenkonzentration

Abbildung 17: Verteilung der AUC-Werte in Units im Multiplate® von 61 Bullen
mit einer Thrombozytenkonzentration von > 150000/ul, inkubiert mit 5 ug/ml Col
und 18 umol/l ADP. In den Boxen (Interquartilbereiche) sind jeweils die Mediane
dargestellt.

Zur Ermittlung der Normalverteilung wurde der Kolmogorov-Smirnov Test
angewandt. Fiir diesen Test wurden die Doppelmessungen pro Reagenz und Tier
einzeln einbezogen (n = 122). Das Ergebnis deutet sowohl fiir 5 pg/ml Col (p =
0,916) als auch fiir 18 umol/l ADP (p = 0,826) auf eine Normalverteilung hin. Der
AusreiBlertest nach Henry und Reed ergab keine Ausreier (Col: Min.: 0,003953;
Max.: 0,1173 / ADP: Min.: 0,072435; Max.: 0,108652). Die berechneten

Referenzwerte fiir Bullen ab 18 Monate sind der Tabelle 4 zu entnehmen.
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Tabelle 4: Referenzbereich, Mittelwert (X) und Standardabweichung (SD) fiir die
Thrombozyten-Aggregation im Multiplate®, von mit 5 ug/ml Col und 18 umol/l
ADP inkubiertem Hirudinblut bei Bullen iiber 18 Monate.

X AUC in AU*Min
5 ug/ml Col | 18 umol/l ADP

X 411,80 704,11

SD 146,99 189,56

Referenzbereich

Untere Grenze (X-2*SD) 117,82 324,99

Obere Grenze (X+2*SD) 705,78 1083,23

2.1.1. Korrelation zwischen der Thrombozytenkonzentration und

den AUC-Werten (Units) der Thrombozytenfunktion
Der Vergleich zwischen der Thrombozytenkonzentration und den AUC-Werten
zeigte fiir 5 pg/ml Col eine mittlere (r = 0,595; p < 0,001) und fiir 18 pmol/l ADP
eine geringe (r = 0,377; p = 0,003) Korrelation. Die graphische Darstellung der
Zusammenhinge zwischen Thrombozytenkonzentration und Aggregationswert
sind der Abbildung 18 (5 pg/ml Col) und der Abbildung 19 (18 umol/l ADP) zu

entnehmen.



54 IV. Ergebnisse
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AUC-Werte in Units nach Aktivierung der Thrombozyten mit
5 pug/mi Col
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Abbildung 18: Streudiagramm mit Trendlinie fiir die AUC-Werte im Multiplate®
in Abhdngigkeit von der Thrombozytenkonzentration bei 61 Bullen, inkubiert mit
5 ug/ml Col.
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Abbildung 19: Streudiagramm mit Trendlinie fiir die AUC-Werte im Multiplate®
in Abhdngigkeit von der Thrombozytenkonzentration bei 61 Bullen, inkubiert mit
18 umol/l ADP.

2.2. Kiihe

Von den 65 Kiihen wurden nur Tiere mit einer Thrombozytenkonzentration
> 200000/ul mit einbezogen (n = 61). Kiihe mit einer Thrombozytenkonzentration
< 200000/u]l wurden fiir die weitere Berechnung nicht mit beriicksichtigt. Das
Alter der Tiere variierte zwischen 20 Monaten und 11,5 Jahren. In Abbildung 20
ist die Verteilung der AUC-Werte in Units nach Inkubation der Thrombozyten mit
5 ug/ml Col und 18 pmol/l ADP von 61 Kiihen dargestellt.
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Abbildung 20: Verteilung der AUC-Werte in Units im Multiplate® von 61 Kiihen
mit einer Thrombozytenkonzentration von > 200000/ul, inkubiert mit 5 ug/ml Col
und 18 umol/l ADP. In den Boxen (Interquartilbereiche) sind jeweils die Mediane
dargestellt.

Die Normalverteilung wurde durch den Kolmogorov-Smirnov Test (KST)
ermittelt. Fir diesen Test wurden die Doppelmessungen pro Reagenz und Tier
einzeln einbezogen (n = 122). Fir 5 ug/ml Col wurde iiber den KST eine
asymptotische Signifikanz von p = 0,291 errechnet. Die Ergebnisse bei Einsatz
von 18 umol/l ADP zeigten eine asymptotische Signifikanz von p = 0,676. Beide
Werte sprechen fiir eine Normalverteilung. Der Ausreiflertest nach Henry und
Reed ergab keine Ausreiller (Col: Min.: 0,016949; Max.: 0,07232 /ADP: Min.:
0,01473; Max.: 0,10186). Die berechneten Referenzwerte fiir Kiihe ab 18 Monate

sind der Tabelle 5 zu entnehmen.
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Tabelle 5: Referenzbereich, Mittelwert (X) und Standardabweichung (SD) fiir die
Thrombozyten-Aggregation im Multiplate®, von mit 5 ug/ml Col und 18 umol/l
ADP inkubiertem Hirudinblut bei Kiihen iiber 18 Monate.

X AUC in AU*Min
5 pg/ml Col 18 umol/l ADP

X 463,77 829,34

SD 172,08 239,61

Referenzbereich

Untere Grenze (X-2*SD) 119,61 350,12

Obere Grenze (X+2*SD) 807,93 1308,56

2.2.1. Korrelation zwischen der Thrombozytenkonzentration und

den AUC-Werten (Units) der Thrombozytenfunktion
Der Vergleich zwischen der Thrombozytenkonzentration und den AUC-Werten
zeigte fiir 5 pg/ml Col (r = 0,473; p < 0,001) und fiir 18 ymol/l ADP (r=0,371; p
= 0,003) jeweils eine geringe Korrelation. Die Zusammenhinge zwischen
Thrombozytenkonzentration und Aggregationswert sind in Abbildung 21 (5 pg/ml
Col) und Abbildung 22 (18 umol/l ADP) graphisch dargestellt.
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AUC-Werte in Units nach Aktivierung der Thrombozyten mit
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Abbildung 21: Streudiagramm mit Trendlinie fiir die AUC-Werte (Units) im
Multiplate® in Abhdngigkeit von der Thrombozytenkonzentration bei 61 Kiihen,
inkubiert mit 5 ug/ml Col.
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Abbildung 22: Streudiagramm mit Trendlinie fiir die AUC-Werte (Units) im
Multiplate® in Abhdngigkeit von der Thrombozytenkonzentration bei 61 Kiihen,
inkubiert mit 18 umol/l ADP.

2.3. Jungrinder

In fiinf verschiedenen Betrieben Oberbayerns wurden 62 Jungrinder beprobt. Bei
zwel Tieren konnten die Blutproben aufgrund von Gerinnung nicht verwertet
werden. Fiir die statistische Auswertung standen 60 weibliche Jungrinder
zwischen 6 und 18 Monaten zur Verfiigung, deren Thrombozytenkonzentration >
200000/ul lag. In Abbildung 23 ist die Verteilung der AUC-Werte in Units nach
Inkubation der Thrombozyten mit 5 pg/ml Col und 18 umol/l ADP von 60

weiblichen Jungrindern dargestellt.
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Abbildung 23: Verteilung der AUC-Werte in Units im Multiplate® von 60
Jungrindern mit einer Thrombozytenkonzentration von > 200000/ul, inkubiert mit
5 ug/ml Col und 18 umol/l ADP. In den Boxen (Interquartilbereiche) sind jeweils
die Mediane dargestellt.

Die Normalverteilung wurde mit dem Kolmogorov-Smirnov Test iiberpriift. Dafiir
wurden die Doppelmessungen pro Reagenz und Tier einzeln einbezogen
(n = 120). Der KST ergab eine Normalverteilung fiir 5 ug/ml Col (p = 0,317) und
18 umol/l ADP (p =0,523). Der Ausreillertest nach Henry und Reed ergab keine
Ausreiler (Col: Min.: 0,00722; Max.: 0,11793 / ADP: Min.: 0,007387; Max.:
0,14035). Die berechneten Referenzwerte fiir Jungrinder zwischen 6 und 18

Monaten sind in Tabelle 6 dargestellt.
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Tabelle 6: Referenzbereich, Mittelwert (X) und Standardabweichung (SD) fiir die
Thrombozyten-Aggregation im Multiplate®, von mit 5 ug/ml Col und 18 umol/l
ADP inkubiertem Hirudinblut bei Jungrindern zwischen sechs und 18 Monaten.

X AUC in AU*Min
5 pg/ml Col 18 umol/l ADP

X 439,18 810,70
SD 193,24 191,05
Referenzbereich

Untere Grenze (X-2*SD) 52,7 428.6
Obere Grenze (X+2*SD) 825,66 1192.,8

2.3.1. Korrelation zwischen der Thrombozytenkonzentration und

den AUC-Werten (Units) der Thrombozytenfunktion
Zwischen der Thrombozytenkonzentration und den AUC-Werten besteht fiir
Sug/ml Col eine geringe (r=0,289; p=0,025) und fiir 18 umol/l ADP eine
mittlere (r=0,509; p <0,001) Korrelation. In Abbildung 24 (5 pg/ml Col) und
Abbildung 25 (18 pmol/l ADP) sind die Zusammenhidnge zwischen

Thrombozytenkonzentration und Aggregationswert graphisch dargestellt.
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Abbildung 24: Streudiagramm mit Trendlinie fiir die AUC-Werte im Multiplate®
in Abhdngigkeit von der Thrombozytenkonzentration bei 60 Jungrindern,
inkubiert mit 5 ug/ml Col.
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Abbildung 25: Streudiagramm mit Trendlinie fiir die AUC-Werte (Units) im
Multiplate® in Abhdngigkeit von der Thrombozytenkonzentration bei 60
Jungrindern, inkubiert mit 18 umol/l ADP.

24. Vergleich der AUC-Werte der Thrombozytenfunktion (Units) von
Bullen, Kiihen und Jungrindern miteinander
In Abbildung 26 und Abbildung 27 sind die AUC-Werte im Multiplate® fiir
Bullen, Kiihe und Jungrinder nebeneinander aufgefiihrt. Die AUC-Werte
variierten unter Einsatz von Col als Aktivierungsreagenz von 9 bis 76 Units bei
Bullen, von 14 bis 98 Units bei Kiithen und von 9 bis 86 Units bei Jungrindern.
Bei Aktivierung der Thrombozyten mit ADP lagen die AUC-Werte bei Bullen
zwischen 34 und 116 Units, bei Kiihen zwischen 8 und 155 Units und bei

Jungrindern zwischen 37 und 135 Units.
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Abbildung 26: Vergleich der AUC-Werte in Units von 61 Bullen, 61 Kiihen und 60
Jungrindern bei Inkubation des Hirudinblutes mit 5 ug/ml Col. In den Boxen
(Interquartilbereiche) sind jeweils die Mediane dargestellt.
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Abbildung 27: Vergleich der AUC-Werte in Units von 61 Bullen, 61 Kiihen und 60
Jungrindern bei Inkubation des Hirudinblutes mit 18 umol/l ADP. In den Boxen
(Interquartilbereiche) sind jeweils die Mediane dargestellt.

2.5. Vergleich der Referenzbereiche fiir das Multiplate®-
Impedanzaggregometer bei Bullen, Kiihen und Jungrindern in
Abhiingigkeit der Aktivierungsreagenzien Col (5 pg/ml) und
ADP (18 pmol/l)

Die Referenzbereiche vom Multiplate®-Impedanzaggregometer liegen unter

Verwendung von Col (5 pg/ml) bei Bullen zwischen 117,82 und 705,78 AU*Min,

bei Kiihen zwischen 119,61 und 807,93 AU*Min und bei Jungrindern zwischen

52,7 und 825,66 AU*Min (Abbildung 28). Bei Aktivierung der Thrombozyten mit

ADP (18 umol/l) errechnet sich ein Referenzbereich von 324,99 bis

108,23 AU*Min fiir Bullen, eine Spanne von 350,12 bis 1208,56 AU*Min fiir

Kiihe und ein Intervall von 428,6 bis 1192,8 AU*Min fiir Jungrinder (Abbildung

29).
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Abbildung 28: Vergleich der Referenzwerte fiir das Multiplate®-
Impedanzaggregometer bei Bullen, Kiihen und Jungrindern bei der Verwendung
von Col (5 ug/ml) als Aktivierungsreagenz.
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Abbildung  29: Vergleich der Referenzwerte fiir das Multiplate®-
Impedanzaggregometer bei Bullen, Kiihen und Jungrindern bei Verwendung von
ADP (18 umol/l) als Aktivierungsreagenz.

2.6. Vergleich der Thrombozytenkonzentrationen von Bullen, Kiihen
und Jungrindern miteinander
Die Thrombozytenkonzentration streute innerhalb der einzelnen Gruppen in mehr

oder weniger groBen Bereichen. Bei den Bullen (n=61) bewegte sich die
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Thrombozytenkonzentration in einem Bereich von 153 bis
611 x 10° Thrombozyten/ul. Die Thrombozytenwerte der Kiihe (n=61) lagen
zwischen 309 und 616 x 10° Thrombozyten/ul. Bei den Jungrindern (n=60)
wurden Werte zwischen 312 und 1161 x 10° Thrombozyten/ul gemessen. In
Abbildung 30 sind die Thrombozytenkonzentrationen (x 10°/ul) von Bullen,

Kiihen und Jungrindern nebeneinander in Boxplots dargestellt.

1.2007
1.0007

800

6001 _0_ T
T |

200

Thrombozyten x 103/l

T T T
Bullen Kihe Jungrinder

Tiergruppen

Abbildung 30: Vergleich der Thrombozytenkonzentration (x 10%ul) von 61 Bullen,
61 Kiihen und 60 Jungrindern. In den Boxen (Interquartilbereiche) sind jeweils
die Mediane dargestellt. Die Kreise stellen Ausreifser und das Sternchen einen
Extremwert dar.
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V. DISKUSSION

1. Tierauswahl

In der Literatur wurde der Verdacht der erblich bedingten Thrombozytopathie
(HTS) bisher nur beim Simmental-Rind bzw. beim Fleckvieh beschrieben
(SEARCY und PETRIE, 1990; SEARCY et al., 1990; STEFICEK et al., 1993a;
STEFICEK et al., 1993b). Eine Thrombozytenfunktionsstorung konnte auch bei
Rindern der Rassen Japanese Black, Hereford und Brangus beschrieben werden
(PADGETT et al., 1964; AYERS et al., 1988; OGAWA et al., 1997). Diese
beruhte jedoch auf einem Speicherdefekt der 0—Granula und wurde dem CHS
zugeordnet. Tiere mit Thrombozytopenie wurden ausgeschlossen, da die
Thrombozytenkonzentration bei der HTS inner- oder oberhalb des derzeit
anerkannten Referenzbereiches von 200000/ul - 800000/ul (STOBER und
GRUNDER, 1990) liegt (SEARCY und PETRIE, 1990). AuBerdem lésen niedrige
Thrombozytenkonzentrationen nur geringe Spannungsdnderungen am MeBdraht
aus und fithren somit zu falsch negativen Ergebnissen. Unsere Untersuchungen
auf eine Thrombozytenfunktionsstorung beschriankten sich daher auf Tiere mit
Blutungsneigung der Rasse DFV und einer Thrombozytenkonzentration inner-

oder oberhalb des Referenzbereiches.

2. Multiplate®-Untersuchungen

Fir die Untersuchung der Thrombozytenfunktion am  Multiplate®-
Impedanzaggregometer kann eine Vollblutprobe mit Hirudin als Antikoagulanz
verwendet werden. Das erleichtert die Probenbearbeitung vor der Messung
wesentlich im Vergleich zu vorhergehenden Untersuchungsmethoden. WEISSER
et al. (2010) beméngelten die von thnen durchgefiihrte
Thrombozytenfunktionspriifung nach der Methode von Born (1962), da die
aufwindige Probenbearbeitung vor der Messung nicht praxistauglich sei. Vor der
Aggregationspriifung musste aus den Vollblutproben pléttchenreiches Plasma
gewonnen werden, das daraufhin mit pldttchenarmen Plasma auf bestimmte
Thrombozytenkonzentrationen verdiinnt wurde. Dazu waren entsprechend
qualifizierte Labors notwendig. Mit der Untersuchung am Impedanzaggregometer

kann die Aggregationsfihigkeit der Thrombozyten hingegen mit Vollblut erfasst
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werden (TOTH et al., 2006). Fiir die Thrombozytenfunktionsdiagnostik am
Multiplate® stehen verschiedene Aktivierungsreagentien zur Verfiigung, mit
denen Rezeptordefekte oder Defekte in der Signaltransduktionskaskade in den
Thrombozyten aufgedeckt werden konnen (CALATZIS et al., 2006).
Untersuchungen von SOLOVIEV et al. (1999) ergaben, dass beim Rind nur ADP,
Col und Thrombin eine Aggregationsantwort auslosen konnen. Andere Autoren
bestitigten, dass ADP und Col in der Lage sind, Thrombozyten in Schaf- und
Rinderblut zu aktivieren (BAUMGARTEN et al., 2009; HUBER, 2012). Bei einer
Thrombozytenfunktionsstorung aufgrund der HTS unterbleibt trotz Aktivierung
der Blutpldttchen mit ADP und Col eine Aggregation in den Messzellen des
Multiplate®-Gerdtes. Die Widerstandsdnderung zwischen den einzelnen
Sensordrihten unterbleibt (CARDINAL und FLOWER, 1980). Die AUC-Werte,
die die Gesamtaktivitit der Blutpldttchen ausdriicken (MARSCHNER et al.,
2012), liegen dann entsprechend bei Null oder im unteren Bereich. Optisch wird
das durch eine Null-Linie oder eine nur sehr flache Kurve im Graphen auf dem
Bildschirm des Messgerites dargestellt (Abbildung 31). Alle Verdachtstiere, die
zum Zeitpunkt der Untersuchung noch lebten und eine
Thrombozytenkonzentration von > 200000/ul aufwiesen, wurden mittels dieser
Thrombozytenfunktionsmessung auf eine Thrombozytopathie untersucht. Nur die
Impedanzaggregometrie ~ ermoglicht  eine  gesicherte = Diagnose  einer

Thrombozytenfunktionsstorung (WEISSER et al., 2010).

Die Hersteller des Multiplate®-Systems empfehlen zur Blutabnahme Rohrchen
mit Thrombininhibitoren (z.B. Hirudin), da diese, im Gegensatz zu Citrat oder
EDTA, weder die Thrombozytenfunktion, noch die Kalziumkonzentration im Blut
beeinflussen (GLUSA und MARKWARDT, 1990). Fiir unsere Messungen setzten
wir Hirudinrohrchen ein, da Hirudin im Vergleich zu Citrat bei ADP und Col eine
stirkere Aggregation der Thrombozyten auslost (WALLEN et al., 1997) und
somit der Unterschied der Messergebnisse zwischen gesunden Tieren und den
Tieren mit Thrombozytenfunktionsstorung deutlicher war. Eine aktuellere Studie
belegt, dass - bei Hundeblut - Hirudin im Vergleich zu Heparin eine hohere
Autokoagulationsneigung des Vollblutes bewirkt (MARSCHNER et al., 2012). In
Anlehnung an eine Dissertation, bei welcher Impedanzmessungen bei Rindern
durchgefiihrt worden waren, wurde dennoch Hirudin als Antikoagulanz

verwendet, da es sich als sehr geeignet erwies (HUBER, 2012).
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Die Reagenzien ADP und Col sind nach Angaben des Herstellers nach dem
Anmischen nur eine begrenzte Zeit haltbar (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim). Beide Reagenzien sind nach dem Anmischen bei einer Temperatur
von 2 - 8°C innerhalb einer Woche zu verbrauchen, ADP hilt sich bei einer
Temperatur von -18°C 4 Wochen lang. Col soll nach Herstellerangaben nicht
gefroren werden. Ein Wirkungsverlust der Agonisten spiegelte sich in niedrigen
oder AUC-Werten von Null wider. Um der Gefahr von falsch negativen
Messergebnissen zu entgehen, wurde bei jeder Messung parallel eine
Kontrollprobe untersucht (Abbildung 31). Diese stammte jeweils von Tieren, die
in Bezug auf Blutungsneigung klinisch unauffillig waren und deren
Thrombozytenkonzentration im Referenzbereich lag. Durch die Kontrollen
konnten gleichzeitig andere Messfehler ausgeschlossen werden, die durch zu
niedrige Blocktemperaturen oder verunreinigte NaCl-Losung entstehen konnen.
Falsch negative Messergebnisse konnen auch entstehen, wenn das Blut im
Hirudinréhrchen geronnen ist. Die Thrombozyten befinden sich dann in den
Aggregaten und der Teil des Blutes, der fiir die Thrombozytenfunktionsmessung
pipettiert wird, enthdlt nur noch eine sehr niedrige Konzentration an
Blutplittchen. Die Folge ist ein niedriger AUC-Wert. Um dieses Risiko zu
minimieren, wird vor jeder Pipettierung auf bestehende Aggregate im Rohrchen
geachtet und die Probe gegebenenfalls verworfen. Eine Gerinnselbildung kann
von unzureichender Durchmischung des Blutes mit dem Antikoagulanz herriihren,
weshalb die Rohrchen nach der Blutabnahme mindestens zweimal iiber Kopf
geschwenkt werden sollten (Herstellerinformation: Verum Diagnostica GmbH,
Miinchen). Weitere Ursachen einer vorzeitigen Gerinnung konnen ein durch Hitze
deaktivierter Thrombininhibitor (Hinweis des Herstellers: Lagerung der Rohrchen
zwischen 2 — 8 °C, Vermeidung von direkter Sonnenlichteinwirkung) oder eine
fehlerhafte Blutentnahme sein. Grundsitzlich soll das Hirudin-Aufziehrohrchen
erst dann auf die Kaniilen-Infusionsschlauch-Steckverbindung aufgesetzt werden,
wenn die Kaniile gut in der Vene des Tieres liegt und ein kontinuierlicher

Blutfluss aus der Kaniile besteht.

Die Messzeit am Gerdt von 6 Minuten basiert auf den Ergebnissen der
Dissertation von HUBER (2012). Eine vorhergehende Studie empfiehlt bei
Verwendung von Hirudin als Antikoagulanz und Stimulierung der Blutplittchen

mit ADP ebenso eine Messdauer von 6 Minuten, da sich bei ldngeren
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Einwirkzeiten eine deutliche Uberschneidung zwischen Puffer- und
Agonistenaktivierung der Thrombozyten abzeichnet (MARSCHNER et al., 2012).
Die Diagnose Thrombozytenfunktionsstérung kann mittels der Impedanzmessung
ohne grolen Aufwand in sehr kurzer Zeit gestellt werden. Allerdings sollte das
Hirudin-Blut innerhalb von drei Stunden untersucht werden, da es sonst zu
signifikanten Abweichungen innerhalb der Messwerte kommen kann (KAISER et
al., 2011). TOTH et al. (2006) stellten keine Unterschiede bei der
Impedanzmessung fest, wenn die Messung zwischen 30 Minuten und 240
Minuten nach der Blutentnahme erfolgte. Eine andere Studie konnte innerhalb der
AUC-Werte bei Messungen zwischen 0,5 Stunden und 5 Stunden nach der
Blutentnahme keine signifikanten Unterschiede vermerken (SEYFERT et al.,
2007). Wir hielten einen maximalen Abstand von 3 Stunden zwischen

Blutentnahme und Untersuchung am Multiplate® ein.

Kanal 1 Kanal 2 Kanal 3 Kanal 4

Abbildung 31: Graphische Darstellung einer Multiplate®-Messung. Kanal 1 + 2:
Impedanzanstieg nach Aktivierung der Thrombozyten eines Kontrolltieres mit
ADP bzw. Col. Kanal 3 + 4 zeigen eine fehlende Aggregation der Thrombozyten
eines HTS-Tieres bei Aktivierung mit ADP bzw. Col. Die rote und die blaue Kurve
basieren auf Messungen, die unabhdngig voneinander innerhalb einer Messzelle
erfasst worden sind.

3. Genetische Untersuchung

Einer Thrombozytenfunktionsstorung konnen verschiedene Ursachen zugrunde
liegen, die sowohl erblich bedingt, als auch erworben sein konnen (SCHARF,
2003). Ein erblicher Defekt der Thrombozytenaggregation bei Simmental-Rindern
wurde erstmals im nordamerikanischen Raum vermutet (SEARCY et al., 1990;
STEFICEK et al., 1993b). Fiir diese Thrombozytenfunktionsstérung wird eine
Punktmutation im Exon 7 des RasGRP2-Gens verantwortlich gemacht, die zu
einem nicht synonymen Aminosiureaustausch (Leucin zu Prolin) fiithrt und damit
vermutlich zu einer veridnderten Proteinfunktion (BOUDREAUX et al., 2007).
Mittels einer genomweiten Assoziationsstudie der klinisch und labordiagnostisch

auffilligen Tiere durch den Lehrstuhl fiir Tierzucht der TUM konnte eine
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genomische Region auf Chromosom 29 identifiziert werden, die signifikant mit
dem Phinotyp assoziiert ist. Diese genomische Region besteht aus einem 2,1 Mb
langen homozygoten Bereich und enthélt ungefihr 70 Gene (JUNG, 2013),
darunter auch  RasGRP2, welches als Ursache der erblichen
Blutgerinnungsstorung angegeben wurde (BOUDREAUX et al., 2007). RasGRP2
ist ein wichtiges Signaltransduktionsprotein, das iiber Raplb die Affinitit von
GPIIb/IIla  moduliert und dariiber zur Thrombozyten-Fibrinogen-Interaktion
beitrigt (BERTONI et al., 2002). FROJIMOVIC et al. (1996) machten das DARE-
Syndrom, das mit einer verzogerten GPIIb/IIla-Rezeptor-Expression auf der
Thrombozytenoberfliche einhergeht, fiir die Blutungsneigung bei Rindern
verantwortlich. Die Beteiligung des RasGRP2-Gens an der HTS ist demnach hoch
wahrscheinlich. Das Ergebnis der am Lehrstuhl fiir Tierzucht der TUM
durchgefiihrten genomweiten Assoziationsstudie fiihrt zur Annahme, dass es sich
bei dem erblichen Defekt um einen einfachen rezessiven Erbgang handeln konnte.
Das steht im Widerspruch zu den Kreuzungsexperimenten durch MAPLETOFT et
al. (2000), die von einem Zusammenspiel von mindestens zwei verdnderten
Genen ausgehen, die zu dem Krankheitsbild der HTS fiihren. Regelmiflige
Thrombozytenfunktionstests an klinikeigenen, von HTS betroffenen Tieren und
Nachuntersuchungen an schon bekannten Tieren mit HTS, weisen auf das
dauerhafte Vorhandensein einer Thrombozytenfunktionsstorung hin. Dies spricht
ebenso fiir ein genetisch bedingtes Krankheitsgeschehen. Bislang wurde die HTS
keiner Kategorie beziiglich der Lokalisation der Verdnderung am Thrombozyten
zugeordnet. Sofern die Expression oder die Affinitit der GP 1Ib/Illa-Rezeptoren
auf den Thrombozyten durch die HTS tatsédchlich beintrachtigt werden, konnte die
HTS zukiinftig den Rezeptorglykoproteindefekten zugeordnet werden. Erbliche
Thrombozytopathien, die auf Rezeptorglykoproteindefekten beruhen, wurden
bislang nicht bei Rindern beschrieben. Eine weitere Thrombozytopathie, die bei
Rindern festgestellt werden konnte, ist das CHS, welches zur Gruppe der
Speichergranuladefekte gehort. In Japanese Black Rindern wurde eine Mutation
im CHS1-Gen auf Chromosom 28 als mogliche Ursache fiir das CHS beschrieben
(YAMAKUCHTI et al., 2000). Thrombozytenfunktionsstorungen kénnen daneben
durch Punktmutationen, Insertionen oder Deletionen innerhalb des Genoms

ausgelost werden.
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4. Phiinotyp

Die Beschreibung des Phinotyps basiert auf den Untersuchungen der 44 Falltiere,
bei denen sowohl die Impedanzmessung, als auch die genetische Untersuchung
fiir eine Hereditdre Thrombozytopathie Simmentaler Rinder sprechen. Aus diesem
Grund werden Differentialdiagnosen zu den einzelnen Symptomen nicht
beriicksichtigt. Vielmehr wollen wir einen Uberblick iiber die verschiedenen
Arten von Blutungen geben, die Anzeichen auf das Vorliegen der HTS sein
konnen. Die im Anschluss beschriebenen Symptome konnen sowohl einzeln, als
auch in Kombination auftreten. Auffillig und den Verdachtstieren gemeinsam ist,
dass ihr Allgemeinbefinden nahezu ungestort ist, auer wenn der Blutverlust zu

einer entsprechenden Anidmie gefiihrt hat.
4.1. Klinische Symptome

4.1.1. Hautblutungen

Das am hiufigsten beobachtete Symptom der HTS war die Hautblutung, die
entweder (vermeintlich) spontan auftrat oder durch MalBnahmen wie
Ohrmarkeneinziehen oder Injektionen ausgelost wurde. Die Blutungen hielten oft
einige Stunden bis Tage an und kamen nur einmalig oder wiederholt zum
Vorschein. Der Grad der Hautblutung wurde schnell iiberbewertet, da das Blut
beim Austreten mit dem Fell verklebte und teilweise groBfldachige Verkrustungen
hinterlie3. Néahere Begutachtung der Blutaustrittsstellen der Haut klinikeigener,
von HTS betroffener Tiere, ergab, dass das Blut durch makroskopisch nicht
sichtbare Lisionen sickert. Sofern es sich um spontane Hautblutungen handelte,
waren auf der Haut keine Verdnderungen hinsichtlich Schwellung, Verletzung
oder Hamatombildung zu erkennen. Eines der klinikeigenen Tiere mit HTS
blutete bei Verabreichung subkutaner Injektionen verstdrkt nach. Dies scheint
einerseits nicht verwunderlich, da es sich bei dieser Krankheit um eine dauerhafte
Thrombozytenfunktionsstorung handelt. Demgegeniiber steht jedoch die Tatsache,
dass keines der Tiere, das bei der Blutprobenentnahme intravends an der Vena
jugularis beprobt worden war, nachblutete. Die spontanen Hautblutungen traten
vermehrt an Ohren (8/31), Riicken (14/31) oder Schulterpartie (6/31) auf. Bisher
gibt es keine Publikation zu dem Krankheitsbild der HTS, in der die
Lokalisationen der Hautblutungen niher beschrieben sind. Es ist durchaus

moglich, dass die Hautstruktur der verschiedenen Hautareale bei der Entstehung
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spontaner Hautblutungen eine Rolle spielt.

4.1.2. Blutbeimengungen im Kot

Blutbeimengungen im Kot waren recht hdufig zu beobachten (12/44). Nach
Beschreibung der Landwirte, Hoftierdrzte und auch nach unseren Untersuchungen
an unseren klinikeigenen Tieren variierte die Blutmenge im Kot von
geringgradigen bis hochgradigen Blutbeimengungen. Alle betroffenen Tiere
befanden sich im Alter von unter 8 Wochen. Bisher wurde das Symptom
,,Blutbeimengungen im Kot* nur von WEISSER et al. (2010) beschrieben. Seine
Patientin zeigte dieses Symptom allerdings erst spit (,,wdhrend der weiteren
Lebensjahre). Andere Autoren sprechen von hochgradigen intraluminalen
Blutungen im Darmtrakt, die im Rahmen einer Sektion entdeckt worden sind
(SEARCY und PETRIE, 1990). Die Pathogenese ist bisher noch nicht beschrieben
worden. Ein Zusammenhang zwischen Alter der Rinder mit HTS und dem
Auftreten des Symptoms blutiger Kot, kann aufgrund der niedrigen Fallzahl nicht
bewiesen werden, scheint aber moglich. Eine Ursache kann darin bestehen, dass
die Darmschleimhaut bei Kilbern vermutlich empfindlicher ist, als die
heranwachsender oder ausgewachsener Rinder. Kleinste Irritationen konnten
daher zu Blutungen fiihren, die aufgrund der Gerinnungsstorung ldnger anhalten
und dadurch erst auffillig werden. Eine weitere Erkldrung bestiinde darin, dass
Kilber hdufig mit Erregern zu kimpfen haben, die Neugeborenendurchfall oder
Kokzidiosen verursachen. Unabhéngig davon, ob die Besiedlung der Erreger im
Darm bei dem betroffenen Tier zu Durchfall fiihrt, kann es zu Entziindungen der
Darmschleimhaut kommen. Die dadurch bedingte Irritation des Gewebes und
erhohte Durchlissigkeit der Gefidle im Zusammenspiel mit der begrenzten
Gerinnungsaktivitit, konnten ebenso zu anhaltenden Blutungen im Darmbereich

fiithren.

4.1.3.  Nasenbluten

Epistaxis wurde neben den Hautblutungen schon in verschiedenen
Veroffentlichungen im Zusammenhang mit der Thrombozytopathie Simmentaler
Rinder beschrieben (LEIPOLD und MOORE, 1977; SEARCY und PETRIE,
1990). SEARCY und PETRIE (1990) halten sehr kaltes Wetter fiir einen
moglichen Ausloser massiven Nasenblutens bei Tieren mit HTS, da an kalten

Tagen auch bei ,,gesunden* Rindern Nasenbluten auftreten kann. Im Gegensatz zu
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den Tieren mit intakter Blutgerinnung, hélt das Nasenbluten bei Rindern mit HTS
entsprechend lidnger an. Die geringe absolute Luftfeuchtigkeit bei niedrigen
Temperaturen kann die Nasenschleimhaut austrocknen. Dadurch entstehende
Gewebslidsionen oder entziindliche Reaktionen der Nasenschleimhaut konnen die
GefidBle innerhalb der Nasenschleimhaut negativ beeintriachtigen und zu
Nasenbluten fithren. Zwei unserer fiinf Falltiere zeigten Nasenbluten in den
Wintermonaten (November, Januar), bei drei Tieren trat das Symptom zwischen
April und September auf. Wir konnten demnach keinen offensichtlichen
Zusammenhang zwischen Jahreszeit und Auftreten des Symptoms Nasenbluten
erkennen. SEARCY und PETRIE (1990) lieBen eine pathologische Untersuchung
von einem Tier durchfiihren, das aufgrund hochgradiger Epistaxis euthanasiert
werden musste. Es waren Blutungen zu finden, die aus Trachea und Bronchien
stammten. Die genaue Ursache dieser Blutungen konnte selbst mittels Sektion und
histologischer Untersuchungen der Bronchien und des Lungengewebes nicht

identifiziert werden.

4.14. Himatome

Die GroBe und Lokalisation der Hidmatome gestaltete sich sehr variabel.
Halshdmatome, Himatome durch intramuskuldre Injektionen oder stumpfe
Traumata ausgelost oder intraabdominale Himatome (Sektionsbericht) waren bei
unseren Falltieren vertreten. SEARCY und PETRIE (1990) berichteten von einem
zweijdhrigen weiblichen Fleckviehrind, das aufgrund stindig auftretenden
Himatomen euthanasiert werden musste. STEFICEK et al. (1993a) beschrieben
eine Fleckviehkuh, die post partum massive innere Himatome entwickelte. Die
Sektion eines unserer klinikeigenen Tiere (ID_100) mit nachgewiesener HTS
ergab massive Einblutungen, die rechtsseitig flachig von Bauch- bis Brustwand
zogen, einschlieBlich eines fussballgroen intraabdominalen Hématoms. Es ist
anzunehmen, dass die hochgradigen Blutverluste aus dem GefidBBsystem fiir den
Tod durch Herz-Kreislaufversagen verantwortlich waren. Es besteht der Verdacht,
dass die massiven Himatome mittelbare Todesursache waren. Der Sektionsbericht
konnte diesen Verdacht nicht bestitigen. Die massive Himatombildung bei den
Tieren mit HTS ist mit der Thrombozytenfunktionsstérung zu begriinden. Den
Thrombozyten fehlt die Fihigkeit im Rahmen der Hadmostase verletzte Gefil3e

unverziiglich zu verschlieBen. UbermiBiger Blutverlust ist die Folge.
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4.1.5. Weitere Symptome

Weitere klinische Anzeichen waren subsklerale Blutungen, Petechien und
Aniémie, als Folge des Blutverlustes. Obgleich eine klinische Andmie nur bei fiinf
Tieren beobachtet wurde, konnten iiber das Blutbild 20 Tiere mit einem
Hiamatokrit unter dem Referenzbereich von 28 % ermittelt werden
(Referenzbereich bei DFV nach SATLER (2011): 28 —45 %). Niedrige
Héamatokritwerte gaben einen Hinweis auf chronischen Blutverlust. Eines der
klinikeigenen Tiere (ID_100) ist mit hoher Wahrscheinlichkeit an den Folgen
kontinuierlichen Blutverlustes verendet (fulballgroles Himatom im Bauchraum).
Da dessen Tod sehr unvermittelt auftrat, liegt kein dem Todestag zeitnahes
Blutbild vor. Bei der letzten durchgefiihrten Messung (6 Wochen vor dem Tod),
hatte das Tier einen Hdmatokrit von 27,2 %. Zudem zeigte es sich seit der
Einstallung an der Klinik (3,5 Monate lang) mit blassem Flotzmaul. Im Gegensatz
zu den klinischen Befunden an unseren Falltieren soll sich die Blutungsneigung
nach Besitzerauskunft bei einem Tier einer anderen Studie auch in Form von
Hématurie gedufBert haben. Dieses Symptom konnte am Western College of
Veterinary Medicine, wohin das Tier iiberwiesen worden war, wihrend dessen
Aufenthaltes nicht beobachtet werden. Das Tier musste letztlich wegen massiver

Himatome euthanasiert werden (SEARCY und PETRIE, 1990).

4.2. Labordiagnostik

Die Hereditire Thrombozytopathie Simmentaler Rinder ist auf zelluldrer Ebene
durch  eine  Funktionsstorung  der  Thrombozyten  charakterisiert.
Blutuntersuchungen von  klinisch  auffélligen Tieren schlossen eine
Thrombozytopenie und Stérungen im plasmatischen Gerinnungssystem aus
(SEARCY und PETRIE, 1990; STEFICEK et al., 1993b; WEISSER et al., 2010).
Die Thrombozytenkonzentration der ausgewihlten 44 Falltiere lag jeweils
oberhalb der unteren Referenzwertschwelle von 200000/ul. Die Blutungsneigung
konnte infolgedessen nicht mit einer Thrombozytopenie begriindet werden. Die
Storung der Thrombozyten musste demnach qualitativen Ursprungs sein und geht
entweder mit reduzierter oder fehlender Plittchenfunktion einher. Mehrere
Arbeitsgruppen, denen sowohl die Licht- als auch Transmissions-Elektronen-
Mikroskopie zur Verfiigung standen, konnten keine ultrastrukturellen
Unterschiede in der Morphologie zwischen ruhenden Thrombozyten gesunder und

betroffener Rinder entdecken (STEFICEK et al., 1993a; SEARCY et al., 1994,
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WEISSER et al., 2010). Im aktivierten Zustand schienen Blutplittchen betroffener
Tiere - verglichen mit denen gesunder Tiere - jedoch eine abweichende
Anordnung der Zytoskelettkomponenten zu tragen (SEARCY et al., 1994). Eine
spater erschienene Veroffentlichung konnte diesen Verdacht nicht bestitigen
(CRITTENDEN et al., 2004). Aufgrund fehlender Ausstattung und begrenzter
finanzieller Mittel konnten im Rahmen dieser Dissertation keine ultrastrukturellen
Untersuchungen an HTS-Thrombozyten durchgefiihrt werden. Morphologische
Untersuchungen mit der heute zur Verfiigung stehenden Labortechnik konnten

durchaus weiterfithrende Ergebnisse bringen.

4.3. Multiplate®-Ergebnisse

Die Thrombozyten von 41 Falltieren reagierten bei Stimulation mit Kollagen mit
fehlender oder schwacher Aggregation. Beim Blut von 3 Tieren konnte eine
ungestorte Aggregation ausgelost werden. Im Vergleich dazu konnte nach
Stimulation der Thrombozyten mit ADP bei keinem Tier eine Aggregation

ausgelost werden.

In vitro Tests in der Vergangenheit bestitigten eine abnorme Pléttchenaggregation
bei Tieren mit HTS. Die Thrombozyten klinisch gesunder Tiere reagierten unter
Zugabe ausgewdhlter Gerinnungsaktivatoren (Col, ADP) mit einer Aggregation,
wohingegen eine Aggregation der Thrombozyten bei Tieren mit Verdacht auf
HTS ausblieb (SEARCY und PETRIE, 1990). WEISSER et al. (2010) konnten
dieses Phidnomen 20 Jahre spéter an einem DFV-Kalb bestitigen. Die Messungen
im Multiplate®-Gerit bei Einsatz von Col zeigten durchschnittlich weitaus hohere
AUC-Werte fiir das einzelne kranke Tier, als bei Verwendung von ADP.
Demzufolge scheint ADP das bessere Reagenz zu sein, um eine sichere Aussage
iiber das Bestehen der HTS zu treffen. Offensichtlich kommt der genetische
Defekt auch auf zelluldrer Ebene in unterschiedlicher Auspriagung zum tragen.
Die Frage, warum manche Tiere (3/44), die nachweislich von diesem Gendefekt
betroffen sind, aber dennoch mit einer unauffilligen Aggregation bei Stimulation
mit Col reagieren, konnte innerhalb dieser Dissertation nicht gekldrt werden.
Unsere Ergebnisse lassen vermuten, dass der Aktivierungsweg iiber die ADP-
Rezeptoren vollstandig beeintrachtigt ist, Col aber unter bestimmten, noch
ungekldrten Bedingungen, zu einer Aktivierung der Thrombozyten fidhig ist.

Weiterfiihrende Untersuchungen sind zur Aufkldrung notwendig.
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4.4. Mogliche Kofaktoren

Hautblutungen und andere Symptome der Blutungsneigung treten bei betroffenen
Tieren nur sporadisch auf und unterbleiben zeitweise vollstindig. Deshalb wird
das Vorhandensein von Kofaktoren diskutiert, die zusammen mit dem genetischen
Defekt zur hdmorrhagischen Diathese fiihren. Die Auspriagung der klinischen
Symptome der HTS ist bei den betroffenen Tieren sehr unterschiedlich. Unter den
44 Falltieren reichte das Spektrum von geringgradigem Nasenbluten bis zu
hochgradiger Hautblutung, Spuren von Blut im Kot bis hin zu Todesféllen
aufgrund  hochgradig  ausgepridgter = Hadmatome an  unterschiedlichen
Lokalisationen. Diese klinischen Abweichungen innerhalb der von HTS
betroffenen Tiere wurden auch von anderen Autoren beschrieben (STEFICEK et
al., 1993b; WEISSER et al.,, 2010). Im Hinblick auf die Genetik kann das
moglicherweise mit einer unvollstandigen Penetranz oder variabler Expressivitét
des genetischen Defektes zusammenhidngen (CHAVALI et al., 2009; MARIANI
und BERNARDI, 2009). Desweiteren ist es denkbar, dass die Haltung Einfluss
auf die Art der Auspriagung klinischer Symptome nimmt. Gruppen- oder
Laufstallhaltung bergen im Vergleich zur Einzel- oder Anbindehaltung eine
erhohte Verletzungsgefahr der Tiere und somit ein erhohtes Blutungsrisiko. Die
saisonale Haufung der klinischen Fille in den Sommermonaten ist ein Indiz dafiir,
dass Stechmiicken eine Rolle als Kofaktor einnehmen konnten. Blutsaugende
Arthropoden sezernieren beim Stechakt antikoagulierende Substanzen iiber ihren
Speichel. Dadurch wird der Gerinnungsprozess im Wirt blockiert oder verzogert,
bis die Blutmahlzeit beendet ist (RIBEIRO, 1987). Mittels ihrer
gerinnungshemmenden  Substanzen im  Speichel konnen  blutsaugende
Arthropoden Gerinnungsmediatoren bzw. -rezeptoren beeinflussen. Entweder
werden Mediatoren direkt gebunden und somit als Aktivatoren ausgeschaltet
(VALENZUELA et al., 1999; CALVO et al., 2006) oder die Rezeptoren werden
besetzt, ohne, dass nachgeschaltete Signalkaskaden aktiviert werden
(GREVELINK et al., 1993; KELLER et al., 1993; MANS und RIBEIRO, 2008).
Neben den Minimalinvasionen der Haut und Hautgefille, die durch Insektenstiche
verursacht werden, ist es demnach gut moglich, dass der Insektenspeichel eine
Auswirkung auf das Auftreten von Hautblutungen hat. Insektenstiche sind als
Ausloser von Hautblutungen in diesem Zusammenhang schon beschrieben

worden (NAVARRE et al., 1995; WEISSER et al., 2010).
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Betrachtet man den Phénotyp erblich bedingter Blutungsneigung beim Menschen
treten die Symptome auch nicht kontinuierlich auf. Bei der Glanzmann-
Thrombasthenie sind klinische Symptome oft bei Kindern zu sehen, nehmen im
jungen Erwachsenenalter jedoch ab. Zudem kann keine Aussage iiber die Schwere
der Blutung getroffen werden (GEORGE et al., 1990). Bei dem Bernard-Soulier-
Syndrom gestaltet sich der Phdnotyp ebenso sehr unterschiedlich. Er variiert von
ungefihrlicher Hématombildung bis hin zu lebensbedrohlichen
Blutungskomplikationen (KIRCHMAIER und PILLITTERI, 2010). Sowohl die
genetische Heterogenitit, als auch Umweltfaktoren, konnten Einfluss auf den
Grad der Blutungsneigung haben (SAVOIA et al., 2011). Das Pseudo-von-
Willebrand-Syndrom geht bei betroffenen Patienten mit milden bis mittelgradigen
Blutungssymptomen einher (OTHMAN et al.,, 2011). Auch bei diesem
genetischen Defekt gibt es bislang keine Erklarung fiir die Variabilitdt des
Phinotypes beziiglich der Blutungsneigung.

4.5. Altersverteilung

Die Hereditire Thrombozytopathie Simmentaler Rinder basiert auf einem
erblichen Defekt, der Auswirkung auf die Funktion der Thrombozyten hat. Uber
regelmidBige  Untersuchungen beider klinikeigenen Tiere und iiber
Nachuntersuchungen betroffener Thrombozytopathie-Tiere konnte gezeigt
werden, dass die Aggregationsstorung zu jedem Zeitpunkt mit der
Impedanzaggregometrie nachgewiesen werden kann - auch in blutungsfreien
Phasen. Dennoch variierte das Alter der Tiere sehr, in dem bei ihnen erstmals
Symptome der Blutungsneigung beobachtet wurden. Sehr hiufig (24/44) wurden
die ersten Symptome einer Blutungsneigung bei Kilbern im Alter bis 4 Wochen
gemeldet. Dabei gilt zu bedenken, dass viele Fille wihrend der Zeit des BNP-
Projektes gesammelt wurden. Das Thema ,,.Blutschwitzen* war bei Tierdrzten und
Landwirten aufgrund hoher Todeszahlen der Kélber in dieser Zeit sehr prisent
und die Klinik fiir Wiederkduer mit Ambulanz und Bestandsbetreuung bot zudem
kostenlose Blutuntersuchungen betroffener Tiere an. Dementsprechend wurden
vor allem Blutproben von Kilbern ins Labor eingesandt. Die nédchste Altersgruppe
(1 - 6 Monate) beinhaltet nur zwei Tiere, die dritte Gruppe der 6 bis 18 Monate
alten Tiere acht Tiere, wihrend die letzte Gruppe (> 18 Monate) zehn Tiere
beinhaltet. Ein weiterer Grund fiir diese Verteilung konnte in der Beobachtung der

Tiere liegen. Viele Kilber und Fresser werden bei der Aufzucht in Gruppen
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gehalten und nicht so intensiv beobachtet wie Kilber, die noch getrdnkt oder
Kiihe, die gemolken werden. Dadurch ist es mdoglich, dass geringgradige
Blutungen bei Tieren dieser Altersklassen vom Landwirt unentdeckt bleiben. Die
Untersuchungen der klinikeigenen Tiere zeigten, dass auch im Alter zwischen
1 und 6 Monaten immer wieder Hautblutungen auftreten konnen, obgleich diese
nicht immer stark ausgeprédgt sein miissen und leicht zu iibersehen sind. Die
Ausbildung fiir die Studenten an der Klinik gewéhrleistet eine tdgliche griindliche
klinische Untersuchung am Einzeltier. Die Tiere auf einem landwirtschaftlichen
Betrieb hingegen werden - abhingig vom Betriebsmanagement — nur mehr oder
weniger griindlich vom Landwirt beobachtet. Genannte Umstinde und die
begrenzte Tierzahl gestalten es schwierig, eine Aussage iiber den Zusammenhang
zwischen dem Alter der Tiere und dem Auftreten klinischer Symptome von
Blutungsneigung zu treffen. Es ist jedoch anzunehmen, dass das Alter der Tiere

wenig Einfluss auf das Auftreten klinischer Symptome von Blutungsneigung hat.

S. Prophylaxe und symptomatische Therapie

Bei der Hereditdren Thrombozytopathie Simmentaler Rinder handelt es sich um
einen genetischen Defekt. Demzufolge stellen das Identifizieren von Trigertieren
des Gendefektes und der Ausschluss derer aus der weiteren Zucht die einzige
Moglichkeit der Ursachenbekampfung von HTS dar. Die ,,Canadian Simmental
Association‘ sprach die Notwendigkeit einer Erkennung von Trégertieren und die
Ausmerzung des Gendefektes aus (MAPLETOFT et al., 2000). In
Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl fiir Tierzucht der TU Miinchen in Freising
konnten bedeutsame Besamungsbullen als hetero- oder homozygote Triagertiere
des Gendefektes identifiziert werden. Aufgrund der noch in den Anfingen
befindlichen und nicht verdffentlichten Studien konnen bislang nur Empfehlung
des Zuchtausschlusses betroffener Bullen ausgesprochen werden. Gleiches gilt
auch fiir die Muttertiere betroffener Falltiere. Jede erneute Anpaarung mit einem
Bullen, der Triger des Gendefektes ist, birgt die Gefahr, dass das néchste Kalb
wieder von HTS betroffen sein wird. Besitzern von weiblichen Tieren mit HTS
wird von einer Besamung abgeraten. Neben einer Weiterverbreitung des
Gendefektes, besteht bei der Kalbung erhohte Gefahr einer Blutungsneigung.
STEFICEK et al. (1993a) beschrieben massive Himatombildungen bei einer Kuh,
die post partum im Bereich des M. semitendinosus und der Vulva entstanden sind.

Weiterhin war das Weichgewebe innerhalb des Beckenkanals von manuell
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spiirbaren Umfangsvermehrungen durchsetzt, die mittels Nadelaspiration als
Héamatome diagnostiziert wurden. Insgesamt bildete das Tier nach der Geburt
aufgrund der Hdmatome eine ernst zu nehmende Andmie aus, die zu einem
Schockzustand fiihrte. Eines der Falltiere (ID_32) wurde vier Wochen nach der
Kalbung mit Blutung aus dem Uterus vorgestellt. Ob diese durch die Kalbung
bedingt war, liel sich nicht mehr feststellen. Ein Zusammenhang scheint aber
wahrscheinlich. Eine andere Studie verfolgte ein weibliches Fleckviehkalb bis zu
seinem Tod im fiinften Lebensjahr. In dieser Zeit kalbte das Tier zweimal ohne
Komplikationen ab (WEISSER et al., 2010). Auch unter unseren Falltieren
befanden sich Kiihe (ID_32, ID_64, ID_96), die ohne Probleme in die Geburt
kamen und symptomatisch gesunde Kilber zur Welt brachten. Dennoch gilt es zu
bedenken, dass Tiere mit Blutungsneigung tendenziell einem erhdhten Risiko von
Blutungen ausgesetzt sind. Als SofortmaBnahme einer Therapie — gerade bei
lebensbedrohlichen Blutverlusten — wird die Durchfithrung einer Bluttransfusion
beschrieben. Allerdings ist die Wirkung nur von kurzer Dauer, da die Lebenszeit
der Thrombozyten aus dem Fremdblut auf wenige Tage beschrinkt ist (SEARCY
und PETRIE, 1990; WEISSER et al., 2010). Auch bei der Behandlung einiger
Falltiere wurde die Bluttransfusion eingesetzt. Einige Hoftierdrzte behandeln mit
dem Homdopathikum Sangostyptal® 16. Nach Aussagen der Landwirte scheinen
sich die Blutungen daraufhin zu bessern. Inwieweit es tatsidchlich eine Wirkung
auf die Thrombozyten oder das Gerinnungssystem hat, ist fraglich. SEARCY und
PETRIE (1990) empfehlen die parenterale Gabe von Eisen, da Tiere mit
Blutungsneigung bei lingeren Blutungsphasen einen deutlichen Eisenmangel

aufweisen.

6. HTS aus Sicht der Landwirte (Fragebogenauswertung)

Sensibilisiert durch die Bovine Neonatale Panzytopenie, die fiir betroffene Kélber
hiufig todlich endet (FRIEDRICH et al., 2009), zogen zahlreiche Landwirte bei
Anzeichen von Blutungsneigung ihrer Tiere den Hoftierarzt hinzu.
Ausschlaggebend waren meist die Hautblutungen, welche die Besitzer sehr
beunruhigten, obwohl das Allgemeinbefinden betroffener Tiere hidufig ungestort
war. Diese Beobachtung wurde auch bei anderen Fillen gemacht: SEARCY und
PETRIE (1990) und WEISSER et al. (2010) berichteten ebenso von einem
ungestorten Allgemeinbefinden und normalen Vitalfunktionen der Patienten.

Dennoch gab es Fille, in denen der Zustand der Tiere aufgrund des enormen
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Blutverlustes nicht mehr mit dem Leben vereinbar war (SEARCY und PETRIE,
1990). Insgesamt entwickelten sich nach Auskunft der Landwirte in unserer
Studie 31 von 36 Tieren normal. Fiinf Rinder blieben in der Entwicklung etwas
hinter ihren Altersgenossen zuriick. Darunter auch eines unserer klinikeigenen
Tiere (ID_126), das bis heute ein Wachstumsdefizit zeigt. Der genetische Defekt
scheint in der Regel einen geringen Einfluss auf die Entwicklung betroffener
Tiere zu nehmen. Von HTS betroffene Kélber wurden wie gewohnt auf dem
Viehmarkt verkauft. Bisher gibt es keine Verpflichtung der Landwirte betroffener
Tiere den Kéufer iiber den Gendefekt aufzukldren. Nach Angaben der Landwirte,
gab es keine negativen Riickmeldungen seitens der Kaufer. Das ldsst vermuten,
dass sich die Tiere weiterhin normal entwickelten und - zumindest kurz nach dem
Kauf - auch keine weiteren Blutungsepisoden mehr auftraten. Hinsichtlich des
Einsatzes betroffener Tiere zur Zucht teilte sich die Meinung der Landwirte.
Einige schitzten das Risiko einer rezidivierenden Blutungsphase hoch ein,
sprachen sich bewusst gegen die Besamung ihrer Tiere aus und lieBen sie zeitnah
schlachten. Andere dagegen gingen das Risiko ein und lieen ihre Tiere besamen.
Unsere Ergebnisse zeigen, dass Rinder mit HTS die Trichtigkeit und Kalbung
problemlos bewiltigen konnen und die Kilber durchaus klinisch gesund sein
konnen. WEISSER et al. (2010) konnten dies auch beobachten. Zum jetzigen
Stand der Wissenschaft konnen aufgrund ungeniigender Veroffentlichungen nur
Empfehlungen hinsichtlich des Umgangs mit betroffenen Fleckviehrindern mit
HTS ausgesprochen werden. Durch die Identifizierung von Anlagetriagern sollen
Risikoanpaarungen zukiinftig vermieden werden (siehe Kurzinformation im

Anhang).

7. Ermittelte Referenzwerte

Nach der Empfehlung von HUBER (2012) wurden fiir die Ermittlung der
Referenzwerte die Agonisten ADP mit einer Konzentration von 18 pmol/l und
Col mit einer Konzentration von 5 ug/ml als Standard fiir jede Messung
festgelegt. Die Messdauer von 6 Minuten wurde ebenso iibernommen.
MARSCHNER et al. (2012) empfehlen - vor allem bei Einsatz von ADP als
Aktivierungsreagenz - eine Messzeit von 6 Minuten. Um einen erniedrigten AUC-
Wert aufgrund einer Thrombozytopenie auszuschlieBen, wurden zur Berechnung
der Referenzwerte fiir die Gruppen Jungrinder und Kiihe ausschlieBlich Tiere mit

einer Thrombozytenkonzentration iiber 200000/ul mit einbezogen. Diese untere
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Referenzwertschwelle wurde von STOBER und GRUNDER (1990) definiert. Bei
der Ermittlung der Referenzwerte fiir Bullen wurde der untere Schwellenwert der
Thrombozytenkonzentration auf 150000/u1 herabgesetzt, da  die
Thrombozytenkonzentration der Bullen in vorliegender Studie durchschnittlich
niedriger war, als in der Literatur beschrieben. Dadurch konnten weitere 6 Tiere
fiir die Impedanzmessung mit beriicksichtigt werden. Moglicherweise ist die
Thrombozytenkonzentration aufgrund der Blutentnahmetechnik an der
Besamungsstation Grub reduziert. Aus Griinden der Arbeitssicherheit wurde das
Blut in eine 30 ml Spritze aufgezogen und unmittelbar danach in die Hirudin- und
EDTA-Rohrchen umgefiillt. Eine vorzeitige Aktivierung der Thrombozyten in der
Spritze kann nicht ausgeschlossen werden. Zudem definierte KRAMER (2000)
fir adulte Rinder einen Referenzbereich von 100000 bis 800000
Thrombozyten/ul.  Bislang ist nicht eindeutig  sicher, ob  die
Thrombozytenkonzentration mit den AUC-Werten korreliert. TOTH et al. (2006)
stellten keinen Zusammenhang zwischen der Plittchenkonzentration und den
ermittelten AUC-Werten fest. Eine andere Studie dagegen wies auf einen
signifikanten Zusammenhang zwischen Pléittchenkonzentration und AUC-Wert
bei Stimulierung der Thrombozyten mit ADP und Col hin (SEYFERT et al.,
2007). Die signifikante Korrelation zwischen Plittchenkonzentration und
Aggregation unter Col unterstiitzen auch WURTZ et al. (2012). HANKE et al.
(2010) beschreiben deutlich reduzierte AUC-Werte bei einer
Thrombozytenkonzentration unter 100000/ul. Dennoch wurden auch AUC-Werte
innerhalb des Referenzbereiches gemessen, obwohl die
Thrombozytenkonzentration unterhalb von 50000/ul lag. Unseren Berechnungen
zu Folge besteht zwischen der Thrombozytenkonzentration und den ermittelten
AUC-Werten abhédngig von den Gruppen und den verwendeten Reagenzien eine
geringe bis mittlere Korrelation. Beim Vergleich der Thrombozytenkonzentration
innerhalb der verschiedenen Alters- bzw. Geschlechtergruppen fillt auf, dass der
Mittelwert der Thrombozytenkonzentration fiir Bullen mit 312,26 *10°/ul deutlich
unter denen der Kiihe (438,36 *10°/ul) und Jungrinder (561,28 *10°/ul) liegt.
Untersuchungen von MIRZADEH et al. (2010) konnten keine signifikanten
Unterschiede der Thrombozytenkonzentration in Abhéngigkeit von Geschlecht

oder Alter der Rinder erkennen.

Fiir Bullen konnte ein Referenzbereich von 117,82 AU*Min bis 705,78 AU*Min
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fiir 5 pg/ml Col und 324,99 AU*Min bis 1083,23 AU*Min fiir 18 umol/ml ADP
ermittelt werden. Fiir die Gruppe der Kiihe ergaben die Berechnungen eine
Referenzspanne von 119,61 AU*Min bis 807,93 AU*Min fiir Col und 350,12
AU*Min bis 1308,56 AU*Min bei Aktivierung mit ADP. Die AUC-Werte bei den
Jungrindern liegen zwischen 52,7 AU*Min und 825,66 AU*Min fiir Col und
zwischen 428,6 AU*Min und 1192,8 AU*Min fiir ADP. Vergleicht man
vorliegende Ergebnisse mit den von HUBER (2012) ermittelten Referenzwerten
fiir das Multiplate®-Gerit bei Kélbern (194,25 AU*Min bis 1049,51 AU*Min fiir
5 pg/ml Col und 178,39 AU*Min bis 1192,09 AU*Min fiir 18 umol/l ADP), so
sind gewisse Ubereinstimmungen der AUC-Werte innerhalb der Gruppen zu
erkennen. AuBer bei der Gruppe der Kilber ist bei allen anderen Gruppen der
deutlich hohere AUC-Wert bei Stimulierung der Thrombozyten mit ADP zu
verzeichnen. Betrachtet man die Aggregationskurven in Abbildung 32, die bei
einer Impedanzmessung aufgezeichnet worden sind, wird deutlich, dass die
Aggregation der Thrombozyten mit Col verzogert eintritt (Kanal 1). Bei
Stimulation der Thrombozyten mit ADP kommt es hingegen ohne Verzdgerung
zu einer Aggregation (Kanal 2). Das erkldart sich iiber die verschiedenen
Aktivierungswege, die die Agonisten bei den Thrombozyten nutzen (Abbildung
5). ADP wirkt direkt iiber ADP-Rezeptoren auf die Thrombozyten. Col bedingt
zuerst die Freisetzung von Arachidonsdure, die innerhalb der Blutplittchen zu
Thromboxan metabolisiert wird. Thromboxan wirkt dann iiber entsprechende

Rezeptoren aktivierend auf die Thrombozyten.

----------------------------------------------------

Kanal 1 Kanal 2

Abbildung 32: Kurvenfunktion nach Aktivierung der Thrombozyten mit Col
(Kanal 1) und ADP (Kanal 2). Mit der roten und blauen Kurve werden die
Messergebnisse dargestellt, die unabhdngig voneinander innerhalb einer
Messzelle erfasst worden sind.

Die Ergebnisse zur Ermittlung der Referenzwerte fiir das Mulitplate®-
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Aggregometer bei Bullen, Kiihen und Jungrindern ergédnzen die Studie von
HUBER (2012), die Referenzwerte bei Kilbern der Rasse Deutsches Fleckvieh
auffiihrt. Sie sollen dabei helfen, Aggregationswerte von Rindern der Rasse
Deutsches Fleckvieh zu interpretieren und gegebenenfalls als pathologisch
einzustufen. Die Hereditire Thrombozytopathie Simmentaler Rinder ist eine
angeborene Krankheit, die bislang nur bei Simmentaler Rindern beschrieben
wurde und mit Blutungsneigung einhergeht. Mittels der Impedanzaggregometrie
und den Aktivierungsreagenzien ADP und Col kann die Diagnose HTS sicher
bestitigt werden (WEISSER et al., 2010). Eigene Untersuchungen an gesunden
und nachweislich von HTS betroffenen DFV-Rindern jeder Altersklasse lassen
erkennen, dass der Einsatz von 5 pg/ml Col als Aktivierungsreagenz in der
Impedanzaggregometrie nicht immer zu einer gesicherten Diagnose fiihrt. In 11
von 44 HTS-Fillen lagen die ermittelten AUC-Werte innerhalb der fiir die
verschiedenen Altersgruppen berechneten Referenzbereiche. Unter Verwendung
von 18 umol/l ADP hingegen befanden sich die gemessenen AUC-Werte bei
nachweislich kranken Tieren deutlich unterhalb der hier ermittelten
Referenzwerte. Demzufolge empfehlen wir zur Diagnosestellung der HTS die
Messungen mit dem Multiplate®-Aggregometer lediglich mit ADP (18 pmol/l)

durchzufiithren.

Die einfache Handhabung des Impedanzaggregometers und die unkomplizierte
Beschaffung und Aufbereitung des Probenmaterials ermoglicht eine schnelle,

sichere und wertvolle Thrombozytenfunktionsdiagnostik - auch in der Buiatrik.
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VL ZUSAMMENFASSUNG

,Klinische Untersuchung und Thrombozytenfunktionsdiagnostik mittels
Multiplate® bei Rindern mit Blutungsneigung der Rasse Deutsches Fleckvieh
mit Verdacht auf eine erblich bedingte Gerinnungsstorung und Ermittlung
von Referenzwerten in der Multiplate®-Impedanzaggregometrie fiir Bullen,

Kiihe und Jungrinder der Rasse Deutsches Fleckvieh*¢

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Rinder der Rasse Deutsches Fleckvieh (DFV)
mit Blutungsneigung klinisch untersucht, deren Blutungssymptome und —episoden
ausgewertet und eine Thrombozytenfunktionsdiagnostik mittels Multiplate®
durchgefiihrt, um das Krankheitsbild der HTS detaillierter definieren zu konnen.
Am Lehrstuhl fiir Tierzucht der TU Miinchen erfolgte eine genetische
Untersuchung dieser Patienten zur Bestédtigung des erblichen Defektes. Bei den 44
Rindern mit Blutungsneigung, welche die Selektionskriterien erfiillten und von
denen alle Untersuchungsparameter vorliegen, wurden Blutungssymptome
unterschiedlicher Lokalisation, Intensitdt und Dauer beobachtet, welche zum Teil
je nach Alter der Tiere und Jahreszeit variierten. Die Thrombozytenfunktionstests
waren im Vergleich zu Rindern der Rasse Fleckvieh ohne Blutungsneigung bei

allen 44 Probanden zu jeder gemessenen Zeit verdndert.

Des Weiteren wurden im Rahmen dieser Arbeit Referenzwerte fiir das
Multiplate®-Thrombozytenfunktionsmessgerdt  bei  Bullen, Kiihen und
Jungrindern der Rasse DFV ermittelt. 5 pg/ml Kollagen (Col) und 18 pmol/l ADP
fungierten als Thrombozytenaktivatoren. Fiir die statistische Auswertung standen
60 bzw. 61 Tiere pro Gruppe zur Verfiigung. Die Berechnung der Referenzwerte
erfolgte nach Uberpriifung auf Normalverteilung und AusreiBertest mit dem

parametrischen Verfahren (X+ 2 SD) (siehe Tabelle 7).
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Tabelle 7: Referenzwerte fiir das Multiplate®-Impedanzaggregometer bei Bullen,
Kiihen und Jungrindern.

X AUC in AU*Min
Referenzbereich 5 ug/ml Col 18 umol/l ADP

Bullen Untere Grenze 117,82 324,99
Obere Grenze 705,78 1083,23

Kiihe Untere Grenze 119,61 350,12
Obere Grenze 807,93 1308,56

Jungrinder Untere Grenze 52,7 428.6
Obere Grenze 825,66 1192,8
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VII. SUMMARY

“Clinical examination and diagnostics of platelet character by Multiplate® in
bleeding Simmental cattle in suspicion on a hereditary coagulation disease
and investigation of the reference values in the Multiplate®-aggregometry

for bulls, cows and young cattle of Simmental breed”

Within the framework of this study, a clinical examination of Simmental cattle
suffering from a bleeding disorder, as well as the evaluation of their symptoms
and bleeding episodes was done. Furthermore, diagnostics of platelet character
was performed by Multiplate®-aggregometry to obtain a more detailed clinical
picture of Simmental Hereditary Thrombopathy. A molecular genetic analysis,
carried out by the Chair of Animal Breeding at Technische Universitiat Miinchen,
confirmed the genetic defect. For the 44 animals with incidence of bleeding
complying with the criteria of selection and complete sets of parameters of
analysis, bleeding symptoms of different localization, intensity and duration were
observed, partially diversified according to the age of the animal and season. At
any time of measuring the tests of platelet character showed abnormalities in all of

the 44 probands, compared to Simmental cattle without bleeding symptoms.

Furthermore reference values in the Multiplate®-aggregometry for bulls, cows
and young cattle were determined. Collagen (5 pg/ml) and ADP (18 umol/l) were
used as platelet-activation reagents. For the statistical analysis 60 and 61 propands
per group were available, respectively. To calculate the reference values after the
examination of common distribution and the test for outliers the parametric
procedure (X £ 2 SD) was used. Table 8 shows the determined reference values.

Table 8: Reference values in the Multiplate®-aggregometry for bulls, cows and
young cattle of Simmental cattle.

X AUC in AU*min
Reference value 5 ug/ml Col 18 umol/l ADP
bulls lowerlimit 117,82 324,99
upperlimit 705,78 1083,23
COWS lowerlimit 119,61 350,12
upperlimit 807,93 1308,56
young cattle lowerlimit 52,7 428.,6
upperlimit 825,66 1192,8
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IX. ANHANG

Thrombozytopathie-Fragebogen Datum:
Tier_ID:

Betrieb: Tel.Nr.

HTA: Tel.Nr.

Datum der Beprobung

Betroffenes Tier:

OM_Nr.

Geb.datum

Status (lebend/tot)

Abgangsursache

Verkauft > Name

Tel.Nr.

Verlauf in den letzten Wochen/Monaten

Kérperliche Entwicklung: o normal O zuriickgeblieben o vermehrt krank

Hautblutungen O nein

Oja  wo

post injectionem Oja O nein

wann

wie oft

wie lange

Grad

Abbildung 33: Fragebogen zur Erhebung der Entwicklung der Tiere mit HTS
hinsichtlich Blutungsneigung, Korperkondition und Zuchtnutzung (Seite 1).
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Blutiger Kot 0 nein

Oja wann

wie oft

wie lange

Grad

Petechien 0 nein

Oja wo

wann

wie oft

wie lange

Grad

Hamatome 0 nein

Oja wo

post injectionem Oja o nein

wann

wie oft

wie lange

Grad

Nasenbluten 0 nein

Oja wann

wie oft

wie lange

Grad

Abbildung 34: Fragebogen zur Erhebung der Entwicklung der Tiere mit HTS
hinsichtlich Blutungsneigung, Korperkondition und Zuchtnutzung (Seite 2).
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Behandlungen beziglich Blutungsneigung

Geschlecht: madnnlich o weiblich o
—>tragend jao nein O Kalbetermin
->Schon malgekalbt jao neino

—>Verlauf der Kalbung

->Zustand des Kalbes

Weitere Tiere mit Blutungsneigung im Bestand O nein Oja

Aktuell 0 nein Oja

Ohrmarkennr. betroffener Tiere

getroffene MaBnahmen

In der Vergangenheit 0 nein Oja

Ohrmarkennr. betroffener Tiere

getroffene MaBRnahmen

Abbildung 35: Fragebogen zur Erhebung der Entwicklung der Tiere mit HTS
hinsichtlich Blutungsneigung, Korperkondition und Zuchtnutzung (Seite 3).
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Entfernung des Betriebes von OberschleiRheim km (>100km relevant fiir uns)

Interesse an erneuter Beprobung des betroffenen Tieres? Oja onein

Termin fiir weitere Blutentnahme:

Besitzer plant, Tier zu verkaufen! Oja anein
Interesse an einem Verkauf des Tieres an die Klinik zu Forschungszwecken? Oja onein

Preisvorstellung:

Abbildung 36: Fragebogen zur Erhebung der Entwicklung der Tiere mit HTS
hinsichtlich Blutungsneigung, Korperkondition und Zuchtnutzung (Seite 4).
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Anschreiben fiir Probeneinsendungen im Rahmen der Abkldrung von

Blutungsneigungen bei Rindern

Datum des Tel.: Datum Probenn.:

Hoftierarzt/Praxis:

Name:

StraRe:

PLZ/Ort:

Telefonnr.:

Informationen zum Tier:

Geburtsdatum:

Probeneingang:
Betrieb:

Name:

StraRe:

PLZ/Ort:

Telefonnr:

Informationen zu den Elterntieren:

Rasse:

Geschlecht:

Ohrmarkennr.:

(bitte vollstandig)

Symptome:

Erste Symptome/Datum:

Mutter:

(bitte vollstandige OM-Nr.) Rasse:

Vater:

(Name, bzw OM-Nr. falls kein Besamungsbulle)
Rasse:

Muttervater: i

(Name, bzw. OM-Nr. falls kein Besamungsbulle)
Rasse:

e Hautblutungen: ja
-nach Injektionen ja

]
]
e Blutiger Kot: ja [
]
]
]

e  Petechien: ja

e Hdmatome: ja
-nach Injektionen: ja

e Nasenbluten: ja [

Verlauf:

lebt noch[ ]  verendet [ ]

Datum:

wo, nein []

nein []
Grad der Blutung nein [_]
wo nein |:|
wo nein [ ]

nein [__|
Grad der Blutung nein [_]

euthanasiert [_]
Datum:

geschlachtet [ | seziert ja[__| nein[ ]

Datum:

Blutproben: vom betroffenen Tier 1 EDTA (mind. 10ml) und 1 Serum (nicht mehr von Muttertier)

Bitte schicken an:

Labor

Klinik fiir Wiederkauer
Blutungsneigung bei Rindern
SonnenstraBe 16

85764 Oberschleiheim

Telefonische Kontaktaufnahme:

Lisa Liichtenborg: 089/2180 78972
Annette Pfitzner (ehemals Friedrich): 089/2180 78975
Carola Sauter-Louis: 089/2180 78976
Sekretariat: 089/2180 78850

Abbildung 37: Probeneinsendeformular bei Verdacht auf Blutungsneigung fiir

Tierdrzte.
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Kurzinformation zur Thrombopathie

Dr: Hubert Pausch!, Dipl.-Biol. Simone Jung!, Dr. Annette Pfitzner?, Prof. Ruedi Fries!
1Lehrstuhl fiir Tierzucht, Technische Universitit Miinchen
2Klinik fiir Wiederkdiuer mit Ambulanz und Bestandsbetreuung, Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen

Hintergrund

In den vergangenen Jahren wurden aus vielen Regionen
Deutschlands Kilber verscluedener Rassen mit spontan
auftretenden und lang anhaltenden Blutungen gemeldet.
Dieses Symptom, das vor allem Kilber in den ersten
Lebenswochen betraf, wurde als _ Blutschwitzen™
bekannt. Da das Knochenmark betroffener Kilber
geschadigt und die Anzahl der Thrombozyten (=Blut-
plattchen) deutlich reduziert war, bezeichnete man
dieses Syndrom als , Bovine neonatale Panzytopenie
(BNP)“. Es gilt als gesichert, dass die Verwendung
eines speziellen Impfstoffes gegen BVD in unmuttelba-
ren Zusammenhang mit dem Auftreten von BNP steht.
Im Rahmen der BNP-Untersuchungen wurden aber
auch Tiere nut Blutungsneigung gemeldet, deren Blut-
bilder nicht den BNP-typischen Mangel an weiBen und
roten Blutplattchen aufwiesen. Die Anzahl der Throm-
bozyten war bei diesen Tieren vollkommen normal,
jedoch war deren Funktion derart gestort (=Thrombo-
pathie, TP), dass die Blutgermnung betroffener Tiere
masstv beeintrachtigt war (=Bluter). Im Gegensatz zu
BNP litten auch ausgewachsene Tiere an TP. Es wurden
ausschlieflich Fleckvieh-Tiere mit TP diagnostiziert.

Genetische Charakterisierung

Angeborene Formen der Thrombopathie sind bei vielen
Tierarten beschrieben, unter anderem auch bei Kanadi-
schen Simmental Rindern. Fleckvieh galt bislang als
nicht betroffen. Beim Fleckvieh wurden 32 Tiere mut
der Verdachtsdiagnose TP genotypisiert und auf Geno-
typenebene mut allen gesunden Fleckvieh Tieren vergli-
chen. Dadurch konnte emn kurzer Abschmtt im Genom
(=Haplotyp) identifiziert werden, der bei allen betroffe-
nen Tieren in remerbigem Zustand vorliegt. Dies 1st als

deuthicher Hinweis auf einen rezessiven Genort zu
werten. Uber weitere eingehende Untersuchungen
konnte ber allen betroffenen Tieren eine homozygote
Mutation identifiziert werden, die ursiachlich fir TP
beim Kanadischen Simmental 1st. Es besteht kein Zwei-
fel, dass die untersuchten Fleckvieh Tiere von der
rezesstv vererbfen Thrombopathie betroffen sind.

Abbildung 1: Anhaltendes Nachbluten aus einer
klemen Wunde bei emnem von der Thrombopathie
betroffenen Kalb (Foto: PrraEr, LMU).

Erscheinungsbild

Mischerbige (=heterozygote) Tiere sind nach aktuellem
Wissensstand gesund. Aber auch remerbige Tiere haben
m der Regel ein ungestdrtes Allgemembefinden, leiden
aber nach Verletzungen, Injektionen oder chirurgischen
Emgriffen an zum Teil massiven, lang anhaltenden
Blutungen der Haut sowie Blutungen der Nase und
Schleimhdute. Es kann auch zu blutigen Beimengungen
im Kot und der Bildung von Blutergiissen kommen.
Innere Blutungen kénnen bei homozygoten Tieren bis
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zum Tod fihren Bislang sind die Ausléser der
Blutungsepisoden micht wollstindig geklirt, jedoch
werden vermehrt in den Sommermonaten, wenn die
Insektenpopulationen besonders groB sind, Kalber mut
Blutungssymptomen gemeldet.
kénnen aber durchaus auch das reproduktionsfihige
Alter erreichen. Jedoch stellt insbesondere ein mog-
licher starker Blutverlust wahrend der Abkalbung eine
grofie Gefahr fiir betroffene Kiihe dar. An der Khinik fiir
Wiederkiuer wurden Blufungsepisoden betroffener
Tiere erfolgreich mit Bluttransfusionen behandelt.

Homozygote Tiere

Jedoch koénnen nur die Symptome behandelt werden,
langfristig 1st die Krankheit nicht therapierbar.

Identifizierung von Anlagetriigern

Der ursachliche Abschnift 1m Genom wird zukiinftig
mut emem Haplotypentest tiber die routinemaPig erfass-
ten SNP-Daten bei allen Kandidaten mut giltigem
Genotyp abgefragt. Zu beachten ist, dass der Haploty-
pentest micht zu 100% sicher 1st und von Seiten der TU
Miinchen und der ZuchtData keinerler Hafhmgen fiir

etwaige Konsequenzen tibernommen werden, die aus
den Ergebmissen gezogen werden. Die Frequenz des
Haplotyps i der Fleckvieh Population liegt ber rund
6%. Aufgrund des rezessiven Charakters der Mutation
sind demmach bei Zufallspaarung wier betroffene
Kilber je 1000 Anpaarungen zu erwarten. Durch die
frithzertige Idenfifizierung von Anlagefragern konnen
zukiinftig Risikoanpaarungen, bei denen Anlagetrager
auf der Vater- und Mutterseite im Pedigree stehen,
vermieden werden. Dadurch kann das Risiko, dass
Kilber mit gestérter Blutgermmnung auftreten, auf em
Minimum reduziert werden.

Anmerkung

Diese Ergebnisse entstanden in enger Zusammenarbeit
mut Lisa Lichtenborg (Klinik fiir Wiederkauer, LMU
Miinchen)
(ZuchtData, Wien).

sowie Dr Hermann Schwarzenbacher

Freising, am 24.09.2013

Abbildung 38: Kurzinformation zur Thrombopathie bei Fleckvieh-Rindern (HTS).
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