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6 Einfiihrung

Aus historischer Sicht und vereinfacht dargestellt reguliert die Himostase das sensible
Gleichgewicht zwischen stromendem Blut im Gefd3system und dem Sistieren einer Blutung
im Fall einer GefaBleckage. Die Kunst eines funktionierenden Gerinnungssystems besteht
darin, stets das situationsgerechte Mal} zwischen FlieBen und Stillstand zu gewéhrleisten. Eine
Dysregulation kann zu Thromboembolien mit ischdmischer Versorgungslage distaler
Gewebebereiche oder einem Blutverlust aus dem vaskuldren System fiihren. So schnell die
Gerinnungsreaktion an einer Lasionsstelle eingeleitet wird, so deutlich muss sie ortlich und
zeitlich auf diese Situation begrenzt werden. [1, 2]

Eine Einteilung in primire (zelluldre) und sekundére (plasmatische) Gerinnung suggeriert
einen streng sequentiellen, kaskadenartigen Ablauf, der heutzutage tatsichlich insbesondere
aufgrund seiner Anschaulichkeit fiir eine systematische Labordiagnostik herangezogen wird.
Sie erkldrt nicht, wie die Hadmostase reguliert wird. [3] Eine genauere Aufgliederung der
Vorginge wihrend der zelluliren Hamostase in Vasokonstriktion, Thrombozytenadhésion
und Thrombozytenaggregation impliziert bereits die durch Rudolph Virchow im 19.
Jahrhundert vorgestellten Pathomechanismen der Blutgerinnung. Dem deutschen Pathologen
wird zumindest zugeschrieben, die nach ihm benannte Trias der relevanten Einflussfaktoren
auf die Blutgerinnung formuliert zu haben: Stromung bzw. Stase, Wandbeschaffenheit,
Blutzusammensetzung. [4]

Moderne Forschungsergebnisse legen nahe, dass diese Erkenntnisse im Grundsatz richtig
sind. Wird das komplexe Mosaik aus neuen Daten zu einem groflen Bild zusammengesetzt,
ergeben sich weitere Erkenntnisse. [5] Anfang der 2000er Jahre ersetzte das zellbasierte
Gerinnungsmodell das klassische Kaskadenmodel. [6] Tissue factor tragende Zellen
aktivieren Thrombozyten und gerinnungsfordernde Kofaktoren und bilden die Basis fiir die
massive Thrombingenerierung auf der Plittchenoberfliche, die die Gerinnselbildung
propagiert. Die Verbindung der Verletzungsstelle {iber Kollagen/ von Willebrand Faktor
(VWF) mit aktivierten Thrombozyten, die den fissue factor tragen, lokalisiert die
Thrombingenerierung am bendtigten Ort. Fiir eine effektive Regulation der Gerinnselbildung
spielt dabei die Thrombingenerierungsrate und nicht die maximale Thrombinkonzentration
eine entscheidende Rolle. [3] Daraus folgend erscheint es sinnvoll, auch das Modell der
zelluldre Hamostase zu erneuern und die Mikroumgebung um eine GefiaB3verletzung und die
initiale Anlagerung von Thrombozyten genauer zu betrachten und zu beschreiben. Ahnliche

Konzepte sind beispielsweise bei Inflammation oder Tumorgenese bereits bekannt. [7] Seit

1



Jahren werden zur unspezifischen Immunabwehr neutrophil extracellular traps erforscht. Im
Rahmen der Sars-Cov-2 Pandemie gibt es Erkenntnisse iiber endotheliale Dysfunktion und
Immunothrombose, die Hinweise bieten, dass auch dort ultragrofer VWF relevant sein
konnte. [8]

Ein wichtiges physiologisches Konzept stellt das Mikromilieu in einem eng umgrenzten
Raum dar, in dem andere Bedingungen herrschen als in der Umgebung. Dadurch kdnnen
spezifische Reaktionen gezielt und kontrolliert ablaufen. [9] Der VWF mit der Sekretion
seiner ultragrolen Multimeren spielt in diesem Zusammenhang eine zentrale Rolle an der

verletzten GefaBwand.




6.1 Ziele der Arbeit

In dieser Arbeit sollen qualitative und quantitative Aspekte des von Willebrand Faktors
untersucht werden. Der Fokus steht dabei auf der Analyse der ultragro3en Multimere des von
Willebrand Faktors, sowie des thrombozytiren von Willebrand Faktors. Durch den in vitro
Einsatz eines rekombinanten von Willebrand Faktor Préparats soll die Relevanz der
ultragroBen Multimere fiir eine funktionierende zelluldre Himostase gezeigt werden. Fiir das
verwendete POCT Gerdt soll ein mdglichen Einsatz in der Therapieiiberwachung des
schweren von Willebrand Syndroms diskutiert werden. Die Thrombozyten stellen ein
relevantes Reservoir insbesondere auch ultrahochmolekularen von Willebrand Faktors dar. In
einem weiteren Schritt soll eine qualitative und quantitative Aufbereitung und Auswertung
des thrombozytiren von Willebrand Faktors erfolgen. Da dessen Analyse kein gingiges
laborchemisches Routineverfahren ist, sollen zusétzlich mdgliche standardisierte

Darstellungen fiir einen zukiinftigen Routineeinsatz erarbeitet werden.




6.2 Theoretischer Hintergrund

6.2.1 Zelluldre Hdmostase

Unter physiologischen Bedingungen wird ein kontinuierlicher Blutfluss im GefaBsystem
aufrecht erhalten. Pléttchenadhésion und -aggregation wird verhindert und eine laminare
Stromung bei niedrigem GefaBBwiederstand fiir geringe Scherkréfte wird gewéhrleistet, indem
Endothelzellen Substanzen wie Stickstoffmonoxid und Prostacyclin produzieren. Bei einer
Storung der homogenen Integritit des GefdlBendothels stoppt die Ausschiittung dieser
Mediatoren und die autoantikoagulatorische Wirkung der GefiaBwand wird aufgehoben. Hinzu
kommen die prokoagulatorischen Signale der geschéddigten Intima und extrazelluldren Matrix
und in der Folge kdnnen Thrombozyten adhérieren. [10] Die Adhédsion wird iiber Endothel-
und Pléittchenrezeptoren gesteuert und durch Plasmaproteine wie VWF und Fibrinogen
vermittelt. Aggregation und Akkumulation zum Plittchenthrombus, der zum priméren
Verschluss fiithrt, folgt mit Aktivierung der Pliattchen und Ausschiittung weiterer
prokoagulatorischer Substanzen aus den Granula der Thrombozyten. [11]

Es zirkulieren 150 bis 450 Thrombozyten pro Nanoliter Blut im gesunden menschlichen
Korper. Auf der Oberfliche des ruhenden Plittchens sind zahlreiche Glykoproteine (GP)
lokalisiert. Sie dienen als Bindungsstellen fiir Kollagen (z.B. GP VI), VWF (z.B. GP Ib-V-IX)
oder Fibrinogen (z.B. inaktiviertes Integrin omwf3) und als Rezeptoren, die die
Plattchenaktivierung vermitteln (z.B. P.Y fiir ADP, PARI fiir Thrombin oder TXA»-R fiir
Thromboxan Aj). Thrombozyten besitzen keinen Zellkern fiir eine de novo
Proteinbiosynthese, transportieren aber in a- und dense-Granula zahlreiche Substanzen mit
pro- und antikoagulatorischer ~Wirkung sowie weiteren Funktionen, die bei

Pléttchenaktivierung sekretiert werden (siehe




Tabelle 1). Ein wesentlicher Anteil der Ladung féllt auf den VWF, insbesondere dessen
ultragroBe Multimere. [12] Das offene kanalikuldre System (OCS) stellt unter anderem eine
Membranreserve dar, mit der die Oberfliche beim Spreading schnell vergrofert und ein
Austausch von Rezeptoren bewerkstelligt werden kann. Insbesondere werden iiber das OCS

auch Integrin amP3 bereitgestellt. [13]




Tabelle 1: Inhalt der Plittchengranula. Ubersicht der Hauptbestandteile in a- und 8-Granula der Plittchen.
[12]

Membranproteine: allbp3, GP Ib-V-IX, | Nukleotide: ADP, ATP, etc.
GP VI, P-Selectin

Adhésionsproteine: Fibrinogen, VWF, Histamin
Thrombospondin

Wachstumsfaktoren Kationen: Ca**, Mg?*, K*

Immunmediatoren

An freiliegenden Kollagenfasern der extrazelluldren Matrix an einer Gefél3ldsion bindet VWF,
wird dabei elongiert und dessen Bindestellen aktiviert. Mithilfe schneller Fangbindungen iiber
GP Ib, Pléttchenrezeptoren werden noch ruhende Thrombozyten wie mit einer Fangleine aus
dem Blutstrom heruntergebremst (tethering and rolling). GP VI Rezeptoren stabilisieren die
Adhédsion am Kollagen und bewirken die Aktivierung des Thrombozyten. In der Folge wird
das Zytoskelett aufgelost und neuformiert. Bei diesem shape change wird die Oberflache
durch die Ausbreitung von Filopodien gespeist aus den Membranvorriten des OCS vergroBert
(spreading) und zusitzliche Fibrinrezeptoren ouwPs auf der Zelloberfliche verteilt und
aktiviert. Die Granula werden in der Plédttchenmitte konzentriert und durch Verschmelzung
mit dem OCS degranulieren die Plattchen. Aufgrund der Freisetzung der prokoagulatorischen
Substanzen aus den Plittchengranula werden Adhision, Aktivierung und Akkumulation von
Thrombozyten beschleunigt. Die Pléttchen-Pldttchen Bindungen werden insbesondere iiber

Integrin amwPs und Fibrinogen vermittelt. [14] Abbildung 1 illustriert die Vorgénge.
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Abbildung 1: primire Héimostase — Adhiision, Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten. An einer
Endothelldsion kommen Kollagene der extrazelluldren Matrix in Kontakt mit dem Blutstrom, der nicht aktivierte
Thrombozyten, VWF und Fibrinogen mitfiihrt. Am Kollagen lagert sich VWF an und wird durch Streckung
aktiviert. Daran binden nicht aktivierte Thrombozyten und werden aktiviert. Durch die Bindung von VWF und
Fibrinogen an Pléttchenrezeptoren aggregieren weitere Thrombozyten und bilden den lockeren
Plattchenthrombus, der einen ersten schnellen Verschluss der Verletzung bewirkt. (nach Abbildungen aus Yau et
al. [10])

Das komplexeste Protein der primidren Hadmostase stellt der VWF dar, das in seiner
multimeren Struktur biochemische und biomechanische Eigenschaften vereint. Die Vielzahl
an unterschiedlichen Bindestellen, funktionellen sterischen Konformationen und die
GroBenverteilung der einzelnen Multimere tragen zur Funktionalitit des VWF bei. Ultragrofe
Multimere des VWF konnen die stirkste Aktivitit unter besonders schwierigen
stromungsmechanischen Bedingungen in Verbindung mit Thrombozyten entwickeln. Bei
angeborenen oder erworbenen qualitativen wie quantitativen Defekten des Proteins konnen

leichte bis schwere Formen des Willebrand-Jiirgens-Syndroms die Folge sein. [15, 16]




6.2.2 Von Willebrand Syndrom

Die hiufigste angeborene Gerinnungsstorung ist das Willebrand-Jiirgens- oder von
Willebrand Syndrom (VWD). Erstmals 1926 beschrieb Erik von Willebrand diese Erkrankung
bei einer GroBfamilie auf den Aland Inseln im Bottnischen Meerbusen in der Ostsee zwischen
Schweden und Finnland als Pseudohdmophilie. [17] Inzwischen sind die
molekulargenetischen Zusammenhénge bekannt, die zu unterschiedlichen Ausprigungen der
Erkrankung fithren konnen. Mutationen auf dem kurzen Arm des Chromosom 12 bewirken
qualitative oder quantitative Verdnderungen des VWF Proteins, die zu verstirkter
Blutungsneigung flihren. Diagnoserelevante Symptome werden durch das Bleeding
Assessment Tool der International Society on Thrombosis and Haemostasis (ISTH BAT)
erfasst, das die Bewertung von Nasenbluten, Himatomen, Blutungen aus kleineren Wunden,
Zahnfleischbluten, gastrointestinale Blutungen, Operationen, Zahnextraktion, Menorrhagien,
post-partum Blutungen, Muskelblutungen, Hadmarthrose und andere Blutungsprobleme
beinhaltet. Die Einteilung in die hdufigsten Subtypen 1, 2A, 2B, 2M, 2N und 3 des VWD
erfolgt anhand der phénotypischen Auspragung des VWF Proteins, weil hierfiir in der Breite
verwendete Labortests zur Verfiigung stehen. [18-20] Tabelle 2 gibt eine Ubersicht zu den
VWD Subtypen.

Tabelle 2: Ubersicht der Subtypen des VWDs [18]

Teilweise quantitativ reduzierter VWF

2A Reduzierte VWF-abhingige Plittchenadhdsion und selektive
Reduktion der hochmolekularen VWF Multimere

2M Reduzierte VWF-abhingige Plittchenadhision ohne selektive
Reduktion der hochmolekularen VWF Multimere

3 Vollstindiger VWF Mangel

Bei Verdacht auf ein VWD werden standardmédBig die aPTT und Blutungszeit oder
Verschlusszeit im PFA (platelet function analyzer) bestimmt. Weiterfilhrende Diagnostik
beinhaltet die Bestimmung der Faktor VIII Aktivitit, des VWF Antigens und VWF




Aktivitiaten zu GP Iba Bindung (VWF:RCo, VWF:GP1b) oder Kollagenbindung (VWF:CB).
In unklaren Féllen koénnen zur Differenzierung zusdtzlich Multimerenanalysen mittels
Gelelektrophorese und molekulargenetische Analysen durchgefiihrt oder die Faktor VIII
Bindungsaktivitit (VWF:FVIIIB) ermittelt werden. [19, 21] Manchmal kann die besonders
aufwendige und wenig standardisierte Extraktion und Analyse des platelet-derived VWF
zielfiihrend sein. [22] Fiir eine gute Behandlung ist die korrekte Subtypisierung relevant.
Patienten mit leichten Blutungen und vor allem Schleimhautblutungen kénnen hiufig alleine
mit Antifibrinolytika (Tranexamsdure®) ausreichend behandelt werden. Zur kurzfristigen
Mobilisation endogener VWF Speicher kann Desmopressin (Minirin®) eingesetzt werden,
wenn sich der Subtyp dazu eignet. In schweren Fillen und bei hohem Blutungsrisiko kann
eine prophylaktische oder bedarfsorientierte Substitution von VWF-haltigen Konzentraten
erfolgen. [23] Es stehen Plasmapridparate mit unterschiedlichem Faktor VIII Anteil und
inzwischen ein rekombinant hergestellter VWF zur Verfiigung. Im Gegensatz zu den
Plasmaprodukten enthélt der rekombinante Faktor insbesondere auch ultragroe VWF

Multimere (ULVWF). [24]




6.2.3 Relevanz der ultragroBen VWF Multimere

Im Blutplasma liegt der von Willebrand Faktor in multimerer Verteilung bis iiber
22ermere vor. Die drei Hauptdomainen VWA, VWC und VWD kommen mehrfach leicht
abgewandelt mit jeweils spezifischer Funktion im Monomer vor. Wiahrend VWC und VWD
Domainen vor allem starre, strukturgebende Funktionen innerhalb der tertidr und quartir
Struktur des Proteins aufweisen, besitzen die VWA Domainen eine dynamische Komponente.
[25] Letztere beinhalten versteckte  Bindungsstellen, die durch  Streckung/
Konformationsdanderung freigelegt und aktiviert werden konnen. Unter wechselnden
chemischen, stromungsphysikalischen und bindungstechnischen Bedingungen nehmen die
Domainen unterschiedliche sterische Konformationen ein, wodurch eine Aktivititsregulierung
stattfindet. [26] Abbildung 2 gibt eine Ubersicht der relevantesten Domainen und

Bindungsstellen eines VWF Monomers.

vWD1 .vwoz l.VWDS . A VWD4 I!!l!!!’

Abbildung 2: VWF Monomer; das VWF Monomer wird im Golgiapparat synthetisiert und beim Transport in
die Weibel-Palade-Korperchen oder a-Granula das Propeptid durch Furin zwischen D2 und D’D3 abgespalten.
Die Dimerisierung erfolgt iiber Disulfidbindungen am CTCK Ende, wéhrend die Multimerisierung am D’D3
Ende stattfindet. In der Zwischenzeit wurden die klassischen A, C und D Domainen weiter differenziert. Die
Unterdomainen (schwarz und grau) von VWD1-4 haben einen hohen Anteil Cystein und bilden daher viele
intramolekulare Disulfidbriicken aus, sodass Laschen in der Quartérstruktur entstehen. VWC1-6 Domainen
besitzen ebenfalls Disulfidbriicken, die einen langen Stiel bilden. Die globuldre Struktur der VWA1-3 Domainen
wird dagegen durch einen hydrophoben Kern generiert. Bindungspartner an D’D3 sind Faktor VIII, an Al
Plattchenrezeptor GP Ib,, an A2 Schnittstelle fiir ADAMTS13, an A3 Kollegen und an die RGD Sequenz in C4
Plattchenrezeptor Integrin ouf3. (vereinfacht nach einer Abbildung aus Zhou et al. [25])

Die dichteste Packung des VWFs besteht im Weibel-Palade-Korperchen (WPK) des
Endothels und den a-Granula der Thrombozyten, in denen der VWF nach der Synthese
gelagert wird. Schwimmt er im Blutstrom besteht eine weniger dichte aber kollabierte Form,
in der die Bindungsstellen versteckt und inaktiv sind. Der Ubergang von dichtester Packung
zu kollabierter Form geschieht iiber die gestreckte Form nach der Sekretion. [27] Bei
physikalischer Scherung z.B. durch Stromung erfolgt eine reversible Streckung, wodurch
Bindungsstellen freigelegt und aktiviert werden. Je linger das Protein ist, desto geringere

Krifte sind zur Entfaltung notwendig und je hoher die Krifte werden, desto stirker wird der
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VWF entfaltet. [28] Es sind je nach Domaine mehrere Entfaltungsstufen méglich. Auch das
Binden an Pléttchenrezeptoren oder ADAMTS13 (a disintegrin and metalloproteinase with a
thrombospondin type I motif, member 13) kann zu weiteren sterischen Aktivierungen fiihren.
[29] Die frisch ausgeschiitteten ultragroBen Multimere des VWF weisen somit die potentiell
hochste Aktivitdt auf, sind am leichtesten zu aktivieren und konnen gleichzeitig am
schnellsten degradiert werden. Die Riickfaltung in die geschlossene Stereometrie geschieht
dann je nach Domaine zeitlich unterschiedlich schnell. [30]

Binden Thrombozyten an VWF, werden die Scherkrifte am VWF deutlich gesteigert, die zu
dessen Entfaltung fiihren. Unter extremen Scherraten iiber 10.000 s™! kénnen bei Anwesenheit
von ULVWF zunichst reversibel Plittchen-VWF-Konglomerate entstehen. Die Rekrutierung
dieser grolen Thrombozytenmengen geschieht bei noch inaktivierten Pléttchen iiber den GP
Ib. Rezeptor. Eine anschlieBende Aktivierung der Thrombozyten setzt lokal hohe
Konzentrationen gerinnungsfordernder und Pléttchen aktivierender Substanzen, inklusive
ULVWE, frei. [16, 31] Letztere werden innerhalb von Minuten im Blutstrom durch
ADAMTSI13 wieder geschnitten und konnen dann kaum mehr Konglomerate bilden. [31]

Die physiologische Relevanz der ULVWF konnte in in vitro Untersuchungen mit VWF
defizientem Blut im Sinne einer schweren VWD gezeigt werden. Blut, dass unter 10%
VWF:Ag und keinen hochmolekularen VWF enthielt, wurde in der Flusskammer und der
POCT Messmethode PFA-200® iiber eine Kollagenoberfliche perfundiert. Erst nach Zugabe
von ULVWF wurde Aggregatbildung in der Flusskammer bzw. ein Kapillarverschluss im
PFA beobachtet. Ein geringer Anteil ULVWF fiihrte bereits zu einer Verdnderung der

Ergebnisse hin zu einem entsprechenden gerinnungsgesunden Vergleichskollektivs. [31]
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6.2.4 Mikroumgebung

Die modermne Trauma- wund Inflamationsforschung kann etliche auftretende
hdmorrhagische Phédnomene nicht mehr nur mit dem einfachen Modell der zelluldren
Hiamostase erklaren. Es wurden weitere Mechanismen der Gerinnungsaktivierung,
Zellkommunikation und  Relevanz  der ULVWF  aufgedeckt.  Insbesondere
Entziindungsmediatoren wie IL-1, IL-6, IL-8 und TNF-a spielen eine wichtige Rolle. [32]
Zusatzliches Verstindnis kann gewonnen werden, wenn der Ort einer Geféllverletzung als
Mikroumgebung beschrieben wird. Sie unterscheidet sich vom umgebenden Blutstrom in
ihrer Zusammensetzung, erfahrt eine sowohl ortliche als auch zeitliche enge Begrenzung und
bietet die Moglichkeit, die Ablaufe an der Lision anders zu bewerten.

Das Thema einer schnellen Rekrutierung von Thrombozyten zeigt sich, wenn Patienten mit
extrem niedrigen Thrombozytenzahlen unter 5*10%/ul anfangen spontan schwer zu bluten.
Ohne relevantes Trauma entstehen tiglich Mikroendothelldsionen, die zur Wahrung der
Integritit des vaskuldren Systems repariert werden miissen. [33] Tritt eine Mikroldsion auf,
werden die angrenzenden Endothelzellen aktiviert und WPK transportieren ihren VWF an die
Zelloberflache. [34]

Im WPK und den a-Granula liegt VWF 100-fach kompaktiert im Vergleich zur elongierten
Form vor. Diese besonders dichte Packung des VWFs in seiner Speicherform begriindet sich
in einer speziellen sterischen Konformation im sauren Milieu bei pH 5,5. Andert sich der pH
bei Sekretion zu neutralen 7,4 im Blutplasma, losen intramolekulare Krifte die Stereometrie
auf und tiber die elongierte Form wird die inaktive kollabierte Form des VWF erreicht. [35]
Die explosionsartige Freisetzung bei Fusion des WPK mit der Zellmembran fiihrt zu einer
konzentrierten VWF Wolke iiber der Endothelzelle, die mithilfe von gleichzeitig sezerniertem
P-Selektin an der Zelle verankert wird. [36] Die hochaktiven elongierten, ultragrolen VWF
Multimere binden an GP Ib, Rezeptoren und fangen wie herausgeschossene Fangseile die
Plattchen aus dem Blutstrom (catch bond; Fangbindung). [37] Diese schnelle Fangbindung
weist eine hohe Affinitit und Kraft, dafiir eine kurze Dauer auf. Aufgrund einer
gleichgewichtsgesteuerten Konformationsdnderung am Pléttchenrezeptor GP Iba entsteht eine
slip bond (Rutschbindung), die schwicher aber langlebiger ist. [38, 39] Das Plattchen kann in
die Lidsion rollen und rutschen, am Kollagen binden und aktiviert werden. [40, 41] Bei der
Aktivierung des Thrombozyten kommt es zum shape change, der eine enorme Vergroflerung
der Plittchenoberfliche und einen Transport von Integrin amPs an die Oberfliche bedeutet.

Zusatzlich kommt es zur Degranulation. [41] Hohe Konzentrationen platelet-derived VWF
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werden freigesetzt. Affeld et al. [42] simulierten die Ausbreitung durch Diffusion eines durch
einen Thrombozyten sezernierten Stoffs im Blutstrom (siche Abbildung 3). Endsprechend
breitet sich der platelet-derived VWF in einer dichten Wolke um das Plédttchen aus und der
Effekt der initialen VWF Sezernierung der Endothelzelle wird vervielfacht. Uber der Lision
entsteht eine Art Glocke aus ultrahochmolekularem endothelialem und platelet-derived VWEF.
[43]

Abbildung 3: Diffusion sekretierter Teilchen im Blutstrom. Affeld et al. simulierten die diffusive
Ausbreitung in Kombination mit der Konvektion des Blutstroms (schwarze Pfeile) von ADP, das von einem
adhérenten Pléttchen bei Degranulation freigesetzt wurde. Da die gleichen Gesetze der Thermodynamik fiir alle
gelosten Teilchen gelten, kann dhnliches Verhalten fiir den von Thrombozyten freigesetzten VWF angenommen
werden. Die konzentriert Wolke um das Plittchen verdiinnt sich mit Abstand zum Pléttchen und die Teilchen
breiten sich entsprechend der Fickschen Gesetze nach auflen aus. Durch die Konvektion verschiebt sich die
konzentrische Ausbreitung. (nach einer Abbildung aus Affeld et al. [42])

Die Stromungsbedingungen im Blutgefdl und die Stromungseigenschaften der Blutzellen
filhren zur Axialmigration der Blutzellen entlang des GefaBBquerschnitts. Die Erythrozyten
konzentrieren sich in der Lumenmitte, wihrend die Thrombozyten an den Gefdlrand verlagert
werden. [44] Im so genannten zellfreien Plasmasaum entlang der GefdBwand ergibt sich eine
vielfach hohere Plattchenkonzentration als im Durchschnitt des Vollblutes. [45] Innerhalb der
oben beschriebenen, schnell entstehenden VWF Glocke werden die bereits préisenten
Pléttchen eingeschlossen und an der Lésion fixiert. Es gibt Hinweise, dass auch bereits
innerhalb dieses geringen Zeitrahmens Plédttchenretraktion eine Rolle spielen konnte. [46]

Eine Limitation und Regulation der Reaktion wird sowohl physikalisch als auch biochemisch
erreicht. Da die Diffusionsgeschwindigkeit im Quadrat zum Abstand zur Quelle der hochsten
Konzentration abnimmt [47], verdiinnt sich die Konzentration ultrahochmolekularer VWF
Molekiile radial [42]. Des weiteren bestehen Bindungen von VWF an membranstindigem P-
Selectin [40] und intermolekulare Bindungen [31], die eine ungebremste diffusive
Ausbreitung reduzieren. Konvektion im Blutstrom bringt eine zusitzliche ziigige Verdiinnung
hochreaktiver Molekiile. Die enzymatische Spaltung des VWF in kleinere, weniger aktive
Fragmente erfolgt durch ADAMTSI3 [48] im Blut, wobei nur das elongierte Molekiil
geschnitten werden kann. Das stets aktive ADAMTS13 bindet und schneidet an der VWA2

Domaine und wird durch eine zusitzliche Bindung am benachbarten VWD4 allosterisch
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verdndert, wodurch seine enzymatische Aktivitit um das 9-fache gesteigert wird. [49]
Dagegen reduziert die VWA1 Domaine die ADAMTS13 Aktivitit um das 10-fache, solange
kein GP 1ba daran bindet, also die Abwesenheit eines gebundenen Plittchens. [50]
Thrombozyten bringen ihrerseits ADAMTSI13 mit und sezernieren diesen gemeinsam mit
dem VWEF. [51] Innerhalb von Minuten werden im Blutstrom ULVWF degradiert, so dass die
Akkumulation grofler VWEF-Plattchen-Konglomerate nicht mehr moglich ist. [31]

Mithilfe der genannten Mechanismen wird die Etablierung einer thrombogenen
Mikroumgebung zur schnellen Rekrutierung von Thrombozyten und Versiegelung der Lision
beschrieben, die sich auf einen Umkreis weniger Endothelzellen beschriankt. Die zeitliche
Abfolge vom Aufbau bis zur Terminierung der Mikroumgebung wird iiber verschiedene
Zeitreaktionen und Bindungsaffinititen eng abgestimmt und erstreckt sich iiber Millisekunden
bis Sekunden. Die besondere Relevanz dieser regulatorischen Abldufe zeigt sich auch in der
Tatsache, dass diese Mechanismen evolutiondr iiber unterschiedliche Spezies hinweg stark

konserviert wurden. [52]
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6.3 Eigene Arbeiten

Zundchst wurde anhand von Literaturdaten das VWF fokussierte Modell der
Mikroumgebung fiir die zelluldre Hamostase aufgestellt. Die ultragroen VWF Multimere aus
Endothel und Pléttchen spielen hierbei eine zentrale Rolle, sowie deren ortliche und zeitliche
Regulation. Im Anhang findet sich eine mogliche didaktische Aufarbeitung.

Da moderne, rekombinant hergestellte VWF Priparate fiir die Behandlung des schweren
VWD im Gegensatz zu Plasmapriparaten ultragroe VWF Multimere enthalten, wurde dann
eine Option zur Therapieiiberwachung mittels POCT entwickelt. Im Jahr 2018 wurde erstmals
ein rekombinant hergestelltes VWF Priparat (Veyvondi®) in Europa zugelassen. Die
Therapieiiberwachung konnte bis dahin nur klinisch und durch aufwendige Faktoranalyse im
Labor erfolgen. In Projekt 1 wurde gezeigt werden, dass mit dem POCT Gerit PFA-200® eine
sensitive und spezifische Erfassung von ULVWF und damit eine bessere Beurteilung der
zelluldren Hamostase und der Therapie eines schweren VWD moglich ist.

Im nidchsten Schritt wurde dann eine Moglichkeit zur Extraktion und Bewertung des
thrombozytiren VWFs entwickelt. Wihrend der endotheliale VWF fiir eine klinische
Beurteilung nicht in seiner Form, kurz nach Sekretion erfasst werden kann, ist es moglich
naiven VWF aus Thrombozyten zu isolieren. Da dessen Analyse aufwindig ist, gibt es bis
dato keine allgemeingiiltigen Vereinbarungen zur standardisierten Darstellung. Im Projekt 2
wurde ein Beitrag zur Losung dieser Problemstellung entworfen und sowohl ein

Extraktionsprotokoll entwickelt als auch drei Optionen zur Prisentation der Daten vorgestellt.

Paper 1: Sensitive and specific assessment of recombinant von Willebrand factor in platelet
function analyzer

Isabell Pekrul, Thorsten Kragh, Peter L Turecek, Aaron R Novack, Helmut W Ott & Michael
Spannagl

DOI: https://doi.org/10.1080/09537104.2017.1420153

Paper 2: A novel approach to laboratory assessment and reporting of platelet von Willebrand
factor

Thorsten Kragh , Isabell Pekrul , Helmut W. Ott , Michael Spannagl & Patrick Mdhnle

DOI: https://doi.org/10.1080/09537104.2020.1869715
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6.4 Ausblick

Mithilfe der publizierten Daten aus Projekt 2 wurde der durch das Hamburger
Héamophilie Symposium ausgeschriebene Giinter Landbeck Excellence Award 2021 zur
Finanzierung weiterfiihrender Projekte gewonnen. Der Fokus des vorgestellten
Projektvorhabens liegt auf der Untersuchung des Einflusses von extrakorporaler Zirkulation
(EKZ) auf die Konzentration des intrathrombozytiren VWFs. Der Einfluss der EKZ auf den
VWF im Blutplasma ist gut untersucht. Elektronenmikroskopische Untersuchungen des
Einflusses der EKZ auf Thrombozyten waren hinweisend auf eine Depletion der Alpha-
Granula. Es ist zu vermuten, dass die Rarefizierung der Alpha-Granula mit einem Verlust von
intrathrombozytirem VWF einhergeht. Das primére Studienziel adressiert die Beschreibung
der quantitativen und qualitativen Verdnderungen des intrathrombozytiren VWF, die sich
durch den Einsatz der EKZ ergeben. Desweitern wurden Projekte initiiert, die andere
physiologische und pathophysiologische Zusammenhénge des intrathrombozytirem VWF

untersuchen (Blutgruppenabhingigkeit, Inflammationsreaktion).
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7 Zusammenfassung

Die primdre Hamostase kann als Abfolge von Thrombozyten und Protein Interaktionen
beschrieben werden. Das Zusammenspiel mit dem von Willebrand Faktor (VWF) ist dabei
unerldsslich. Um der Komplexitit gerecht zu werden, die hinter diesem stark regulierten
System steckt, muss die Mikroumgebung um eine GeféaBlision betrachtet werden. Es spielt
die initiale Phase, in der ein zeitlich und rdaumlich eng begrenztes, hoch thrombogenes Milieu
geschaffen wird, eine wichtige Rolle. Es entsteht um Mikroldsionen des Endothels, ist aber
kaum durch gingige Messmethoden erfassbar. Durch die Messung einzelner Parameter
konnen dennoch klinisch relevante Riickschliisse gezogen werden. Die Konzentration und
Aktivitdit des VWF im Plasma sind Routineparameter bei der Beurteilung von
Hamostasestorungen. Neben dem plasmatischen VWF ist bekannt, dass der VWF der
Thrombozyten — synthetisiert in Megakaryozyten und gespeichert in den o-Granula der
zirkulierenden Blutpldttchen — zur primdren H&mostase und in der Mikroumgebung der
Thrombusbildung beitrdgt. Der 2018 auch in der EU zugelassene rekombinante VWF (rVWF)
Veyvondi® weist die multimere Verteilung von frisch sezerniertem VWF mit ultragroBen
(ULVWF) und hochmolekularen Multimeren aus Endothelzellen und Megakaryozyten auf. Er
war weder ADAMTS13 noch einem anderen proteolytischen Enzym ausgesetzt. Die Messung
der Verschlusszeit (CT) mit dem Platelet Function Analyzer 200 (PFA-200) erwies sich als
hochempfindlich fiir das Vorhandensein von ULVWF aus zugesetzten VWF-Konzentraten.
Als dhnlich naiv wie der rVWF gegeniiber Proteolyse stellt sich nur der VWF in
Thrombozyten dar. Die laborchemische Bestimmung des platelet-derived VWF ist allerdings
umsténdlich und hat sich nicht als Routineparameter durchgesetzt. Es wird daher im Rahmen
dieser Arbeit eine Methode zur Laborbestimmung und Berichterstattung iiber den VWF in
Thrombozyten vorgeschlagen, die fiir die Laborroutine und Forschung niitzlich sein kann.

Aus der Datenbank der Gerinnungsambulanz des LMU Klinikums wurden 12 Patienten mit
diagnostizierter =~ schwerer  von-Willebrand-Erkrankung (VWD) ausgewidhlt. Den
Vollblutproben der VWD-Patienten wurden in vitro eine therapeutische Dosis des rVWEF-
Produkts (1 IE/ml) zugesetzt, und die PFA-CTs gemessen. Die PFA-CTs normalisierten sich
darauthin. Dariiber hinaus fiihrten steigende Dosierungen von rVWF (0,1; 0,2; 0,5 und 1,0
IE/ml) zu einer dosisabhéingigen Verkiirzung der PFA-CT. Die in vitro Daten zeigen, dass der
PFA-200 ein niitzliches Instrument zum Nachweis von rVWF ist. Da die PFA-CT-Korrektur
dosisabhingig ist, konnte der rVWEF Spiegel mit dieser Point-of-Care Analysemethode

wiéhrend der Ersatztherapie zuverléssig iiberwacht werden.
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Zur Etablierung einer Methode zur Analyse des platelet-derived VWF wurden Thrombozyten
aus dem Blut 20 freiwilliger Probanden isolierten. Daraus wurde der platelet-derived VWF
extrahierter und ergab die Basis fiir einen Datensatz, mit deren Hilfe drei mogliche Modelle
berechnet wurden. Diese Modelle erlaubten es, den platelet-derived VWF zu beschreiben als
1. die Konzentration des platelet-derived VWF im Vollblut,

2. die Menge des platelet-derived VWF in einer Probe mit einer definierten Konzentration
von 1000 Thrombozyten pro Nanoliter und

3. die Konzentration des platelet-derived VWF in einem einzelnen Thrombozyten.

Die Ergebnisse legen nahe, dass bei gesunden Personen ein Anteil von 10 % der Aktivitit des
gesamt VWFs im menschlichen Plasma auf den platelet-derived VWEF entfallen. Die
Konzentration des platelet-derived VWF wird auf 0,4 IU/ml in einer Probe mit einer
definierten Konzentration von 1000 Thrombozyten/nl und auf etwa 42 IU/ml in einem
Thrombozyten berechnet (jeweils VWF:Ag).

Die Analyse des platelet-derived VWF bleibt methodisch komplex und der Handhabung in
spezialisierten Laboren vorbehalten. Dennoch stellt diese und die Detektierbarkeit von
ULVWEF in VWF-defizientem Blutplasma von Patienten mit schwerer VWD mithilfe eines
funktionellen Testgerdts einen Schritt Richtung Beurteilbarkeit der Mikroumgebung dar. Der
PFA-200 als eine vollautomatische und zuverldssige Point-of-Care-Methode zur Bewertung
der primdren Hémostase, kann erheblichen klinischen Nutzen bringen. Eingesetzt zur
Uberwachung der rVWF-Ersatztherapie bei Patienten mit VWD, bietet er die Moglichkeit,
Dosierungen des rVWF zu optimieren und tridgt damit zur Patientensicherheit bei.
Experimentell konnte gezeigt werden, dass Vollblutproben von VWD-Patienten, die mit
rVWF versetzt wurden, eine Normalisierung im PFA-CT aufwiesen und dass eine Dosis-
Wirkungs-Beziehung bestand.

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten zur Optimierung der diagnostischen Verfahren
hinsichtlich des von Willebrand Faktors beitragen. Somit wiirden sie einen potentiellen

Beitrag zum besseren Verstdndnis dieses Schliisselproteins der priméren Hamostase leisten.

18



8 Abstract

Primary hemostasis can be described as a sequence of platelet and protein interactions, in
which the interplay with von Willebrand factor (VWF) is essential. To account for the
complexity behind this highly regulated system, the microenvironment surrounding a vascular
lesion must be considered. In this context, the initial phase, in which a temporally and
spatially confined, highly thrombogenic milieu is created, plays an important role. It develops
around microlesions of the endothelium, but is hardly detectable by common laboratory
methods. Nevertheless, clinically relevant conclusions can be drawn by measuring individual
parameters. The concentration and activity of VWF in plasma are routine parameters in the
assessment of hemostasis disorders. In addition to VWF in plasma, VWF in platelets,
synthesized by megakaryocytes and stored in the a-granules of circulating platelets, is known
to contribute to primary hemostasis and in the microenvironment of thrombus formation.
Veyvondi®, a recombinant VWF (rVWF), approved in 2018 also in the EU, exhibits the
multimeric distribution of freshly secreted VWF with ultralarge (ULVWF) and high
molecular weight multimers from endothelial cells and megakaryocytes, as it was not exposed
to ADAMTSI13 or any other proteolytic enzyme. Closure time (CT) measurement with the
Platelet Function Analyzer 200 (PFA-200) was found to be highly sensitive to the presence of
ULVWF from added VWF concentrates. Only VWF in platelets was found to be similarly to
rVWF naive to proteolysis. However, laboratory determination of platelet-derived VWF is
cumbersome and has not gained acceptance as a routine parameter. Therefore, a method for
laboratory determination and reporting of VWF in platelets that might be useful for routine
laboratory work and research is proposed in this work.

Twelve patients diagnosed with severe von Willebrand disease (VWD) were selected from the
database of the Hemophilia Treatment Center of LMU Klinikum. A therapeutic dose of r(VWF
product (1 IU/ml) was added to the VWD patients' whole blood samples in vitro, and PFA-
CTs were measured. PFA-CTs subsequently normalized. In addition, increasing doses of
rVWF (0.1; 0.2; 0.5 and 1.0 IU/ml) resulted in a dose-dependent shortening of PFA-CTs. The
in vitro data indicate that the PFA-200 is a useful tool for detecting rtVWF. Because PFA-CT
reduction is dose-dependent, r'VWF levels could be reliably monitored by this point-of-care
analysis method during replacement therapy.

To establish a method for analysis of platelet-derived VWF, platelets were isolated from the
blood of 20 volunteers. From these, platelet-derived VWF was extracted and provided the
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basis for a data set that was used to calculate three alternative models. These models allowed
platelet-derived VWF to be described as

1. the concentration of platelet-derived VWF in whole blood,

2. the amount of platelet-derived VWF in a sample with a defined concentration of 1000
platelets per nanolitre, and

3. the concentration of platelet-derived VWF in a single platelet.

The results suggest that in healthy individuals, platelet-derived VWF accounts for 10% of the
activity of total VWF in human plasma. The concentration of platelet-derived VWF is
calculated to be 0.4 IU/ml in a sample with a defined concentration of 1000 platelets/nl and
approximately 42 IU/ml in a platelet (VWF:Ag, respectively).

Analysis of platelet-derived VWF remains methodologically complex and confined to
specialized laboratories for handling. Nevertheless, this and the detectability of ULVWF in
VWF-deficient plasma from patients with severe VWD using a functional analyzer is a step
toward assessability of the microenvironment. The PFA-200, as a fully automated and reliable
point-of-care method for assessing primary hemostasis, may provide significant clinical
benefit. Used to monitor r'VWF replacement therapy in patients with VWD, it provides the
ability to monitor and optimize regimens of rVWF, contributing to patient safety.
Experimentally, it was shown that whole blood samples from VWD patients spiked with
rVWF exhibited normalization in PFA-CT and that a dose-response relationship existed.

The results of this work may contribute to the optimization of diagnostic procedures with
regard to von Willebrand factor. Thus, they would potentially provide a contribution to a

better understanding of this key protein of primary hemostasis.
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11 Anhang

11.1 Ein didaktisches Werkzeug zur Veranschaulichung der Mikroumgebung

Die Relevanz des ULVWF und dessen Interaktion mit Plattchen und Endothel an der
GefdBlasion konnen innerhalb der Mikroumgebung verstanden werden. Um die
Mikroumgebung in einem vereinfachten, didaktisch greifbaren Bild zu erfassen, wurde eine
Analogie zum Zeichentrickhelden Spiderman herangezogen. Die Darstellung soll die in
Abschnitt 6.2.4 beschriebenen Zusammenhinge auf einen Blick greifbar machen. Der Comic
(Abbildung 4) beinhaltet vereinfachte biochemische, wie fluidmechanische, als auch zellulire
Interaktionen. Er erhebt nicht den Anspruch auf Vollstindigkeit in der Darstellung. Zur

besseren Ubersicht wurden gewisse Details weggelassen. Abbildung 5 dient der Erlduterung.

Abbildung 4: Spiderman der priméiren Himostase, Comic zur Versinnbildlichung der in 6.2.4 dargelegten
komplexen Vorginge der Mikroumgebung einer Gefa3verletzung. Die Thrombozyten wurden farblich dem
Actionhelden Spiderman nachempfunden, die den VWF wie Spinnfédden nutzen, um aus schneller Stromung
sofort am Ort der ,Zerstérung‘ in Aktion treten zu kdnnen. Das kleine Bild im Bild oben rechts zeigt die
Situation eines VWD Typ 3 Patienten, wenn kein VWF vorhanden ist. Die Flussrichtung besteht von rechts nach
links. (gezeichnet von Sara Luiza Joy Krippgans, mit freundlicher Uberlassung der Rechte)
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11.2 Erlduterung zum Anhang 11.1

Abbildung S: Erliuterung zu Abbildung 4: Spiderman der primiren Hiimostase, 1) Erythrozyt im
Blutstrom, 2) Thrombozyt, 3) Thrombozyt iiber GP1b Rezeptor gebunden an VWF, 4) aktivierter Thrombozyt
adhirent an Kollagenphasern der extrazelluldren Matrix (ECM), 5) Endothelzelle, 6) aktivierte Endothelzelle, 7)
ultralarge VWEF, 8) VWF gebunden an Kollagen, 9) P-Selektin

Endothel besitzt physiologischer Weise antithrombogene Eigenschaften. Entsteht jedoch eine
Lision zwischen den kohdrent wachsenden Endothelzellen (5), wird thrombogenes Material
aus der darunter liegenden extrazelluldren Matrix (ECM), vor allem Kollagenphasern, dem
Blutstrom prisentiert. Die Oberflacheneigenschaften der angrenzenden Endothelzellen dndern
sich. Durch die Aktivierung (6) gelangen ULVWF und P-Selektin (7+9) an die
Zelloberflache. Zwischen Blutstrom (1) und Endothel schwimmen im Plasmasaum
Thrombozyten (2). Im nicht-aktivierten Zustand sind vor allem GP 1b, Rezeptoren auf der
Zelloberflache prasent, die immer aktiv sind. Kommen sie in den Bereich einer
Endothelldsion, bindet GP 1b, an der VWF Wolke der Endothelzellen (3) {iber
Fangbindungen und konnen ihrerseits noch ULVWEF in die VWF Wolke beisteuern, der auch
am Kollegen bindet (8). Plittchen adhérieren (4) schlieflich am Kollagen, werden dort

aktiviert und fithren zum Verschluss der Lasion.
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