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1. Einleitung

In dieser Arbeit wird mittels eines Stromungsmodells ex vivo die Reaktion von
Thrombozyten auf zur Thromboseprophylaxe applizierte Thrombinhemmer, Heparine
oder verwandte Substanzen bei Patienten mit peripherer arterieller VerschlufRkrank-
heit (pAVK) beobachtet. Bei diesen Patienten ist das Gerinnungssystem aus dem
Gleichgewicht geraten. Deshalb ist es notwendig, die Physiologie und Funktion des
Gerinnungssystems, die Aussagekraft der angewendeten Laboranalyse und schliel3-
lich die Pharmakodynamik und —kinetik der Medikamente zu kennen, um das Ver-
haltnis zwischen dem mdglichen Nutzen und den Risiken einer Therapie richtig ein-
zuschatzen und somit die kritische Indikation fur diese Substanzen bei einem be-
stimmten Patientenkollektiv stellen zu kénnen.

Die folgende Arbeit beginnt mit einem Uberblick tiber das Gerinnungssystem, die
Pathophysiologie der Thrombose und deren klinischen Folgen und den Mdglichkei-
ten einer medikamenttsen Therapie, um in Kapitel 2 auf die spezielle Methode ein-
zugehen, die hier verwendet wurde, um die Thrombozytenreaktivitat zu beurteilen.
Die fur diese Studie ausgewahlten Teilnehmer und Methoden werden im 3. Kapitel
beschrieben. Der Ergebnisteil mit folgender Diskussion stellt die Resultate dar und

gibt einen Ausblick fur einen moglichen Therapieansatz bei Patienten mit pAVK.

1.1. Das hamostatische System

1.1.1. Thrombozyten

Mit den Ublichen mikroskopischen Methoden findet man beim gesunden Erwachse-
nen 150.000 - 350.000 Thrombozyten pro ul. Die flachen, unregelmaflig runden,
kernlosen Thrombozyten haben einen Langsdurchmesser von 1-4 um und eine Dik-
ke von 0,5-0,75 um. Die Verweildauer der Thrombozyten im Blut betragt 5-11 Tage,
danach werden sie in Leber, Lunge und Milz abgebaut. Die im Blut zirkulierenden
Thrombozyten befinden sich in einem Ruhezustand. Sie kénnen in verletzten Gefa-
Ben durch Oberflachenkontakt und durch bestimmte Blutgerinnungsfaktoren in einen
aktivierten Zustand uberfuhrt werden [63]. Aufgrund ihrer enzymatischen und meta-

bolischen Ausstattung vermégen Thrombozyten ihre Gestalt rapide zu verandern,
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1. Einleitung

Pseudopodien zu bilden, dem Subendothel und kinstlichen Oberflachen anzuhaften

und sich zu Aggregaten zusammen zu lagern [15].

1.1.2. Blutstillung und Gerinnung

Im Jahre 1863 zeigte Joseph Lister, dal3 Blut in einer operativ entnommenen Hals-
vene eines Ochsen flussig blieb, wahrend es nach Uberfiihrung in ein Glasgefal
umgehend gerann. Die unphysiologische Glasoberflache aktivierte eine Reaktions-
folge, die als intravaskulares System (intrinsic system) bekannt ist. Ebenso kann die
Gerinnung von Substanzen ausgelost werden, die Gewebe in Folge von Verletzun-
gen freisetzten, was als extravaskulares System (extrinsic system) bezeichnet wird.
Beide Systeme munden in die Bildung eines Thrombozyten-Fibringerinnsels [68].

Die Blutgerinnung ist Teil der hAmostatischen Reaktionen, die sich aus den Kompo-
nenten Plasma, Thrombozyten und GefalBen zusammensetzen. Die Hamostase
kann in primare und sekundéare Reaktionen aufgeteilt werden. Primare Reaktionen
wie Kontraktion der GefaBwand, Thrombozytenadhasion und Formierung eines
Thrombozytenaggregats sind nicht mehr ausreichend, wenn gréRere Gefalie betrof-
fen sind. Die nun nétigen sekundaren Reaktionen beinhalten die Gerinnungskaska-

de, die Thrombinbildung und die Fibrinformation [4].

« Thrombozytenumformung: Die adharierten Thrombozyten werden aktiviert, se-
zernieren verschiedene Stoffe, exprimieren Bindungsstellen flr Gerinnungsfakto-
ren und verandern ihre Form. Sie werden kugelig und bilden stachelartige Fortsét-
ze. Dieses sogenannte ,spreading” auf dem exponierten Endothel wird mdglich
durch Aktin- und Myosinfilamente der Thrombozyten vermittelt durch Ca®* lonen
[4, 63].

 Thrombozytenadh&sion: Nach Verletzungen, bei denen es zur Er6ffnung kleiner
Blutgefalle gekommen ist, hort die Blutung beim Gesunden nach 1 - 3 Minuten
durch Vasokonstriktion und mechanischen Verschlul3 kleiner Gefal3e mittels
Thrombozyten von selbst auf. An den Bindegewebsfasern der Wundrander bzw.
an abgelagerte Liganden wie Fibrinogen und Komponenten der subendothelialen
Matrix (z.B. Fibronektin, Kollagen, Vitronektin und dem von-Willebrandt-Faktor

(VWF)) binden Thrombozyten mittels spezifischer Adhasionsmolekile. Gpllb-llla
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1. Einleitung

ist dabei mit 80 000 Kopien pro Thrombozyt am meisten vertreten. Weniger haufig
finden sich auf der Oberflache neben anderen Rezeptoren die Rezeptoren Gplb-
IX-Komplex, Gplcla (asB1), Integrin ayfs, und Gpla-lla [7]. Der Hauptmechanis-
mus fur die Regulation der Thrombozytenadhasion in statischen Systemen und
bei niedrigen Scherraten ist die schnelle und irreversible Interaktion von Glyko-
protein llb-llla mit immobilisiertem Fibrinogen [8, 32, 47 ,59 ,61]. Eine adhasive
Bindung mit VWF spielt unter diesen Bedingungen eher eine untergeordnete Rol-
le. Bei hohen Scherraten ist es dagegen umgekehrt. Hier scheinen zwar Fibrino-
gen-GPlIb-llla-Bindungen zu entstehen, diese werden aber durch die hohen
Scherraten zerbrochen. Statt dessen gehen Thrombozyten mittels des Gplb-IX-
Rezeptors eine Bindung mit immobilisiertem vVWF ein [58, 61]

Der VWF z.B. bildet Brucken zwischen den subendothelialen Strukturen und ei-
nem spezifischen Glykoprotein der Thrombozytenmembran, dem Glykoprotein Ib-
IX-Komplex [63, 4]. Innerhalb dieses Komplexes befindet sich die Aminosaurese-
quenz Arg-Gly-Asp-X (RGD), die als entscheidende Sequenz fur die Bindung der
Adhasionsmolekille mit den Liganden Fibrinogen, Vitronektin, Fibronektin und

VWF gefunden worden ist [4, 7].

« Thrombozytenaggregation: Ist Fibrinogen an Gpllb-llla gebunden, kénnen wei-
tere Thrombozyten dieses modifizierte Fibrinogen binden. Durch Sekretion von
Thrombozytenaktivatoren werden weitere bislang ruhende Thrombozyten aktiviert,
welche dann aktiviertes Gpllb-llla exprimieren. Dieses aktivierte Gpllb-llla kann
dann l8sliches Fibrinogen binden, was die Aggregation einleitet [9, 60]. Sobald ei-
ne Schicht von Thrombozyten durch Adhasion an das Subendothel gebunden hat,
tritt die Thrombozyten-Thrombozytenbindung in den Vordergrund. Die Aktivie-
rungswege der Aggregation sind ADP gesteuert, wodurch es zu einer reversiblen
Aggregation kommt. Die ADP-Wirkung wird durch Kollagen, Adrenalin und den
sogenannten plattchenaktivierenden Faktor (PAF) verstarkt. Die Folge ist die
Prostaglandin- und Thromboxanbildung, die die irreversible Aggregation durch
Thrombin einleitet [4, 63].
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1. Einleitung

1.2. Pathophysiologie der Thrombose

Die Thrombose wird als vollstandiger oder teilweiser VerschluR eines Gefal3es durch
ein als Thrombus bezeichnetes, intravital entstandenes, fibrinhaltiges Thrombo-
zytenaggregat oder -gerinsel beschrieben. Sie kann als Blutstillung am falschen Ort
angesehen werden, folglich besteht im Ablauf eine groRe Ahnlichkeit mit der norma-
len Blutstilllung [53].

Es gibt Unterschiede in der Entstehung der arteriellen und venésen Thrombose. Da-
bei seien zuerst die Gruppen der Risikofaktoren fiir die Auslésung eines Gefaldver-

schlusses genannt.

Arterien Venen Allgemeine Faktoren
Rauchen Immobilitat Hoheres Alter
Verletzungen des Bek- Thrombophilie: angebo-
Diabetes mellitus kens und der unteren rene oder erworbene
Extremitat Hamostasedefekte
Chirurgisches Trauma
: (z.B. Operationen mit Polycythamia, Thrombo-
Hypertension Narkose langer als 60 zythamie
min.)
oL . Reduzierte fibrinolytische
Hypercholesterinamie Hyperkoagulabilitat AKtivitit
Hyperkoagulabilitat Langstreckenfliige Ubergewicht (BMI>30)
Kontrazeptiva, Hormon-
Genetische Veranlagung ersatztherapien,

Schwangerschaft

Antwort auf eine anti-
thrombotische Therapie

Tabelle 1: Risikofaktoren der Thrombose [40]

Neben diesen verschiedenen Risikofaktoren stehen als weitere Unterschiede im
Vordergrund, dal3 Arterien eine dickere Gefallwand haben, der Blutdruck héher und
der Durchflufd schneller ist. Es entstehen hohere Scherraten und als wohl wichtigster

Unterschied, es kann eine Arteriosklerose entstehen.
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1. Einleitung

1.2.1. Arterielle Thrombogenese und Atherogenese

Virchow und Rokitansky befal3ten sich bereits Mitte des 19. Jahrhunderts mit den
Prozessen der Arteriosklerose und Thrombose. Virchow zufolge ist der primare Pro-
zel3 die ,Lipidhemmung®, eine Permeation des Endothels und der Intima durch Lipid

und andere Molekile, so dald sich ein lipidreicher Plaque in der Intima bildet.

Die Arteriosklerose ist laut WHO definiert als variable Kombination von Intimaveran-
derungen, bestehend aus herdférmigen Ansammlungen von Lipiden, komplexen
Kohlenhydraten, Blut- und Blutbestandteilen und Bindegewebe verbunden mit Ver-
anderungen der Arterienmedia. In morphologischen Studien wurde nachgewiesen,
daf sich arteriosklerotische Lasionen von Geburt an entwickeln und Uber die mor-
phologischen Stadien nach Stary [67] fortschreiten. Die Stary-Klassifikation be-

schreibt die progressiven Stadien der Arteriosklerose:

» Stadium Typ I: rein intrazellulare Lipidanreicherung in Makrophagen der Intima

» Stadium Typ II: intrazellulare und geringe extrazellulare Lipidakkumulation
(,fatty streak")

e Stadium Typ llI: Bildung extrazellularer Lipidaggregate (Praatherom)

o Stadium Typ IV: massive, konfluierende, extrazellulare Lipidkerne (Atherom)

« Stadium Typ V: fibrose ,Kappen® an der luminalen Seite des Lipidkerns
(Fibroatherom) mit folgender stenotischer Verengung der Gefal3e.
An der GefalRwand abgelagerte Thrombozyten und Fibrin

beschleunigen die Stenosierung.

Manche arteriosklerotischen Lasionen entwickeln sich langsam Uber die Stadien der
chronischen, endothelialen Schéadigung, der darauffolgenden Makrophagenan-
sammlung, der Lipidinsudation und der Proliferation der glatten Muskulatur, wie von
Ross [56] in der ,response-to-injury” Hypothese beschrieben.

Die Plaques fortgeschrittener Stary Typ Ill-IV Lasionen rupturieren mit darauffolgen-
der Thrombozyten- und Fibrinablagerung, Thrombusbildung und fibrotischer Organi-
sation, was zur Stenosierung des Gefales fuhrt. Die Thrombozytenadhasion und —
aggregation scheinen diesen Prozeld zu beglnstigen. Entsprechend spielen Throm-

bozyten eine doppelte Rolle im Prozel3 der arteriellen Thrombose:
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1. Einleitung

» Ein kleiner, frischer plattchenreicher Thrombus kann signifikant zum Wachstum
eines arteriosklerotischen Plaques und somit zur Thrombogenese durch Adhéasi-
on und Aggregation an der Lasion beitragen [2, 3, 56,66].

» Grol3e und okklusive Thromben kdnnen zu akuten ischamischen Ereignissen und

peripherem Verschluf3 fihren.

Fur die Ursache der Arteriosklerose wurde eine Erndhrung reich an gesattigtem Fett
und Cholesterin gehalten. Erhdhte Plasmalipide und speziell LDL-Cholesterin sind
signifikante Risikofaktoren fur die Atherogenese [34, 57, 69]. Vor allem LDL-
Ablagerung wird als potentielles Pathogen betrachtet, wenn es tGbermalig im Su-
bendothel akkumuliert. Dort hat es eine anziehende Wirkung auf Monozyten, welche
die Oxidation von LDL begunstigen. Oxidiertes LDL ist ein potenter Stimulus fir die
Monozytenbindung. Diese aktivieren Endothelzellen und wandeln die bisher intakte
GefalRwand in eine thrombogene um. So tragen in der Gefallwand abgelagerte Lipi-
de zur Intimaschadigung und somit zur Atherogenese bei [56, 67].

Rokitansky stellte eine enge Beziehung zwischen dem arteriosklerotischen Prozel3
und der Thrombose her. In dessen Theorie verursacht die verletzte GefalRwand zu-
sammen mit dem Gerinnungssystem die Bildung von muralen Thromben, die dann
durch Endothelialisierung in die Intima eingeschlossen werden [40]. Auch Virchows
vor Uber hundert Jahren aufgestellte These der thrombogenen Trias bestehend aus
den Komponenten GefaRwandlasion, Hamodynamikstorung und Hyperkoagulabilitat

gehort noch heute zu den Grundlagen der Thromboseforschung.

1.2.2. Die Strémung als entscheidender Faktor bei der Thromboseentstehung

Wurde in den vorangegangenen Punkten schon auf die Rolle des Blutes mit seinen
diversen Eigenschaften und der Gefallwand in Zusammenhang mit der Thrombo-
seentstehung eingegangen, so sollte auch nicht der EinfluR der Strdmungsbedin-
gungen, wie schon von Virchow in seiner These der thrombogenen Trias (Ge-
falwand, Blut, Stromung) gefordert, vernachlassigt werden. Sowohl durch eine
Stromungsverlangsamung, Stromungsbeschleunigung als auch Wirbelbildung kann

eine Thrombose begtinstigt werden.

Christine Zweimdiller 9



1. Einleitung

Die Stromungsverlangsamung tragt zur vendsen Thrombogenese bei. Gefal3erweite-
rung, Viskositatserhdhung, Bettlagerigkeit und Gefallkompression fihren zur Ver-
langsamung des Blutstromes und bewirken ein Verklumpen der Erythrozyten und
Erh6éhung der Thrombozytenreaktivitat. Eine hohe Stromungsgeschwindigkeit spielt
bei der arteriellen Thrombose eine entscheidende Rolle. Dabei werden die Throm-
bozyten an die Endotheloberflache geprel3t und bilden, falls das Endothel seine ag-
gregationshemmenden Eigenschaften verloren hat, wie z.B. bei einer Arteriosklero-
se, einen Thrombus.

DarlUberhinaus treten turbulente Stromungen bei lokalen GefalRerweiterungen, Pas-
sagehindernissen und GefalRaufzweigungen auf. Dadurch wird der plasmatische
Randstrom in den Gefal3en zerstort, sodal’ die Thrombozyten mit dem Endothel in
Kontakt kommen [53]. Dieser Anstieg der wandnahen Thrombozytenkonzentration
kann auch als Folge des inversen Fahraeus-Effekts [75] angesehen werden. Als
Fahraeus-Lindgvist-Effekt wird ein in turbulenten Stromungen auftretendes Wandern
der roten Blutzellen zur Stromungsachse hin bezeichnet, was zum Anstieg des zen-
tralen Hamatokrits fihrt, wohingegen die Thrombozyten einer entgegengerichteten
Nettodrift (Thrombozytengleiten) zu den wandnahen Bereichen ausgesetzt sind. Da-
durch kann es in dieser Schicht zu einer 1,5- bis 7-fach héheren Konzentration von
Thrombozyten kommen [13, 37, 38]. Durch den nun haufigeren Thrombozyten-
GefalRwand-Kontakt wird die Thrombozyten-GefaRwandinteraktion erleichtert und
der Prozel3 der Athero- und Thrombogenese gefdrdert.

Es ist schwierig, diese komplexen Bedingungen, die in den BlutgefalRen herrschen,
nachzuahmen. Mit der Staupunkt-Adhasio-Aggregometrie ist jedoch eine Methode
entwickelt worden (siehe Kapitel 2), die die Komponenten der Virchowschen Trias
berticksichtigt und es ermdoglicht, unter standardisierten und reproduzierbaren Be-

dingungen die Thrombogenese zu untersuchen.

1.3. Klinische Folgen

1.3.1. Vendse Thrombosen

Ohne eine Thrombembolieprophylaxe stellen die tiefe Venenthrombose und die

Lungenarterienembolie nach wie vor gefahrliche postoperative Komplikationen dar.
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1. Einleitung

Die Angaben Uber die Haufigkeit schwanken stark, da die klinische Symptomatik oft
verschleiert ist. Mit Hilfe eines exakten Nachweises (Radiofibrinogentest, Phlebogra-
phie) finden sich ohne Thromboseprophylaxe folgende Haufigkeiten der Thrombose

nach Operationen:

Tiefe Venenthrombose
Gynakologie 15-20 %
Allgemeinchirurgie 20-30 %
Knie- und Hiftgelenksersatz 45 -50%
Knie- und Hiftfrakturen, bzw. multiples Trauma bis zu 75%

Tabelle 2: Haufigkeiten tiefer Venenthrombose in operativen Fachgebieten [12]

Tiefe Venenthrombosen bergen je nach vorbestehendem Embolierisiko in 0,2 - 10%

die Gefahr einer lebensgefahrlichen

* Lungenembolie: Die Verschleppung eines teilweise oder vollstdndig abgeltsten
Thrombus (Embolus), der je nach Grol3e eine schlagartige Verlegung der beiden
Hauptstamme und groReren Aste der Arteria pulmonalis oder eine Verlegung pe-
ripherer Arteriendste (Lungeninfarkt) verursacht

und fuhren in bis zu 80% als Spatfolge zum

» postthrombotischen Syndrom: Infolge venéser Gefal3verschlisse, teilweiser Re-
kanalisation und einer Klappeninsuffizienz kommt es zu chronischen Stauungs-

zeichen (Induration, Schmerzen, Odem, Ekzem, Ulcus cruris) [12, 64].

Folgende Methoden der Thrombembolie-Prophylaxe sind durch klinische Studien
belegt und kdénnen daher empfohlen werden [12]: physikalische Maflinahmen wie
Krankengymnastik, graduierte Kompressionsstrimpfe und Frihmobilisation, sowie
eine medikamentdse Prophylaxe mit Heparinen. Zum Einsatz kommen UFH 2-3 mal
5000 IE/Tag s.c. oder sogenannte niedermolekulare Heparine 1 Injektion/Tag s.c..
Unter 1.5. wird genauer auf die Moglichkeiten der medikamentdsen Herabsetzung

der Blutgerinnung eingegangen.

Christine Zweimdiller 11



1. Einleitung

1.3.2. Chronische arterielle VerschluRkrankheiten

Die chronisch arteriellen koronaren, cerebralen und peripheren Verschlufl3krankhei-
ten gehoren zu den haufigsten Krankheiten der modernen Industriegesellschatft.
Mehr als die Halfte aller Menschen werden in Deutschland daran sterben, mehr als
doppelt soviel, wie an bosartigen Krebserkrankungen zusammen. Eine Vorrangstel-
lung kommt der koronaren Herzkrankheit zu. Jeder vierte Todesfall ist bedingt durch
eine Myokardischamie, was zu Angina Pectoris und Herzinfarkten fihrt. Weitere be-
vorzugte Lokalisationen liegen am Hals an der Carotisgabel mit der Folge von TIAs
(transitorischer ischamischer Attacken), PRINDs (prolongierten reversiblen ischami-
schen neurologischen Defiziten) und abgeschlossenen Schlaganféllen mit Halbsei-
tenlahmungen.

Weitere Pradilektionsstellen befinden sich im Bereich der Becken- und Beinarterien,
was bekannt ist unter dem Schlagwort ,Raucherbein® bzw. pAVK. Das klassische
Symptom ist die Claudicatio intermittens, die beim Gehen auftritt und nach Zurickle-
gen einer gewissen Wegstrecke zum Stehenbleiben zwingt. Verursacht werden die
Schmerzen beim Gehen durch Arterienverengungen in Gefal3en, die die Gliedmal3en
versorgen.

Etwa 4,5 Millionen Bundesburger leiden an der pAVK; nur jeder Dritte hat jedoch
Beschwerden. Unbehandelt drohen den Patienten schwerwiegende Komplikationen,
wie Herzinfarkt, Apoplex und akute periphere Ischamie. Schon ab einem Ankle-
Brachial-Index (ABI) von 0,9 statt 0,7 besteht ein 7-fach erhéhtes Risiko fur Herzin-
farkt und apoplektische Insulte. Dies bedeutet eine Generalisierung der Gefaler-
krankung aufgrund einer Hyperkoagulabilitat, mitverursacht durch eine erhéhte
Thrombozytenreaktivitat, was von Reininger CB et al [46] nachgwiesen werden

konnte.

Ein Ansatz der Therapie liegt in der Hemmung der Thrombozytenfunktion. Klinische
Daten zeigen, dal3 Clopidogrel (ADP-Rezeptorhemmer) bei der Pravention von
pAVK-bedingten atherothrombotischen Ereignissen eine statistisch signifikante Ver-
besserung der Wirksamkeit gegenuber der ASS-Therapie aufweist. Daten aus der
CAPRIE-(Clopidogrel versus Aspirin bei Patienten mit Risiko von ischamischen Er-
eignissen) Studie beweisen, dal3 bei Patienten mit kirzlich aufgetretenem Myokard-
infarkt, Schlaganfall oder etablierter pAVK Clopidogrel 75 mg/Tag gegenuber ASS
325 mg/Tag eine relative Risikoreduktion von 8,7 % (p=0.043) bezuglich zusammen-
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gesetztem Endpunkt aus ischamischem Schlaganfall, Myokardinfarkt oder vaskul&-
rem Tod bewirkt. Weder ASS noch Clopidogrel besitzen jedoch eine Fahigkeit zu
Thrombinhemmung, sodal} zusatzlich zur Aggregationshemmung eine thrombininhi-
bierende Substanz verabreicht werden sollte.

Ebenso zeigten Reininger CB et al [45], dal3 nach chirurgischen Interventionen, im
besonderen nach gefal3chirurgischen, pAVK-Patienten eine Steigerung ihrer schon
praoperativ erhdhten Neigung zur Thrombozytenaggregation und —adhasion aufwei-
sen. Sie profitieren aber durch ihre Hypersensitivitat gegeniiber Heparin, nicht von
einer begonnenen Heparinisierung, wie weitere Studien zeigten [48]. Gerade des-
halb werden in dieser Arbeit neben Heparin auch andere Wirkstoffe zur Thrombem-
bolieprophylaxe getestet, um eine fir pAVK-Patienten optimale perioperative Ver-

sorgung zu ermdglichen.

1.4. Physiologische Hemmstoffe der Blutgerinnung

Die intakte Gefallwand besitzt verschiedene antikoagulatorische Mechanismen, die
zusammen mit oben genannten zirkulatorischen Komponenten aktiv an der Regulie-
rung des hamostatischen Systems teilnehmen. Die Gefal3wand formiert eine Barriere
zwischen dem zirkulierenden Blut und dem darunterliegenden Gewebe und noch
wichtiger, es bietet eine kontinuierliche, luminale Endothelzellschicht, die aktiv und
dynamisch an verschiedenen antithrombotischen Prozessen beteiligt ist [39].

Die Blutgerinnung und Blutstillung werden in vivo durch verschiedene protektive Me-
chanismen modifiziert, die unnétige und unerwinschte Ablagerungen von Fibrin und
Thrombozyten begrenzen und somit eine proximale Ausdehnung von hamostati-

schen Plugs, Thrombosen und disseminierter intravasaler Gerinnung verhindern [4].
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Korpereigene Hemmstoffe Wirkungsprinzip

Inaktiviert Thrombin, Serinproteasein-
hibitor neutralisiert Proteasen durch
Bildung &quimolarer Komplexe; besitzt
hohe Affinitat gegentuber Thrombin und
Faktor (F) Xa. Reaktion wird durch He-
parin beschleunigt

Antithrombin 111

Heparin Cofaktor I Inaktiviert Thrombin

Wird in Endothelzellen gebildet, neutra-
lisiert durch Komplexbildung F Xa und
bindet dann den F Vlla-Gewebe-
komplex und hemmt diesen. Heparin-
injektion fuhrt zum Anstieg des TFPI-
Spiegels

Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI)

Membranrezeptor an Endothelzellen fur
Thrombin. Der Thrombin-Thrombo-
modulin-Komplex ist nicht mehr in der
Lage, Fibrinogen zu spalten sowie
Thrombozyten und Gerinnungsfaktoren
zu aktivieren.

Thrombomodulin

Vitamin-K-abhéngige Glykoproteine der
Leber; freies Protein S bindet Protein C
Protein Cund S und beschleunigt dessen Wirkung bei
der Inaktivierung von F Va und F Vllla
und der Forderung der Fibrinolyse

Heparin wirkt als Cofaktor von Anti-
thrombin 1ll, Heparin-AT Il inaktiviert F
Xa und Thrombin. Vorkommen in
Mastzellen und basophilen Granulo-
Heparin zyten; Inwieweit physiologisch vor-
kommendes Heparin die Gerinnung
beeinflul3t, ist nicht geklart. Konzentra-
tion liegt im Grenzbereich der Nach-
weismethoden.

Tabelle 3: Kérpereigene Hemmstoffe der Blutgerinnung [4, 61, 63]

Unter physiologischen Bedingungen verhindert die GefaRwand eine Aktivierung der
Gerinnung durch ihre thrombinresistente Oberflache. Geht die Integritat des Gefald
durch Verletzung verloren, dient das exponierte Subendothel als eine hochreaktive

Oberflache fur die Induktion der hamostatischen Antwort [39].
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1.5. Medikamentdse Herabsetzung der Gerinnungsfahigkeit

Die zeitliche Entwicklung der einzelnen Medikamente stellt Abbildung 1 dar.

Heparinoid z.B. Orgaran —
Niedermolekulares Heparin —
Niedrig dosiertes Heparin

Dextran

Kumarine
Heparin —| “

1940 1950 1960 1970 1980 1990

Abbildung 1: Wichtige Stationen in der Entwicklung von antithrombotischen Wirkstoffen [36]

1.5.1. Direkt wirkende Antikoagulantien

a) unfraktioniertes Heparin (UFH)

Entdeckt wurde Heparin 1916 von William H. Howell Professor der Physiologie, als
er versuchte Gewebethromboplastin zu isolieren. Sein Mitarbeiter wurde beauftragt,
Extrakte von Hirn, Herz und Leber zu gewinnen. Dabei entdeckte er, dal} besonders
das Extrakt des Lebergewebes eine starke antikoagulatorische Eigenschaft besitzt,
nachdem das auch beinhaltete Cephalin seine thromboplastische Wirkung ver-
braucht hatte. Es dauerte 20 Jahre von seiner Entdeckung bis zu seinem therapeuti-
schen Einsatz 1937. Diese lange Verzoégerung beruhte hauptsachlich auf Problemen
mit der Reinigung und Extraktion der antithrombotischen Substanzen.

Als erster Kliniker nitzte der schwedische Chirurg Clarence Crafoord, der sich mit
dem Auftreten von Lungenembolien nach Operationen befal3te, Heparin. Er behan-
delte 325 Patienten postoperativ mit Heparin. Die erwarteten 3-4 % Patienten mit
schwerer Lungenembolie blieben aus [72].

Heparine sind negativ geladene sulfatierte Glucosaminoglykane. Die Disaccharidein-
heiten mit unterschiedlicher Kettenlange bestehen aus jeweils einem Aminozucker

und einer Uronsaure. Fir die antikoagulatorische Wirkung ist ein Pentasaccharid aus
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drei sulfatierten Glucosaminen und zwei Uronsauremolekilen verantwortlich. Es rea-
giert mit hochaffinen Lysinbindungsstellen an AT 1l [15]. Heparinfragmente kleiner
als 10-20 Monosaccharideinheiten pro Heparinmolekul sind, obwohl sie die essenti-
elle Pentasaccharidbindungsstelle fir AT Il enthalten, nicht lang genug, eine
Thrombinbindung herbeizufuhren. Sie wirken nur hemmend auf den F Xa. Diese
Entdeckung laRt hoffen, die antithrombotische Eigenschaft (anti Xa) von der antikoa-
gulatorischen (Thrombininhibition) zu trennen und somit den hamorrhagieinduzie-
renden Effekt von UFH zu vermeiden [72].

Seit den siebziger Jahren wird die ,low-dose“-Heparinprophylaxe mit UFH, d.h. He-
parine mit breitem Molekulargewichtsspektrum (5000-30000 Dalton) durchgefthrt. In
dieser Arbeit wurde zur Inkubation des PRP ebenfalls Heparin-Natrium (Heparin, B.

Braun, Melsungen, Deutschland) verwendet.

Der antithrombotische Wirkungsmechanismus besteht aus folgenden Komponenten:

Erhéhung der Reaktionsgeschwindigkeit bei der Hemmung mehrerer Gerin-
nungsfaktoren durch AT IlI

- Freisetzung korpereigener heparinahnlicher Substanzen

— Aktivierung der kérpereigenen Fibrinolyse

- Verminderung der Adhasivitat der Thrombozyten

— Verstarkung der negativen Ladung des Gefalendothels und dadurch Hemmung

der Anlagerung von Thrombozyten [25].

UFH ist eine Substanz, die in dieser Arbeit beim Test der Thrombozytenreaktivitat
herangezogen wird.

Abgesehen von den Erfolgen, die durch den Einsatz von Heparin in der Thrombose-
prophylaxe erzielt wurden, sollte auch auf Eigenschaften eingegangen werden, die
bei der Anwendung nicht au3er acht zu lassen sind.

Eine variable Heparin-Clearance-Rate und die Tatsache, daR UFH an eine Reihe
von anderen Proteinen mit Heparinbindungsstellen bindet, fihren zu grof3en Unter-
schieden der UFH-Bioverfugbarkeit nach intravendser Gabe. Daher liegen die Pati-
enten trotz Uberwachung oft auRerhalb des therapeutischen Bereiches. Bei subku-
taner Gabe ist die Bioverfugbarkeit des UFH mit ca. 30 % gering. Weiterhin ist die

Wirkung dadurch eingeschrankt, dafd im Gerinnsel gebundenes Thrombin und F Xa
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nicht inaktiviert werden kdnnen. Zunehmende Bedeutung erlangt die Tatsache, dal3
durch die Bindung von UFH an Proteine Neoantigene entstehen, die Antikorper in-
duzieren und zu einer Immunreaktion, der sogenannten heparininduzierten Throm-
bozytopenie (HIT) fihren kénnen [23] (siehe auch 1.6.).

Auch haben Beobachtungen gezeigt, daf3 Heparin die Endothelzellproliferation un-
abhéngig von seinen antikoagulatorischen Eigenschaften positiv beeinflut. Dies
scheint im Zusammenhang mit Heparininteraktionen mit dem Fibroblastenwachs-
tumsfaktor (FGF) zu stehen. Mitglieder dieser Familie von potenten, endothelialen
Mitogenen und angiogenen Faktoren binden mit hoher Affinitat an immobilisiertes
Heparin. Dies deutet die Rolle von Heparin bei der Regulierung des Endothelzell-

wachstums durch Modulation von wachstumsregulierenden Stoffen an [11].

b) niedermolekulare Heparine (LMWH)

Es ist wichtig, die Gerinnungskaskade an einem maoglichst frihen Punkt zu unterbre-
chen, ohne in die normale Hamostase zu sehr einzugreifen. LMWH haben gegen-
Uber UFH eine besonders hohe AT lll-abhéngige hemmende Aktivitat gegenliber F
Xa. LMWH werden durch eine Reihe von Techniken hergestellt. Inr Molekulargewicht
reicht von 3000 bis 9000 Dalton.

Parameter UFH LMWH
Molekulargewicht 12 000 - 15 000 3000 - 9000
Bioverfligbarkeit s.c.
ni;)drei‘g:%b:sis?r:oshz Dosis schiecht / gut gut/gut
Halbwertszeit (h) 1-2 2-4
Préadiktivitat der Dosis malfig gut
Laborkontrolle PTT anti-F Xa, Hep-Test
Antikoagulatorische Wirkung ++ ++
Blutungsrisiko + (+)

HIT I ++ +
Osteoporose + (+)
Thombozytenfunktionshemmung ++ +

Tabelle 4: Charakteristische Merkmale von UFH und LMWH [54]
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Studien haben deutlich gezeigt, dal3 feste Dosen eines LMWH mindestens genauso
effektiv sind, wie angepaldte Dosen von Standardheparin und somit, nachdem ein
Monitoring in den Hintergrund tritt, Patienten auch zu Hause behandelt werden kon-
nen [30]. Beispiele fur LMWH sind Certoparin (Monoembolex, Novartis Pharma,
Nurnberg, Deutschland) Enoxaparin (Clexane ,Aventis Pharma, Bad Soden,
Deutschland) und Nadroparin (Fraxiparin, Sanofi-Synthelabo, Berlin, Deutschland),
die auch in dieser Arbeit als Inkubationsstoffe fur die Strémunsversuche verwendet

werden.

c) von Heparinfragmenten freie Wirkstoffe (Heparinoide)

Der Begriff Heparinoid ist veraltet, kann jedoch Uber seine Funktionalitat definiert
werden, als antithrombotische Substanz mit heparindhnlichen Eigenschaften. Wie
die Heparine haben sie einen starkeren Effekt auf die Inaktivierung von F Xa, als auf
die Thrombininhibition. Sie katalysieren die Hemmung von F lla durch AT Ill und die
Bildung von Heparin Cofaktor Il (siehe Tabelle 3) [6].

In diese Kategorie der antithrombotischen Medikamente gehdrt Danaparoid-Natrium
(Orgaran, Thiemann, Deutschland), eine Mischung von Glukosaminoglykanen, die
aus Schweinedarmmukosa gewonnen wird. Das durchschnittliche Molekulargewicht
betragt 6000 Dalton. Auch wenn es aus dem gleichen Rohmaterial wie Heparin und
LMWH hergestellt wird, ist die Substanz durch Isolation und Reinigung frei von He-
parin oder Heparinfragmenten. Es besteht zu 84% aus Heparansulfat, 12% Derma-
tansulfat und 4% Chondroitinsulfat [36]. Die Heparansulfatfraktion ist verantwortlich
fur die selektive Hemmung von Faktor Xa durch AT IlIl. Die katalytische Wirkung auf
die Thrombininaktivierung durch Heparin-Cofaktor 1l 1&3t sich dem Dermatansulfat
zuschreiben [36].

Danaparoid-Natrium ist ebenfalls eine Substanz, die in dieser Arbeit zur Inkubaiton
von plattchenreichem Plasma verwendet wird.

Aufgrund der niedrigen Kreuzreaktivitat mit Heparin-induzierten Antikdrpern scheint
Orgaran eine geeignete Alternative in der antithrombotischen Therapie bei HIT-
Patienten zu sein [70]. Der Grund fur den Unterschied in der Kreuzreaktivitat liegt
hdchstwahrscheinlich in der Tatsache, daf3 Danaparoid-Natrium im Gegensatz zu

LMWH kein Heparin und keine Heparinfragmente enthalt und eine niedrigere Ge-

18 Dissertation



1. Einleitung

samt-Ladungsdichte (also weniger Sulfatgruppen) besitzt [36].Trotzdem sollte wah-
rend der Behandlung von HIT-Patienten taglich die Thrombozytenzahl kontrolliert

werden, da auch eine geringere Kreuzreaktivitat zu Komplikationen fihren kann [6].

d) Hirudin, ein natirlich vorkommender Thrombininhibitor

Der Blutegel Hirudo medicinalis produziert in seinen Peripharyngealdriisen den
Thrombininhibitor Hirudin. 1884 fuhrte die Beobachtung, dal3 auch nach Entfernen
des Blutegels von der Haut die Bi3stelle weiter blutete, zur Entdeckung einer gerin-
nungshemmenden Substanz im Speichel des Blutegels [27]. Anfang des 20. Jahr-
hunderts konnte ein Extrakt aus den Kopfen von Blutegeln gewonnen werden und
weitere 50 Jahre spater wurde Hirudin isoliert, der Wirkmechanismus aufgeklart und
die Substanz chemisch charakterisiert [52].

Erst die Gentechnologie machte eine Produktion ausreichender Mengen dieses
Wirkstoffes aus Bakterien oder Hefen mdglich. Im Gegensatz zu naturlichem Hirudin
sind rekombinante Hirudine in ihrer Struktur homogen. Ein Beispiel aus dieser Wirk-
stoffgruppe ist Desirudin ein einkettiges Polypeptid aus 65 Aminosauren mit einem
Molekulargewicht von 6964 Dalton.

Hirudin ist im Gegensatz zu den Heparinen und Heparinoiden ein direkter Thrombin-
hemmer, der seine Wirkung unabhéngig vom Vorhandensein von AT Ill und Heparin-
Cofaktor Il entfaltet [52]. Desirudin bindet selektiv an Thrombin und bildet einen sta-
bilen 1:1 stochiometrischen Komplex. Desirudin inaktiviert sowohl freies als auch an
Fibrin gebundenes Thrombin. Hirudin hemmt nicht nur die Thrombinfunktion in der
Endstrecke der Gerinnungskaskade, sondern auch die thrombinabhangige Throm-
bozytenaktivierung. Ebenso kommt es unter Verwendung von Hirudin nicht zu immu-
nologisch vermittelten Thrombozytopenien, wie sie als HIT bei Heparingabe auftre-
ten [52]. Aufgrund dieser Eigenschaften wurde auch Hirudin bzw. rekombinantes
Hirudin Desirudin (Revasc, Novartis, Nurnberg, Deutschland) in dieser Arbeit ausge-

wahlt, um seinen Effekt auf Thrombozyten zu testen.
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Heparin LMWH Orgaran Hirudin
Bioverfugbarkeit (s.c.) 20-30% 90% ca. 100 % ca. 100%
. direkte, spe-
Anti-Xa : zifische
1 2,5 20 .
Anti-lla Aktivitat Thrombin-
hemmung
Inzidenz von Kreuzreak-
tionen mit heparinindu- 100% 80-90 % <10% U
zierten AK

Tabelle 5: Eigenschaften von Heparin, LMWH, Orgaran und Hirudin [36, 52, 65]

1.5.2. Indirekt wirkende Antikoagulantien

Die Derivate des 4-Hydroxy-Cumarins oder 1,3-Indandions wirken indirekt, d.h. sie
greifen nicht unmittelbar in den Ablauf der Gerinnnung ein. Die gerinnungshemmen-
de Wirkung der Cumarine beruht darauf, dal3 die VitaminK-abhangig gebildeten Ge-
rinnungsfaktoren 11, VII, IX, X sowie Protein C und S unter ihrem Einflul3 als unvoll-
standige Vorstufen synthetisiert werden. Zu den haufigsten unerwiinschten Neben-
wirkungen gehdren Blutungen. Bedrohlich sind Blutungen aus den ableitenden

Harnwegen und akute Blutungen aus dem Magen-Darm-Trakt [15].

1.5.3. Hemmstoffe der Thrombozytenaggregation und -funktion

Die wichtigste klinische Indikation fur eine Antiplattchentherapie ist die Préavention
der arteriellen Thrombose. Arterielle Thromben setzen sich hauptsachlich aus
Thrombozyten zusammen und werden unter Bedingungen von sich rapide andern-
den Scherraten an Stellen atherosklerotischer GefaRverletzung und/ oder gestoértem
Blutfluld gebildet [62]. Die Antiplatelet Trialists” Collaboration Meta-analysis zeigte
den Nutzen einer Antithrombozytentherapie bei Patienten mit atherosklerotischer
Krankheit. Acetylsalicylsdure ist die am besten untersuchte Substanz und wird fir

das Standardmedikament der Antiaggregationstherapie gehalten.
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Dieser Wirkstoff greift, neben seinen analgetischen und antipyretischen Eigenschaf-
ten, an der Stelle der Thromboxan A,-Synthese in das Gerinnungssystem ein.
Thromboxan ist ein Vasokonstriktor und regt Thrombozyten zur Aggregation an. ASS
hemmt in Thrombozyten die Cyclooxygenase, die unter anderem die Bildung von
Thromboxan katalysiert, durch Acetylierung irreversibel. Dies erklart, warum die
Blutungszeit relativ lange anhélt. Die bislang empfohlene Langzeitbehandlung von
pAVK-Patienten mit Thrombozytenaggregationshemmern reduziert zwar die kardio-
vaskular bedingte Mortalitat, einen Beleg fir das Aufhalten einer Progression der
pAVK gibt es jedoch nicht [14]. Reininger CB et al zeigte in einer Studie [45], dal
mittels der SPAA-Methode keine Unterschiede in der ASS-Patientengruppe, vergli-
chen mit denjenigen pAVK-Patienten auftraten, die kein ASS erhielten. lhre Schluf3-
folgerung bezieht sich auf die Tatsache, dal? im arteriellen System hauptsachlich die
Thrombin-initierte Thrombozytenaktivierung eine Rolle spielt. Thrombin ist jedoch
ASS resistent. Deshalb wird haufig zur perioperativen Therapie von pAVK-Patienten
zusatzlich zu Aggregationshemmern noch die Gabe von thrombininhibierenden Sub-
stanzen, wie z.B. Hirudin, empfohlen [10, 21].

Aber auch neue Substanzen, die an unterschiedlichen Stellen der Thrombozytenak-
tivierung eingreifen, sind entwickelt worden, wie Clopidrogel, ein neuer ADP-
Rezeptor-Antagonist, oder wie Abciximab ein Glykoprotein-llb-llla-Komplex-
Antagonist [74].

1.6. Komplikationen der Heparintherapie — HIT

Im Gegensatz zur Heparin-induzierten Thrombozytopenie Typ | (HIT Typ 1), die durch
einen mafigen Abfall (< 30%) der Thrombozytenwerte gekennzeichnet ist und sich in
der Regel nach einigen Tagen ohne schwerwiegende Komplikationen normalisiert,
ist die HIT Typ Il eine lebensbedrohliche Komplikation der Heparintherapie. Betroffe-
ne Patienten sind durch diese immunologische unerwiinschte Wirkung der Hepa-
ringabe gefahrdet, neue thromboembolische Gefaldverschlisse zu entwickeln [24].

HIT Typ Il ist die wichtigste Immunthrombozythopenie wegen ihrer relativ grol3en

H&aufigkeit und Assoziation zu arteriellen und venésen Thrombembolien. Die Immun-
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reaktion tritt meistens 5 bis 14 Tage nach Beginn der Heparintherapie auf. Sie ist
charakterisiert durch einen deutlichen Abfall der Thrombozytenzahl (>50 %) begleitet
von einer erneuten thromboembolischen Komplikation. HIT Typ Il wird vermittelt
durch Antikorper der Ig G Klasse. Als Antigen dient ein Komplex aus Thrombo-
zytenfaktor 4 (PF 4) und Heparin [20, 22]. Da sich, wie schon erwahnt, Thrombo-
zyten von pAVK-Patienten hyperreaktiv verhalten [14], setzten sie moglicherweise
erhbhte Mengen von PF4 frei und kdnnen infolgedessen mehr Heparin binden als
ruhende Thrombozyten [29]. Im Gegensatz zu anderen medikamenteninduzierten
Immunthrombozytopenien ist HIT Typ Il trotz Antikoagulation und niedrigen Throm-
bozytenwerten selten begleitet von Blutungen, sondern durch Thrombosen.

Was dies im besonderen bei pAVK-Patienten bedeutet, wurde in einer Studie von
C.B. Reininger et al. [48] untersucht. Es wurde bei pAVK-Patienten praoperativ mit-
tels HIPA-Test nach Heparin-Antikbrpern gesucht. Bei diesem Test werden Throm-
bozyten mit Serum und Heparin in verschiedenen Konzentrationen in einer Mikroti-
terplatte geruhrt. Eine Aktivierung der Testthrombozyten fuhrt zur Aggregation und
zur Abnahme der Tribung. Bei diesem Test gab es bei keinem der Patienten
praoperativ einen Hinweis auf Antikorper. Die Patienten erhielten nach gefaf3chirur-
gischen Operationen UFH intravents. Postoperativ wurde bei 60% der pAVK Pati-
enten HIT Typ | nachgewiesen. Bei 32% wurden HIT-Antikdrper nachgewiesen, bei
40% konnten sie nicht sicher ausgeschlossen werden. In der Studie wird vermutet,
daf es durch oben erwdhnte vermehrte Freisetzung von PF 4 und hdherer Heparin-
bindung zu einer erhéhten Antigenprasentation und dadurch zu einer gesteigerten
Immunantwort kommt.

Allen funktionellen Tests ist gemeinsam, dal3 sie die Feststellung der in-vitro-
Kreuzreaktivitat zwischen unfraktioniertem Heparin und LMWH bzw. dem Heparinoid
Orgaran zulassen. Eine Kreuzreaktion zwischen unfraktioniertem Heparin und
LMWH ist fast immer nachweisbar. Etwa 5-10 % der Patienten mit HIT-Antikorpern
weisen eine Kreuzreaktivitat mit Orgaran auf [21, 22].

Intensivpflichtige Patienten und solche mit pAVK sind von dieser Immunthrombo-
zytopenie haufiger betroffen als andere Patienten. Zwischen 30% und 75% der Pati-
enten mit HIT Typ Il entwickeln eine Thrombose. Die Beobachtung, daf’3 HIT seltener
bei Therapie mit LMWH auftritt, 1ait vermuten, dal3 die HIT vermeidbar ist [73]. Die
Diagnose einer HIT Il sollte nach klinischen Gesichtspunkten und in vitro Tests auf

heparinabhangige Antikdrper gestellt werden.
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Sobald ein Patient jedoch klinische Symptome einer HIT entwickelt, wie der Abfall
der Thrombozytenwerte unter 50% des Ausgangswertes, oder neue thromboemboli-
sche Komplikationen, sollte die Heparinbehandlung sofort unterbrochen werden,
auch ohne klinische Tests. Danaparoid-Natrium (Orgaran) ist das am meisten einge-
setzte alternative Koagulans zur parenteralen Behandlung von HIT-Patienten und
hat LMWH als weitere Alternativen vollstandig verdrangt [24, 62]. Der Pathomecha-
nismus der HIT-Typ-1l mit einer massiven Steigerung der Thrombinbildung, die ei-
nerseits eine erneute Thrombozytenaktivierung hervorruft und andererseits zu einer
Aktivierung der plasmatischen Gerinnung fuhrt, &3t auch an einen Einsatz von direkt
Thrombin hemmenden Substanzen wie Hirudin denken. Hirudin geht auch keine In-

teraktion mit Thrombozyten ein, besitzt aber eine potentielle Antigenitat [26].
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2. Staupunkt-Adhasio-Aggregometrie (SPAA):

Ein Modell der GefaRwand-Blut-Interaktion in Echtzeit

2.1. Entstehung von SPAA und deren klinische Relevanz

Bereits 1968 wurde von Petschek, Adamis und Kantrowitz Staupunktstrémung ex
vivo am Tiermodell untersucht. Die Beobachtung, daR der Thrombozyten-
Oberflachen-Kontakt, der aus dieser konvektiven (senkrecht zur Oberflache), lamina-
ren Stromung resultiert, optimale Bedingungen fir die Analyse der wandnahen Inter-
aktion von Thrombozyten und Oberflache liefert, fuhrte zur Entwicklung der Stau-
punkt-Adasio-Aggregometrie (SPAA). Seit 1990 wurde in der Thrombosefor-
schungsgruppe der Chirurgischen Klinik im Klinikum Innenstadt der LMU Miinchen in
mehrjahriger intensiver Forschung die Standardisierung und Weiterentwicklung der
SPAA-Methode, die fir eine klinische Anwendung notwendig war, vorangetrieben.
Die klinische Relevanz des Mel3verfahrens wurde inzwischen anhand mehrerer Stu-
dien bei Patienten mit pAVK und frischen Thrombosen verifiziert [44, 45, 46, 48].

Mit der Staupunkt-Adhé&sio-Aggregometrie wird die physiologisch relevante Stau-
punktstromung simuliert und erlaubt ein wandnahe Betrachtung der GefaRwand-Blut-
Interaktion in Echtzeit. Mittels SPAA und anderen Methoden wurde experimentell
nachgewiesen, dal? Thrombozyten nur dort an eine Oberflache binden, wo die Stro-
mung konvektiv zur perfundierten Oberflache ist. In Gebieten mit wandparalleler
Stromung ist die Thrombozytenadhéasion dagegen vernachlassigbar gering. [43, 47,
49].

Bei Patienten mit pAVK wird vermutet, dal3 die Thrombozyten eine erhdhte Reakti-
vitdt besitzen und das Blut eine gesteigerte Koagulabilitdt aufweist [3, 10]. Mit der
SPAA-Methode konnte nachgewiesen werden, dal3 Thrombozyten von pAVK-
Patienten eine erhdhte Adhasivitdt und Aggregabilitdt aufweisen [46]. Es wurde ge-
zeigt, daf’ sich die Hyperreaktivitdt der Thrombozyten von Patienten mit pAVK post-
operativ nach GefalRrekonstruktionen noch weiter erhoht [43, 46]. Durch diese er-
hohte Neigung, an atherosklerotischen Lasionen zu haften, sind diese Patienten ei-
nem erhohten Thromboserisiko im Vergleich zu gefal3gesunden Menschen ausge-

setzt (siehe auch 1.6).
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2. Staupunkt-Adhasio-Aggregometrie

2.2. Die Mechanismen des SPAA-Mel3systems

Eine direkte Echtzeitbeobachtung und -messung von Thrombozytenablagerungen
unter definierten Stromungsbedingungen ist durch die Dunkelfeldmikroskopie mog-
lich. Eine Stromungskammer aus Edelstahl wird mit einem Plexiglaseinsatz in der
Objektebene eines Dunkelfeldmikroskops (Orthoplan, Leitz Deutschland) installiert
und mit einem Perfusor (B. Braun, Melsung, Deutschland) verbunden (siehe 2.2.1.).
Plattchenreiches Plasma (PRP) wird mit konstanter Stromungsgeschwindigkeit von
30 ml/h in die Strémungskammer transportiert und (berspllt dort eine Stan-
dardoberflache (ultrareine Glaspléattchen, Kindler, Deutschland).

Die im PRP suspendierten Thrombozyten werden durch die konvektive Stréomung
senkrecht gegen die Oberflache gespiilt. Das von haftenden Thrombozyten ge-
streute Licht wird mit einem Photometer (Model 476005-9901, Zeiss, Deutschland)
kontinuierlich gemessen und als Funktion der Zeit mit einem Zweikanalschreiber
(Model 8262, Philips, Deutschland) als Lichtintensitatskurve aufgezeichnet. Der Ab-
lagerungsprozel? wird in 1-minutigen Intervallen fotografisch (Nikon F301, Japan)

festgehalten.
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2. Staupunkt-Adhasio-Aggregometrie

2.2.1. Gerateaufbau

i (o]}
(eTe] 9

00
™

W=m.
S
ER_L)

Abbildung 2: Schematische Darstellung des SPAA-Mel3systems (Stand 1990): (1) Perfusor
zur Erzeugung eines konstanten Volumenstroms; (2) Mikroperfusor mit Spritze, fir den kon-
stanten Zustrom der Testsubstanzen wahrend des Versuchs; (3) stdhlerne Stromungskam-
mer; (4) Dunkelfeldkondensor; (5) Gleichstromquelle; (6) Spiegelreflexkamera; (7) Photo-
multiplier; (8) Versorgungseinheit des Photomultipliers; (9) Zweikanalschreiber

Von PD Reininger freundlicherweise zur Verfligung gestellt.

2.2.2. Dunkelfeldmikroskopie

Im Gegensatz zur Durchlicht-Hellfeldmikroskopie, bei der die mikroskopischen Pra-
parate durchsichtig sind und damit durch das Licht der Lichtquelle durchleuchtet
werden, wird in der Durchlicht-Dunkelfeldmikroskopie nur das an den zu beobach-
tenden Objekten gebeugte und gestreute Licht flir Beobachter sichtbar. Daraus folgt,
dalR Objekte in der Dunkelfeldmikroskopie als helle Objekte auf schwarzem Unter-
grund sichtbar sind. Der Beobachter sieht dadurch auch sehr kleine Objekte aul3er-
ordentlich kontrastreich, die in der Durchlicht-Hellfeldmikroskopie nur schwer zu er-
kennen waren [51].

In der folgenden Skizze (Abbildung 3) ist die Funktionsweise eines Durchlicht-

Dunkelfeldmikroskops mit den wichtigsten Komponenten der MeR3kammer zu sehen.
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2. Staupunkt-Adhasio-Aggregometrie

Das durch eine Lichtquelle mit entsprechenden optischen Systemen erzeugte paral-
lele Licht wird von unten auf den Dunkelfeldkondensor geleitet. Wie in der Skizze
ersichtlich, wird das Licht im Dunkelfeldkondensor so reflektiert, daf3 es durch die
Kammer hindurch (Kammereinsatz und Stauplatte sind durchsichtig) am Objektiv
vorbeigeleitet wird. Durch den Mittelpunkt des Dunkelfeldkondensors wird parallel
zum einfallenden Licht das zu messende Medium in die Kammer eingeleitet. Teil-
chen in diesem Medium kdnnen nun durch Streuung und Beugung Licht (Streulicht)
in das Objektiv ablenken [51].

Objektiv

= Direktes Licht geht am
Streulicht Objektiv vorbei

«— Stauplatte (Glas)
«— Kammereinsatz

:| Dunkelfeldkondensor

i

verspiegeltes
Glas Zulaufschlauch (lichtdicht)
uﬁ mit Probe

1

paralleles Licht

v

Lichtquelle

Abbildung 3: Prinzipieller Aufbau des Dunkelfeldmikroskops mit der SPAA MelRkammer [51]

2.2.3. Darstellung der Stromlinien des Ein- und Ausstroms des SPAA-Systems

Die Darstellung des Mechanismus der Thrombozyten-Wand-Kollision in Abbildung 4
zeigt, dal3 nur die Thrombozyten, die entlang von Bahnen innerhalb eines bestimm-
ten Umkreises vom Staupunkt stromen, tatsadchlich mit der Oberflache kollidieren.
Wurden die Thrombozyten zuvor aktiviert, und haben sie Pseudopodien gebildet,
wird der Radius des Bereiches, in dem die Thrombozyten mit der Oberflache in
Kontakt treten, entsprechend groR3er [47].
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2. Staupunkt-Adhasio-Aggregometrie

WA L ey P A T A S e SR il Y

Staupunkt

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Stromlinien vom Ein- und Ausstrom in die
SPAA-Stromungskammer und des Mechanismus der Thrombozyten-Wand-Kollision [50]

In Abbildung 5 sind die tatsachlichen Bahnen (helle Streifen) zu sehen, denen die
Thrombozyten (helle Punkte) bei ihrem Durchstrom durch die FluRkammer wéahrend
eines SPAA-Experiments folgen. Die Staupunktsstromungsbedingungen in der
Stromungskammer wurden durch numerische Losung der Navier-Stokes-Gleichung
und der Stetigkeitsgleichung fir laminare, gleichméaRige Stromung bestimmt, wobei
eine nicht komprimierbare, Newtonsche Flissigkeit vorausgesetzt wurde. Aufgrund
der Symmetrie des Systems ist eine Beschreibung des gesamten Stromungsfeldes
durch die Simulation der Stromungsbedingungen in nur einer Ebene moglich. Diese

ist senkrecht zur Uberspilten Stauplatte orientiert und enthélt die Symmetrieachse.
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2. Staupunkt-Adhasio-Aggregometrie
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Abbildung 5: Thrombozytenstrom entgegen der Oberflache dargestellt mittels Laser-Ultra-
mikroskop-Anemometrie (LUA) [50]

2.2.4. Das mathematische Modell

Um eine klinische Anwendbarkeit zu ermdglichen, wurde aufbauend auf Arbeiten von
Tippe et al, [71] fur die Quantifizierung der Testergebisse ein mathematisches Mo-
dell entwickelt.

Die Lichtintensitatskurve der Adhasion wird durch direkte Partikel-Wand-Interaktion
bestimmt und gemal Formel 1 beschrieben. Kpw ist eine Konstante, die die Starke
der Adhasion zwischen Thrombozyt und Oberflache beschreibt. Zusammen mit Kpw
bestimmen die Anzahl der Thrombozyten (P), die pro Zeiteinheit auf zur Staupunkto-
berflache transportiert werden, die maximale Aufnahmekapazitat (K) der Oberflache
fur sich ablagernde Thrombozyten und die Anzahl, der sich von der Oberflache nach
Anlagerung wieder I6senden Thrombozyten (1;) die Gesamtzahl (Py), der sich am
Ende eines Experiments noch auf der Staupunktoberflache verbleibenden Thrombo-
zyten. Die wichtigste GroR3e in folgender Gleichung ist der Adhasionskoeffizient Kpw,
der die Gesamtenergie der Interaktion bzw. die Stabilitat des Partikel-Wand-
Kontaktes beschreibt und damit, bei einer standardisierten Wandoberflache, das

Adhasionsvermogen der abgelagerten Thrombozyten.
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2. Staupunkt-Adhasio-Aggregometrie

Es wird folgende Formel vorausgesetzt:
1) P7a(t) = Kpw - P - (1- Pq(t)/K) - T2 - Pa(t)

Kpp dagegen stellt die Stabilitdt der Thrombozyteninteraktionen dar. Bei der mittels
SPAA gemessenen Aggregation ist nur die Interaktion von Thrombozyten mit bereits
abgelagerten Thrombozyten gemeint, nicht aber eine Interaktion der Thrombozyten

mit der Wand. Die entsprechende Differentialgleichung lautet:

(@) Paa(t) = Kpp - Pa(t) - T2 Paa(t)

wobei Pgy,(t) die Gesamtzahl der miteinander aggregierenden Thrombozyten und 1,
eine Konstante fur die Rate der sich nach Aggregation wieder l6senden Thrombo-
zyten ist.

Finden bei einem Perfusionsexperiment Adhasion und Aggregation gleichzeitig statt,

so wird dieser Prozel3 mit folgender Formel beschrieben:

3) f(t) = Pa(t) + Paa(t)

wobei Py(t) und Pga(t) in Formel 1 und 2 beschrieben werden. Die Lésung kann zwar
exakt hergeleitet werden, die Bestimmung der Parameter Kpw, Kpp, 11 und T, durch
Angleichung der experimentellen Daten an die dadurch entstehende Gleichung fihrt
jedoch zu schweren numerischen Problemen. Deshalb wurde mittels Taylor-Reihe
eine sequentielle Differenzierung duchgefuhrt, um daraus eine praktisch anwendbare

Formel herzuleiten.
(4) f(t) = [(Kpw - P)/ 1] - [1-exp (-1 - 1)] + [(Kpw -Kpp - P)/2] - t*
Der Startpunkt der mathematischen Kurvenanalyse wurde bei 0,8 - 1,0 Minuten ab

Beginn der Perfusion gewahlt, da erst ab diesem Zeitpunkt stabile FluRverhaltnisse

an dem Staupunkt eintreten [5, 50].
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2. Staupunkt-Adhasio-Aggregometrie

2.2.5. Fit-Dauer

Um die minimale Zeit zu bestimmen, die noch lang genug war, um eine adaquate
numerische Stabilitdt der Adhéasions- und Aggregationsfunktion zu liefern, wurden
die Lichtintensitatskurven fur insgesamt 20 min schrittweise in 1-mindtigen Interval-
len angeglichen. Eine Stabilisierung des Zahlenwertes fiir die Adhasion wurde bei
etwa 4 min beobachtet, wobei die Stabilitdt danach erhalten blieb. Der Zahlenwert
der Aggregationsfunktion erreicht nach 4 - 5 min stabile Werte, wurde nach 7 — 8 min
aber wieder instabil. Auf Grund dieser Ergebnisse werden Lichintensitatskurven der
SPAA-Experimente jetzt durchwegs flir insgesamt 6 min nach Perfusorstart gefittet
[50].

2.2.6. Quantifizierung der gemessenen Adhasions- und Aggregationswerte

Wahrend des Experiments werden die gemessenen Lichtintensitaten aufgezeichnet.
Diese SPAA-Lichtintensitatskurven resultieren aus Echtzeitmessungen des Streu-
lichts abgelagerter Thrombozyten. Durch die mathematische Analyse der Lichtinten-
sitatskurve ist anschlie3end die Quantifizierung der in Echtzeit gemessenen Throm-
bozytenadhasion und Aggregation mdglich. Daftr wird nicht nur deren Anzahl, son-
dern auch die morphologische Struktur der Ablagerungen verwendet, weil die jewei-
ligen Reaktionskinetiken der Adhasions- und Aggregationsfunktion sich signifikant
voneinander unterscheiden. Aufgrund der unterschiedlichen Reaktionskinetik der
Thrombozytenadhéasion und Aggregation werden Differentialgleichungen angewen-
det (siehe 2.2.4.), die fur die Adhasion eine exponentielle und fir die Aggregation
eine parabolische Annéaherung berticksichtigen.

Sowohl der Grad der Adhéasion als auch der Aggregation ist linear abhangig von der
Thrombozytenkonzentration in der jeweiligen PRP-Probe, deshalb wurden die Zah-
lenwerte der Untersuchung in Ubereinstimmung mit der jeweiligen Auszahlung der
Thrombozyten normiert [35, 55].

In mehren Arbeiten wurde von Reininger CB et al. [43, 49, 71] gezeigt, dal’ aufgrund
der Analyse des mathematischen Modells und der Form der jeweiligen Lichintensi-

tatskurven eine Klassifizierung der Kurven moglich ist.
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2. Staupunkt-Adhasio-Aggregometrie

Abbildung 6: Dunkelmikrographie der haftenden Thrombozyten, wie sie beim Uberspiilen
mit PRP bei Uberwiegender Adhésion im Mikroskop als auswartsgerichtete Strahlen gese-
hen werden
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Abbildung 7: Konvexe Lichtintensitatskurve bei reiner Thrombozytenadh&sion

Die Typen resultieren aus deutlich unterscheidbaren Grundmustern der Thrombo-
zytenablagerung. Dabei weist ein zur x-Achse konvexer Kurvenverlauf wie in
Abbildung 7 mit niedriger Amplitude auf eine nicht pathologische Adhasion, ohne
spontane Aggregation hin. Betrachtet man sich das entsprechende Photo der Dun-
kelmikrographie, erscheinen die Thrombozyten als kleine weil3e Punkte und man
erkennt die zarte streifenformige Ablagerung der Thrombozyten, die die Stromung

widerspiegeln.
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2. Staupunkt-Adhasio-Aggregometrie

Abbildung 8: Dunkelmikrographie der haftenden Thrombozyten, wie sie beim Uberspiilen
mit PRP bei Uberwiegender Aggregatiom im Mikroskop als auswartsgerichtete Strahlen ge-

sehen werden

Spannung [mV]

Zeit [min]

>

Abbildung 9: Konkave Lichtintensitéatskurve bei Gberwiegender Thrombozytenaggregation

Zur x-Achse konkave Kurvenverlaufe wie in Abbildung 9 hingegen deuten auf eine

gesteigerte Aggregation hin. Das Photo in Abbildung 8 zeigt eine deutliche Vermeh-

rung der streifenformigen Ablagerung, im Sinne eines Zusammenflie3ens zu einer

dichten, konfluenten Schicht. Man beachte die extreme Konkavitat und die grofRe

Amplitude der Kurve.
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3. Patienten und Methoden

3.1. Studienteilnehmer

Die Studie wurde gemal den Richtlinien der Universitat und Zustimmung der Ethik-
kommission durchgefuhrt. An der vorliegenden Studie nahmen 38 Patienten mit
pAVK im Stadium lla bis IV teil (31 mannlich/ 7 weiblich, Alter (161 Jahre). 6 Patien-
ten hatten vor dem stationaren Aufenthalt schon einmal Heparin bekommen. Alle
Patienten haben in den letzten 12 Stunden vor Blutabnahme eine Nahrungskarenz
eingehalten und keine Medikamente eingenommen.

Als Kontrollen dienten 28 freiwillige, aufgeklarte, in gutem Allgemeinzustand befindli-
che Personen, bei denen eine GefalRerkrankung durch einen Fragebogen und ein-
gehende, korperliche Untersuchung ausgeschlossen wurde (21mannlich/ 7 weiblich,
Alter [J 36). Die als Kontrollen dienenden Personen hielten vor der Blutabnahme ei-
ne mindestens 10-tdgige Aspirinkarenz ein und nahmen keine sonstigen Medika-

mente zu sich.

3.2. Blutabnahme und Probenaufbereitung

Die Blutabnahme erfolgte sowohl bei Patienten als auch Kontrollen nach mindestens
10-stindiger Nahrungskarenz. Das vendse Blut wurde unter minimaler Stauung und
geringem Ansaugen aus der Ellenbeuge mit einer grof3kalibrigen Kanlle gewonnen.
Die ersten 10 ml gingen nicht in die Messung ein und wurden fur Laboruntersuchun-
gen verwendet. Das fur die SPAA Untersuchungen vorgesehene Blut wurde in 10 ml-
Spritzen (Monovetten, Sarstedt, Deutschland), die 1 ml 3,8 % Natriumcitrat-Lésung
enthielten, aufgezogen. Das notige PRP wurde anschlieBend durch 10 minutiges
Differentialzentrifugieren bei 260g gewonnen. Plattchenarmes Plasma wurde vom
restlichen Blut durch weiteres 10 mindtiges Zentrifugieren bei 1000g erhalten und bei
-80°C bis zur Bestimmung von Plasmamarkern aufbewahrt. Vor jedem Experiment
wurden im PRP mittels eines Phasenkontrastmikroskops (Labophot, Nikon, Japan)

und einer Neubauerkammer die Thrombozytenzahlen ermittelt.
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3. Patienten und Methoden

3.3. Versuchsdurchfihrung

Aufgrund von Zeitverlaufsstudien wurde gezeigt, dald im Zeitraum von 90 - 240 min
nach der Blutabnahme es nur zu einer geringen Variabilitdt der ex vivo Thrombo-
zytenadhasion kommt [19]. Demnach wurden alle SPAA-Experimente in diesem Zeit-
raum durchgefuihrt. Das plattchenreiche Plasma und die Plasmaproben wurden bis
zum jeweiligen Versuch in verschlossenen Réhrchen bei Raumtemperatur aufbe-
wabhrt.

Um den Einflu3 verschiedener gerinnungshemmender Substanzen auf die Thrombo-
zytenadhéasion und Aggregation zu verfolgen, wurde das PRP der Patienten und
Kontrollen fraktioniert und jeweils 10 Minuten vor Beginn des SPAA-Experiments
gemal} der Dosierung (1 IU/ ml PRP) inkubiert. Zusatzlich ging den Inkubationsexpe-
rimenten jeweils eine Bestromung mit PRP ohne Zusatz von Wirkstoffen voraus, was
zu einem Ausgangswert fuhrte, anhand dessen Unterschiede nach der Inkubation
berechnet werden konnten. Dem Perfusat wurden folgende Substanzen zugesetzt:
Heparin (HNB), Monoembolex (MBX), Clexane (CLX), Fraxiparin (FRX), Hirudin
(HIR), Orgaran (ORG). Die einzelnen Substanzen wurden unterschiedlich oft dem
plattchenreichen Plasma der Probanden zugesetzt. Die Tabelle 6 zeigt die Anzahl der

durchgefiihrten Versuche mit der jeweiligen Substanz.

Adhéasion Aggregation
Substanz | Patienten | Kontrollen | Patienten | Kontrollen
HNB 35 27 35 27
HIR 17 12 17 12
ORG 25 19 25 9
MBX 17 14 17 14
CLX 26 22 26 14
FRX 17 13 17 13

Tabelle 6: Anzahl der Versuche mit jeweiligem Medikament

Hinweise zur Wirkweise und pharmakokinetische Daten der verwendeten Substan-

zen finden sich unter 1.5. medikamentdse Herabsetzung der Gerinnungsfahigkeit.
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3. Patienten und Methoden

3.4. Datenanalyse

Die Auswertung der Daten erfolgte mit den Statistikprogrammen SAS 8e und StatX-
act 5.0. Zunachst wurden mittels t-Test unter 4.1.1. die Mittelwerte von Kpw fur PRP
der beiden Kollektive ,Kontrolle* und ,Patient” auf statistische Signifikanz hin gete-
stet. Angegeben werden sie mit den dazugehdrigen Werten fur die Standardabwei-
chung (SD) und den 95%-Konfidenzintervallen (Cl), die jeweils mit dem unteren und
oberen Wert genannt werden. Ein p-Wert von <0,05 wurde als signifikant gewertet.
Ebenso ist unter 4.2.1. mit den mittleren Kpw-Werten nach Inkubation mit den ver-
schiedenen zugesetzten Substanzen verfahren worden. Getestet wurde der Unter-
schied zwischen den Kollektiven.

AnschlieRend wurden unter Punkt 4.2.3. die mittleren Differenzen zwischen den
Kpw-Werten nach Zusatz der Substanzen und den Kpw-Ausgangswerten tabelliert.
Positive Zahlen besagen, dal3 die Kpw-Werte nach Inkubation gréRer waren als die
PRP-Ausgangswerte, und entsprechend bedeuten negative Zahlen, dal3 die Aus-
gangswerte grof3er waren. Zunéchst wurden mit dem t-Test die Unterschiede zwi-
schen den Kollektiven getestet; p-Werte <0,05 gelten als statistisch signifikant.
Ebenso wurden Standardabweichung und 95%-Konfidenzintervalle bestimmt.

Mittels des Student’s t-Test (t-Test fur abhéangige Stichproben) wurde dann jeder
einzelne Mittelwert getestet, ob der Unterschied des Kpw-Wertes nach Inkubation im
Vergleich zu dem Ausgangswert (PRP) statistisch signifikant ist. Hier wurde ebenfalls
ein p-Wert < 0,05 als signifikant erachtet.

Die Konstante fur die Aggregation wurde anhand von Vorhandensein oder Nicht-
Vorhandensein binominal kodiert [49]. Der McNemar's Test testet fir jedes der bei-
den Kollektive separat, ob sich die Anteile der Patienten oder Kontrollen, die nach
Inkubation ihres Plasmas eine Aggregation zeigen, im Vergleich zur stattgefundenen
Aggregation bei PRP signifikant unterscheiden.

Mit Hilfe des Fisher’s exakten Test wurden dann die Kollektive miteinander vergli-
chen, ob sie sich signifikant hinsichtlich der Aggregation bei Zusatz einer bestimmten

Substanz unterscheiden.

36 Dissertation



4. Ergebnisse

4.1. Ausgangswerte des Kollektivs

4.1.1. Adhasion

Die Thrombozytenadhasion der Kontrollen, gemessen an den Kpw-Werten, betrug
im Mittel 0,54% (SD 0,19; CI: 0,47; 0,62), die der Patienten war mehr als doppelt so
hoch im Mittel 1,20% (SD 0,37; CI: 1,08; 1,32). Die Kollektive unterschieden sich
signifikant (p < 0,0001).

Die folgende Abbildung 10 zeigt die Haufigkeitsverteilung der Kpw-Werte. Man be-
achte die geringe Uberschneidung der Werte.

@ Kontrollen (n = 28)
W Patienten (n = 38)

Anzahl

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8
Kpw [%]

Abbildung 10: Haufigkeitsverteilung der Kpw-Werte der beiden Kollektive

Der Unterschied der beiden Kollektive hinsichtlich der Adhasion wird auch bei der

folgenden Darstellung ihrer Mittelwerte (Abbildung 11) und 95%-Konfindenzintervalle
deutlich.
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Abbildung 11: Vergleich der Mittelwerte der Kollektive mit 95%-Konfindenzintervall

4.1.2. Aggregation
Spontane Aggregation wurde bei keiner der 28 Kontrollen und bei 14 (37%) der 38

Patienten beobachtet. Der exakte Test von Fisher bestatigt auch hier eine statisti-

sche Signifikanz (zweiseitiges p=0,0001).

4.1.3. Beispielkurven und -photos von Kontrollen und pAVK-Patienten

Die folgenden drei Bilder a, b und c in Abbildung 12 mit den korrespondierenden
Kurven zeigen, wie sich plattchenreiches Plasma bei einem Versuch mittels SPAA
bei einer gesunden Kontrollperson und 2 unterschiedlichen GefalR3patienten verhalt.
Schon anhand von Photo a |aR3t sich erkennen, dal3 bei der Kontrollperson wesent-
lich weniger Thrombozyten an der Glasoberflache haften bleiben, also nur eine ge-
ringe Adhéasion vorliegt. Korrespondierend dazu verlauft die Kurve nahezu linear mit
niedriger Amplitude.

Die pathologisch veranderte Thrombozytenreaktivitat der pAVK Patienten zeigt sich
in den folgenden Bildern. Entlang der Stromungslinien bleiben vermehrt Thrombo-
zyten an der Glasoberflache haften (Photo b), was zu einer konfluierenden Schicht
fuhrt, als Ausdruck einer gesteigerten Adhasion. Die Lichtintensitatskurven deuten
ebenfalls durch eine konvexe Kurve mit vergrofRerter Steigung die vermehrte Adhéa-

sion an.
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In Photo c ist nun eine fleckige, unregelméfiige Thrombozytenablagerung zu sehen.
Zusatzlich zur Adhésion aggregieren die Thrombozyten nun untereinander. Die Kur-

ve verlauft bei Uberwiegen der Aggregation konkav mit hoher Amplitude.

a: Kontrollperson :PRP

c: Patient: PRP, Uberwiegend gestei-
gerte Aggregation

Abbildung 12: Dunkelfeldmikrophotos und korrespondierende Lichintensitatskurven bei
Kontrollperson und 2 verschiedenen Patienten
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4. Ergebnisse

4.2. Inkubationsversuche

4.2.1. Darstellung der absoluten Adhéasionswerte nach Inkubation des PRP

Auch nach Inkubation unterschieden sich die beiden Kollektive innerhalb jeder Sub-
stanzgruppe statistisch signifikant (p<0,0001, au3er Hirudin p<0,03 dennoch signifi-
kant) voneinander.

Bei 27 Kontrollen (Mittelwert (O0) 0,60; SD 0,30; Cl: 0,48; 0,72) wurde HNB zuge-
setzt, davon stieg der Kpw-Wert bei 14 Probanden an, bei einem blieb er unveran-
dert und bei 12 fiel er ab. Von den 35 Patienten ((J1,62; SD 0,69; CI. 1,38, 1,86) er-
folgte eine Zunahme bei 29 Personen ,ein Abfall bei 6.

Nach Zugabe von Hirudin stieg bei 4 der 12 Kontrollen (J0,67; SD 0,50, CI: 0,35;
0,98) der Kpw-Wert an, bei einem blieb er gleich und bei 7 fiel er. Die 17 Patienten
(01,21; SD 0,70; CI: 0,85, 1,56) verhielten sich bei den Versuchen mit 7 Anstiegen
und 10 Kpw-Erniedrigungen.

Orgaran fihrte bei 11 der 19 Kontrollen (J0,57; SD 0,29; CI.0,43; 0,70) zu einem
leichten Abfall der Adhasionswerte, einem gleichbleibenden und 7 Anstiegen. Bei
den 25 Patienten (O01,11; SD 0,52; CI:0,90; 1,32) erfolgte bei 9 eine Zunahme, 3
blieben gleich und 12 fielen ab.

Bei 14 Kontrollen (J0,45; SD 0,29; CI:0,29; 0,62) wurde mit MBX inkubiert. Es erga-
ben sich 6 Senkungen, 2 gleichbleibende Ergebnisse und 6 Anstiege. Die 17 Pati-
enten (01,52; SD 0,70; CI:1,16; 1,88) reagierten mit 6 Abfallen und 11 Anstiegen.
Die Zugabe von CLX erfolgte bei 22 Kontrollen (J0,49; SD 0,23; CI: 0,39; 0,59). 10
Kpw-Werte fielen daraufhin ab, einer blieb gleich und 11 stiegen an. Bei den 26 Pa-
tienten (01,45; SD 0,64; CI: 1,20; 1,71) senkte sich 6 mal der Kpw-Wert, einmal
blieb er gleich und 19 mal stieg er an.

Fur FRX ergaben sich folgende Ergebnisse: von 13 Kontrollen ((J0,66; SD 0,39;
Cl1:0,42; 0,89) fiel der Adhasionswert bei 6 Personen, blieb einmal gleich und stieg
bei 6. 17 Patientenplasmen ([J1,55; SD 0,56; CI:1,26; 1,84) wurden inkubiert, davon

zeigten 3 erniedrigte Kpw-Werte, einer blieb gleich und 13 stiegen an.
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Kontrolle Patient

e R
K[IJDVI\?[I?J/O] 0,54 0,19 1,20 0,37
ngtl [Ef;%)] 0,60 0,30 1,62 0,69
KpTJF[{%] 0,67 0,50 1,21 0,70
K;?v?ﬁ@] 0,57 0,29 1,11 0,52
Kgﬂﬁ [)é/o] 0,45 0,29 1,52 0,70
K;:vb F’A)] 0,49 0,23 1,45 0,64
K;IJ:VI\?ES/O] 0,66 0,39 1,55 0,56

Tabelle 7: Mittelwerte und Standardabweichungen von PRP und nach Inkubation mit Wirk-

stoffen

In Abbildung 13 sind nochmals die Mittelwerte nach Inkubation aus Tabelle 7 gra-

phisch mit den dazugehérigen 95%-Konfidenzintervallen dargestellt.
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PRP HNB HIR ORG MBX CLX FRX

Abbildung 13: Absolute Mittelwerte mit 95 % CI der Inkubationsversuche bei Patienten und

Kontrollen

Christine Zweim{ller
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4.2.2. Mikrophotos und Kurvenverlaufe bei Inkubationsversuchen

In der folgenden Bilderserie soll anhand zweier kompletter Versuchsablaufe von ge-
sundem Probanden und pAVK Patientenen die Veranderungen, die anhand der
Kpw-Werte nach Inkubation der plattchenreichen Plasmen gemessen werden konn-
ten, auch anhand von Photos, die zu jedem Versuch gemacht wurden und der
Lichtintensitatskurven nachvollzogen werden. Die Photos wurden jeweils 6 min nach
Beginn des Stromungsexperiments gemacht. Jeder Versuch dauerte mindestens 7

min.

Die Bilder 1a und b zeigen, wie schon unter 4.1.3. beschrieben, die Ausgangssituati-

on anhand eines Stromungsexperiments mit PRP ohne Zusatz von Substanzen.

Bild 1a: PRP gesunde Kontrollperson Bild 1b: PRP Patient

Die folgenden Bilder 2a und b bestétigen die Untersuchungsergebnisse hinsichtlich
eines besonders auffalligen Anstieges der Adhasions- und Aggregationswerte bei
Kontrollen und Patienten nach Zugabe von unfraktioniertem Heparin. Zu beachten ist

die in Bild 2a sichtbare Aggregation bei gesundem Kontrollplasma.
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Bild 2a: HNB gesunde Kontrollperson Bild 2b: HNB Patient

Die Bilder 3a, 3b, 4a und 4b zeigen Photos nach Inkubation der Plasmen mit Orga-
ran und Hirudin, jeweils Substanzen, die frei von Heparinfragmenten sind. Ein Rick-

gang von Adhéasion und Aggregation ist deutlich sichtbar.

=is

Bild 3a: HIR gesunde Kontrollperson Bild 3b: HIR Patient
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4. Ergebnisse

Bild 4a: ORG gesunde Kontrollperson Bild 4b: ORG Patient

Die folgenden drei Bildsequenzen (5, 6, 7) zeigen, wie sich PRP nach Inkubation mit
einem niedermolekularen Heparin verhalt. Die Kurven veranschaulichen die unter-

schiedliche Reaktion bei Kontrollpersonen und Patienten besonders deutlich.

Bild 5a: MBX gesunde Kontrollperson Bild 5b: MBX Patient
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4. Ergebnisse

Bild 6a: CLX gesunde Kontrollperson Bild 6b: CLX Patient

Bild 7a: FRX gesunde Kontrollperson Bild 7b: FRX Patient
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4. Ergebnisse

4.2.3. Darstellung der Kpw-Differenzen zum PRP-Ausgangswert

Um die Auswirkung der zugesetzten Medikamente besser beurteilen zu kénnen,
wurden die Differenzen mit den jeweiligen prozentualen Abweichungen zum Kpw-
Ausgangswert des plattchenreichen Plasmas gebildet. Dabei wurden nicht einfach
die Mittelwerte subtrahiert, sondern zuerst die Differenzen bei jedem einzelnen Ver-
such gebildet und dann das Ergebnis gemittelt.

Wie aus Abbildung 13 ersichtlich, zeigte sich fir HNB, MBX, CLX, und FRX bei den
Kontrollen ein geringerer Anstieg der Kpw-Werte, bzw. sogar Abfélle, Im Gegensatz

zu eindeutig erhohten Adhasionswerten bei den Patienten.

Genauer betrachtet zeigte sich bei den Differenzen nach Inkubation zu PRP bei kei-
ner Kontrolle ein signifikanter Unterschied:

Bei HNB errechnet sich ein Delta von 0,06 (13%) (SD 0,18, CI: -0,01; 0,13; p>0,05)
und bei HIR ein Delta von 0,03 (5%), (SD 0,38; CI: -0,21; 0,27; p>0,05). Nach dem
Zusatz von ORG (SD 0,2; CI: -0,1; 0,1; p>0,05) und FRX (SD 0,26; CI: -0,16; 0,16;
p>0,05) zeigte sich kein Unterschied nach Mittelung der Werte. Die Zugabe von
MBX fuhrte zu einem Abfall von —0,07 (12%), (SD 0,2; CI: -0,19; 0,04; p>0,05). Bei
CLX ergab sich ebenfalls eine Senkung des Kpw-Wertes um -0,03 (5%), (SD 0,21;
Cl: -0,12; 0,07; p>0,05).

Beim Kollektiv der Patienten ergaben sich signifikante Anderungen fur:

HNB 0,42 (35%) (SD 0,52; CI: 0,24; 0,60; p<0,0001), MBX 0,28 (22%), (SD 0,5; CI:
0,02; 0,54; p=0,04) und FRX 0,28 (22%), (SD 0,36; ClI: 0,09; 0,46; p<0,006).

Nicht signifikant war der Unterschied von HIR -0,06 (-5%), (SD 0,67; CI: -0,40; 0,29;
p>0,05), ORG —0,09 (-7%) (SD 0,47; ClI: -0,29; 0,1; p>0,05) und CLX 0,19 (22%),
(SD 0,48, ClI: -0,01; 0,38; p>0,05).

Beim Vergleich der beiden Kollektive untereinander unterschieden sich die Differen-
zen der einzelnen Medikamente zu PRP bei Patienten und Kontrollen signifikant bei
HNB, MBX und FRX (jeweils p <0,05).
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Kontrollen Patienten
HNB 0,06 -0,01; 0,13 +13 042 |024;060| +35
HIR 0,03 -0,21; 0,27 +5 -0,06 |-0,49;0,29 -5
ORG 0 -0,1;0,1 0 -0,09 | -0,29;0,1 -7
MBX -0,07 | -0,19; 0,04 -12 028 |002054] +22
CLX 0,038 | -0,12;0,07 -5 0,19 |-0,01;0,38] +15
FRX 0 -0,16; 0,16 0 028 |0,09046| +22

Tabelle 8: Veranderung des Kpw-Wertes nach Inkubation bezogen auf den PRP-
Ausgangswert

In nachfolgender Abbildung 14 ist die prozentuale Abweichung des Kpw-Wertes
nach Inkubation mit den einzelnen Substanzen graphisch dargestellt. Kontrollen und
Patienten sind gemeinsam aufgefihrt, um die unterschiedliche Reaktion zu verdeut-

lichen.

35+

@ Kontrollen
Il Patienten

HNB HIR ORG MBX CLX FRX

Abbildung 14: Differenzen zum Kpw-Ausgangswert in Prozent
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4.2.4. Ergebnisse fur die Aggregation nach Inkubation des PRP

Zunachst wurde das Ergebnis daraufhin getestet, ob sich nach Zugabe einer Sub-
stanz die Anzahl der nun aufgetretenen Aggregationen signifikant zum Ausgangs-
wert, also der Anzahl der spontanen Aggregationen bei PRP unterscheiden.

Fur die Kontrollen ergab sich, daf3 nach Zugabe von HNB nun 7 (26%) der Plasmen
eine Aggregation zeigten (p=0,008). Bei den Versuchen mit HIR und ORG trat wei-
terhin keine Aggregation auf. Fir MBX zeigte sich eine Anzahl von 3 (21%) Throm-
bozytenaggregationen (p>0,05). 2 Kontrollen (14%) der mit CLX getesteten Plasmen
aggregierten (p>0,05). Bei FRX waren es 4 Plasmen (31%) (p=0,05).

= Somit hat sich bei den Kontrollen nur fir HNB eine statistisch signifikant erhohte
Anzahl an Aggregationen im Vergleich zu PRP ergeben.

Das plattchenreiche Plasma der Patienten aggregierte unter HNB 29 (83%) mal
(p=0,0001). Mit Zugabe von HIR zeigte sich eine Aggregation bei 4 (24%) Patienten
(p>0,05). ORG fuhrte zu 8 (32%) Aggregationen (p>0,05), MBX zu 16 (94%)
(p=0,002), CLX zu 21 (81%) (p=0,0005), und FRX zu 4 (76%) (p=0,008).

= Somit ergaben sich bei den Patienten fir HNB, MBX, CLX und FRX statistisch

signifikante Unterschiede zu der spontanen Aggregation bei PRP.

Aggregation
Kontrolle Patient

" | Gaton | % | " | gaton | *
PRP 28 0 0 38 14 37
HNB 27 7 26 35 29 83
HIR 12 0 0 17 4 24
ORG 9 0 0 25 8 32
MBX 14 3 21 17 16 94
CLX 14 2 14 26 21 81
FRX 13 4 31 17 13 76

Tabelle 9: Anzahl der Aggregation bei PRP und nach Inkubation bei Kontrollen und
Patienten
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Das festgestellte Ergebnis ist nachfolgend noch einmal in Abbildung 15 graphisch

dargestellt, um den Unterschied zwischen Kontrollen und Patienten hervorzuheben.
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Abbildung 15: Aggregation von Kontrollen und Patienten in Prozent
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Abbildung 16: Aggregation von Patienten und Kontrollen in Prozent relativ zur PRP-Basis
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Beim Vergleich der beiden Kollektive miteinander zeigte sich fir jede einzelne zuge-
setzte Substanz , dal3 sich die Kollektive unter HIR und ORG nicht signifikant hin-
sichtlich der Aggregation unterschieden. HIR und ORG aber einen damfpenden Ef-
fekt auf die Aggregation in der Kontrollgruppe hat. Alle anderen zugesetzten Sub-
stanzen fuhrten zu einem statistisch signifikanten Unterschied (p<0,05) im Vergleich

Patient- und Kontrollgruppe.
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5.1. Betrachtung der Ausgangswerte vor der Zugabe von Substanzen

Bei Patienten mit pAVK ist der ateriosklerotische Prozel3 disseminiert und der akute
arterielle VerschluR die Hauptursache der Morbiditat. Mit SPAA konnte eine Throm-
bozytenhyperreaktivitat mit einer Sensitivitat von 95 % und einer Spezifitdt von 93%
in einer friheren Arbeit nachgewiesen werden [46]. Fir die kardiovaskulare Okklusi-
on wird teilweise eine In-vivo-Thrombozytenaktivierung verantwortlich gemacht
[1, 14]. Diese Annahme wird ebenfalls durch frihere Arbeiten [43,45], als auch durch
die vorliegende Untersuchung untermauert. Betrachtet man die Adhasionsaus-
gangswerte der beiden Kollektive, fallt schon der um mehr als das doppelte stati-
stisch signifikant erhohte Kpw-Wert fir die pAVK-Patienten auf und somit der gerin-
ge Bereich, in dem sich Werte Uberlappen und keine eindeutige Aussage zulassen.
(siehe 4.1.1.). Ebenso zeigen im Gegensatz zu den gesunden Kontrollen, bei denen
keine spontane Aggregation auftritt, die Patienten bereits im Vorfeld der Inkubations-
versuche in 37% der Falle eine spontane Thrombozytenaggregation (siehe 4.1.2).
Betrachtet man die mit PRP bestromten Oberflachen von Patienten und Kontrollper-
sonen, ist schon an der vermehrten Zeichnung der Stromlinien und der Zunahme der
Thrombozytenaggregate ein deutlicher Unterschied der Thrombozytenreaktivitat zu
erkennen.

Als Ursache fir diese beobachteten Phanomene stehen zwei Méglichkeiten im For-

dergrund:

» Die pAVK ist mit diffuser Arteriosklerose assoziiert. Dabei liegt eine grol3e Flache
an geschadigter Gefallwand mit dysfunktionellem Endothel vor, infolgedessen die
Thrombozyten zu Adhésion und Aggregation an der Gefaliwand neigen und auch
ihrerseits zur Sekretion von thrombozytenaktivierenden Substanzen wie Throm-
boxan A; (TXA;) und ADP in das Plasma angeregt werden [27]. Der TXAz-
Synthase- und TXA,-Rezeptor-Inhibitor Picotamid verringerte vaskuléare Ereignis-
se bei diabetischen Patienten mit pAVK, womit die wichtige Funktion dieser von

Thrombozyten erzeugten Substanz deutlich wird [33].
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» Auf den Membranen von adharenten Thrombozyten findet Thrombingeneration
statt, welches zum Teil in das Plasma freigesetzt wird [65]. Dieses kann Throm-
bozyten in einen hdoheren Aktivierungszustand versetzen, welches mit der SPAA-
Methode anhand einer erhdhten Adhéasion quantifiziert wird. Das durch Thrombin
aktivierte Fibrinogen ist ein wichtiger Ligand von Thrombozyten [16, 41]. Daher ist
anzunehmen, dal3 die erhohte Thrombozytenreaktivitdt durch dieses Protein
vermittelt wird [78]. Bei Patienten mit pAVK ist der Plasmaspiegel von Fibrinogen
wahrscheinlich als Folge einer chronisch-entzindlichen Reaktion an den athe-
rosklerotischen Plaques tatsachlich erhoht [18, 46]. Ebenso besteht eine Korrela-
tion zwischen Schweregrad der Erkrankung und Fibrinogenspiegel [31]. Fibrino-
gen bindet Uber den Gpllb-llla-Rezeptor an Thrombozyten. Reininger et al [47]
zeigten, dal® bei gesunden Probanden die durch SPAA gemessene Thrombo-
zytenadhasion bestimmt wird durch die Interaktion von Gpllib-llla mit den auf dem
Deckglaschen abgelagerten Proteinen. Ein hochspezifischer Gpllb-llla-Inhibitor,
RO43-8857, hemmte die Adhasion komplett, so dal’ Fibrinogen als entscheiden-
der Ligand verifiziert wurde, der auch in signifikanten Mengen auf der Glasober-
flache im SPAA-Modell immobilisiert wird [5]. Bei Versuchen mit Blut eines Pati-
enten mit Afibrinogenamie und einer in diesem Fall vor Substitution des Patienten
mit Fibrinogen fehlenden und einer hinterher im Normbereich liegenden Adhéasion
wird diese Annahme bestatigt [42]. Ebenso wird ein hdherer Fibrinogenumsatz
durch Bestimmung der D-Dimere, dem Degradationsprodukt von Fibrin nachge-
wiesen [17, 31].

5.2. Veranderungen der Thrombozytenfunktion nach Inkubation

5.2.1. Auswirkungen bei den Kontrollpersonen

Bei den untersuchten gesunden Personen war die Interaktion der untersuchten Sub-
stanzen mit Thrombozyten und der Folge einer gesteigerten Adh&sion oder Aggre-
gation zwar statistisch nie signifikant, was sich mit dem gut dokumentierten Nutzen
einer Thromboseprophylaxe fur die Verminderung postoperativer thrombotischer
Komplikationen in grof3en Populationen deckt. Dennoch konnten interessante Ten-
denzen beobachtet werden, die bei der Wahl des passenden Medikaments vielleicht

doch nicht ganz unbeachtet gelassen werden sollten.
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Bei Betrachtung der prozentualen Abweichung der Adhasion zum Ausgangswert in
Tabelle 7 ist ein leichter Anstieg bei UFH und Hirudin festzustellen, bei Orgaran und
LMWH wie FRX zeigt sich keine mel3bare Veranderung. MBX und CLX verursachen
eine leichte Tendenz hinsichtlich einer Abnahme der Adhé&sion. Dies a3t vermuten,
dafld obwohl UFH die In-vivo-Inaktivierung von Thrombin beschleunigt, es ebenfalls
die Thrombozyten gesunder Menschen hinsichtlich ihrer Aktivitat beeinfluf3t[ 18].

Untermauert wird dieser Befund durch den Vergleich haufig auftretender spontaner
Aggregationen (4.2.4.). Ohne Zusatz von Substanzen kam es wie aus Tabelle 9
ersichtlich, zu keinen spontanen Aggregationen. Mit HNB ergibt sich sogar ein stati-
stisch signifikanter Unterschied nach der Inkubation eines Kontrollplasmas. Es kam
bei 7 von 27 Plasmen zu einer mel3baren Aggregation, was ein Anstieg um 26% be-
deutet. Bei der Verwendung von LMWH ist auch ein Anstieg der Aggregationen fest-
zustellen, allerdings nicht signifikant. Dal3 jedoch sowohl bei dem Ausgangsplasma
als auch bei Hirudin und Orgaran keine spontanen Aggregationen auftreten sobald
Heparine dazukommen aber die Aggregation zunimmt, unterstreicht die Wechselwir-

kung von Heparinen auf Thrombozyten auch gesunder Menschen.

5.2.2. Auswirkungen bei dem Patientenkollektiv

Betrachtet man nun die Gruppe der pAVK-Patienten unter 4.2.3., zeigt sich ein viel
deutlicheres Bild. Die Adhasionswerte steigen nach dem Zusatz von Heparin um
statistisch signifikante 35% an. Ebenso reagieren pAVK Patientenen noch mit einem
statistisch signifikanten Anstieg auf LMWH wie Monoembolex und Fraxiparin. Auch
bei Clexane ist diese Neigung zu erkennen, wenn auch nicht signifikant. Ursache
dafur kbnnte der unterschiedliche Sulfatierungsgrad und die Kettenlange des Oligo-
saccharids sein. Zumal auch die Heparin-Thrombozyten-Wechselwirkung von dieser
Kettenlange abhangen und nicht von der Priméarstruktur [3].

Bei den verwendeten Substanzen Hirudin und Orgaran laf3t sich hingegen eine ein-
deutig positive Tendenz hin zu einer Verringerung der Adh&asionsneigung verzeich-
nen.

Auch bei Betrachtung der Aggregation (siehe 4.2.4.) in der Gruppe der Patienten
werden die zuvor gemachten Entdeckungen bestatigt. Es kommt zu einer signifi-

kanten Steigerung der Aggregation sowohl bei UFH als auch bei LMWH. Die Medi-
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kamente Orgaran und Hirudin zeigten hingegen einen dampfenden Effekt. Die Ag-
gregation wurde von 37% bei PRP auf 32% bzw. 24% bei Orgaran und Hirudin ge-
senkt.

Die vorliegenden In-vitro-Befunde bei pAVK-Patienten bestatigen die Annahme einer
bei diesen Patienten vorliegenden thrombozytaren Hypersensibilitdt gegeniber He-
parin. Ob dies intrinsische, durch die Erkrankung verursachte Veranderungen der
Thrombozyten widerspiegelt, z.B. durch Veradnderungen der Zellmembran, oder ob
es zu einer Veranderung der Plasmazusammensetzung mit seinen Proteinen und
Mediatoren gekommen ist, kann anhand der vorliegenden Untersuchung nicht ge-
klart werden.

Allerdings konnte die erhohte Thrombozytenreaktivitat bei pAVK-Patienten auf eine
verstarkte Bindung funktionell gesunder Thrombozyten an immobilisiertes, strukturell
verandertes Fibrinogen beruhen [51], denn immobilisiertes Fibrinogen ist,wie schon
weiter oben erwahnt, ein Hauptmediator der mittels SPAA meRbaren Adhéasion [47].
SPAA mil3t mit hoher Sensitivitat und Spezifitdt die Thrombozytenadhasion, die als
sehr empfindlicher Parameter gilt, mehr noch als die Konzentration von Plasmafibri-
nogen, Fibrinmonomer, Thrombin-Antithrombin-Komplex und D-Dimere, wie in zuvor
durchgefiihrten Untersuchungen gezeigt werden konnte [46,47].

Auch ist zu bedenken, dal3 Heparin nicht nur die Thrombozytenreaktivitat hinsichtlich
einer erhdhten Aggregation und Adhasionvon bei pAVK-Patienten beeinfluf3t, son-
dern sie auch der ehdhten Gefahr einer HIT auszusetzt.

Betrachtet man die Mechanismen und klinischen Folgen der HIT (wie unter 1.6. be-
schrieben), sollte nicht vergessen werden, daf3 HIT bei pAVK-Patienten eine wesent-
lich haufigere Komplikation ist, als in der Literatur beschrieben und, dal3 diese Per-
sonen einem erhohten Risiko ausgesetzt sind, eine Thrombose zu entwickeln [45].
Auch diese Erkenntnisse unterstreichen die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse
hinsichtlich eines erhdhten Ansprechens der Thrombozyten von pAVK Patientenen
auf Heparin und werfen die Frage auf, ob nicht ein Thrombinantagonist, der nicht mit
Thrombozyten interagiert, bei Patienten mit peripherer arterieller Verschluf3krankheit

einen besseren Thromboseschutz darstellt.
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6. Zusammenfassung

Thrombozyten von Patienten mit disseminierter Arteriosklerose wie bei pAVK zeigen
eine erhohte Reaktivitat. In vorherigen Arbeiten wurde gezeigt, dal} diese Aktivi-
tatserhdhung postoperativ nach Gefal3eingriffen weiter ansteigt, weshalb es ver-
mehrt zu Komplikationen auf dem kardiovaskularen Gebiet bzw. peripher zu Reste-
nosierungen kommen kann. In dieser Dissertation soll mittels der SPAA-Methode
geprift werden, wie sich Thrombozyten von Patienten mit pAVK im Vergleich zu ge-
sunden Kontrollen bei Inkubation mit verschiedenen Substanzen zur Thrombosepro-
phylaxe verhalten.

Aufgrund der Eigenschaften von Thrombozyten kann hinsichtlich einer Adhésion der
Thrombozyten an der GefaRwand, in unserem Fall der Glasoberflache und einem
Haften der Thrombozyten untereinander, was als Aggregation bezeichnet wird, un-
terschieden werden. Das SPAA-Modell kann diese beiden Ereignisse mit hoher Sen-
sitivitdt und Spezifitat messen.

Es zeigt sich, dal die Adhasionsausgangswerte der pAVK-Patienten doppelt so
hoch sind, wie die der Kontrollgruppe. Ebenso tritt bei diesen im Gegensatz zu den
gesunden Kontrollen, bei denen keine spontane Aggregation nachweisbar ist, bereits
vor den Inkubationsversuchen in 37% der Félle eine spontane Thrombozytenaggre-
gation auf. Das bestatigten die Ergebnisse vorangegangener Untersuchungen, daf3
Thrombozyten von pAVK Patienten hyperreaktiv sind. Dieses Phanomen ist nicht nur
bei den Ausgangswerten mit plattchenreichem Plasma, sondern in besonderem Ma-
3e bei Zugabe von Substanzen, die in den Gerinnungsablauf eingreifen.

Dabei fallt auf, wie besonders nach Zugabe von Heparinen bei Patienten eine Stei-
gerung der Adhasion auftritt. Auf UFH reagieren sogar Kontrollplasmen mit erhdhten
Adhasionswerten. Ein dampfender Effekt zeigt sich bei Substanzen, die frei von He-
parinfragmenten sind. Ebenso fuhren alle Heparine (UFH, LMWH) zu einer gestei-
gerten Aggregation sowohl bei Patienten als auch Kontrollen, als Ausdruck einer
akuten Aktivierung. Wiederum haben von Heparinfragmenten freie Substanzen auch
hier einen dampfenden Effekt auf die Thrombozytenaggregation. Es stellt sich somit
die Frage, ob fur pAVK-Patienten nicht Wirkstoffe, die nicht mit Thrombozyten rea-

gieren, von gré3erem Nutzen sind.
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