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1 Einleitung und Fragestellung

Seit der Entdeckung der Blutplattchen 1882 durch Bizzozero hat die Erkenntnis ihrer physio-
logischen Bedeutung wie auch ihrer Beteiligung an zahlreichen pathophysiol ogischen Prozes-
sen stetig zugenommen. Physiologischerweise sind die Blutpldttchen oder Thrombozyten an
der Blutstillung oder Hamostase beteiligt. Ihre Aufgabe ist es, durch Anhaften (=Adhésion) an
Geféldasionen und nachfolgende Aggregation, d.h. Bildung von Plattchenkonglomeraten, das
Gefallumen zur Umgebung hin abzudichten und die aus der Verletzung resultierende Blutung
zum Stillstand zu bringen. Daneben steht die pathophysiologische Bedeutung der Blutplatt-
chen im Zusammenhang mit Fehlfunktionen des hdmostatischen System in den letzten Jahr-
zehnten im Mittel punkt des wissenschaftlichen Interesses.

So wird die Ausbildung einer Thrombose mit einer Hyperreaktivitét der Blutpldttchen in Zu-
sammenhang gebracht. Thrombose ist definiert als das krankhafte Auftreten von Blutpfropfen
(=Thromben) in einem intakten Gefal3system. Die Thromben kénnen dabei sowohl im arte-
riellen als auch im vendsen Gefél3schenkel auftreten. Man spricht dementsprechend von arte-
rieller oder vendser Thrombose. Thromboseneigung bedeutet die individuell gesteigerte Be-

reitschaft Thromben auszubilden.

Noch vor der Entdeckung der Thrombozyten legte Virchow die Grundlagen fir die Thrombo-
seforschung. Fir ihn, der Thrombenbildung noch mit Blutgerinnung gleichsetzte, war es die
Trias aus den Systemen Blut, Stromung und Gefal3wand, die sowohl per se als auch in Interak-
tion ursachlich an Blutstillung und Thromboseentstehung teilnahmen % .

In Anlehnung an Virchows Hypothese, dal3 eine erhohte Gerinnungsbereitschaft des Blutes
verantwortlich fur die Pfropfbildung sei, fuhrten Eberth und Schimmelbusch 1885 den Begriff
der , viscosen Metamorphose® *° der Thrombozyten ein. Sie meinten damit eine , klebrige
Veranderung® *° der Plttchen, die notwendig firr , die Verschmelzung eines im Blut vorhan-
denen Zellgebildes* *°ist. Sie machten damit zum ersten Mal dezidierte Aussagen iiber eine
aktive Teilnahme der Blutplattchen am thrombotischen Geschehen und untermauerten expe-
rimentell die These, dal3 die Blutplé&ttchen bei Hamostase wie auch Thrombose in einen Akti-
vierungsprozef eingebunden sind, eine Anschauung, die auch die heutigen Forschungsansétze

bestimmt.



Eberth und Schimmelbusch unterschieden darlber hinaus as erste die Vorgange Adhasion
und Aggregation. Sie formulierten, daf3 ,, unter Umstanden sich ein Thrombus bildet, der erst
in Gestalt einer einfachen Blutplattchenschicht die verletzte Stelle der Gefésswand Uberzieht,
dass an diese neue Pléttchen antreiben und festkleben und der Thrombus so durch Apposition
sich mehr und mehr vergroRert* 2°. Diese Untersuchungen bilden die Grundlage fiir den heute
bekannten Mechanismus der Entstehung des priméren Plattchenthrombus: Thrombozyten haf-
ten (adhérieren) zunachst Uber Zytoplasmafortsétze (Pseudopodien) an durch Gefél3wandver-
letzung freigelegten subendothelialen Strukturen (z.B. Kollagen) und breiten sich dann grof3-
flachig darauf aus, was as ,, spreading” bezeichnet wird. Das Anhaften zusétzlicher Pléttchen
an den bereits haftenden wird dann als Aggregation bezeichnet und fuhrt zur Ausbildung des
Pl ttchenthrombus >,

Zudem erkannten Eberth und Schimmelbusch schon damals die Bedeutung des plasmatischen
Gerinnungssystems und vor allem die Unterscheidung dessen von der Pléttchen-vermittelten
Hamostase °. Firr die Bildung eines Thrombus postulierten sie allerdings die Involvierung
beider Systeme: ,,Nach unseren Befunden betheiligen sich die Blutpléttchen und das Fibrin in
wesentlicher Weise an dem Aufbau eines Pfropfes.. %,

Die stromungsmechnische Hypothese Virchows erfuhr eine Renaissance in der Weise, dal3 sie
nicht einfach als Stase und nachfolgender Gerinnungsprozef3 zu interpretieren sei, sondern daf3
bestimmte Stromungskonstellationen erforderlich fur die Entstehung von Blutpldttchenthrom-
ben seien. Solche namlich, , an denen der axiale Charakter des Blutstromes durch Wirbelbil-
dung gestort sei“ 2° und wo Strémungsverhaltnisse bestiinden, an denen ,, die Blutpl&ttchen an
die verletzten Gefaiwéande etc. herangeworfen werden %, also an Gefélregionen mit Kriim-
mungen, Verzweigungen und Stenosen, die zu Wirbelbildungen in der Stromung fihren.

Der dritte Bestandteil der Trias, die Gefél3wand, ist bei der Thromboseentstehung mit dem
zweiten, der Stromung, engstens verknlpft: Stenosen mit nachfolgender Wirbelbildung ent-
stehen bevorzugt an Stellen, an denen das regel maliige rohrformige Lumen des Blutgefaesses
durch degenerative Veranderungen der Gefaesswand unterbrochen ist und damit eine Stérung
der laminaren Stromung eintritt. VVon grof3er Wichtigkeit ist in diesem Zusammenhang auch
die Umwandlung der Gefal3wand selbst. Die grof3e Bedeutung der Wechselwirkungen zwi-
schen Blutpléttchen und atherosklerotisch alterierter GefaRwand und die enge Verknipfung
der Atherosklerose mit der Thrombose ist heute unbestritten. Schon Rokitanski brachte 1842
die Entstehung atherosklerotischer Plaques mit der Ablagerung von Blutbestandteilen in Ver-
bindung. Virchow dagegen vertrat im Widerspruch zu dieser Ablagerungshypothese die An-



sicht, dal3 die Plaques nicht vom Lumen her auf der Geféfdintima entstiinden, sondern als Fol-
ge degenerativer Prozesse in der Gefél3wand selbst.

Der Grundstein fur die heute gultige Ansicht zur Atheroskleroseentstehung wurde Anfang des
20. Jahrhunderts von Marchand gelegt, der die Entstehung atherosklerotischer Plaques als
Insudation von Lipiden in die GefaRintima und nachfolgende fibrése Proliferation ansah. Die
Bildung von Thromben auf dem Boden dieser strukturellen und chemischen Veranderung der
GefaRwand wurde dabei al's sekundérer Prozef? aufgefardt %

Die Bedeutung eines der wichtigsten atherogenen Risikofaktoren, eines erhdhten Cholesterin-
spiegels im Plasma, wurde schon zu Anfang dieses Jahrhunderts von Anitschkow und Chala-
tow erkannt, denen es im Tierexperiment gelang, durch eine stark Cholesterin-haltige Nah-
rung eine atherosklerotische GefaRumstrukturierung zu produzieren 3. Heute ist bekannt, da3
insbesondere eine Erhohung des Plasmaspiegels von Low Densitiy Lipoprotein (LDL) die
atherosklerotische Plagueentstehung in der GefaRwand fordert *8, wahrend dem High Density
Lipoprotein (HDL) ein gefaRprotektiver Effekt zugeschrieben wird *°. Eine im Detail noch
offene Frage ist, in welcher Weise Thrombozyten im Hinblick auf Thromboseenststehung in
atherosklerotisch alterierten Gefél3en mit erhéhten Plasmaspiegeln von Cholesterin bzw. LDL
zusammenhangen. Beschrieben ist zum einen, dal’ die bekanntermal3en unmittelbar atheroge-
ne Wirkung von Cholesterin bzw. LDL auf die GefaRwand **?* ausreicht, um im Falle einer
Plaqueruptur ein Anhaften von Blutpléttchen herbei zufihren, was mit der nachfolgenden Ag-
gregation den initialen Schritt fiir die Thrombusbildung darstellt **38, Es existieren im Gegen-
satz zu diesen Befunden, die Verdnderungen der Pléttchenfunktion selbst nicht berticksichti-
gen, andererseits aber auch Studien, die einen direkten Zusammenhang zwischen hyperreakti-
ven Thrombozyten und erhhten Cholesterinspiegeln herstellen 2"3**". Die daraus resultieren-
de Spekulation, dal3 hyperreaktive Thrombozyten alein ausreichen kénnten, um Gber den ini-
tialen Schritt der Thrombusentstehung - die Pléttchenadhasion - ohne eine zusétzlich vorhan-
dene Gefé3wandalteration die Gerinnselbildung hervorzurufen, wird durch Befunde von Rei-
ninger et al. unterstitzt, die Pléttchenadhésion auf einer intakten Endothel zell schicht nachwie-
sen, die durch eine Aktivierung der Thrombozyten unter Strémungsbedingungen auszul 6sen
war . Eine Hyperreaktivitat von Thrombozyten als Ursache von Thrombosen erscheint daher
durchaus vorstellbar.

Aber auch der gegenteilige Reaktivitétszustand von Pléttchen ist bekannt und in einer Reihe
von klinischen Krankheitsbildern manifest. Das heil3t, eine Hyporeaktivitdt von Thrombozy-

ten kann die Ausbildung einer Blutungsneigung (hdmorrhagischen Diathese) zur Folge haben.



Ursachen fir hyporeaktive Zusténde von Thrombozyten sind unter anderem ein Fehlen oder
abnormes Funktionsverhalten von Plattchenmembranrezeptoren *°. Eine Erkrankung, bei der
die Hyporeaktivitdt durch vollsténdiges Fehlen, einen Mangel oder eine fehlerhafte Funktion
des Membranrezeptorkomplexes Glykoprotein (Gp) Ilbllla verursacht wird, ist die Glanz-
mann’sche Thrombasthenie, die sich klinisch durch |ebensbedrohliche Blutungen manifestie-
ren kann.

Es sind heute eine Reihe von Plattchenmembranrezeptoren bekannt, die verschiedenen Klas-
sen angehoren, wie den Integrinen, der Immunglubulin-Superfamilie oder den Rezeptoren, die
durch Leucin-reiche Motive charakterisiert sind. Integrine, die sich ubiquitéar auf allen Zellen
finden, sind dadurch charakterisiert, dal3 sie aus zwei Untereinheiten, der a- und der -Kette,
bestehen, die transmembrands in der Zellmembran verankert sind **. Das Glykoprotein (Gp)
[1bllla - mittlerweile haufiger als Integrin allbB3 bezeichnet - ist der haufigste auf der Plé&tt-
chenmembran vorkommende Rezeptor 2. Als physiologische Liganden fiir Gp I1bllla dienen
sogenannte adhésive Proteine wie Fibrinogen, Fibronektin, Vitronektin oder von Willebrand
Faktor (vWf) . VVon Willebrand Faktor, der auch an Gp Ib bindet, kommt in Endothelzel-
len, Plattchen, im subendothelialen Gewebe und im Blutplasma vor. Gebunden an Gp 1b oder
Gp llbllla kann er bei einer Endothelverletzung und damit verbundenen Offenlegung suben-
dothelialen Kollagens die molekulare Verbindung zwischen Platchenmembran und Suben-
dothel herstellen und damit den initialen Schritt der Hamostase, die Pléttchenadhésion, ver-
mitteln >, Bei der von-Willebrand schen Erkrankung (von Willebrands Disease, VWD) wird
eine Hyporeaktivitdt des Hamostasesystems, die klinisch zu lebensbedrohlichen Blutungen
fuhren kann, durch quantitatives oder qualitatives Fehlverhalten des von-Willebrand-Faktors
(VW) verursacht 2.

Die wachsenden Kenntnisse Uber Plétchenmembranrezeptoren und die klinischen Folgen, die
bei Fehlen oder fehlerhafter Expression dieser Rezeptoren resultieren, wurden bei der Ent-
wicklung antithrombogener Medikamente genutzt. Die Idee dabel war, im Sinne einer , thera-
peutischen Thrombasthenie“ die Anzahl funktionsfahiger Rezeptoren auf der Plattchenmemb-
ran herabzusetzen, was die Bindung von adhésiven Proteinen an die Thrombozyten und damit
die abnorm gesteigerte Plattchenadhésivitét inhibieren sollte *. Vor allem bei Patienten mit
einem hohen Risiko thromboembolischer Ereignisse, z.B. Patienten mit koronarer Herzkrank-
heit (KHK) oder arterieller Verschlukrankheit (AVK) sollte so die Gefahr ischamischer Er-
eignisse vermindert werden *. Im Rahmen dieser Pléttchenrezeptorinhibierung wurde eine

Reihe von Substanzen entwickelt. Man nutzte dabel die Entdeckung, dal3 das aus drei Amino-



sduren bestehende Motiv Arginin-Glycin-Asparagin (RGD) in fast allen physiologischen Li-
ganden des Gplibllla -Rezeptors vorkommt und dal3 synthetische Peptide, die diese RGD-
Sequenz enthalten, in der Lage sind, die Bindung adhasiver Proteine an den Gpllbllla-
Rezeptor kompetitiv zu blocken *. Da auf der RGD-Sequenz basierende Inhibitoren nicht
spezifisch am Gpllbllla Rezeptor binden, sondern auch an andere Integrine, wurden auf3erdem
mit sogenannten Pseudopeptiden wie zum Beispiel dem Ro 43-8857 hochselektive Gpllibllla-
Blocker entwickelt 2 . Eine weitere Gruppe sehr potenter antithrombozytarer Therapeutika
sind Antikorperfragmente gegen den Gp IIbllla Rezeptor, von denen c7E3 die grofite klinische
Bedeutung erlangt hat. Er wurde von Coller et a. as rekombinante chimére Fab -Version
(c7E3 -Fab) modifiziert, d.h. die variable Region des Antikdrpers Fab stammte von der Maus,
die konstante Region Fc vom Menschen 3. c7E3-Fab befindet sich al's abciximab (Reopro %)
bereits im klinischen Einsatz und wird dort bel Gefahr von ischdmischen Ereignissen nach
Angioplastie bei akutem Myokardinfarkt eingesetzt. Grofliangelegte Studien haben gezeigt,
dal3 durch die Therapie mit c7E3-Fab thromboembolische Komplikationen im Rahmen von
interventionellen Eingriffen im koronaren Gefasystem signifikant reduziert werden .

Zur Beurteilung der Pléttchenfunktion bei Patienten mit hyperreaktivem sowie (intrinsisch
oder therapeutisch herbeigefiihrtem) hyporeaktivem Hamostasesystem sind unterschiedliche
Testsysteme im Einsatz. Das im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendete System Stau-
punkt-Adhasi o-Aggregometer (SPAA) enthdlt alle drei Komponenten der Virchow”schen Tri-
as - Blut, Stromung und Wand *. Der Grundgedanke des SPAA ist eine Modellierung der
Bedingungen, wie sie an den Pradilektionsstellen thrombotischer Ablagerungen in vivo vor-
liegen, namlich Transport von Blutkomponenten gegen eine Wand durch eine sogenannte
Staupunktstromung. Die Pléttchen werden hierbei konvektiv gegen eine Glas-Oberflache an-
transportiert (siehe Abschnitt 2.3) und mit ihr in Kontakt gebracht, was zu ihrer Aktivierung
fahrt. Der dadurch eingeleitete ,, Shape-change® fuhrt zur Ausbildung der Pseudopodien, Uber
die sie an der Oberflache adhérieren und hierauf zu spread Plattchen werden kdnnen (siehe
oben). Die im SPAA mdgliche unmittelbare Beobachtung und Dokumentation der Interaktion
der Plattchen mit der bestromten Oberfléche unter dem Mikroskop unter individuell wahlba-
ren Versuchs- und Strémungsbedingungen *° erlaubt eine Quantifizierung der Kinetik dieser
Ablagerungsvorgange, was die Beurteilung der gesamten Bandbreite von Reaktivitdtszustan-
den von Thrombozyten von hyporeaktiv (hdmorrhagische Diathesen) bis hyperreaktiv
(Thromboseneigung) gestattet.



Fragestellung:

Vor dem Hintergrund der oben geschilderten grof3en pathophysiologischen Relevanz der
Blutpl&ttchen bei der Entstehung von Thrombosen und Blutungsneigungen sollte die vorlie-

gende Arbeit zur Klarung folgender Fragen beitragen:

1. Lassen sich durch morphologische Untersuchungen adhérierender Plédttchen mittels eines
Shape Index Ruckschlisse auf ihre Reaktivitét ziehen?

2. Gibt es Zusammenhéange zwischen der Morphologie haftender Pléttchen und den Plas-
maspiegeln bekannter Atheroskleroserisikofaktoren?

3. Welchen Einflud auf Pléttchenfunktion und -morphologie hat eine Inhibition von Memb-
ranrezeptoren?

4. FUhrt eine klinische Blutungsneigung bzw. manifeste von Willebrand sche Erkrankung zu

quantitativen bzw. qualitativen Veranderungen der Plattchenadhasion?

ad 1. Pléttchen von Patienten mit arterieller VerschlufZkrankheit (AVK) weisen eine gesteiger-
te Adhasivitat im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen auf “°. Darauf aufbauend sollte
geklart werden, ob sich zusétzlich zu diesem bekannten funktionellen Unterschied das mor-
phologische Verhalten der haftenden Pléttchen bei AVK-Patienten und gesunden Kontrollen
unterscheidet (siehe Abschnitt 3.1). Auf3erdem sollte geklart werden, inwieweit die Adhasivi-
tét und ein als Shape Index (SI) eingefuhrter morphologischer Parameter korrelieren (siehe
Abschnitt 3.2).

ad 2. Zahlreiche Studien beschreiben einen Zusammenhang zwischen Pléttchenadhéasivitét und
Risikofaktoren von Atherosklerose . Im Gegensatz dazu existieren bedeutend weniger Analy-
sen, die nach einem Zusammenhang dieser Faktoren mit der Morphologie der haftenden Plétt-
chen suchen. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit der Frage nachgegangen, ob und in wel-
cher Weise die Plasmaspiegel von Fibrinogen, Cholesterin, Triglyzeriden, LDL und HDL mit
unserem morphologischen Parameter, dem Shape Index (Sl), korrelierten. Um den Effekt je-
des der genannten Risikofaktoren gesondert zu analysieren, wurde der Shape Index (SI) zum
einen einzeln mit den jeweiligen Konzentrationen im Blutplasma korreliert (siehe Abschnitt
3.3). Aul¥erdem wurde der Frage des wechselseitigen Einflusses der Kombination zweier Ri-

sikofaktoren auf den Shape Index (SI) nachgegangen.



ad 3. Die Abhéangigkeit von Plétchenadhdsion und ,, spreading” vom Membranrezeptorkom-
plex Gp lIblllaist in der Literatur unbestritten *°. Blockade dieses Rezeptors fuihrt in vitro zu
einer Verminderung der Plattchenadhésion an Subendothel, was in vivo zur Thrombosethera-
pie und -prophylaxe ausgenutzt wird. Dabei sind die EinflUsse einer Rezeptorblockade auf die
Morphologie der haftenden Plattchen bisher weitgehend unbekannt. Aus diesem Grund sollte
die vorliegende Arbeit durch Einsatz dreier verschiedener Gpllbllla-Blocker unter anderem
die Morphologie - ausgedriickt durch den Shape Index (Sl) - adhérenter Pléttchen unter Re-
zeptorinhibition erforschen. Bel den Experimenten mit dem Antikorperfragment c7E3-Fab
sollte ferner insbesondere die Frage geklart werden, ob eine c7E3-Fab-Therapie in der Tat
eine Blockierung der Pléttchenaggregation herbeifiihrt und die Pléattchenadhésion unbeeinfluf3t
B 15,61.

ad 4. Bei der von Willebrand’schen Erkrankung (VWD) fiihrt ein Fehlen oder eine qualitative
Veranderung des von Willebrand Faktors (VWf) zu einer klinischen Blutungsneigung. Der
VW ist neben Fibrinogen, Fibronectin und Vitronectin al's Ligand fir Gplibllla bekannt *> und
kann insbesondere bei hohen Scherraten (iiber 800 s-1) die Plattchenadhasion vermitteln 2.
Als weiterer Punkt wurde daher in der vorliegenden Arbeit die Plattchenadhasion bel Patien-
ten mit Kklinischer Blutungsneigung, bei denen unterschiedliche Plasmakonzentrationen des
VvWT vorlagen, analysiert. Die dazu durchgefuhrten ex vivo - SPAA-Experimente mit Plas-
maproben dieser Patienten sollten zum einen untersuchen, ob sich bei unterschiedlichen vWf-
Konzentrationen eine relevante Verminderung der Pléatchenadhasion nachweisen liefd und
darauf aufbauend, ob das SPAA bel dieser Erkrankung diagnostisch sinnvoll eingesetzt wer-

den kann.



2 Material und Methode

2.1  Untersuchte Personengruppen
211 Patienten mit Arterieller Verschlusskrankheit (AVK)

Insgesamt wurden 22 Patienten mit arterieller Verschluf3krankheit (AVK) untersucht, die in
der Chirurgischen Klinik des Klinikums Innenstadt der LMU Munchen behandelt wurden.
Einschlulkriterium war hierbei eine angiographisch verifizierte symptomatische periphere
arterielle Verschlusskrankheit (pAVK). Patienten mit zusétzlichen anderen Systemerkrankun-
gen sowie mit bereits eingetretenen Hautl&sionen wurden aus der Untersuchung ausgeschlos-
sen. Ebenso fanden keine Patienten mit akuten Verschluf3symptomen Eingang in die Studie.
Die Untersuchung erfolgte auf3erdem vor Beginn der Medikation.

Die Arbeitsgruppe von Frau Dr. C. Reininger fuhrte im Klinikum Innenstadt Untersuchungen
durch, die mit der Plattchenfunktionskonstante KPW ein Mal3 fur die Pléttchenadhasivitét
ergaben (siehe Abschnitt 2.3). Die Bestimmung der Plasmaspiegel fur Fibrinogen, Gesamt-
cholesterin, HDL, LDL und Triglyzeride wurden im Labor von Dr. M. Spannagl und Prof. Dr.
Schramm von der Medizinischen Klinik Innenstadt der LMU durchgeftihrt.

Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber Alter, Adhasionskonstante KPW (siehe Abschnitt 2.3),
Plasmakonzentrationen von Fibrinogen, Gesamtcholesterin, HDL, LDL, und Triglyzeriden der

untersuchten AV K-Patienten.

2.1.2 Patienten mit Akutem Myokardinfarkt (AMI)

Aul3erdem wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit 12 Patienten mit akutem Myokardin-
farkt (AMI), abermals Patienten der Medizinischen Klinik Innenstadt der LM- Universitét
Munchen, die durch perkutane transluminale coronare Angioplastie (PTCA) und Stentimplan-
tation behandelt worden waren, untersucht. 7 von diesen Patienten (Alter 51 bis 61 Jahre)
waren medikamentds mit 500 mg Acetylsalicylsaure (ASS) i.v. am Aufnahmetag (spéter dann
100 mg ASS oral pro Tag, zusétzlich low-dose Heparin) therapiert worden, zusétzlich hatten
sie eine Behandlung mit dem Antikorperfragment c7E3 -Fab (abciximab, ReoPro R) erhaten,
das zunéchst as Bolus (0,25 pg/kg Korpergewicht) und dann als 12-stiindige Infusion (10
pg/min) verabreicht worden war (siehe auch Abschnitt 2.2.3).



Die anderen 5 Patienten mit Myokardinfarkt (Alter 42 bis 64 Jahre) hatten keine Therapie mit
C7E3 - Fab erhalten, alerdings war bei ihnen nach Stentimplantation zusétzlich zu 100 mg
ASS pro Tag Ticlopidin in einer Dosierung von zwel mal 250 mg pro Tag appliziert worden.

2.1.3 Patienten mit Blutungsneigung und Verdacht auf von Willebrand sche
Erkrankung (VWD)

Eine weitere Patientengruppe waren 9 Patienten (Alter 27 bis 85 Jahre) mit klinisch manifes-
ter Blutungsneigung, bei denen daher eine von Willebrand sche Erkrankung (von Wille-
brand’s Disease, VWD) vermutet wurde. Auch sie waren Patienten der Medizinischen Klinik
Innenstadt der LM-Universitét Munchen. Alle Patienten hatten mindestens zehn Tage vor der
Blutabnahme keine Medikamente eingenommen. Die Quantifizierung des von Willebrand
Faktors bel diesen Patienten erbrachte in einem Fall das Vorliegen einer schweren von Wille-
brand’schen Erkrankung, in vier weiteren Falen leichtere Auspréagungen der Krankheit, bei
den restlichen vier Patienten konnte laborchemisch eine VWD ausgeschl ossen werden.
Tabelle 2 gibt Aufschlufd Gber die Plasmakonzentrationen von Faktor VIII, Faktor VIII Anti-
gen (von Willebrand Faktor, vWf) und den jeweiligen Wert der Ristocetin induzierten Aggre-
gation.

2.1.4 Gesunde Kontrollpersonen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwei getrennte Kontrollgruppen verwendet: bei
den morphometrischen Analysen (Vergleich AVK-Patienten mit gesunden Kontrollpersonen,
siehe Abschnitt 2.4) waren die Kontrollpersonen 21 freiwillige Spender aus dem Klinikper-
sonal des Klinikums Innenstadt der LMU Munchen . Das Vorhandensein von AVK wurde
durch Befragung der Kontrollpersonen ausgeschlossen. Aul3erdem wurde sichergestellt, daf3
die Spender mindestens zehn Tage vor Blutabnahme keine Medikamente eingenommen hat-
ten.

Tabelle 3 gibt einen Uberblick tiber Alter, Adhasionskonstante KPW sowie die Plasmakon-
zentrationen von Fibrinogen, Gesamtcholesterin, HDL, LDL und Triglyzeriden dieser Kon-

trollgruppe .
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Nummer JAlter KPW Fibrino- |Cholest- [Triglyce- |HDL LDL
gen erin ride
(Jahre) ((%) (mg/dh ___[(mg/dl) __1(mg/dl) __|(mg/d]) |(mg/dl)
1 64 1,64 300 226 126 100
2 70 1,6 352 240 200 37 170
3 54 1,44 372 250 157
4 51 1.4 302 302 173 30 233
5 63 1,64 360 262 255 42 169
6 69 1,14 367 177 85 31 122
7 58 1,48 777 207 209 28 137
8 52 1,25 391 243 185 34 173
9 54 1,2 590 203 250 24 129
10 70 1,25 456 156 78 37 113
11 44 1,33
12 52 1,95 380
13 53 15 367 216 115 33
14 62 1,24 447 280 171
15 72 1,54 300 184 226 37 121
16 40 1,54 234 220 29 161
17 58 1,8 466 326 193 47 240
18 56 1,3 190
19 58 1,33 296 207 111 45 140
20 48 1,3 296 246 127 32 189
21 82 1,6 428 245 191 36 130
22 65 0,78 275 193 206 29 123
Mittelwert | 58,864 1,42| 395,895 231,421 172,526| 34,438| 155,294
St-abw. 9,982| 0,249 120,785 42,701 52,816| 6,3137| 40,603
Median 58 1,42 367 234 185 33,5 140
Tabelel

Patienten mit arterieller VerschluBkrankheit (AVK)

Patient Alter FVII [%] |FVIIIAg [%] Rist.-ind. vWD
[Jahre] Aggregation [%]
1 27 84 62 93 €]
2 33 100 105 80 -
3 31 40 65 45 €]
4 48 100 130 62 -
5 47 100 88 -
6 55 85 63 58 )
7 36 92 68 80 €]
8 85 100 130 73 -
9 45 3 1 18 +
Mittelwert] 45,22 78,22 78 66,33
Std-abw. ] 16,52 32,12 40,02 22,3
Median 45 92 66 73
Tabelle2

Patienten mit Blutungsneigung und Verdacht auf von Willebrand sche Erkrankung (WAD).
Das Vorliegen einer manifesten von Willebrand schen Erkrankung (WMD) in Abhangigkeit
vom VWM-Wert wird in der letzten Spalte angegeben. +: schwere VWD, (+): fragliches Vorlie-
gen einer VAD, -: Ausschluf3 einer VWAVD
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Nummer JAlter KPW Fibrino- [Cholest- |Triglyce- [HDL LDL
gen erin ride
JUahre) (%) (mgrd) _|(mg/dh __1(mg/dl) _|(mg/dl) |(mg/dl)

1 36 0,45 239 258 154 35 193
2 42 0,7 335 191 142 28 142
3 26 0,28 218 218 137 36 162
4 50 0,81 374 209 125 43 141
5 22 0,54 260 183 95 60 108
6 26 0,89 355 230 68 59 70
7 24 0,67 299 178 61 43 123
8 27 0,4 203 36 47 149
9 50 0,69 371 204 74 42 71
10 58 0,69 317 218 39 65
11 35 0,51 368 149 157 30 88
12 63 0,22 220 120 55 52 91
13 46 0,83 278 183 127 44 112
14 68 0,85 477 267 171 34 200
15 28 0,78 273 166 100 43 104
16 24 0,77 251 221 110 50 149
17 52 1,12 395 240 120 44 163
18 23 0,75 217 247 152 41 176
19 31 0,85 253 173 306 34 78
20 56 0,35 177
21 20 0,26 149

Mittelwert] 38,429| 0,639| 291,3| 203,053| 121,667 42,316| 125,526

Standard-f 15,128 0,241| 81,953 37,719 60,513| 8,737| 42,513

abweich.

Median 35 0,69 275,5 204 1225 43 123

Tabelle 3

Gesunde Kontrollpersonen

Eine zweite Gruppe von gesunden Kontrollpersonen - sie wurde bei den Vergleichen mit den
AMI - und VWD- Patienten (siehe Abschnitt 2.1.2 und 2.1.3) sowie zur Testung des Effekts
der in vitro- (siehe Abschnitt 2.2.2) und ex vivo- (siehe Abschnitt 2.2.3) Membranrezeptor-
blockade auf die Plattchenfunktion herangezogen - bestand aus 5 gesunden freiwilligen Spen-
dern (Alter 24 bis 39 Jahre, samtlich Mitarbeiter des Anatomischen Instituts der TU Min-

chen). Die Personen dieser Kontrollgruppe hatten wenigstens 2 Wochen vor Blutabnahme

keine Medikamente eingenommen.
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2.2  Herstellung und Préparation der Plasmaproben
2.2.1 Herstellung von pléttchenreichem Plasma (PRP)

Hierzu wurde bel den Patienten bzw. Kontrollpersonen eine Kubitalvene punktiert und das
Blut durch eine Stahlkanile mit langsamem Zug am Spritzenstempel in eine 10 ml-Spritze
gesaugt, in der das als Antikoagulans verwendete Na-Citrat (3,8%) bereits enthalten war (Mo-
novette, Sarstedt, Ulm, Germany). Das Antikoagulans wurde mit dem Blut sofort nach der
Entnahme durch vorsichtiges Schwenken der Spritze vermischt (Verhaltnis Blut / Citrat 10:1).
Fur die Herstellung von PRP wurde das Blut vorsichtig von den Spritzen in Zentrifugenréhr-
chen umgefiillt, anschlieRend fiir zehn Minuten bei 260 g zentrifugiert. Der Uberstand, das
pléttchenreiche Plasma, wurde dann mittels einer weiteren Spritze und einem daran befestig-
ten Silikonschlauch abgesaugt, wobei sorgféltig darauf geachtet wurde, keine sedimentierten
Erythrozyten mit aufzusaugen. So erhielten wir die fur jedes Experiment notwendigen 5 ml

PRP. Es wurde bis zum Experimentbeginn bel Raumtemperatur aufbewahrt.

2.2.2 Invitro - Inhibition von Plétchenmembranrezeptoren

Das Glykoprotein (Gp) Ilb/llla - auch as Integrin allb/B3 bezeichnet - stellt die pléttchensei-
tige Bindungsstelle fur die adhasiven Proteine Fibrinogen, von Willebrand Faktor (VWf), Fi-
bronektin und Vitronektin *> dar und gilt als der primér fir Aggregation und zusammen mit
dem Gplb Rezeptor auch fiir Adhasion verantwortliche Plattchenrezeptor *°. Das aus den drei
Aminosduren bestehende Motiv Arginin-Glycin-Asparagin  (RGD) stellt u.a. die von
Gp lIbllla erkannte Bindungssequenz dieser Adhasionsproteine dar. Synthetische Peptide, die
die RGD-Sequenz enthalten, inhibieren kompetitiv die Bindung der oben genannten adhésiven
Proteine an die Plattchenmembran und damit GplIbllla- vermittelte Plattchenfunktionen 2%,

In der vorliegenden Arbeit testeten wir den Einfluss der in vitro- Blockade des GP Ilbllla Re-
zeptors durch das Tetrapeptid RGDS (Arginin-Glycin-Asparagin-Serin) auf Plattchenadh&sion
und -morphologie. Das von uns verwendete RGDS (Sigma, Germany) wurde in den Endkon-
zentrationen 200 pmol/l (n=2), 400 pumol/l (n=2), und 600 pmol/l (n=3) im PRP eingesetzt.
Unmittelbar vor Beginn jedes Stromungsexperiments wurde die bereits vorbereitete RGDS -
Losung in die entsprechende bereits mit PRP gefiillte Perfusorspritze aufgezogen und durch-

mischt. Anschlief?end wurde sofort mit dem Stromungsexperiment in der bereitstehenden
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Stromungskammer (siehe Abschnitt 2.3) begonnen. Die Einwirkzeit des Tetrapeptids auf die
Thrombozyten betrug dabei 2-3 Minuten.

Aul¥erdem untersuchten wir durch den Einsatz des Peptidanalogons Ro 43-8857 (freundli-
cherweise von der Firma Knoll GmbH, Germany, zur Verfligung gestellt) den Einfluld einer
spezifischen Gp llbllla - Blockade auf Plattchenadhésion und -morphologie. Die im PRP ver-
wendeten Endkonzentrationen des Peptidanalogons lagen bei 0,05 pmol/l (n=1), 0,1 pmol/l
(n=1), 0,2 pmol/l (n=1) und 0,3 pumol/l (n=1). Auch hier wurde das PRP unmittelbar vor Be-
ginn eines jeden Experiments mit der vorbereiteten Losung der Inhibitionssubstanz zusam-
mengebracht, so dass die Einwirkzeit auf die Thrombozyten bel 2-3 Minuten lag.

Als dritte Substanz wurde die in vitro - EinfluBnahme von c7E3-Fab, einem chiméren
Maus/Mensch-Antikdrperfragment gegen Gp llbllla (Geschenk von Barry S. Coller, Mount
Sinai Hospital, New York, USA) auf die Plattchenfunktion untersucht. c7E3-Fab wurde dabei
in Konzentrationen von 5 pg/ml (n=4 Experimente) und 10 pg/ml (n=3 Experimente) 30 Mi-
nuten vor Beginn der Stromungsexperimente dem PRP zugesetzt.

Als Kontrolle zu alen Experimenten mit Rezeptorblockern dienten 12 Strémungsexperimente

mit Plasmaproben gesunder Kontrollpersonen ohne Zusatz von Blockierungssubstanzen.

2.2.3 Therapeutische Inhibition von Plattchenmembranrezeptoren bei AMI-Patienten

Bel 7 Patienten mit Akutem Myokardinfarkt (AMI), bel denen eine PTCA und Stentimplanta-
tion durchgefiihrt worden war (siehe Abschnitt 2.1.3), wurde der Einfluss der therapeutischen
Pl &ttchenrezeptorblockade durch das Fab-Fragment c7E3 (als ReoPro ® (abciximab) im klini-
schen Einsatz) auf die Plattchenfunktion untersucht. c7E3-Fab war dabei unmittelbar vor
Stentimplantation a's Bolus (0,25 pg/kg Korpergewicht) und nachfolgende Infusion Uber 12
Stunden (Dosierung 10 pg/min) appliziert worden.

Unmittelbar vor den SPAA - Stromungsexperimenten wurde dann bei diesen Patienten 10
Milliliter Blut abgenommen (antikoaguliert in Citrat 1:10) und auf oben beschriebene Weise
pléttchenreiches Plasma (PRP) hergestellt. Wir fuhrten Experimente 3 Stunden (n=7) und 30
Stunden (n=7) nach Ende der c7E3-Fab- Infusion durch.
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2.3  Das Staupunkt-Adhéasio-Aggregometer (SPAA) als experimentelles Stromungsmodel |

Das Staupunkt-Adhasio-Aggregometer (SPAA)** ist eine Versuchseinheit, die on-line die
Beobachtung und Quantifizierung der Kinetik von primérer Plattchenadhésion und sekundéarer
Aggregation an Oberflachen in einer symmetrischen Staupunktstromung erlaubt.

In der vorliegenden Arbeit wurde das SPAA als experimentelles Stromungsmodell zum Ver-
gleich der Plattchenfunktion der Patienten mit AVK, mit AMI, den Blutungspatienten und den

gesunden Kontrollpersonen verwendet.

2.3.1 Aufbau des SPAA

Das SPAA (Abbildung 1) besteht aus einer Stromungskammer, die sich in der Objektebene
eines Dunkelfeldmikroskops befindet. Kernstiick ist ein Kammereinsatz aus Plexiglas, der
eine zylindrische Bohrung (Durchmesser D=0,65, Lange L=20 mm) aufweist, durch den
Plasma einstromen kann. Das Plasma stromt senkrecht gegen eine 0,4 Millimeter von der
Offnung des Einstromrohrs entfernte glaserne Stauplatte, auf die die im Plasma suspendierten
Thrombozyten auftreffen. Durch die Dunkelfeldbeleuchtung streuen Thrombozyten, die sich
unmittelbar Uber der Glasstauplatte befinden und an ihr anhaften, Licht und werden so als
helle Punkte auf dunklem Untergrund sichtbar. Plattchen, die sich in weiterer Entfernung von
der Stauflache befinden und nicht adh&rieren, geben dagegen kein Signal im Dunkelfeld.

Ein Perfusorsystem leitet Uber einen Zufiihrungsschlauch, der in der optischen Achse einesim
Bereich der Zentralblende durchbohrten Dunkelfeldkondensors verlauft, das Plasma in die
Stromungskammer. Da die achsennahen Strahlen bei Dunkelfeldkondensoren ausgeblendet
sind, resultiert dadurch keine wesentliche Anderung des Strahlengangs. Das SPAA-System
erlaubt so die direkte Beobachtung der Stromung und Plattchen-Glasstaupl atte-Interaktion.

Im Stromungssystem des SPAA sind Geschwindigkeitskomponenten parallel und senkrecht
zur Wand enthalten. Im Zentrum der  Staupunktstromung wird das Maximum der zur Staufl &
che senkrecht stehenden Geschwindigkeitskomponente erreicht und die wandparallele Kom-
ponente ist null. Mit zunehmendem Abstand vom Zentrum kehren sich diese Verhatnisse um,
d.h. die wandparallele Komponente wird immer grofer, wahrend der zur Staufléche senkrecht
stehende Geschwindigkeitsvektor abnimmt. Es werden so Wandscherraten mit maximalen

Werten von 170 s erreicht.
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Abbildung 1

Schematische Darstellung des Staupunkt-Adhasi o-Aggregometer s (SPAA) bestehend aus
Perfusor zur Infusion von PRP,

Saupunktkammer in der Objektebene des Dunkel fel dmikroskops
Dunkelfeldkondensor mit zentraler Bohrung
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Videorekorder bzw. Computer zur Dokumentation und Auswertung der Bilddaten
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Abbildung 2
Schematische Darstellung der Staupunktstréomung, Stromungsrichtung links, Stromlinien
rechts. Die schematisch gezeichneten Thrombozyten rechts sind nicht mafistabsgetreu ge-
zeichnet. Nur Plattchen, die nahe genug an die Oberrflache antransportiert werden, dai3 sie
die Oberflache berlhren, konnen adharieren. Dabei haben stimulierte Plattchen mit ihren
Pseudopodien einen gréfReren Durchmesser und damit héhere Chancen, die Oberflache zu

berihren.

Abbildung 3
Dunkelfeld-Mikrophotographie eines realen SPAA-Sromungsexperiments. Die hellen Punkte
entsprechen einzelnen Plattchen, die sternformig um den zentralen Saupunkt, der an der

Grenze zwischen unterem und mittlerem Drittel liegt, an der Glasoberflache adharieren.
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2.3.2 Bestromte Oberflachen

Als bestromte Staufléachen wurden in der vorliegenden Arbeit runde Glasdeckpléattchen (Firma
Kindler, Germany) mit einem Durchmesser von 22 und einer Dicke von 0,1 Millimeter ver-
wendet.

Die Reinigung der glasernen Staupléttchen erfolgte zunédchst in einer Laborspilmaschine, an-
schliefend wurden die Stauplattchen bei +80° C luftgetrocknet. Hierauf wurde jedes einzelne
Glaspléttchen von Hand mit fusselfreiem Kimwipe R und Aceton, anschlieRend mit Ather
nochmals abgewischt, um eventuell noch anhaftende Fettreste zu entfernen.

Diefertig gereinigten Deckgléaschen wurden dann bis zum Experiment staubfrei aufbewahrt.

2.3.3 Stromungsexperimente mit dem SPAA

Samtliche der Arbeit zugrunde liegenden Stromungsexperimente wurden bei Raumtemperatur
durchgefihrt.

Unmittelbar vor Beginn jedes Stromungsexperiments wurde das zu untersuchende PRP vor-
sichtig in eine 25 ml Perfusorspritze aufgezogen. Anschlief3end wurde die Spritze mit eéinem
Perfusorschlauch verbunden, der durch den durchbohrten Dunkelfeldkondensor gefiihrt wurde
und am Einstromrohr der Stromkammer befestigt war. Ein Perfusorsystem (Braun, Melsun-
gen, Germany) lieferte den konstanten Volumenstrom von 30 Milliliter pro Stunde. Die Str6-
mungszeit betrug jeweils 12 Minuten.

Fur jedes Experiment wurde ein neues gereinigtes glasernes Staupl&tchen in die Strémkam-
mer gelegt. Das gereinigte Glasplattchen wurde dann in das Zentrum des Strahlengangs des
Mikroskops gebracht und in der Objektebene fokussiert.

Die durch den Volumenstrom senkrecht gegen das Glaspléttchen antransportierten Thrombo-
zyten waren sowohl Uber die Mikroskopokulare als auch auf einem Bildschirm zu sehen, der
mit einer auf das Mikroskop aufmontierten CCD- Videokamera (Sony, Japan) verbunden war.
Das ermdglichte so zudem die kontinuierliche Aufzeichnung der Stromung auf einem Video-
band, wie sie fur die im folgenden beschriebene modifizierte Art der Adhéasionsanalyse beno-

tigt wurde.
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2.3.4 Quantifizierung der Plattchenadhéasion

Fur die frihere Art der Adhésionsanalyse, die bei den AVK-Patienten eingesetzt worden war
und aus der sich die Funktionskonstante KPW (Konstante Pl étchen Wand) ergeben hatte, war
das Streulicht der adhérenten Plattchen mit einem Photomultiplier verstarkt und in einem Per-
sonal Computer in Abhangigkeit von der Zeit als Wachstumskurve aufgezeichnet worden.
Mathematische Ableitungen aus diesen Wachstumskurven hatten ergaben fur jedes Stro-
mungsexperiment die Plattchenfunktionskonstante KPW *° ergeben, ein MaR fiir die individu-
elle Pléttchenadhasivitét.

Bel den Untersuchungen zur Pléttchenadhasion bel den an akutem Myokardinfarkt erkrankten
Patienten und bei denen mit Blutungsneigung wurde eine neue, modifizierte Art der Registrie-
rung und Adhasionsanalyse der SPAA - Stromungsexperimente eingesetzt. Die StrOmungs-
experimente wurden wahrend der gesamten Stromungsdauer kontinuierlich mittels Fra-
megrabber und s'w- Videokamera (Sony, Japan) auf einem VHS-Videorekorder (Panasonic,
Japan) aufgezeichnet und aulRerdem auf einem separaten Bildschirm mitverfolgt. Dies ermdg-
lichte zum einen die direkte Beobachtung und Registrierung der Pléttchen - Stauplatte -
Interaktionen, aufl3erdem aber konnten so die Stromungsexperimente |lckenenlos dokumen-
tiert werden. Die Aufzeichnung auf Video erlaubte zudem die Auswertung der Stromungsex-
perimente zu einem beliebigen spéteren Zeitpunkt.

Wir verwendeten fur die Registrierung ein 32" Long Distance Objektiv (Leitz, Germany). Der
verwendete VergrolRerungsfaktor erlaubte zum einen die Betrachtung der Interaktion einzelner
Plattchen mit der bestromten Staufl&che, ausserdem aber wurde sichergestellt, dal’ eine genu-
gend grofRe Flache des Ablagerungsfeldes fur die Auswertung zur Verfligung stand.

Eine Standardisierung der Auswertung wurde dadurch erreicht, dass fur jedes Experiment ein
identischer Ausschnitt aus dem Ablagerungsfeld gewahit wurde, der so eingestellt wurde, dass
sich das Zentrum der Staupunktstromung exakt in der linken unteren Ecke des Bildschirmes
befand (siehe Abbildung 4).
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_______ ausgewerteter
N Bildausschnitt

«— gldsernes
Stauplittchen

Abbildung 4
Schematische Darstellung des mit PRP bestromten glasernen Stauplattchens. Die haf-
tenden Plattchen sind sternformig entlang den Stromlinien an der Oberflache angeord-
net. Zur Quantifizierung der Adhasionskinetik wurde in einem definierten Flachenaus-
schnitt (0,013 mn?’, Inset rechts oben) die Zahl adharenter Plattchen zu festgel egten
Zeitpunkten bestimmt.

Zur Bestimmung der Adhé&sion wurden die am vordefinierten Ausschnitt der Stauflache adh&a
rierenden Pléttchen gezéhlt. Dazu wurde zu definierten Zeitpunkten des Sttromungsexperi-
ments das per Video aufgezeichnete Bild in einen 486 IBM compatiblen Computer Ubertragen
und gespeichert. Die GroRe des M effeldes betrug 0,013 mm?. Die Auswertung erfolgte zu den
Zeitpunkten 20, 40, 60, 90, 120, 150, 180, 240, 300, 420 Sekunden ab Beginn des Strémungs-
experiments. In einer Bildauswertungssoftware (Rumitz Elektronik, Germany) erfolgte dann
die Zahlung der zum jewelligen Zeitpunkt im Mef¥feld der Staufldche adhérierenden Plétt-
chen.

Die Wachstumskinetik der Pléatchen-Anhaftungsvorgange pro Zeit- und Flacheneinheit ist
dabel natirlicherweise von der Anzahl der an der Stauflache ankommenden Thrombozyten
abhangig, die wiederum der im jeweiligen PRP vorliegenden Plattchenkonzentration folgt.
Um auszuschlief3en, dal’3 bel den Experimenten unterschiedliche Pléttchenkonzentrationen
Einfluf3 auf die erhobenen Plattchenfunktionsbefunde ndhmen, wurde in einer Reihe von Kon-
trollexperimenten (n=12) untersucht, ob sich der Einfluf3 einer unterschiedlichen Thrombozy-
tenkonzentration auf die Anhaftungskurven rechnerisch ausgleichen lief3. Es wurden bei dieser
Versuchsrethe PRP-Konzentrationen von 98.000/ul  bis 398.000/ul erreicht. Dabel zeigte
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sich, dal3 durch Multiplikation der Adhasionswerte mit einem Faktor, der sich aus dem Quo-
tienten der jeweils vorliegenden Plattchen-Konzentration und der normierten Konzentration
von 250.000/ul ergab, die enstandenen Adhésionskinetiken wahrend der ersten 5 Minuten des
Experiments fast vollsténdig Ubereinstimmten. Da im Verlaufe eines 12-mindtigen Stro-
mungsexperiments die Stauflache zunehmend von anhaftenden Thrombozyen bedeckt wird,
wird die Adhésion weiterer Plattchen durch die zum grof3en Teil schon mit Thrombozyten
belegte Flache moglicherweise behindert. Fir den Vergleich der jewells vorliegenden Zahlen
von haftenden Plétchen wurden daher die Adhasionswerte nach einer Stromungszeit von
t=2,5 Minuten verwendet, da hier die Anhaftungskurven noch keine Séttigung zeigten.

Fur den Vergleich der Adhéasionswerte wurden folglich sowohl die bei den Patienten wie auch
den Kontrollpersonen gemessenen Adhasions-Daten entsprechend auf eine Konzentration von
250.000 Plattchen/ul umgerechnet. Der bei diesen Kontrollversuchen vorliegende Varianzko-
effizient lag bei 6,7 % (relativer Varianzkoeffizient = Standardabwei chung/Mittelwert/\Wurzel
von n*100).

24  Morphometrie der Pléattchenadhasion

Die im SPAA durchgefiihrten Stromungsexperimente hattten die Adhasionskinetik der
Thrombozyten unter den gegebenen Bedingungen ergeben. In der vorliegenden Arbeit wurde
darauf aufbauend eine morphometrische Analyse durchgefihrt, die des Ausbreitungsverhal-

tens (, spreading”) nach dem initialen Kontakt der Plattchen mit der Stauplatte erfaldte.

24.1 Fixierung und Féarbung der Préparate

Fur die morphometrische Auswertung der an der Glasflache adhérierenden Thrombozyten
wurden die aus dem SPAA- Stromungssystem erhaltenen Staupléttchen unmittelbar nach der
standardisierten Stromungszeit von 12 Minuten vorsichtig aus der Kammer entfernt. An-
schliefRend wurden die Stauplattchen in PBS-Puffer gewaschen, um nicht haftende Plattchen
und Plasmareste zu entfernen. Dann wurden die adhérierenden Pléttchen in 2,5%igem Gluta-
raldehyd fixiert, nachfolgend nach Giemsa geféarbt und die Glaspléttchen als Dauerpraparate

fur die morphometrische Auswertung auf Glasobjekttrager aufgezogen.
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2.4.2 Auswahl einer reprasentativen Stichprobe der adhérenten Thrombozyten

Plattchen, die gegen eine thrombogene Flache gestromt werden, durchlaufen einen schrittwei-
sen Aktivierungs- und Anhaftungsproze3. Zunéchst haften die Thrombozytzen Uber Zy-
toplasmafortsétze (Pseudopodien) punktuell an der bestrémten Flache (siehe Abbildung 5, a).
Nachfolgend werden diese zundchst sehr kleinen Kontaktstellen zwischen Glas und Plé&tt-
chenmembran schrittweise immer ausgedehnter (siehe Abbildung 5, b): die Plattchenmembran
»Tlieldt* zwischen die Pseudopodien. Zuletzt haften die Pléttchen als flache, fast plane Schei-
ben am Glas (siehe Abbildung 5, ¢) und sehen einem Spiegelei dhnlich. Dieser Vorgang des
Ausbreitenswird als,, spreading* bezeichnet.

— " X
— % &

a: Uber Pseudepodien haftende Plidttchen

. Plattchen fllen Llcken zwischen haftenden
Pseodopodien allmdhlich aus ("zerflieen”)

) » -
|
c: spread platelets

Abbildung 5
Schematische Zeichnung haftender Plattchen in verschiedenen ,, spreading” -Stadien in Sei-
tansicht (links) und Aufsicht (rechts). Zunachst haftenden die Plattchen dendritisch Uber
Pseudopodien an der Unterlage (a), im Zuge des Spreitens (, spreading* ) zerlauft gewisser-
mallen die Zytoplasmamembran zwischen die Pseudopodien (b), im Endstadium haften die

Pléattchen spiegeleiartig an der Unterlage (c).
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Wird zu einem definierten Zeitpunkt des Experiments die Glasstaufldche aus dem System
entnommen und und die adharenten Thrombozyten fixiert, kommen alle Entwicklungsstufen
des Adhésionsablaufs vor: Uber Pseudopodien adhérerende Pléttchen, in Zwischenstadien des
spreading befindliche Thrombozyten und vollsténdig ausgebreitete, mit einer breiten Kontakt-
flache haftende Pléttchen. Die in der vorliegenden Arbeit nach zwdlf Minuten Strdmung aus-
gewerteten Plattchenprgparate stellen also eine Momentaufnahme des Adhésionsprozesses
dar.

Um eine moglichst genaue Aussage Uber die Morphologie der Thrombozyten bei jeder Plas-
maprobe zu erhalten, wurde versucht, eine grol3e Anzahl der spread platelets bei jeder Probe
auszuwerten. Es wurden pro untersuchte Person mindestens 160 bis 180 Pl&ttchen morpho-
metrisch erfaldt. Das staupunktsymmetrische Ablagerungsfeld jedes Objekttrégers wurde dazu
in acht Sektoren aufgeteilt. In jedem dieser Sektoren wurden 20 bis 25 zuféllig ausgewahlte
Pléattchen analysiert. Auf diese Weise war gewdahrleistet, dal3 eine reprasentative Auswahl von

Plattchen bei jeder PRP-Probe ausgewertet wurde.

2.4.3 Interferenzreflexionskontrastmikroskopie (IRCM)

Das Vefahren der Interferenzreflexionskontrastmikroskopie (IRCM) erlaubt die
Visualisierung von Zelladhasion an Oberflachen. Es handelt sich um ein Verfahren, bel dem
Lichtreflexionen zwischen Grenzflachen mit unterschiedlichen optischen Brechungsindices n
zur Darstellung gebracht werden ®3. Wie Abbildung 6 zeigt, kommt es bei der Interaktion von
Zellen mit einer Glasoberflache zu Lichtreflexionen an Grenzfléchen, die sich in
unterschiedlichem Abstand von der Glasflache befinden. Je nach Abstand der Grenzflachen
vom Objektiv und je nach Brechungskonstante der beteiligten Strukturen resultierten

6 Beim zeladhasionsverhalten werden im

unterschiedliche Lichtreflexionsintensitaten
wesentlichen zwei Formen des Zell-Oberflachen-Kontakts mit jeweils unterschiedlicher
Zellmembran-Oberfléchen-Distanz unterschieden: “focal contacts” sind Kontaktstellen mit
einem Abstand von etwa 10-15 nm zwischen Zellmembran und Glasfléche. Sie stellen sich als
stark lichtreflexktierende Anhaftungszonen dar. Bel “close contacts’, der zweiten
Kontaktform betrdgt der Zellmembran-Glas-Abstand ca 30 nm und die Lichtreflexion ist

weniger lichtintens.



23

Medium n=1:34

Cvtoplasm n=1 3’7
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Abbildung 6
Schematische Abbildung einer an einer Glasflache adhérierenden Zelle. Dargestellt sind die

an den verschiedenen Grenzflachen (Glas-Medium, Glas-Zellmembran, Zellmembran-
Medium usw.) mit unter schiedlichen Brechungsindices n auftretenden Lichtreflexionen, dieim

IRC-Mikroskop zur Darstellung kommen.
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Abbildung 7

Schematische Zeichnung eines Interferenz-Reflexions-Kontrast-Mikroskops. Das an der
Lichtquelle (1) entstehende Licht wird durch ein Bandfilter(546) monochromatisiert,
polarisiert (p) und Gber einen Spiegel ( r) ins Objektiv geleitet. Das an den Grenzflachen des
Objekts reflektierte Licht passiert auf dem Rickweg durch das spezielle Antiflex-Objektiv
(A/4), wobei Sreulicht durch den Analyser (a) eiminiert wird und wird in das

Mikroskopokluar geleitet (e). (huv: Hitze- und UV-Filter).
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Voraussetzung fur die IRCM st linear polarisiertes monochromatisches Auflicht
(Epiillumination, Lichtquelle: Quecksilberlampe, Wellenlange 546 nm, siehe Abbildung 7)
und die Verwendung eines Olimmersionsobjektivs. Streulicht, das nicht durch Reflexion an
den Grenzflachen im Untersuchungsobjekt entstent wird durch ein spezielles *Antiflex-

Objektiv” und die Verwendung eines Licht-Analysers eliminiert (siehe Abbildung 7).

Dieses optische Prinzip erlaubt somit bel Plétchenadhdsion an Glasflachen eine
semiquantitative Aussage Uber die Anndherung des “ventralen” Plasmalemms der Pléttchen an
die Glasflache. Die Giemsafarbung der haftenden Pléttchen intensivierte dabei das sichtbare
Lichtsignal zusétzlich, so dal3 die Umrisse der Thrombozyten noch klarer und scharfer wurden
und die verschiedenen spreading-Stadien erfalit werden konnten. Eingang in die
morphometrische Anayse fanden nur Plétchen, die im Ausbreitungsprozeld so weit
fortgeschritten waren, dald ihrer Zellgrenzen einwandfrei erkennbar waren, die also ene

genugend grof3e Kontaktflache mit dem Glas hatten.

2.4.4 Rechnergestitzte interaktive Morphometrie

Der néchste Schritt war es, die durch die Interferenzkontrastmikroskopie sichtbar gemachten
ausgebreiteten Plattchen morphometrisch zu erfassen. Dazu wurde jeweils ein entsprechender
Ausschnitt des Mikroskopbildes (Mikroskop der Marke Zeiss Axiophot R, Germany) mit ei-
nem 63er Objektiv (Marke Zeiss, Germany) Uber eine CCD-Videokamera (Sony/Japan) auf-
genommen, mittels eines Frame-Grabbers digitalisiert und in einen IBM-kompatiblen 486
Personal Computer tbertragen. Dort wurde das Bild in einem Grafikprogramm (Corel Draw)
gespeichert und anschlief3end der Umrif3 jedes einzelnen Plattchens auf dem Bildschirm mit
dem Cursor in seiner genauen Ausdehnung umfahren. Man erhielt so eine zweidimensionale
Nachzeichnung der Form und Fléche der ausgebreiteten Plattchen. In einem morphometri-
schen Bildauswertungsprogramm (Rumitz Elektronik, Germany) wurden dann Flache A, Um-
fang P und der als Shape-Index verwendete Wert der Circularitét (siehe Abschnitt 2.4.5) der

so einzeln erfassten Pléttchen quantifiziert.
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2.4.5 Verwendung der inversen Circularitét (1/C) a's Shape Index (SI) zur morphologischen
Charakterisierung der Plattchen

Der von Park und Mitarbeitern eingeftihrte Wert der Circularitét ist definiert as:

C=P?’/4pA  (C: Circularitét, P; Umfang, A: Flache) #

Wie aus der Formel zu ersehen wird der Circularitdtswert mit steigendem Umfang und/oder
fallender Flache grofer, umgekehrt wird er kleiner, je kleiner der Umfang bzw. groRer die
Flache ist. Ein perfekter Kreisweist nach obiger Gleichung als geringst moglichen Wert eins
auf.

Fur die Morphologie der adhérierenden ausgebreiteten (, spread”) Pléttchen bedeutet das, je
gezackter ein Pléttchen ist, um so grof3er ist sein Umfang im Verhdltnis zur Flache. Ein eher
rundes Pléttchen dagegen weist einen geringeren Umfang im Verhdtnis zur Flache auf. Der
Circularitétswert ist somit um so grofl3er, je gezackter das Pléttchen ist, und kleiner, je mehr

sich das Plattchen einer runden Form annahert.

Pléttchen, die an einer Oberflache adhérieren, veréndern ihre Form von relativ zackenformig
(mit Pseudopodien) - entsprechend relativ hohen Circularitétswerten - dann im Zuge des
spreading zu einer immer runderen Form mit niedrigeren Circularitétswerten.

Zwischen Anfangszustand der Aktivierung, in dem die Plattchen mit ihrer durch die ausge-
stulpten Pseudopodien verursachten gezackten an Gestalt an der bestromten Flache adhérie-
ren, und dem darauffolgenden Prozess des schrittweisen Ausbreitens, in dem die Plattchen
sich immer mehr einer runden Kreisform anndhern, um schliefdlich im irreversiblen Endzu-
stand der Aktivierung mit einer breiten Flache und einer runden Form dem ,, Ideal zustand” des
Kreises immer ndher zu kommen, bestehen also flieffende Unterschiede, die durch die Circu-
laritét quantitativ beschrieben werden konnen.

Samtliche nach der obigen Formel errechneten Circularitétswerte C wurden fr die folgenden
Auswertungen invertiert (1/C), da hierdurch die zwischen den festen Grenzen 1 und 0 entste-

henden Werte leichter vergleichbar und grafisch veranschaulichbar wurden.
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25  Statistische Auswertung

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten statistischen Tests wurden einerseits
zur Feststellung etwaiger Unterschiede in der Circularitdt zwischen Patienten- und Kontroll-
gruppe eingesetzt, andererseits verwendeten wir statistische Analysemethoden zur Beurteilung
von Korrelationen sowohl zwischen Fibrinogen,Cholesterin, HDL, LDL, Triglyzeriden und
Shape Index 1/C.

Der Student t-test und die univariante Analyse wurden im Zusammenhang mit Unterschieden
in der Circularitdt zwischen Kontrollpersonen und AVK-Patienten (siehe Abschnitt 3.1 und
3.2) eingesetzt, Korrelationen wurden mittels linearer Regressionsanalyse und univarianter
Analyse Uberprift. Nichtparametrische Kruskal-Wallis-Tests kamen bei der Evaluierung von
Unterschieden des Shape Index 1/C der untersuchten Pléttchen im Zusammenhang mit den
2X2 - Tafeln zum Einsatz (siehe Abschnitt 3.4).

Fur den Vergleich der Adhéasion bei vWD-, AMI-Patienten und gesunden Spendern sowie fur
die Ergebnisse bei den Membranrezeptorbl ockierungen wurde der Student t-test eingesetzt.

Als Signifikanzniveau definierten wir bel allen Analysen einen p-Wert von 0.05.
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3 Ergebnisse

3.1  Shape Index (Sl) as quantifizierbarer Adhasionsparameter bei AVK - Patienten und

gesunden Kontrollpersonen

Plattchen von an AVK erkrankten Patienten weisen im Vergleich zu gesunden Spendern ein
signifikant gesteigertes Adhasionsverhalten auf “®#’. Die Quantifizierung durch den Shape
Index (SlI) 1/C sollte zeigen, ob morphologische Parameter adhérenter Plattchen mit der
gesteigerten Aktivierbarkeit der Plattchen bel AVK-Patienten korrelieren.

Es wurden bei den Circularitétsmessungen insgesamt 6932 Pléttchen (53 % aus den Proben
der AVK-Patienten, 47 % aus denen der gesunden Kontrollpersonen) ausgewertet. Der
geringste gemessene Circularitétswert Crin lag bel 1,246 (1/C=0,803) , der hochste Cpax
betrug 7,719 (1/C=0,13). Der Mittelwert aller gemessenen Circul aritétswerte in Patienten- und
Kontrollgruppe zusammen lag bei 2,253 (+/- 0,695). Der Mittelwert der invertierten C-Werte
(1/C) betrug 0,479 (+/- 0,121). Die Daten zeigten eine symmetrische Verteilung. Abbildung
8a zeigt die Vertellung aller bei AVK-Patienten und Kontrollen erfassten 1/C-Werte. xxb
zeigt charakteristische Morphologien adhérenter Plédttchen, die den in xxa dargestellten
Circularitatswerten entsprechen.

Auch die nach Patienten- wund Kontrollgruppe getrennte  Auftragung  der
Haufigkeitsverteilungen aller gemessenen Sl - Werte ergab eine symmetrische Verteillung der
beiden Wertemengen (siehe Abbildung 9). Der Vergleich der Haufigkeitsverteilungen
zwischen Kontrollgruppe und AVK - Patienten ergab einen hochsignifikanten Unterschied
(p<0.0001), wobei die Verteilung der 1/C-Werte in der Patientengruppe nach rechts zu
erhdhten 1/C - Werten verschoben war (siehe Abbildung 9). Der Mittelwert aller gemessenen
1/C- Werte bei den Kontrollpersonen betrug 0,427 (+/- 0,112), bei den Patienten 0,524 (+/-
0,111). Die beiden schematisch in Abbildung 9 dargestellten Plattchen sind fur die jeweils
angezeigten 1/C - Waerte charakteristisch und verdeutlichen exemplarisch den
morphologischen Unterschied im spreading - Verhalten der Pl&ttchen zwischen Kontroll- und
Patientengruppe. Hohe 1/C - Werte bel den Patienten bedeuteten, dal’3 kreisrunde und
ausgebreitete Plattchen dominieren. Die bei den gesunden Spendern gemessenen niedrigeren
1/C-Werte dagegen reprasentierten Uberwiegend dendritische Pldttchen mit gezackten

Umrissen, bel denen die urspringlich ausgebildeten Pseudopodien noch gut erkennbar sind.
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Abbildung 10 zeigt IRCM-Darstellungen von spread Pléttchen eines AVK-Patienten (a) und

einer gesunden Kontrollperson (b).

a)
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Abbildung 8

Kumulative Verteilung aller Circularitatswerte (1/C) wvon AVK-Patienten und gesunden

Kontrollen. In der schmematischen Zeichnung (xxb) sind verschiedene reprasentative
Morphologien geordnet nach steigendem , spreading® mit ihrem jeweilgen 1/C-Wert
dargestellt, die den in xxa mit Buchstaben (a-f) angegebenen 1/C-Werten entsprechen.
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Abbildung 9
Kumulative Verteilung der 1/C-Werte der ,, spread” Plattchen von AVK-Patienten (Dreiecke)
und gesunden Kontrollpersonen (Punkte). Die schmematisch gezeichneten Plattchenformen
sind mit ihrem jewells angezeigten 1/C-Wert fir Patienten- bzw. Kontrollgruppe

charakteristisch.

Die Tabellen 4 und 5 zeigen fur AVK-Patienten und Kontrollen getrennt Mittelwerte und
Standardabweichungen der Circularitét, errechnet aus den etwa 160 bis 180 einzelnen
adhérierenden Pléttchen, die bei jedem Individuum gemessen worden waren. Es ergab sich so
fur jeden Spender ein charakteristisches Mal? - der Shape Index, mit dem die in den folgenden

Abschnitten beschriebenen Auswertungen und Analysen durchgefihrt wurden.
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Abbildung 10

Inter ferenz-Reflexions-Kontrast-Mikrophotographie von ,, spread“ Plattchen einer gesunden

Kontrollperson (xxa, oben) und eines AVK-Patienten (xxb, unten). Deutlich ist
dieUnterscheidung von ,, spread” (Pfeile) Plattchen, die die Mehrheit bel den Patienten stellte,
und nicht-, spread (Pfeilspitzen) Plattchen, die vor allem bei den gesunden Kontrollen

vorkamen, zu erkennen. Der Balken entspricht 10 pum.
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AVK-Patienten
1/C (SI) ‘ C
Nummer [Mittel- [+- St.ab-JMmittel- +-  St.ab-
d. Patienten l/vert weichung Jwert weichung
1 0,467 0,087 2,225 0,456
2 0,483 0,089 2,149 0,435
3 0,536 O,lO3I 1,954 0,471
4 0,573 0,121 1,845 0,504
5 0,497 0,104 2,12 0,558
6 0,539 0,128 2,041 0,882
7 0,538 0,098| 1,935 0,427
8 0,55 0,094 1,879 0,363
9 0,556 0,115 1,908 0,572
10 0,534 0,098] 1,941 0,383
11 0,522 0,12 2,038 0,568
12 0,53 0,097 1,968 0,492
13 0,532 0,085 1,937 0,368
14 0,539 0,151 2,086 0,886
15 0,518 0,092 2,001 0,406
16 0,517 0,091 2,001 0,389
17 0,536 0,097 1,937 0,408
18 0,506 0,119 2,122 0,707
19 0,53 0,128 2,047 0,72
20 0,522 0,113 2,02 0,521
21 0,482 0,103 2,183 0,527
22 0,526 0,108 1,996 0,481
Mittelwert * 0,524 * 0,106 2,02 0,524
SA* 0,025 * 0,016 0,101 0,151
Tabelle4

Shape Index (1/C) und Circularitat (C) bei AVK-Patienten. Die mit * gekennzeichneten Werte
werden im folgenden Text (ab Abschnitt 3.2) als 1/C” bzw. SA 1/C” bezeichnet.
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Gesunde Kontrollpersonen

1/C (SI) ‘ C
Nummer [Mittel- +/-  St.ab-Mittel- +/-  St.ab-
d. Spenders jwert 1/C{weichung Jwert C |weichung
1 0,466 0,138] 2,396 0,926
2 0,498 0,117 2,14 0,6
3 0,386 0,097 2,801 0,907
4 0,396 0,088 2,682 0,738
5 0,45 0,071 2,282 0,418
6 0,377 0,085 2,788 0,642
7 0,373 0,086 2,841 0,751
8 0,356 0,063 2,892 0,489
9 0,402 0,068 2,612 0,629
10 0,362 0,083 2,926 0,74
11 0,391 0,077 2,679 0,657
12 0,441 0,104 2,407 0,648
13 0,346 0,081 3,067 0,797
14 0,4156 0,128 2,627 0,76
15 0,466 0,117 2,304 0,686
16 0,414 0,091 2,553 0,665
17 0,519 0,103 2,017 0,476
18 0,49 0,113 2,182 0,672
19 0,486 0,121 2,226 0,769
20 0,473 0,104 2,224 0,541
21 0,438 0,102 2,417 0,632
Mittelwert * 0,426 * 0,097 2,527 0,673
SA* 0,051 * 0,02 0,296 0,129
Tabelle5

Shape Index (1/C) und Circularitat (C) bei gesunden Kontrollpersonen. Die mit * gekenn-
zeichneten Werte werden im folgenden Text (ab Abschnitt 3.2) als 1/C™ baw. SA 1/C” bezeich-
net.
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3.2  Korrelation morphologischer und funktioneller Parameter der Adhéasion

3.2.1 Kaorrelation von Shape Index (SI) und Pléttchenadhéasivitét

Die Experimente mit dem SPAA hatten einen hochsignifikanten Unterschied im Adhésions-
verhalten zwischen den Plattchen gesunder und an AVK erkrankter Spender gezeigt “°. Im
folgenden ist die im SPAA gemessene Pléttchenfunktion - ausgedriickt durch die Konstante
KPW - mit dem Shape Index Circularitét korreliert.

Abbildung 11
Lineare Regression zwischen Shape Index Circularitat (1/C) und der Pléattchenadhasivitét
(KPW). Die durchgezogene Linie symbolisiert die Regresssionsgerade, die gepunkteten Linien

das Konfidenzintervall von 0 .95.

Es ergab sich eine linerare Regression zwischen den beiden Parametern, wobel ale Mel3-
punkte innerhalb des Konfidenzintervalls von 0.95 lagen. Ein hoher Adhésivitatswert (KPW)
ging mit einem grof3en 1/C-Wert einher, umgekehrt waren niedrigere KPW-Werte mit gerin-
geren 1/C- Werten assoziiert.

Statitisch zeigte eine unabhangige Varianzanalyse der Daten eine hochsignifikante (p=0.0001)

Korrelation zwischen den Parametern KPW und 1/C.
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3.22 Shape Index (SlI) und Adhasivitdt im Vergleich zwischen Patienten- und
Kontrollgruppe

Der Vergleich von Shape Index (1/C) und Pléttchenadhasivitét (KPW) in Patienten- und Kon-
trollgruppe ist in Abbildung 12 gezeigt. Der Mittelwert der Circularitétswerte 1/C" lag in der
AVK-Patientengruppe bei 0,524 (+- 0,025), bei den gesunden Kontrollen bel 0,426 (+- 0,051)
(siehe auch Tabelle 4 und 5).

Abbildung 12
Abhangigkeit von 1/C und KPW, dargestellt separat fur Kontroll- (Punkte) und Patienten-
gruppe (Dreiecke). Ein Mef3punkt repréasentiert dabei den Mittelwert der pro Versuchsperson
gemessenen Werte (Punkte und Dreiecke). Die Quadrate symbolisieren den gesamten Durch-
schnitt aller in Patienten- und Kontrollgruppe ermittelten Shape-Index und KPW-Daten. Die

Balken geben die jeweilige Standar dabweichung an.

Es ergaben sich bel dieser Auftragung fast vollstandig voneinander getrennte Populationen,
d.h. dieim Verhdtnis zur Kontrollgruppe signifikant erhéhten Funktionskonstanten KPW der
AVK - Patienten waren zusétzlich mit gesteigerten 1/C-Werten verknupft, wahrend die gerin-
geren KPW-Werte der gesunden Kontrollpersonen mit niedrigeren 1/C - Werten einhergingen.

Die statistische Analyse der Daten ergab mit p<0.001 einen hochsignifikanten Unterschied.
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3.3  Einzelkorrelation von Shape Index (Sl) und Risikofaktoren der Atherosklerose

Im folgenden untersuchten wir, inwieweit die Morphologie adhérenter Thrombozyten mit den
fur die Entwicklung einer Atherosklerose bekannten Riskofaktoren korrelierte. Hierzu wurde
der Zusammenhang zwischen der Circularitét (1/C) und den Plasmaspiegeln von Fibrinogen,
Cholesterin, Triglyzeride und den Lipoproteinfraktionen Low Density Lipoprotein (LDL) und
High Density Lipoprotein (HDL) getestet.

3.3.1 Shape Index (SI) und Fibrinogen

Die Auftragung fur die Parameter Fibrinogen und 1/C (Abbildung 13) zeigte, dal3 erhohte
Plasmakonzentrationen von Fibrinogen bel den Patienten mit erhdhten 1/C - Werten assoziiert
waren, wahrend die gesunden Kontrollpersonen mit niedrigeren Fibrinogenspiegeln gleichzei-
tig geringere 1/C - Werte erreichten. Diese Korrelation der Fibrinogenwerte mit 1/C in beiden

Gruppen zusammen war allerdings statistisch nicht signifikant.

Abbildung 13
Abhangigkeit von 1/C und Plasma-Fibrinogen, dargestellt separat fur Kontroll- (Punkte) und
Patientengruppe (Dreiecke). Ein Mef3punkt reprasentiert dabel den Mittelwert der pro Ver-
suchsperson gemessenen Werte (Punkte und Dreiecke). Die Quadrate symbolisieren den ge-
samten Durchschnitt aller in Patienten- und Kontrollgruppe ermittelten Shape-Index und Fi-

brinogen-Daten. Die Balken geben die jeweilige Sandardabweichung an.
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3.3.2 Shape Index (SI) und Cholesterin

Ahnlich wie die Auftragung von Fibrinogen gegen 1/C bestétigte auch die von Gesamtcholes-
terin gegen 1/C (Abbildung 14) den Trend, dal3 hohere Konzentrationen von Cholesterin im
Plasma mit grofReren 1/C - Werten verknipft waren und dal3 sich diese Konstellation vor al-
lem in der Patientengruppe zeigte, wahrend die Kontrollgruppe niedrigere Plasmaspiegel fir
Cholesterin und gleichzeitig geringere Circularitétswerte 1/C aufwies. Diese Korrelation ergab

allerdings auch hier keinen statistisch signifikanten Zusammenhang.

Abbildung 14
Abhangigkeit von 1/C und Plasma-Cholesterin, dargestellt separat fur Kontroll- (Punkte) und
Patientengruppe (Dreiecke). Ein Mef3punkt reprasentiert dabel den Mittelwert der pro Ver-
suchsperson gemessenen Werte (Punkte und Dreiecke). Die Quadrate symbolisieren den ge-
samten Durchschnitt aller in Patienten- und Kontrollgruppe ermittelten Shape-Index und

Cholesterin-Daten. Die Balken geben die jeweilige Standardabweichung an.
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3.3.3 Shape Index (SI) und Low Density Lipoprotein (LDL)

Analog zeigte sich tendentiell, dai’ die erhdhte Konzentrationen von Low Density Lipoprotein
(LDL) im Blut der AVK-Patienten mit einem htheren Shape Index assoziiert waren. Die Da-
ten in der Kontrollgruppe zeigten demgegentber einen Trend sowohl zu geringeren LDL als
auch 1/C - Werten (Abbildung 15). Die Korrelation aler Cholesterinwerte mit dem Shape

Index zeigte statistisch keinen p-Wert von weniger als 0.05.

Abbildung 15
Abhangigkeit von 1/C und Plasma-LDL, dargestellt separat fir Kontroll- (Punkte) und Pati-
entengruppe (Dreiecke). Ein Mefl3punkt reprasentiert dabel den Mittelwert der pro Versuchs-
person gemessenen Werte (Punkte und Dreiecke). Die Quadrate symbolisieren den gesamten
Durchschnitt aller in Patienten- und Kontrollgruppe ermittelten Shape-Index und LDL-Daten.

Die Balken geben die jeweilige Standar dabweichung an.
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3.3.4 ShapeIndex (SI) und High Density Lipoprotein (HDL)

Die Betrachtung des Zusammenhangs zwischen Shape Index 1/C und der Konzentration von
High Density Lipoprotein (HDL) (Abbildung 16) ergab, dal? die Patientengruppe mit den er-
hohten 1/C - Werten im Vergleich zu den Kontrollen erniedrigte HDL - Spiegel aufwies, wah-
rend die niedrigeren 1/C - Daten der Kontrollpersonen mit erhéhten Spiegeln fur HDL ver-
bunden waren. Alle 1/C- und HDL -Werte in Kontroll- und Patientengruppe zusammen lief3en

sich dabei mit einem p-Wert von 0.016 statistisch signifikant miteinander korrelieren.

Abbildung 16
Abhangigkeit von 1/C und Plasma-HDL, dargestellt separat fur Kontroll- (Punkte) und Pati-
entengruppe (Dreiecke). Ein Mefl3punkt reprasentiert dabel den Mittelwert der pro Versuchs-
person gemessenen Werte (Punkte und Dreiecke). Die Quadrate symbolisieren den gesamten
Durchschnitt aller in Patienten- und Kontrollgruppe ermittelten Shape-Index und HDL-

Daten. Die Balken geben die jeweilige Sandardabweichung an.
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3.3.5 ShapeIndex (SI) und Triglyzeride

Der Vergleich der Auftragung der 1/C -Werte gegen die Konzentration der Triglyzeride zwi-
schen Patienten- und Kontrollgruppe zeigte, dal3 bel den Patienten wiederum die erhthten
Shape Index-Werte mit erhdhten Triglyzeridspiegeln einhergingen, die Kontrollgruppe dage-
gen wies geringere Triglyzeridspiegel auf, assoziiert mit niedrigeren 1/C-Werten (Abbildung
17). Diese Korrelation von Triglyzeriden mit 1/C war statistisch nicht signifikant.

Abbildung 17
Abhangigkeit von 1/C und Plasma-Triglyzeriden, dargestellt separat fur Kontroll- (Punkte)
und Patientengruppe (Dreiecke). Ein Mef3punkt reprasentiert dabei den Mittelwert der pro
Versuchsperson gemessenen Werte (Punkte und Dreiecke). Die Quadrate symbolisieren den
gesamten Durchschnitt aller in Patienten- und Kontrollgruppe ermittelten Shape-Index und

Triglyzeride-Daten. Die Balken geben die jeweilige Standar dabweichung an.
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34 Bedeutung der Kombination  verschiedener  Risikofaktoren  fur  die
Plattchenmorphologie

Um den wechselseitigen Einfluf3 von Kombinationen verschiedener Risikofaktoren auf den
Shape Index zu untersuchen, wurden die Shape Index-Werte 1/C in jeweils vier verschiedenen
Personengruppen miteinander verglichen. Die Gruppen ergaben sich aus einer Einteilung der
untersuchten Spenderpopulation nach hohen bzw. niedrigen Konzentrationsbereichen der
jeweils untersuchten Plasmasubstanzen. Als Diskrimationspunkt, der die Einteilung in hoch
bzw. niedrig festlegte, wurde der Mittelwert festgelegt. Er ist jeweils in der Bildlegende
angegeben.

3.4.1 Fibrinogen und Cholesterin vs Shape Index (SI)

Die Auftragung fur die Plasmaparameter Fibrinogen und Cholesterin (Abbildung 18) zeigte,
dai3 die hochsten 1/C - Werte in der Gruppe vorlagen, die sowohl hohe Werte fir Fibrinogen
(> 350 mg/dl) als auch Cholesterin (> 220 mg/dl) aufwies. Der Mittelwert von 1/C lag in die-
ser Gruppe bel 0,50. Umgekehrt wurden die geringsten Werte von 1/C bei der Kombination
niedrig/niedrig erreicht (1/C = 0,442). Die Spendergruppe mit niedrigen Fibrinogenkonzentra-
tionen, gleichzeitig aber hohen Cholesterinwerten, wies as mittlere Circularitét 1/C einen
Wert von 0,48, die Gruppe mit hohen Fibrinogenspiegeln und niedrigen Chol esterinkonzent-
rationen war durch einen 1/C -Wert von 0,486 gekennzeichnet. Keiner dieser Unterschiede

war alerdings statistisch signifikant.
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Abbildung 18

Dreidimensionale Korrelation der Circularitat (1/C) mit Plasma-Fibrinogen und -cholesterin.
Fibrinogen und Cholesterin wurden in ,, hoch* und , niedrig” -Bereiche aufgeteilt, deren Dis-
kriminationspunkt jeweils angegeben ist. Die hdchsten 1/C-Werte werden bei der Kombinati-

on hohes Fibrinogen und hohes Cholesterin erreicht, die Gruppe niedriges Fibrinogen und
niedriges Cholesterin weist die geringsten 1/C-Werte auf.

3.4.2 Fibrinogen und Triglyceride vs Shape Index (SI)

Ahnlich wie der Zusammenhang von Fibrinogen, Cholesterin und Shape Index ergab auch die
Kombination Triglyzeride und Fibrinogen in der Gruppe, in der beide Parameter unter dem
allgemeinen Mittelwert (<350 mg/dl fur Fibrinogen, <150 mg/dl fur Triglyzeride) lagen, mit
0,445 den geringsten 1/C-Wert. Der hochste Wert fur 1/C wurde mit 0,512 hier allerdings in
dem Spenderkollektiv erreicht, in dem die Plasma-Fibrinogenspiegel unter 350 mg/dl und die
Konzentrationen der Triglyzeride grof3er als 150 mg/dl waren. Die Spendergruppe mit der
Kombination sowohl hohe Fibrinogenkonzentration als auch hohe Triglyzeridspiegel wies

einen Circularitétswert von 0,504 auf. 0,471 war der 1/C - Wert in der Gruppe mit hohen
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Fibrinogen- aber niedrigen Triglyzeridkonzentrationen. Diese in Abbildung 19 veranschau-

lichten Unterschiede waren mit einem mittleren p-Wert von 0.024 signifikant.
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Abbildung 19

Dreidimensionale Korrelation der Circularitéat (1/C) mit Plasma-Fibrinogen und Triglyzeri-
den. Fibrinogen und Triglyzeride wurden in ,, hoch* und ,, niedrig” -Bereiche aufgeteilt, deren
Diskriminationspunkt jeweils angegeben ist. Die héchsten 1/C-Werte werden bel der Kombi-
nation niedriges Fibrinogen und hohe Triglyzeride erreicht, die Gruppe niedriges Fibrinogen
und niedrige Triglyzeride weist die geringsten 1/C-Werte auf.

3.4.3 HDL und LDL vs Shape Index

Die Betrachtung des Shape Index in der Kombination der Lipoproteinfraktionen LDL und
HDL (Abbildung 20) ergab als kleinsten 1/C-Wert 0,409, der in der Spendergruppe mit Plas-
ma - LDL - Werten von mehr als 130 mg/dl und mit HDL-Spiegeln, die niedriger als 40
mg/dl lagen. 0,496 war in der Gruppe, in der die HDL - Konzentration niedrig und LDL -
Spiegel hoch war, der in diesem Zusammenhang hochste 1/C-Wert. Die Spender mit sowohl
hohen LDL - as auch HDL - Spiegeln wiesen as Mittel der inversen Circularitdt den Wert
von 0,469 auf, umgekehrt lag 1/C bel sowohl niedrigen LDL - wie auch HDL - Spiegeln bel
0,49. Diese Unterschiede waren mit einem p-Wert von 0.004 hochsignifikant.
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Abbildung 20

Dreidimensionale Korrelation der Circularitat (1/C) mit LDL und HDL-Cholesterin. LDL
und HDL wurden in ,, hoch* und ,, niedrig” -Bereiche aufgeteilt, deren Diskriminationspunkt
jewells angegeben ist. Die hochsten 1/C-Werte werden bel der Kombination hohes LDL und

niedriges HDL erreicht, die Gruppe niedriges LDL und hohes HDL weist die geringsten 1/C-
Werte auf.

3.4.4 LDL und Fibrinogen vs Shape Index (SI)

Die Kombination von LDL und Fibrinogen (Abbildung 21) hatte mit 0,494 in der Gruppe mit
sowohl hoher Fibrinogen- als auch LDL-Konzentration den hdchsten 1/C-Wert a's Ergebnis.
Diskriminationspunkte waren hier wiederum eine Fibrinogenkonzentration von 350 mg/dl und
ein LDL-Wert von 130 mg/dl. Bei der Kombination niedrig/niedrig war der mittlere 1/C-Wert
0,445, bei hoch/hoch 0,49. Die Gruppe mit hohem Fibrinogen und niedrigem LDL wies einen

1/C-Wert von 0,467, die mit niedrigem Fibrinogen und hohem LDL einen 1/C-Wert von
0,485 auf.
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Bel keiner der dargestellten Unterschiede liel3 sich eine statistische Signifikanz nachweisen
(p=0.15).
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Abbildung 21

Dreidimensionale Korrelation der Circularitat (1/C) mit Plasma-Fibrinogen und LDL-
Cholesterin. Fibrinogen und LDL wurdenin,, hoch* und ,, niedrig” -Bereiche aufgeteilt, deren
Diskriminationspunkt jeweils angegeben ist. Die héchsten 1/C-Werte werden bel der Kombi-

nation hohes Fibrinogen und hohes LDL-Cholesterin erreicht, die Gruppe niedriges Fibrino-
gen und niedriges LDL weist die geringsten 1/C-Werte auf.

3.4.5 HDL und Fibrinogen vs Shape Index (SI)

Abbildung 22 zeigt den Zusammenhang zwischen HDL, Fibrinogen und der Circularitét. Bei
niedrigen Spiegeln von Fibrinogen kombiniert mit hohen von HDL erreichten die Circulari-
tatswerte ein Minimum (im Mittel 0,439), am hdchsten dagegen waren sie in der Gruppe mit
niedrigen HDL - und hohen Fibrinogenkonzentrationen (im Mittel 0,503). Dazwischen lagen
die Circularitétswerte bei den Kombinationen niedrig/niedrig (im Mittel 0,483) und hoch/hoch
(im Mittel 0,457). Die Diskriminationswerte waren auch hier wieder 350 mg/dl fir Fibrinogen
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und 40 mg/dl fir HDL. Diese Unterschiede erreichten mit einem mittleren p-Wert von 0.015
statistische Signifikanz.
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Abbildung 22

Dreidimensionale Korrelation der Circularitdt (1/C) mit Plasma-Fibrinogen und HDL-
Cholesterin. Fibrinogen und HDL wurden in ,, hoch® und , niedrig” -Bereiche aufgeteilt, de-
ren Diskriminationspunkt jeweils angegeben ist. Die hochsten 1/C-Werte werden bei der

Kombination hohes Fibrinogen und niedriges HDL erreicht, die Gruppe niedriges Fibrinogen
und hohes HDL weist die geringsten 1/C-Werte auf.
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3.5  Einfluss der in vitro-Inhibition von Plétchenmembranrezeptoren auf funktionelle und

morphol ogische Parameter der Adhasion

Das Tetrapeptid Arg-Gly-Asp-Ser (RGDS), das Peptidanalogon Ro 43-8857 sowie das
Antikoérperfragment c7E3-Fab inhibieren die Plattchenfunktion durch Blockade des Pléttchen-
membranrezeptorkomplex Gpllbllla?**, In der vorliegenden Arbeit wurde im SPAA in vitro
der Effekt dieser Stoffe auf Plattchenadhésion und spreading getestet.

3.5.1 Einflul® des Tetrapeptids RGDS

Bel den Stromungsexperimenten im SPAA zeigte sich, dal3 ab einer RGDS-K onzentration von
100 pmol/l im PRP eine deutliche Reduktion der Pléttchenadhasion nachweisbar war (75 %
der Werte der Kontrollexperimente ohne RGDS). Mit steigenden RGDS-K onzentrationen lief3
sich die Adhésion immer starker inhibieren und erreichte ab 400 pumol/l RGDS im PRP ein
Plateau (37 % der Werte der Kontrollexperimente), d.h. von da an konnte auch durch
Erhdhung der RGDS-Konzentration auf 600 pmol/l keine weitere Reduktion der
Plattchenadhésion erzielt werden.

Im folgenden wurden die unter RGDS-Einflu3 im SPAA adhérierenden Thrombozyten
zusétzlich morphometrisch ausgewertet, d.h. es wurde der Shape Index (SI) 1/C (siehe
Abschnitt 2.4.5) der Plattchen ermittelt. Abbildung 23 zeigt die Abhangigkeit des Shape
Index (SlI) /C von der RGDS-Konzentration. Die niedrigsten 1/C-Werte, entsprechend
Pléttchen mit weitgehend gezackten Umrissen, lagen mit eéinem durchschnittlichen 1/C-Wert
von 0,43 (+/- 0,01) bei den Kontrollexperimenten ohne RGDS-Einflul3 vor. Mit steigender
RGDS-Konzentration erhohte sich sich auch der 1/C-Wert - entsprechend immer runderen
Plattchen - und erreichte bel 600 umol/l einen mittleren 1/C-Wert von 0,58 (+/- 0,01).
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Abbildung 23
Abhangigkeit des Shape Index 1/C von der RGDS-Konzentration. Ohne Einwirkung von
RGDS (Kontrollexperimente mit PRP ohne RGDS [0,0mmol/I]) liegen die Circularitatswerte
relativ niedrig und steigen mit hdheren RGDS Konzentrationen an. Die dargestellten Werte

entsprechen den Mittelwerten (+/- Standardabweichung) der Circularitatswerte bei den
jeweiligen RGDS-Konzentrationen.

Abbildung 24
Interferenz-Reflexions-Kontrast-Mikrophotographie  von  Plattchen  unter  RGDS
Rezeptorinhibition (0,1 mmol/l). Im Vergleich zu Kontrollexperimenten (siehe Abschnitt 3.1,
Abbildung 10, oben) haften zwar deutlich weniger Plattchen, diese sind allerdings zum
grof3en Anteil ,, spread” (Pfeile). Dendritische, ,, non-spread platelets® kommen seltener vor
(Pfeilspitzen). Der Balken entspricht 10 pum.
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3.5.2 Einflul® spezifischer Gp Ilbllla-Rezeptorblockade durch das Peptidanalogon Ro 43-
8857

Spezifische Gp Ilbllla -Inhibition durch das Peptidanalogon Ro 43-8857 flihrte dazu, dald bei
SPAA-Experimenten ab einer Ro 43-8857- Konzentration von 0,05 pmol/l im PRP die
Plattchenadhasion im Vergleich zum Kontrollexperiment auf einen Anteil von 66 % reduziert
war. Eine Steigerung der Konzentration verminderte die Plétchenadhdsion schrittweise
immer weiter: bel 0,3 pmol/l ereichte die Adhasion nur noch 8 % der Werte des
Kontrollversuchs.

Die Betrachtung des Zusammenhangs zwischen der Rezeptorblockade durch Ro 43-8857 und
dem Shape Index (Sl) zeigte ahnliche Ergebnisse wie bel der Inhibition durch RGDS. Die
adhérierenden Pléttchen wiesen unter Ro 43-8857-Einfluld im Mittel einen hoheren 1/C-Wert
auf as in den entsprechenden Kontrollexperimenten ohne Rezeptorblockade, waren also
runder und mehr spread as die nicht blockierten Plattchen. In Abbildung 25 ist dieser
Zusammenhang, der nur exemplarisch an Hand von vier Experimenten untersucht wurde,
dargestellt.

Abbildung 25
Haufigkeitsverteilungen der 1/C-Werte in vier Experimenten unter Einflul3 von Ro 43-8857
(Linien) im Vergleich zu Kontrollexperimenten ohne Rezeptorblockade (Balken). Deutliche
Rechtsverschiebung der Circularitat z2u hoheren Werten unter Ro 43-8857-
Rezeptorinhibition.
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Abbildung 26
Interferenz-Reflexions-Kontrast-Mikrophotographie  von  Plattchen  unter  spezifischer
Gpllbllla Rezeptorinhibition durch Ro 43-8857 (0,1 pumol/l). Auch hier haften im Vergleich zu

Kontrollexperimenten (siehe Abschnitt 3.1) deutlich weniger Pléattchen, diese sind allerdings
zum grof3en Antell , spread” (Pfeile). Dendritische, ,, non-spread platelets’ kommen seltener
vor (Pfeilspitzen). Der Balken entspricht 10 um.

3.5.3 Einflul? des chimaren Antikorperfragments c7E3-Fab in vitro

Stromungsexperimente im SPAA mit PRP gesunder Kontrollpersonen ohne Zusatz des Anti-
korperfragments c7E3-Fab zeigten eine schnelle Zunahme adhérenter Pléttchen in der frihen
Stréomungsphase (Abbildung 27), wobei durch Bildanalyse die pro Zeit- und Flacheneinheit
anhaftenden Plattchen gezadhit wurden (siehe 2.3.4). Nach 2,5 Minuten adhérierten im Mittel
156 (+-18) Plattchen im ausgewerteten Bildausschnitt (Plattchenkonzentration hierbei auf die
gewdhlte Standardkonzentration von 250 000/ul umgerechnet, siehe 2.3.4), nach 7 Minuten
im Durchschnitt 333 (+-74) (siehe Tabelle 7).

Die Plattchen-Adhéasionskinetik unter Einflu3nahme des Antikdrperfragment c7E3-Fab (30-
mindtige Inkubation des PRP vor dem Stromungsexperiment, c/E3-Konzentration 5Sug/ml
(n=4) und 10pg/ml (n=3)) zeigte eine fast vollstandige Aufhebung der Adhasion. Nach zwei
Minuten adhérierten bei einer c7E3-Konzentration von 10pg/ml im Mittel 5 (+-2) Pléttchen

im Mel¥eld, die aber im weiteren Verlauf durch die Strémung wieder abgerissen wurden. Die
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Reduktion der c7E3-Konzentration auf 5 pug/ml veranderte diesen Effekt nicht. Eine aussage-
kréftige morphometrische Analyse liefd sich auf Grund der geringen Anzahl der haftenden

Thrombozyten nicht durchfihren.

Abbildung 27
Adhasionskinetik von Plattchen gesunder Kontrollpersonen unter Einfluss von c7E3-Fab
(Punkte) im Vergleich zu nicht blockierten Plattchen (Dreiecke). Jeder Mel3punkt entspricht

dem Mittelwert aller ausgewerteten Experimente mit jeweiliger Standardabwei chung.

3.6  Pléttchenfunktion bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt (AMI)

Bel 12 Patienten mit akutem Myokardinfarkt (AMI, siehe Abschnitt 2.1.3), wurden im SPAA
Pléttchenadhasionsmessungen durchgefihrt. Eine Gruppe von 5 dieser Patienten war ohne
Therapie mit c7E3-Fab (siehe Abschnitt 3.6.1) geblieben, eine zweite Gruppe von sieben
Patienten hatte im Gegensatz dazu c7E3-Fab erhalten (siehe Abschnitt 3.6.2). Die Adhasion
als Parameter der Plattchenfunktion wurde im Stromungsexperiment quantifiziert (siehe
Abschnitt 2.3.4), d.h. es wurde die Zahl der pro Flachen- und Zeiteinheit adh&rierenden
Plattchen ausgewertet.
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3.6.1 Adhasionim Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen

AMI-Patienten
Zeit [sec]]Pat. 1 |Pat. 2 |Pat.3 |Pat. 4 |Pat.5 |Mittel- |+/- SA
wert
20 31,24 69,93 50,6 27,4
40 51,79| 25,92 62,4 98,79 59,7 30,2
60 74,80 51,84 104 150,96 95,4 42,7
90 106,04 88,87| 145,6 207,57 137 52,7
120 130,69| 144,42| 195,52 259,74 1826 58,5
150 154,54\ 196,26| 237,12| 112,06| 318,57  203,7 79,3
180 184,13| 270,32| 295,36| 163,78/ 372,96] 257,3 85,3
240 215,36 341,12| 241,36| 448,44] 3116 106,1
300 250,71 420,16 310,32 513,93 373,8| 116,9
420 294,28 515,84| 379,28| 573,87 4408 127,3

Tabelle 6

Zahl der adharierenden Thrombozyten im Melifeld bei 5 AMI-Patienten ohne c7E3-Therapie
in Abhangigkeit von der Dauer des Stromungsexperiments. Die Werte sind jewells auf eine
Plattchenkonzentration von 250.000/ul umgerechnet (siehe Abschnitt 2.3.4, daher kommen in
der Kommazahlen in der Tabelle vor).

Gesunde Kontrollen

Zeit [sec]|Kontr. |[Kontr. [Kontr. [Kontr. |Kontr. |Mittel- +- SA
1 2 3 4 5 wert

20 29,04] 19.36] 4512 22,72] 2542 28,3 10
40 5544/ 36,96| 67,68] 5254 51,66‘ 52,9 11
60 7854 56,32 90724 7455 738 747 122
20 107,58/ 81,84 120,32| 10508/ 1025 1035 139
120 132| 106,48| 157,92| 12851 127,920 1306 18,3
150 152,46| 132,88\ 184,24| 153,36| 157,44] 1561 184
180 174.24| 157,52| 233,12 178,21| 1804] 1847 285
240 208,56| 195,36 289,52| 22223 21894 2269 365
300 241,56\ 228,8| 34592 25844 26896] 2687 458
420 296,34| 281,6| 462,48/ 312,4 311,6| 3329 735

Tabele7

Zahl der adharierenden Thrombozyten im Mef¥feld bei 5 gesunden Kontrollpersonen. Die
Daten sind jeweils auf eine Plattchenkonzentration von 250.000/pl umgerechnet (siehe
Abschnitt 2.3.4, daher kommen in der Kommazahlen in der Tabelle vor).
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Aus den Tabellen 6 und 7 wird ersichtlich, dal3 bei den Patienten im Durchschnitt etwa 1,2 bis
1,8fach hohere Adhasionswerte pro Flacheneinheit (0,013 mm?) resultierten. Nach 2,5
Stromungsminuten adhérierten bei Patienten mit AMI im Durchschnitt 204 Pléttchen (+/- 79)
an der ausgewerteten Flache, bei den Kontrollen waren es 156 Pléttchen (+/- 18). Nach sieben
Stromungsminuten betrugen die Werte bei den Patienten 440 anhaftende Pléttchen (+/- 127),
bei den gesunden Spendern 333 Pléttchen (+/- 74).

Diese Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollpersonen waren im student t-Test mit

einem p-Wert von 0,22 statistisch nicht signifikant.

Abbildung 28
Adhasionskinetik von Pléattchen gesunder Kontrollpersonen im Vergleich zu Patienten mit
akutem Myokardinfarkt (keine anti Gpllbllla-Therapie). Jeder Mef3punkt entspricht dem

Mittelwert aller ausgewerteten Experimente mit jeweiliger Standar dabwei chung.

3.6.2 Einfluss des therapeutischen Einsatzes von c7E3-Fab auf die Plattchenadhésion

Um den Effekt einer therapeutischen Blockade durch das Antikdrperfragment c7E3 auf die
Plattchenfunktion zu analysieren, wurden ex vivo-Tests mit PRP von sieben Patienten mit
Akutem Myokardinfarkt (AMI) durchgefuhrt, die mit c7E3-Fab (abciximab, ReoPro R) be-
handelt worden waren (siehe Abschnitt 2.2.3). Die Tabellen 7 und 8 zeigen die Adhédsions-

werte dieser 7 Patienten 3 bzw. 30 Stunden nach Ende der ¢7E3 - Infusion.
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AMI-Patienten 3 Stunden nach c7E3-Fab

Zeit [sec]|Pat. 6 |Pat. 7 |Pat. 8 |Pat. 9 |Pat. 10|Pat. 11 |Pat. 12l|x|itte|- +- SA
* ert
20 2,16 1,04 19,84 7,65 13,68 4 0* 6,9 7.4
40 5,04 2,08 35,96 19,38 20,52 4 0 12,4 13,3
60 7,2 7,28 44 .64 29,58 27,36 7 0 17,6 16,4
90 11,52| 17,68/ 57,04 51 34,2 9 04 25,8 22
120 20,16 23,92 70,68 70,38 44,46 12 0 34,5 28
150 26,64| 33,28 868 9027 51,3 15 o 433 34,7
180 34,56| 42,64 101,68/ 111,18 61,56 17 0 52,7 41,6
240 38,88| 64,48| 122,76 139,23| 71,82 21 0% 65,5 51,2
300 48,96 80,08| 147,56| 162,18 88,92 27 0 79,2 60
420 58,32| 111,28| 184,76/ 205,53 102,6 o4 1104 76,9
Tabelle8

Zahl der adharierenden Thrombozyten im Mel¥feld bei 7 AMI-Patienten 3 Sunden nach Ende
der c7E3-Fab-Therapie in Abhangigkeit von der Dauer des Stromungsexperiments. Die Werte
sind jeweils auf eine Plattchenkonzentration von 250.000/ul umgerechnet (siehe Abschnitt
2.3.4, daher kommen in der Kommazahlen in der Tabelle vor).

* Bel Patient 12 adharierte 3 Stunden nach Ende der c7E3-Fab-Infusion wahrend der

gesamten Versuchsdauer kein Plattchen im Mef3feld.

AM I -Patienten 30 Stunden nach c7E3

Zeit [sec]]Pat. 6 |Pat. 7 |Pat.8 |Pat.9 |Pat. 10|Pat. 11 |Pat. 12 Ivl\cittel- +/- SA
ert
20 588/ 13,52 12,3| 31,85 I 15,9 11,2
40 13,44| 22,88 27,84 23,1 4,55 21,78 18,9 8,5
60 21| 35,36| 48,72 33,6/ 59,15 19,57| 32,67 35,7 14,2
90 33,6| 44,72| 82,36 48,9 72,8 24,72 47,19| 50,6 20,5
120 45,36| 58,24 1044 71,7| 86,45 36,05 59,29 65,9 23,6
150 53,76| 71,76| 124,12 92,4 9555| 46,35 75,02 79,9 26,6
180 65,52| 91,52| 140,36 107,1| 118,3| 56,65/ 90,75 95,7 29,2
240 76,44 119,6| 164,72 1308 136,5| 70,04 106,48] 114,9 33,6
300 89,88| 138,32| 185,6| 1539 154,7| 84,46 130,68| 133,9 36,3
420 117,6| 175,76| 214,6| 1824 182 174,5 35,2
Tabelle9

Zahl der adharierenden Thrombozyten im Mel¥feld bei 7 AMI-Patienten 30 Stunden nach
Ende der c7E3-Fab-Therapie in Abhangigkeit von der Dauer des Stromungsexperiments. Die
Werte sind jeweils auf eine Plattchenkonzentration von 250.000/ul (siehe Abschnitt 2.3.4,

daher kommen in der Kommazahlen in der Tabelle vor).
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Die Tabellen 8 und 9 zeigen, dal3 nach c7E3-Fab-Infusion die Adhasionswerte wahrend des
gesamten Stromungsexperiments im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen und AMI -
Patienten ohne c7E3-Fab stark vermindert waren. Die mit c7E3-Fab therapierten Patienten
wiesen 3 Stunden nach Infusionsstop zum Stromungszeitpunkt t=2,5 min im Durchschnitt 43
adhérierende Pléttchen (+/- 34) auf, dies entsprach 26 % der Adhdsion von gesunden
Spendern (p<0.001) bzw. 21 % der Adhésion von c7E3-Fab- freien AMI-Patienten (p<0.001).

30 Stunden nach c7E3-Fab-Infusionsende war im Mittel ein 1,8facher Wiederanstieg der
Pléttchenadhasion im Vergleich zu den Messungen 3 Stunden nach Infusionsende festzustel-
len (p<0.05). Mit gemittelten 80 (+/- 26) Pléttchen lag die Adhdsion aber immer noch deutlich
unter der von gesunden Spendern (Anteil von 40 %) (p<0.001) oder c7E3-Fab - freien Patien-
ten (p<0.01) (Anteil von 48 %). In Abbildung 29 sind die oben aufgefihrten Unterschiede

graphisch veranschaulicht.

Abbildung 29
Vergleich der Plattchenadhasion bel Patienten mit akutem Myokardinfarkt mit und ohne
c7E3-Fab Therapie und bei gesunden Kontrollpersonen. Die dargestellten Werte entsprechen
dem Durchschnitt der Zahl adhérenter Plattchen 2,5 Minuten nach Stromungsbeginn, die

Balken geben die jeweilige Sandardabweichung an.

Abbildung 30 zeigt exemplarisch die Adhasionskinetik eines AMI - Patienten vor Therapie
mit c7E3-Fab, 3 Stunden und 30 nach c7E3-Fab - Infusionsende. Der Anteil haftender Plétt-

chen 3 Stunden nach c7E3-Fab war bei diesem Patienten im Vergleich zu den prétherapeuti-
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schen Werten auf ein Drittel herabgesetzt. 30 Stunden nach c7E3-Fab waren die Werte wieder
geringgradig angestiegen. Der jeweils parallele Verlauf der Kurven lield erkennen, dal3 die
Ablagerungskinetik bei den Experimenten durch c7E3-Fab nicht grundsétzlich beeinflufdt war.

Abbildung 30
Repréasentative Adhasionskinetik von Plattchen eines Patienten mit akutem Myokardinfarkt
vor (Punkte), 3 Stunden nach (Kreise) und 30 Stunden nach (Dreiecke) c7E3-Fab Therapie.
Deutlich zu erkennen ist eine Adhasionsreduktion 3 Stunden nach Infusionsstop von c7E3-Fab

auf weniger als ein Drittel im Vergleich zu den Werten vor Therapie, die nach 30 Sunden

wieder leicht angestiegen ist.
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3.7 DasSPAA als Screeningmethode bel Patienten mit Blutungsneigung und

Verdacht auf von Willebrand”sche Erkrankung

Tabelle 10 gibt die Kinetik der haftenden Pléattchen im SPAA-Strémungsversuch bei den 9
Patienten mit klinischer Blutungsneigung und Verdacht auf eine von Willebrand’sche Erkran-
kung (VWD) wieder.

Blutungspatienten
Zeit IPat. 1|Pat. 2|Pat. 3|Pat. 4|Pat. 5|Pat. 6|Pat. 7|Pat. 8|Pat. 9 |Mittel- |+/- SA

[sec] wert
20 37,43 4.1 38,74 28,89 16,67 25,16| 13,15
40 62,87| 10,93| 54,34 54,59| 42,7| 25,09| 26,38 31,41 3854 16,8

60 86,83| 16,39| 76,08| 39,16| 93,33| 58,4| 40,66| 41,45| 46,79] 55,45 23,89
90 119,76 27,32|104,73| 55,65(121,51| 74,73| 61,42 59,66/ 68,59] 77,04 30,04
120 [§145,21| 36,88|120,54| 72,82(151,45| 94,2 80,45/ 81,01 92,3] 97,21 34,32
150 J§167,66| 43,71|142,27| 87,94(/197,23|113,67|100,34| 97,34| 108,33] 117,61| 42,95
180 §203,59| 49,18|173,89| 100,3|232,45|140,67|121,97|116,18| 125,64] 140,43| 52,35
240 [233,53| 66,93|215,38| 121,6|297,61|168,93|145,32|142,56| 149,99| 171,32 64,2

300 [269,46| 77,86|256,88|140,84|336,35| 205,36 163,49( 170,82 202,63 76,83
420 [335,33|101,08|291,46|171,06| 390,94 253,71 257,26 97,44
Tabdle 10

Zahl der adhérierenden Thrombozyten im Mef¥feld bei 9 Patienten mit Verdacht auf VWD in
Abhangigkeit von der Zeit des Stromungsexperiments. Die Werte sind jeweils auf eine
Plattchenkonzentration von 250.000/ul umgerechnet (siehe Abschnitt 2.3.4, daher kommen in
der Kommazahlen in der Tabelle vor).

Wie aus Tabelle 10 ersichtlich wies die Plattchenadh&sion zum Zeitpunkt t=2,5 min mit
durchschnittlich 119 Pléttchen (+/- 43) einen Anteil von 76,3% der Adhasion bei gesunden
Spendern auf. Auch nach 7 Stromungsminuten war dieser Unterschied mit einem Adhésions-
anteil von 77% bei gesunden Kontrollpersonen nachweisbar. Diese Unterschied zeigten im

Student t-Test allerdings keine statistische Signifikanz.
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Abbildung 31
Adhasionskinetik bei Blutungspatienten im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen. Jeder
Mef3punkt entspricht dem Mittelwert aller ausgewerteten Experimente mit jeweiliger
Standardabwei chung.

Im folgenden wurde die im SPAA ermittelte Adhdsion mit den Plasmaspiegeln von Faktor
VIII und Faktor VIII-Antigen (VW) und aulerdem dem Wert der Ristocetin-induzierten-

Aggregation dieser Blutungspatienten verglichen.

Blutungspati enten

Patient | Plattchen pro | FVIII [%] | FVIIIAg [%] Rist.-ind. vWD
1.3*10°mm’ Aggregation [%]
1 167,66 84 62 93 )
2 43,71 100 105 80 -
3 142,27 40 65 45 )
4 87,94 100 130 62 -
5 197,23 100 88 -
6 113,67 85 63 58 (+)
7 100,3 92 68 80 )
8 97,34 100 130 73 -
9 108,34 3 1 18 +
Tabelle11

Zusammenhang der Zahl der bei t=2.5 min adhérierenden Pléattchen pro ausgewerteter Fla-
cheneinheit mit den Parametern Faktor VIII, Faktor VIII Antigen (WM) und Ristocetin indu-
Zierter Aggregation. Das Vorliegen einer manifesten von Willebrand schen Erkrankung
(WAD) in Abhangigkeit vom WM-Wert wird in der letzten Spalte angegeben. +: schwere VWD,
(+): fragliches Vorliegen einer WAD, -: Ausschluf3 einer VWD
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Wiein Tabelle 11 zu sehen ist, ist die ausgewertete Patientengruppe sehr heterogen. Alle Pati-
enten waren durch manifeste Blutungssymptome aufgefallen und es wurde daher eine vWD
vermutet. Die Bestimmung der Plasmaparameter zeigte aber, dal3 nur in einem Fall (Pat. 9)
eine schwere VWD vorlag. Bel vier weiteren Patienten war bel etwas erniedrigten FVIII-
Antigen-Werten eine leichte vWD anzunehmen, bei den restlichen Patienten wurde die vVWD
als Ursache der Blutungssymptomatik ausgeschlossen.

Wie Tabelle 11 und Abbildung 32 zeigen, konnte keine Korrelation der im SPAA gemesse-
nen Adhéasionswerte mit diesen drei Parametern ermittelt werden. Patient 9, bei dem bel einem
vWi{-Werte von 1% und F.VIII-Werten von 3% eine schwerste VWD nachgewiesen worden
war, hatte mit Uber 100 haftenden Plattchen pro Flacheneinheit mehr Adhasion als Patienten,
bei denen laborchemisch die VWD ausgeschlossen worden war. Patient 2 hatte mit 44 haften-
den Plattchen den geringsten Adhasionswert, wies alerdings vollig normale Faktor VIII und
vWi-Werte auf und kam damit fir eine vVWD nicht in Betracht.

Abbildung 32
Korrelation der Zahl der bei t=2.5 min im Mef¥feld adharierenden Pléattchen von Gerinnungs-
faktor VIII, Faktor VIII-Antigen (WM) und Ristocetin-ind.Aggregation. Esist keine Abhangig-

keit dieser Parameter von der im SPAA ermittelten Plattchenadhasion zu erkennen.
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4 Diskussion

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Untersuchungen zur Thrombozytenfunktion
und ihre physiologische und pathophysiol ogische Rolle im Hamostasesystem verwendeten mit
dem Staupunkt-Adhésio-Aggregometer (SPAA) ein System, das die multifaktorielle Genese
der Thrombose, angelehnt an die Virchow sche Trias, beriicksichtigt “°>°. Dabei wurden die
Komponenten Stromung (symmetrische Staupunktstromung mit konvektivem Anstransport
von Thrombozyten) und Gefal3wand (thrombogene Fremdoberflache Glas) in der vorliegen-
den Arbeit konstant gehalten, so dal3 die unterschiedliche Anhaftung von Thrombozyten (Ad-
h&sion) Veranderungen der dritten Komponente, also des Blutes, reflektierte.
Stromungsexperimente im SPAA hatten gezeigt, dal? die Adhasivitét von Thrombozyten bei
Patienten mit arterieller Verschlufkrankheit (AVK) im Vergleich zu gesunden Personen signi-
fikant erhoht ist “4”. Aufbauend auf diesen Befund sollte in der vorliegenden Arbeit unter
anderem geklart werden, ob dieser Unterschied nur durch funktionelle Untersuchungen wie
die Quantifizierung der Pléttchenadhasionskinetik unter Stromung falRbar ist, oder ob ein
morphologisches Korrelat besteht. Als Parameter zur Quantifizierung dieser ,, Plattchenadhé-
sions-Morphologie* wurde ein Form Index (Shape Index Sl) — die inverse Circularitdt 1/C-
verwendet (siehe MatMeth) **. Wie in Abschnitt 2.4.5 erlautert erlaubt 1/C als morphologi-
scher Parameter die Erfassung des Ausbreitens (, spreading”) einzelner adharenter Plattchen.
Unsere Experimente zeigten, dal3 die Thrombozyten der AVK-Patienten im Vergleich zu den
gesunden Kontrollpersonen signifikant gesteigerte Shape Index (Sl)-Werte, a'so mehr ,, sprea-
ding” als die Thrombozyten der gesunden Spender, aufweisen.

Zudem fand sich eine signifikante Korrelation des Shape Index mit der Adhasivitét, gemessen
als Zahl der pro Zeit- und Flacheneinheit haftenden Plattchen. Thrombozyten bei Versuchs-
personen, bei denen im Stromungsversuch hohe Adhéasivitétswerte gemessen worden waren,
wiesen vergleichsweise auch einen dementsprechend héheren Shape Index (SI)-Wert auf, wa-
ren also mehr ausgebreitet (,spread”) als die Pléttchen, bei denen vergleichsweise niedrige
Adhasionswerte ermittelt worden waren.

Angesichts dieser Befunde sind grundsétzlich zwel Interpretationen moglich: zum einen ist
denkbar, dal3 die hohe Haftungsneigung der Thrombozyten bei den AVK-Patienten zu einer
ausreichend langen Verwellzeit der Pléttchen auf der bestrémten Flache fuhrt, was die Vor-

aussetzung fur den Prozef3 des , spreading” sein konnte. Bei den gesunden Kontrollpersonen
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hingegen wirden durch die geringere Adhasivitét die Plattchen durch die Stromungskréfte in
einer frihen Phase des ,, spreading”-Prozesses wieder von der Oberfl&che abgerissen.

Andererseits |&3t sich auch das gesteigerte , spreading” der Thrombozyten der Patienten als
Ursache fur eine erhdhte Adhésivitdt deuten. Im Verlauf des , spreading”-Prozesses verklei-
nert sich der senkrecht zur Oberfldche bestehende Durchmesser der Pléttchen. Sie werden
schrittweise immer flacher, bis sieim Endzustand vollstandig ausgebreitet (,, spread”) anhaften
(siehe Abbildung 8 und 5, Abschnitt 2.4.2). Diese morphologische Veranderung hat zwei Fol-
gen: erstens vergrof3ert sich im Zuge des ,, spreading” schrittweise die Haftflache der Plattchen
mit der Oberfléche, was per se schon eine gesteigerte Haftfestigkeit erklart. Zum anderen be-
wirkt das ,, spreading®, dal? sich die Angriffsflache der Pl&ttchen fur die Stromungskréfte suk-
zessive verkleinert, was auch ein Abreif3en von der Oberfléche erschwert. Die Adhésivitét
errechnet sich aus der pro Zeit- und Flécheneinheit an einer Oberflache haftenden Thrombozy-
ten minus dem Anteil der Pladttchen, der in der gleichen Zeiteinheit wieder abgerissen wird
(siehe auch Abschnitt 2.3.4). Das gesteigerte , spreading” wirde also durch Herabsetzung des
Antells der abgerissenen Pléttchen die erhdhte Zahl haftend bleibenden Plattchen erkléren. In
Abbildung 33 ist schematisch dargestellt, wie die Veranderung der Pldttchenmorphologie die

Angriffsflache der Stromung verkleinert.

"Spread” tiber Pseudopodien haftend

Strémung Strémung

—>> A A

Abbildung 33
Schematische Zeichnung zweier haftender Plattchen in der Seitansicht.. , Spread platelets’
(links) bieten der Stromung eine wesentlich geringere Angriffsflache (A) als Uber Pseudopo-
dien haftende Pléattchen (rechts, A").

Es lalt sich somit sowohl die veranderte Morphologie der haftenden Pléttchen als primére

Ursache der erhdhten Adhasivitét interpretieren als auch umgekehrt die gesteigerte Haftungs-
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neigung als Basis fur das gesteigerte ,, spreading”. Mdoglicherweise sind beide aufgezeigten

M echanismen relevant.

Erstere Deutung wird gestiitzt durch Befunde von Jen at al., die zeigten, dass die Haftungsfes-
tigkeit der Thrombozyten an Fibrinogen-beschichteten Oberflachen signifikant von ihrer Mor-
phologie anhéngt, genauer von ihrem Ausbreitungsgrad (,spreading”): mehr als 90 % der
Pléattchen, die ausgebreitet waren, konnten Abreikraften einer Schubspannung bis zu 50
dyn/cm?® widerstehen, wahrend einer groRer Teil der nicht , spread platelets’, die eine dendriti-
sche Form mit Pseudopodien hatten, schon bei Schubspannungen von weniger als 10 dyn/cm?
durch die Strémung von der Oberfl&che abgerissen wurden .,

In einer anderen Analyse untersuchten Wu et a. die Haftungsfestigkeit von Pléttchen an
Fibrinogen-beschichteten Oberflachen in Abhéngigkeit von der Zeit, die zwischen dem initia-
len Anhaften der Pléttchen und dem Beginn einer ,, Abrei3strémung” lagen. Sie fanden, dal3
bei Plattchen mit langer Anhaftungszeit die Adhasionsfestigkeit signifikant grosser war als bei
solchen, die vor Beginn der Abreissstromung nur kurze Zeit an der Oberflache adhérierten. .
Dieser Befund unterstiitzt oben genannte These, dal3 bei ausreichend langer Verweilzeit von
Plattchen auf Oberflachen ihr Abreif3en erschwert wird. Wu et a. fanden zudem ebenfalls
einen signifikanten Zusammenhang zwischen der Anhaftungsfestigkeit und der Morphologie
der Plé&ttchen.

Zusammenfassend |&fdt sich nach unserer Ansicht der Shape Index (SI) Circularitét durch sei-
ne enge Korrelation mit der Adhésivitét als brauchbarer morphologischer Parameter fur die

Adhéasionsfunktion der Plattchen interpretieren.

Zahlreiche Publikationen belegen den Zusammenhang zwischen der Atherosklerose und be-

1836 von einer

stimmten Risikofaktoren "9*°4%2 5o wird in zwei neueren Untersuchungen
signifikanten Korrelation zwischen dem Ausmal3 atherosklerotischer Gefél3veranderungen und
den Plasmaspiegeln von LDL-Cholesterin, Fibrinogen, Triglyzeriden und - negativ korelliert -
von HDL-Cholesterin berichtet, wobel die Untersuchung an drei verschiedenen Gefdregio-
nen (Karotiden, Bauchaorta, Femoralarterie) durchgeftihrt wurde. Analog zu diesen Befunden

wiesen auch die AVK-Patienten in der vorliegenden Studie im Vergleich zu gesunden Spen-
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dern signifikant erhdhte Plasmakonzentrationen von Fibrinogen, Cholesterin, LDL und
Triglyzeriden auf, wahrend die HDL Spiegel signifikant niedriger waren.

Andere Analysen stellen einen direkten Zusammenhang zwischen diesen Risikofaktoren und
der Plattchenfunktion her. Mehrere Studien berichteten von einem Zusammenhang zwischen
Cholesterin und der Plattchenreaktivitat 1>1°""° wobei in vitro hohe LDL-Spiegel die Reak-
tivitdt der Thrombozyten, ausgedriickt durch gesteigerte Thromboxanproduktion, erhéhten.
Zudem wurde beschrieben, dal3 ein direkter Zusammenhang zwischen Hyperchol esterinédmie
und Bildung eines Plttchenthrombus in stenotischen GefaRbezirken bestehe *. Eine weitere
Studie belegte, dal3 Pléttchenadhésion bel Diabetikern mit hohem Thromboserisiko signifikant
von den Plasmaspiegeln der Triglyzeride (positive Korrelation) und HDL (negative Korrelati-
on) abhing *. Ein direkter Zusammenhang zwischen oxidiertem LDL und der Plattchenadha-
27,69

sion bzw. Aggregation wird in anderen Arbeiten beschrieben
Verminderung der Pléttchereaktivitét durch hohe HDL-Werte beschreibt.

, wobel Zhao zudem eine

Die vorliegende Arbeit konzentrierte sich auf zwel Aspekte der Plattchenfunktion, die Adhé-
sion und den morphologischen Parameter Circularitét als Shape Index (Sl), der das , Sprea-
ding* quantifizierte. Zwischen , spreading® und den genannten Risikofaktoren fanden sich
allerdings nur fir das HDL, dessen Plasmaspiegel mit dem Shape Index (SI) negativ korrelier-
te, signifikante Zusammenhange: hohe HDL-Spiegel waren mit geringem ,, spreading”, niedri-
ge Spiegel mit entsprechend ausgepragterem ,, spreading” assoziiert. Umgekehrt positiv zu
korrelieren, alerdings statistisch nicht signifikant, waren Zusammenhange des Shape Index
mit den anderen genannten Risikofaktoren: entsprechend hohe Plasmaspiegel gingen mit ge-
steigertem ,, spreading”, niedrige mit geringem ,, spreading” einher. Dartiber hinaus lief3en sich
bei Uberhdhten Plasmaspiegeln zweier dieser Risikofaktoren gleichzeitig syngergistische Ef-
fekte auf die Plattchenreaktivitét nachweisen. Die Kombination hoher Fibrinogen-, Triglyze-
rid- und LDL-Werte und gleichzeitig niedriger HDL-Konzentrationen fuhrte bei den Ver-
suchsperonen zu einer signifikant gesteigerten Plattchenreaktivitét, ausgedriickt durch erhoh-
tes,, spreading”.

Badimon et al. wiesen am Tiermodel durch Dié&-induzierte Hypercholesterinamie eine ver-
mehrte Plattchenadhasion nach, wobei die Plasmamembran der Plattchen bedingt durch Ver-
anderung der Lipidzusammensetzung eine signifikant gesteigerte Fluiditdt aufwies °. Dies
koénnte ein Ansatzpunkt sein, um den in der vorliegenden Arbeit aufgefallenen Zusammen-
hang zwischen Plasmarisikofaktoren wie Cholesterin und Plétchenadhasivitét und , sprea-

ding” zu erklaren.
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Zahlreiche Studien belegen die entscheidende Rolle des Pl&ttchenmembranrezeptors Gp 1lbll-
lafir Adhasion und , spreading”. Ein as ,, Vroman Effekt” beschriebener Befund besagt, dal3
bei Kontakt einer Glasflache mit Blutplasma eine rapide Adsorption von Plasmaproteinen an
die Glasflache stattfindet ®’. Insbesondere das Fibrinogen, das als Ligand des Pl&ttchenrezep-
tors Gp I1bllla bekannt ist, wird auf der Oberflache immobilisiert ©. Vor allem bei niedrigen
Scherraten, wie sieim SPAA herrschen (Maximum 170 s-1), wird Adhasion und ,, spreading”
iiber Gpllbllla an Oberfléchen-immobilisiertes Fibrinogen vermittelt *>2. In Strémungsexpe-
rimenten im SPAA mit Plattchen einer Patientin mit Afibrinogenamie fand keinerlei Adhésion
an Glas statt. Nach Fibrinogensubstitution war diese wieder vorhanden und auch ,, spreading*
wieder nachweisbar *. Diese Befunde der Thrombenentstehung auf immobilisiertem Fibrino-
gen sind insofern von hoher Relevanz, as Fibrinogen und Fibrin in hoher Konzentration in
atheroskl erotischen Plagues vorhanden sind >®.

Die entscheidende Beteiligung von Gp llbllla an Plattchenadh&sion und , spreading” steht
somit aul3er Frage, was es zwangsaufig zum Ansatzpunkt zahlreicher antithrombozytérer
Strategien macht. Das Tetrapeptid RGDS inhibiert kompetitiv durch Imitation der RGD-
Sequenz des Fibrinogens die Bindung dessen an Gp I1bllla, wasim SPAA zu einer drastischen
dosisabhangigen Reduktion der Adh&sion flhrte, die in unseren Experimenten ab einer Kon-
zentration von 400umol/l einen Séttigungswert von 37 % der Kontrollexperimente erreichte.
Ahnliche Ergebnisse zeigten sich bei Inhibition durch den nicht-peptidischen hochspezifi-
schen Gpllbllla-Blocker Ro 43-8857 und das Antikorperfragment c7E3-Fab. Unter Einsatz
von Ro 43-8857 liefd sich die Adhasion bis auf ca 8% der Kontrollexperimente reduzieren, das
gegen Gpllbllla gerichtete Antikorperfragment c7E3-Fab blockierte gar bis auf 3%.

Die morphometrische Auswertung noch haftender Pl&ttchen unter Rezeptorblockade zeigte
einen zunachst unerwarteten Befund: die Circularitét, die als morphologischer Funktionspa-
rameter das , spreading® charakterisiert, nahm unter Rezeptorinhibition zu. Das heil, die
Rezeptorblockade reduzierte zwar die Zahl der haftenden Pléttchen, nicht aber den morpholo-
gischen Parameter der Plattchenfunktion, das ,, spreading”, welches im Gegenteil sogar zu-
nahm. Ahnliches erbrachte die Rezeptorinhibition mit Ro 43-8857. Die wenigen verbleiben-
den haftenden Thrombozyten waren hier wie bel den Versuchen mit RGDS im Vergleich zu
den Kontrollplattchen mehr ausgebreitet.

Diese scheinbar paradoxe Wirkung der Gp lIbllla-Blockade scheint zundchst im Widerspruch

zu Befunden zu stehen, die einen urséchlichen Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein
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von Gp IIblllaund der Fahigkeit der Plattchen zum , spreading” aufzeigen . Zudem existie-
ren konkrete Befunde, die bei Stromungsversuchen unter Gp llbllla-Blockade von einer
gleichsinnigen Verminderung von Adhasion und , spreading” berichten 3%,

Im Gegensatz dazu existiert eine Analyse, die eine Gp llbllla- Blockade durch den monoklo-
nalen Antikérper PMAS durchfihrte und fand, dal3 die Pléttchenadhésion an immobilisiertem
Fibrinogen zwar signifikant reduziert war, die verbleibenden haftenden Pléttchen aber zu fast
50% , spread” waren .

»Spreading” bedeutet , Sich-Ausbreiten* der Pléttchen auf einer Oberflache. Die Kontakitfl &
che der der Oberfléche zugewandten (ventralen) Pléattchenmembran wird dabei schrittweise
vergroldert, was die Zahl der Bindungen zwischen Membranrezeptoren und Oberflachen-
gebundenen Liganden (Fibrinogen) erhoht (siehe Abbildung 34, unten). Dies kénnte bedeuten,
dai3 bei Pléattchen, die schon sehr schnell nach Strdmungsbeginn zu ,, spread platelets* werden,
eine relativ grofRe Anzahl von Rezeptoren bereits von Oberflachen-immobilisiertem Fibrino-
gen besetzt sind, was bedeutet, dal3 nur wenige Rezeptoren noch von Blocker belegt werden
koénnen. Die Uber fokale Kontaktstellen haftenden Pléttchen adhérieren dagegen nur Uber we-
nige Rezeptoren an der Oberflache, was bel einer konstanten Anzahl von Gp IIbllla (ca 45.000
“0 hzw. 80.000 %) den Anteil der vom Inhibitor besetzbaren Rezeptoren erhht (siehe Abbil-
dung 34, unten). Eine mdgliche Folgerung daraus ist, dal3 bel letzterer Plattchenpopulation
durch die vermehrte Inhibitorbelegung der Rezeptoren der ,, spreading*-Prozef} friih gestoppt
wirde und sie als dendritische Pl&ttchen durch die Stromung fortgesptilt wirden. Eine kleine
Plattchenpopulation, die auf Grund ihrer intrinischen Hyperreaktivitat sehr schnell spreitet,
wrde dagegen durch den im Plasma zirkulierenden Blocker kaum mehr angegriffen und blie-
be an der Oberfléache haften. Diese friih-spreitende Population mufite nach dieser These aller-
dings auch bei den Kontrollexperimenten ohne Rezeptorinhibition vorhanden sein. Dort wiir-
den alerdings die dendritischen Plattchen (mit niedriger Circularitét) zusétzlich haften blei-
ben, was die Verschiebung zu den niedrigeren mittleren Circularitdtswerten erkléren wirde.
Eben diese Folgerung scheint durch die Tatsache untermauert, dal die absolute Anzahl der
massiv ausgebreiteten Pléttchen pro Flacheneinheit bel den Kontrollexperimenten ohne Re-
zeptorblockade ahnlich grof3 war wie unter Einfluf3 des Inhibitors. Dendritische, Uber Pseudo-
podien haftende Thrombozyten, kamen dagegen in nennenswerter Anzahl nur in den Kon-
trollexperimenten vor (siehe Abbildungen 10 oben, 24 und 26, Abschnitt 3.1, 3.5.1 und 3.5.2).
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"Spread" liber Pseudopodien haftend

Stromung Stromung

!—H—%L\

o
N\~

Rezeptor-Liganden-Bindung

Abbildung 34

Schematische Zeichnung zweier haftender Plattchen in der Seitansicht. ,, Soread platelets’
(links) haften Uber eine verhaltnisméaldig grofe Anzahl von Rezeptor-Liganden-Bindungen,
wahrend bei dendritischen, Gber Pseudopodien haftenden Plattchen (rechts), bedingt durch
die kleinen Kontaktstellen der Pseudopodien mit der Oberflache - weniger Bindungen mog-

lich sind.

Die nahezu vollstandige Aufhebung der Plattchenadh&sion unter c7E3-Fab Rezeptorblockade
scheint angesichts der Gp Ilbllla-vermittelten Adh&sion an immobilisiertes Fibrinogen 2>
nicht Uberraschend, sie steht allerdings im Widerspruch zu einigen Studien, die dem c7E3-Fab
zwar einen Blockierungseffekt auf die Aggregation, nicht aber die Adhasion, zuschreiben %,
Die Diskrepanz dieser Befunde konnte einerseits durch die Verwendung anderer bestromter
Oberflachen (Kollagen | und von Willebrand Faktor) erkléarbar sein, wobei dann auch die Be-
teiligung zusétzlicher Membranrezeptoren wie Gp la/lla und Gp Ib denkbar wére. Dem ge-
genuiber steht die Tatsache, dal3 bel niedrigen Scherraten, wie sie im SPAA herrschen, eine
Uber Gplliblllaund von Willebrand Faktor (VWTf) vermittelte Plattchenadhésion aulier der Gber
Fibrinogen nachgewiesen ist %2,

Ebenso wie bei den in vitro-Versuchen lief3 sich auch bei therapeutischer Gabe mit c7E3-Fab
bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt nach Angioplastie ex vivo eine signifikante Ver-
minderung der Pléttchenadhésion 3 Stunden nach Infusionsende nachweisen, die etwa 20%

der Adhasion der Patienten betrug, die nicht mit c7E3-Fab, sondern konventionell mit Ticlo-
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pidin behandelt wurden. Die as Nebenbefund aufgefallene erhdhte Adhésivitét dieser Patien-
ten im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen steht in Ubereinstimmung mit anderen Be-
funden, die bei 15 Patienten mit akutem Infarkt 24 bis 48 Stunden nach PTCA ebenfalls eine
gesteigerte Plattchenfunktion zeigten %,

Die geringere Auspragung der Adhdsionsminderung unter c7E3-Fab bel diesen ex vivo-
Versuchen im Vergleich zur fast totalen Blockade bei in vitro-Einsatz erscheint zunéchst un-
erwartet angesichts der Tatsache, dal? bei therapeutischer Dosierung von c7E3-Fab mit ca.
6ug/ml eine erheblich hohere Plasmakonzentration erreicht wird, wie sie bei in-vitro Versu-
chen firr die véllige Aufhebung der Plattchenaggregation erforderlich war 2. AuRerdem ist
bekannt, dal bereits eine Konzentration von 3ug/ml ausreicht, um eine 89%ige Blockade von
Gpllblllaan den Pléttchen herbeizufiihren, was ein fast volliges AulRerkraftsetzen der Gpllbll-
la-vermittelten Plattchenfunktion zur Folge hat *°. Andererseits ist bekannt, dal3 3 Stunden
nach Infusionsstop von c7E3-Fab durch die immens kurze Halbwertszeit (<10 min) kaum
noch im Plasma zirkulierendes freies c7E3-Fab vorkommt %%, Das heif¥t, daf? 3 Stunden nach
Infusionsstop neu synthetisierte Pléttchen (ca 2000/ul/h) durch ungebundenen Antikorper
nicht mehr in relevantem Ausmal? angegriffen werden konnen. Zudem wird von einer Rever-
sibilitét der c7E3-Fab-Bindung an die Plattchen berichtet 2% Dies ist ein Erklarungsansatz
dafir, dal3 auch 2 Tage nach Infusionsstop noch ein signifikanter Reduktionseffekt auf die
Aggregation nachweisbar war, der im Vergleich zu den unmittelbar nach c7E3-Fab-
Infusionsstop gemessenen Werten allerdings deutlich geringer war *2. Das steht in Uberein-
stimmung zu den Befunden der vorliegenden Arbeit, bel denen 30 Stunden nach Infusionsstop
die Adhasion wieder angestiegen war, alerdings mit 40% immer noch signifikant niedriger
alsdie Adhéasion der nicht mit c7E3-Fab behandelten Patienten lag.

Diese Befunde zeigen, dal3 die Therapie mit c7E3-Fab erheblich wirksamer zu sein scheint als
eine konventionelle antithrombozytére Therapie mit Ticlopidin (siehe Abschnitt 2.1.2), unter
dessen Einwirkung in der vorliegenden Arbeit keine Adh&sionsminderung aufgefallen war.
Dies scheint zunachst Uberraschend, da eine Reduktion der Plattchenadhasion durch Ticlopi-
din sehr wohl nachgewiesen ist %> wird aber dadurch verstandlich, daR durch die kurze
Einwirkzeit des Ticlopidin auf die Pléttchen der getesteten Patienten (1-2 Tage) die volle the-
rapeutische Wirksamkeit wohl noch nicht erreicht war (volle Wirksamkeit erst nach 3-5 Ta-
gen ).

Zusammenfassend scheint sich angesichts dieser Befunde und der in-vivo-Relevanz der Gpll-

bllla-Interaktion mit immobilisiertem Fibrinogen *® ein zusétzlicher Aspekt der therapeuti-
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schen Wirksamkeit von c7E3-Fab zu zeigen. DarUber hinaus zeigen die vorliegenden Befunde
die Plattchenadhésion an Oberflachen-gebundenem Fibrinogen als zusétzlichen sinnvollen

Parameter zur Beurteilung des Effekts einer Membranrezeptorblockade .

Die Befunde der vorliegenden Arbeit zeigen, dal3 Gplibllla der entscheldende Rezeptor fir die
Plattchenadhasion an Fibrinogen in einer Staupunktstromung ist. Ein anderer Mechanismus,
der in unserem Versuchsansatz zumindest theoretisch von Bedeutung ist und Gplb als Adha-
sions-vermittelnden Rezeptor und von Willebrand Faktor (VW) als dessen Ligand beinhaltet,
bleibt bei diesem Modell allerdings unberticksichtigt. Dabel ist die physiologische Relevanz
des vWf angesichts der moglichen erheblichen klinischen Blutungssymptomatik bei einem
Defekt in dieser Interaktion - sei es durch Fehlfunktionen des Membranrezeptors Gplb (Ber-
nard Soulier Syndrom) oder des Liganden vWf (von Willebrand sche Erkrankung, VWD) -
evident.

Vor diesem Hintergrund sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit Experimente zur Plé&tt-
chenadhasionskinetik bei durch Blutung auffalig gewordenen Patienten, bei denen aus diesem
Grund das Vorliegen einer VWD vermutet wurde, der Relevanz einer vWi-vermittelten Adh&a
sion im SPAA nachgehen. Die Auswertung der Messungen zeigte, dal3 die Plattchenadhésion
dieser Patienten zwar vermindert war (im Mittel 76% der Werte der gesunden Kontrollperso-
nen), dieser Unterschied allerdings nicht statistisch signifikant war. Dartiber hinaus konnte
kein Zusammenhang der Adhéasionswerte mit der Plasmakonzentration des vVWf dieser Pati-
enten gezeigt werden. Die Zahl der adhdrenten Pléttchen streute zwar erheblich (zum Zeit-
punkt t=2.5 min von 43 bis 167 haftenden Pl&ttchen pro Flacheneinheit), alerdings wurde die
niedrigste Zahl bei einem Patienten gemessen, bei dem mit normalen Faktor VIII- und vWf-
Werten die VWD ausgeschlossen war. Auf der anderen Seite wies der einzige Patient der
Mefdreihe, bei dem tatséchlich eine schwere VWD vorlag (Faktor VIII 3%, VWT 1%), mit et-
was Uber 100 haftenden Pléttchen einen Wert in einer Groflienordnung auf, die nur etwas unter
der von gesunden Kontrollpersonen lag.

In der Tat ist dies zunéchst Uberraschend, da zahlreiche Publikationen von der entscheidenden
Bedeutung des vWf bei der Adhasion berichten, die sowohl durch Interaktion des vVWf mit
Gplb as auch mit Gp l1bllla bewerkstelligt werden kann. ®%>°3%° Das Gpllblllaist alerdings
wie schon mehrmals beschrieben in der Lage, auch andere adhasive Proteine wie Fibrinogen,
Fibronectin und Vitronectin, die alle im Plasma vorkommen, binden kann. Die Bindung von

VWI - zumindest in immobilisierter Form - an Gpllbllla erfordert alerdings eine Aktivierung
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dieses Rezeptors, welche durch vorherige Interaktion des VW mit Gplb oder von Gpllbllla
mit Fibrinogen erreicht werden kann >3, Hantgan et al. zeigten bei einem Patienten mit schwe-
rer VWD, dal3 Plattchenadhasion an immobilisiertem Fibrinogen entscheidend von vWf ab-
hangig ist . Die Interaktion Gplb-vWf scheint dabei durch Aktivierung von Gplibllla zusétz-
lich die Adh&sion an immobilisiertes Fibrinogen zu vermitteln %°. Daneben ist alerdings auch
unabhangig von Gpllbllla eine Adhasion Uber Gplb-Bindung an Subendothel-gebundenen
VWi bekannt &, Kompliziert wird dieses Wechselspiel zusétzlich durch die unterschiedliche
Relevanz dieser Interaktionsmdglichkeiten bel verschiedenen Stromungsbedingungen. Gpllibl-
Ila und Fibrinogen scheinen in erster Linie bei niedrigen Scherraten (bis 600 s-1), Gplb und
VvWf bei hohen Scherraten (iber 800 s-1) adhasionsvermittelnd zu sein #*>%. Die Befunde
Hantgans zeigten, dal? allerdings auch bei relativ niedrigen Scherraten (300 s-1) das Fehlen
von vVWTf die Adhasion an Fibrinogen um 40% reduzierte, bei 1300 s-1 allerdings war dieser
Effekt wesentlich ausgepréagter.

Im SPAA liegen mit maximalen Scherraten von 170 s-1 die Scherraten um annghernd eine
Grofenordnung niedriger als in den oben zitierten Publikationen. Unter diesem Gesichtspunkt
scheint es daher durchaus nicht Uberraschend, dal3 in Experimenten der vorliegenden Arbeit
bei vWf-Mangel kein signifikanter Reduktionseffekt auf die Adhasion nachzuweisen war.
Diese Befunde zeigen, dal3 der von Willebrand Faktor (VW) quantitativ wohl nicht in erhebli-
chem Ausmal} an der Vermittlung der Adhasion an Fremdoberflachen bei niedrigen Scherra-
ten teilnimmt. Somit scheidet auch Gp Ib as wichtiger Rezeptor fir die Adhasion bel diesen
Scherraten aus, da hierfir vWT der einzig mogliche Ligand ist.

Zusammenfassend wird durch diese Experimente die These der entscheidenden Bedeutung der

Fibrinogen-GplIbllla-Achse fur die Adhasion bei niedrigen Scherraten untermauert.
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5 Zusammenfassung

Thrombozyten von Patienten mit arterieller Verschlufkrankheit (AVK) weisen eine erhdhte
Haftungsneigung auf. In der vorliegenden Arbeit wurde aufbauend auf diesen Befund die
Morphologie adharenter Plattchen dieser Patienten vergleichend mit gesunden Kontrollperso-
nen mittels Interferenzreflexionskontrastmikroskopie (IRCM) analysiert, wobel ein Shape
Index (SI) - die inverse Circularitét 1/C - zur morphologischen Quantifizierung eingesetzt
wurde. Dabei zeigte sich, dal3 das Ausbreiten (spreading) der Plattchen auf Glasoberflachen,
die mit Plattchen-reichem-Plasma (PRP) von AVK-Patienten bestromt wurden, signifikant
ausgepragter war als bei gesunden Kontrollpersonen. Dartiber hinaus zeigte sich eine hochsig-
nifikante Korrelation der Haftungsneigung der Plattchen mit dem Grad des spreading. Die als
Shape Index (Sl) verwendete inverse Circularitdt 1/C scheint somit angesichts dieser Befunde
ein sinnvoller Parameter zur Einschétzung der Plattchenmorphologie und — durch die signifi-
kante Korrelation mit der Adhasivitét — auch der Plattchenfunktion zu sein.

Zusétzlich wurde in der vorliegenden Arbeit der Einflul3 von Atherosklerose-Risikofaktoren
auf die Adhasions-Morphologie untersucht. Dabei zeigte sich, da3 bel erhdohten HDL-
Cholesterinspiegeln die Pléattchenmorphologie — gemessen am Shape Index (SI) - signifikant
unterschiedlich war als bei niedrigeren HDL-Konzentrationen, HDL korrelierte dabei invers
mit dem ,, spreading”. Die Betrachtung des Zusammenhangs anderer Risikofaktoren wie Fibri-
nogen, Gesamtcholesterin, LDL-Cholesterin und Triglyzeride mit dem Morphologie-
Parameter erbracht demgegentiber den Trend, dal’ erhthte Plasmaspiegel mit gesteigertem
»Spreading”, also erhohter Pléttchenreaktivitdt, zusammenhéngen. Bel gleichzeitig erhdhten
Konzentrationen zweier dieser Risikofaktoren zeigte sich, dal3 signifikante Steigerungen des
Shape Index (SI) bei Kombination erhdhter Fibrinogen- und Triglyzeridspiegel, aul3erdem bei
hohen LDL- und gleichzeitig niedrigen HDL-Werten und auch bel erhdhten Fibrinogen- und
geringen HDL-Konzentrationen vorlagen.

Dariber hinaus wurde in der vorliegenden Arbeit der Effekt einer Membran-
Rezeptorblockade auf Plattchenadh&sion- und -morphologie untersucht. Stromungs-
experimente im Staupunkt-Adhéasio-Aggregometer (SPAA) zeigten, dal3 in vitro eine Inhibiti-
on des Membranrezeptors Gp lIbllla (Integrin allbf3) durch das Tetrapeptid RGDS, das Pep-
tidanalogon Ro 43-8857 und das Antikorperfragment c7E3-Fab eine drastische Reduktion der
Adhasion bewirkt. Dartiber hinaus zeigte sich bei therapeutischem Einsatz von c7E3-Fab bel

Patienten mit hyperreaktiven Pléttchen (Patienten mit akutem Myokardinfarkt nach Angi-
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oplastie-Behandlung) in ex-vivo Experimenten ebenso eine signifikante Adhésionsminderung,
die sowohl 3 Stunden wie auch 30 Stunden nach Infusion von c7E3-Fab nachweisbar war.
Diese Befunde untermauern einerseits die zentrale Bedeutung von Gpllbllla als zentralem
adhasionsvermittelnden Rezeptor. Andererseits zeigt die bisher nicht beschriebene Adhésions-
reduktion der Pléattchen durch c7E3-Fab einen neuen Aspekt zur Erklérung der therapeuti-
schen Wirksamkeit der Substanz.

Die Messung des Shape Index (Sl) der wenigen haftenden Thrombozyten unter Rezeptorinhi-
bition wies paradoxerweise ein gesteigertes Ausbreiten (spreading) der Pléttchen auf, was die
im ersten Teil der Arbeit beschriebene enge Korrelation zwischen Adhasivitét und spreading
scheinbar widerlegte. Wir deuten das gesteigerte spreading der wenigen haftenden Pl&ttchen
bei Rezeptorblockade als Folge einer erhdhten Reaktivitéat einer kleinen Plattchenpopulation,
die auf Grund ihrer gesteigerten Aktivierbarkeit sehr schnell den Zustand vélligen Ausbreitens
(spreading) erreicht. Nach dieser These wére diese schnell gespreitete Population unempfind-
lich gegen Inhibitor und wirde folglich an der Oberflache haften bleiben, wahrend weniger
reaktive Plattchen, die dendritisch Uber Pseudopodien hafteten, durch Blocker im ,, spreading”
inhibiert und auf Grund ihres hohen Stromungswiderstands und ihrer geringen Anzahl von
Rezeptor-Liganden-Bindungen fortgespllt wirden. Letztere Pléattchen bleiben in den Kon-
trollexperimenten haften und erreichen wechselnde Ausbreitungsgrade.

Gpllbllla, das von den Plasmaproteinen hauptséchlich Fibrinogen und von Willebrand Faktor
(VWIf) bindet, erscheint als der entscheidende Membranrezeptor fur die Pléttchenadhasion an
Fremdoberflachen. Adhésionsmessungen bei Patienten mit von Willebrand scher Erkrankung
(VWD) sollten die Relevanz des vWf bei der Adhasion insbesondere bei den im SPAA vor-
liegenden niedrigen Scherraten (bis 170 s™) abkl&ren. Die Ergebnisse zeigten keine Korrelati-
on der teilweise drastisch erniedrigten vWf-Plasmaspiegel mit der Adhasivitét der Plé&ttchen.
Bei niedrigen Scherraten (<600 s*, im SPAA kommen maximale Scherraten von 170 s vor)
scheint somit Fibrinogen tber Bindung an Gpllbllla der hauptsichliche Ligand fur die Adh&
sion an Fremdoberflachen zu sein. Daraus folgt, dal3 Gp Ib, dessen einzig méglicher Ligand
der VW1 ist, als Adhésions-Rezeptor ausscheidet und wahrscheinlich erst bei hoheren Scherra-

ten wirksam wird.
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