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1 Einleitung

1 EINLEITUNG

Bis zum Ende des 19. Jahrhunderts war neben Erythrozyten und Leukozyten die Existenz
weiterer Zellen im Blut nicht bekannt. Der deutsche Anatom und Physiologe Max Schultze
beschrieb bereits 1865 erstmals ausfihrlich mikroskopisch sichtbare "Kliimpchen farbloser
Kiigelchen" im Blut des Menschen und empfahl "angelegentlichst" deren weitere
Untersuchung [1]. Knapp 20 Jahre spater widmete sich der italienische Pathologe Giulio
Bizzozero den beschriebenen Klimpchen und zeigte in einer umfangreichen Reihe von
revolutiondren in vivo und in vitro Experimenten, dass diese von ihm erstmals als
Blutplattchen bezeichneten Bestandteile im zirkulierenden Blut durch ihre Aggregation und
somit Thrombusbildung maBgeblich fiir die Blutgerinnung verantwortlich sind [2].

Erst mit Beginn dieses Jahrhunderts wurde deutlich, dass Thrombozyten neben ihrer
essentiellen Bedeutung flir die Blutgerinnung eine substantielle Rolle im Rahmen von
Entziindungen spielen.

Eine Vielzahl der Erkrankungen, mit denen in der Pferdemedizin tatige Tierarzte taglich
konfrontiert werden, beruht auf entziindlichen Prozessen. So erscheint es wahrscheinlich,
dass durch die Thrombozytenbiologie Erkrankungen auch beim Pferd substantiell beeinflusst
werden. In der internationalen Literatur findet sich bislang eine sehr Ubersichtliche Anzahl
wissenschaftlicher Publikationen, welche sich mit der Rolle der Thrombozytenbiologie beim
Pferd in Zusammenhang mit entziindlichen Erkrankungen befassten.

Aufgrund der moglichen Bedeutsamkeit der Thrombozyten insbesondere im
Zusammenhang mit entzlindlichen Erkrankungen war es so naheliegend, umfangreiche
Untersuchungen zur Thrombozytenbiologie bei gesunden wund kranken Equiden
durchzufiihren. Zuerst wurden bei klinisch unauffilligen erwachsenen Equiden 4
labordiagnostische Methoden zur Thrombozytenbiologie untersucht: Die Laser-
Durchflusszytometrie, die Impedanzaggregometrie aus Vollblut, die Fluoreszenz-
Durchflusszytometrie sowie die Messung von aus der Zellmembran der Thrombozyten
geldsten Proteine im Serum und Plasma mittels ELISA.

In einer prospektiven Untersuchung wurden diese Methoden beziiglich ihrer Eignung in
der Diagnostik und Prognostik bei Equiden mit systemischen Entziindungen (SIRS) Gberprift.

Da bei humanen Patienten positive Einfliisse einer Hemmung der Thrombozyten-
funktion auf eine reduzierte Thromboseneigung und auf den Erkrankungsverlauf von SIRS-

Patienten ermittelt werden konnten, sollte schlussendlich die Maoglichkeit der
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medikamentésen Hemmung der Thrombozytenfunktion durch die orale Applikation von

Clopidogrel und Acetylsalicylsaure beim Pferd Gberprift werden.



2 Literaturiuibersicht

2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Thrombozytenbiologie

2.1.1 Morphologie der Thrombozyten

Die Thrombozyten des Pferdes zeigen sich elektronenmikroskopisch analog zu den
humanen Thrombozyten in einer diskoiden Form mit einer Dicke von etwa 0,5 um, sind jedoch
im Durchmesser etwa ein Drittel kleiner als die 3-5 um groen humanen Thrombozyten [3-5].
Die im Zytoplasma gelegenen a-Granula sind etwas groRer als die humaner Zellen und zeigen
eine feine, unterteilte Substruktur [3,4]. Die a-Granula des Menschen enthalten eine Vielzahl
von Faktoren, welche insbesondere fir die Adhdsion von Bedeutung sind. Hierzu gehoéren
unter anderem Proteoglykane (u.a. platelet factor 4), Glykoproteine (u.a. von Willebrand
Faktor), Faktoren der plasmatischen Gerinnung (u.a. Fibrinogen), Mitogene (u.a. Interleukin-
B), Proteaseinhibitoren (u.a. a2-Macroglobulin) und weitere Proteine (u.a. Immunglobuline
und Albumin) [6]. Untersuchungen zum Inhalt der a-Granula des Pferdes liegen nach Kenntnis
der Autorin nicht vor.

Die zahlenmaRig geringeren 6-Granula (Synonym: dense bodies) besitzen beim Pferd
wie beim Menschen einen Durchmesser von etwa 0,15 um [3-5]. Die humanen 6-Granula
enthalten pro-aggregierende Faktoren: Zu 65% in Form von Adeninen (Adenosin-
di/triphosphat: ADP/ATP), sowie Aminen (Serotonin, Histamin) und bivalenten Kationen
(Kalzium, Magnesium) [6,7]. Vergleichende Untersuchungen von Meyers et al. [7] zum Inhalt
der 6-Granula bei verschiedenen Spezies zeigten, dass equine Granula im Vergleich zu denen
des Menschen geringere Konzentrationen an ADP, ATP, ionisiertem Kalzium und Magnesium
beinhalten, die Konzentration an Serotonin jedoch etwa gleich hoch gemessen werden konnte
(Tabelle 1). GroRe Unterschiede konnten beziiglich der Verdnderungen der Konzentrationen
nach Aktivierung der Thrombozyten nachgewiesen werden: Wahrend humane Thrombozyten
nach Aktivierung mit Thrombin mehr als 75 % ihres Gehaltes an ADP und ionisiertem Kalzium
freisetzen, lag dieser Anteil bei den equinen Zellen mit ca. 40 % bzw. 20 % deutlich niedriger.
Beziglich des Kalziums konnten auch bei keiner der anderen untersuchten Spezies (Katze,
Rind, Hund, Schwein, Kaninchen, Nerz) anndahernd hohe prozentuale Werte der Freisetzung

ermittelt werden wie beim Menschen. Beim ionisierten Magnesium ergab sich ein
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umgekehrtes Bild: Hier sezernierten die equinen Zellen mit ca. 23 % etwa dreifach héhere

Anteile als die humanen.

Tabelle 1: Konzentrationen von Adeninen (ATP, ADP), Aminen (Serotonin) und bivalenten Kationen in
den 6-Granula von Thrombozyten bei Mensch und Pferd sowie Konzentrationsdnderungen nach
Aktivierung mit Thrombin; modifiziert nach Meyers et al. [7]

Konzentration Ausschiittung nach Aktivierung
(umol/10 Thrombozyten) (%)
Pferd Mensch Pferd Mensch

Ca** Gesamt 11,3+3,7 15,1+1,4

Ausschittung 2,5+1,1 10,1+1,9 22+7 69 +11
Mg* Gesamt 5,2+0,9 6,4+1,0

Ausschittung 1,2+0,4 0,4+0,3 23+6 76
Serotonin | Gesamt 0,6 0,3

Ausschittung 0,5 0,2 83+8 81+t4
ATP Gesamt 2,4+0,8 55+1,0

Ausschittung 0,4+0,1 1,9+0,8 18+4 33+9
ADP Gesamt 1,2+0,5 3,00,6

Ausschittung 0,4 £0,2 2,6+0,9 42 +22 84+14

Als dritte sekretorische Organelle finden sich in humanen Thrombozyten wenige
Lysosome, welche sdureaktive Enzyme (Proteasen und Hydrolasen) enthalten. Die Funktion
der Lysosome im Rahmen der Hamostase ist unklar und wird als unbedeutend angesehen
[5,6]. In den beiden Untersuchungen zur Ultrastruktur equiner Thrombozyten finden
Lysosome keine Erwdhnung [3,4].

Im Unterschied zu den Thrombozyten von Menschen besitzen die der Pferde keine als
offenes Kanalsystem (open canalicular system, OCS) bezeichneten Einstiilpungen der
Zellmembran in das Zellinnere [3,4]. Uber das OCS erfolgt beim Menschen die Degranulation
der Granula nach Aktivierung des Thrombozyten [5]. Nach Aktivierung equiner Thrombozyten
mit Thrombin sammeln sich die a-Granula im Zentrum der Zelle, verlieren ihre runde Form,
fusionieren zunachst miteinander und entlassen ihren Inhalt letztendlich durch Fusion mit der
Oberflichenmembran in die Umgebung [3,4]. Uber Degranulationsprozesse der §-Granula
equiner Thrombozyten liegen nach Kenntnis der Autorin keine Untersuchungen vor. Beim
Menschen werden durch die Fusion der Membran der a-Granula mit der Oberflache der

Thrombozyten zudem eine Vielzahl von in der Membran der Granula enthaltenen

4
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Glykoproteine (u. a. GPlIbllla, GPlb-V-IX, P-Selectin, CD40L) in die Zelloberflache integriert [6].
Einige dieser Glykoproteine konnten auch bei equinen Thrombozyten nach Aktivierung und
Verschmelzen der Membran der a-Granula mit der Zellmembran auf der Zelloberflache
nachgewiesen werden [3], so dass anzunehmen ist, dass die Glykoproteine auch beim Pferd
in die Membran der a-Granula integriert sind.

Die Benennung der Glykoproteine ist in der Literatur nicht einheitlich: So werden neben
der Abklrzung GP insbesondere Bezeichnungen gemdlR immunophadnotypischer
Eingruppierung nach dem Cluster of Differentiation (CD) sowie weitere Synonyme verwendet.
Die Tabelle 2 vermittelt einen Uberblick Giber bedeutende Glykoproteine, ihre Veranderungen

im Rahmen der Thrombozytenaktivierung sowie das Vorhandensein in der Membran equiner

Thrombozyten.

Tabelle 2: Ausgewahlte Glykoproteine der Thrombozyten

Glyko- D Svnonvm Funktion Prasenz | Prdsenz Pferd
protein ynony ruhend | aktiviert | (Quelle)
« Adhasion an
GPIb-V-IX | CDa2a-d | GPIb-x.y | Subendotheliale Matrix 4 + 3]
Endothelzellen, Leukozyten
« Signalvermittlung
« Adhasion an
subendotheliale Matrix,
GPilbllla | CD41/61 i Endothelzellen, Leukozyten * e Bl
« Signalvermittlung
GPVI - - Adhasion an Kollagen + + -
P-Selectin . .
i CD62P PADGEM Ln:grfekljlkoonz TétnEndotheIzellen i s 3]
GMP-140 Y
i CDAOL CD154 Interaktion mit Endothelzellen i . i
und Leukozyten
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2.1.2 Zellulare Gerinnung

Der deutsche Anatom und Physiologe Max Schultze (1825-1874) hat bereits im Jahre
1865 erstmals ausfihrlich mikroskopisch sichtbare "Kliimpchen farbloser Kiigelchen" im Blut
des Menschen beschrieben und zeichnerisch dargestellt, sowie am Ende seiner Ausfiihrungen
geschlossen: "Die Kérnchenbildungen im Blute des Menschen seien also hiermit allen denen,
welche sich eingehender mit dem Blute beschdftigen, angelegentlichst empfohlen. Das
Material, welches mir vorlag, hat noch keine Inhaltspunkte zur Beurtheilung ihrer etwaigen
Bedeutung fiir pathologische Processe gegeben." [1]. Knapp 20 Jahre spater widmete sich der
italienische Pathologe Giulio Bizzozero (1846-1901) den von Schulze beschriebenen
Klimpchen und zeigte in einer umfangreichen Reihe von revolutiondren in vivo und in vitro
Experimenten, dass diese von Bizzozero erstmals als Blutplattchen bezeichneten Bestandteile
im zirkulierenden Blut durch ihre Aggregation und somit Thrombusbildung maRgeblich fiir die
Blutgerinnung verantwortlich sind [2].

In den 1960iger Jahren konnte dann dank der Entwicklung der Elektronenmikroskopie
gezeigt werden, dass die Aggregation mit strukturellen Veranderungen der Blutplattchen wie
z.B. einem Verlust der intrazellularen Granula sowie der Bildung von Pseudopodien
einhergeht [8] und dass dies unter anderem durch Adenosin 5‘-diphosphat (ADP) [9], Kollagen
[10], Epinephrin [11] und Prostaglandine [12] vermittelt wird. In den folgenden Jahren gelang
der Nachweis zahlreicher spezifischer Rezeptoren in der Membran der Thrombozyten und der
entsprechenden intrazelluldren Kaskaden (insbesondere Konzentrationsdanderungen von
Kalziumionen), welche die Aktivierung der Thrombozyten, daraus resultierende Aggregation
und schlussendlich die Thrombusbildung herbeifiihren.

So interagiert beim Menschen ADP mit den purinergen Rezeptoren P2Y1;und P2Y1[13].
Das Vorhandensein von P2Y1; und P2Y1 auf equinen Thrombozyten und ihre Beteiligung an der
ADP-induzierten Aggregation konnte bereits gezeigt werden [14]. Friher ging man zudem
davon aus, dass die Aktivierung mittels ADP auch (iber den Rezeptor P2X; vermittelt wird.
Untersuchungen zu Beginn des 21. Jahrhunderts haben jedoch gezeigt, dass der Rezeptor P2X;
beim Menschen ausschlieBlich mit ATP interagiert und hierdurch eine Aktivierung induziert
wird [15].

Die Aktivierung der Thrombozyten durch Kollagen wird beim Menschen durch eine

Modulation des Integrins Glykoprotein VI (GPVI) vermittelt [16]. Die Mechanismen der
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Thrombozytenaktivierung durch Kollagen beim Pferd sind nach Kenntnis der Autorin nicht
untersucht.

Neben den direkten Agonisten wie Kollagen oder ADP werden Thrombozyten auch
durch indirekte Agonisten wie die Arachidonsdaure (AS) aktiviert. Die AS wird von den
Thrombozyten enzymatisch durch die Cyclooxygenase-1 (COX-1) zu Thromboxan A, (TXA2)
umgewandelt, welches durch Interaktion mit Thromboxan-Rezeptoren (TBXA2R) zu einer
Aktivierung der Thrombozyten fihrt [17]. In humanen Thrombozyten wird die folgende
Aggregation zum GrofRteil durch die Degranulation der ADP-enthaltenden &-Granula und
daraus folgender Aktivierung und Aggregation lber den P2Y1,-Rezeptor vermittelt [18]. Wie
beim Kollagen liegen Untersuchungen zu den Mechanismen der AS-induzierten Aktivierung

bei equinen Thrombozyten nach Kenntnis der Autorin nicht vor.

Die im Folgenden kurz zusammengefassten Erkenntnisse zum Ablauf der zelluldren
Gerinnung stammen aus in vivo Untersuchungen mit Labortieren sowie in vitro-
Untersuchungen mit humanen Thrombozyten. Entsprechende Untersuchungen mit equinen
Thrombozyten liegen nach Kenntnis der Autorin nicht vor.

Die Scherkrafte im Blutfluss sorgen dafiir, dass die Thrombozyten bedingt durch ihre
geringe Grolle immer nahe an der GefaRwand treiben [19]. Bei Schadigungen des Endothels
kommt das Subendothel mit dem Blut in Kontakt, wodurch frei zirkulierender von-Willebrand-
Faktor (VWF) an die subendotheliale Matrix gebunden wird. Die Verbindung dieses
gebundenen VWF mit dem Oberflachenintegrinkomplex GPIb-V-IX zirkulierender
Thrombozyten verursacht eine zunachst noch instabile Bindung ("touch and go" [20]) im
Bereich des Defekts (Abbildung 1A) [21]. Die stabile Thrombozytenadhdsion erfolgt
insbesondere durch Bindung des Oberflachenintegrins GPVI an das subendotheliale Kollagen
mit daraus resultierender Aktivierung und folgender Abflachung der letztlich immobilisierten
Thrombozyten (Abbildung 1B) [22]. Die Aktivierung der Thrombozyten tGber GPlb-V-IX und
GPVI sowie zusatzlich durch |6sliche Agonisten wie ADP, Thrombin und AS induziert die
Aktivierung verschiedener Oberflachenintegrine wie dem GPllb-llla (Abbildung 1B) [22]. Die
weitere Aggregation von Thrombozyten ist ein dynamischer Prozess, im Rahmen dessen
zirkulierende Blutplattchen zumeist lediglich kurzfristig an diesen immobilisierten
Thrombozyten anhaften, nur zu einem geringen Anteil endgiiltig gebunden werden und zur

Thrombusbildung beitragen. Hierbei ist erneut die Bindung von GPIb-V-IX der zirkulierenden
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Zellen an den in diesem Fall in der Oberflache der immobilisierten aktivierten Thrombozyten
exprimierten VWF fiir die instabile Bindung verantwortlich (Abbildung 1C) [23]. Die stabile
Bindung zirkulierender Thrombozyten wird schlussendlich mafigeblich durch die Vernetzung

von aktiviertem GPllb-llla durch Fibrinogen erreicht (Abbildung 1D) [23].

& von-Willebrand-Faktor
GPIb-V-IX
GPlIb-llla (inaktiv)
GPlIb-Illa (aktiviert)
GPVI Thrombozyt (ruhend)
—
5 ; ¢ / (aktiviert)
Endothel # Endothel
\
| \ A ‘ \

Fibrinogen

Thrombozyt

#

i L | \ l l
[ /A L | B || W \

Kollagen Kollagen

A B C D

Abbildung 1: Stark vereinfachtes Schema der Thrombozytenaggregation an einem Endotheldefekt:
voriibergehende Adhésion zirkulierender Thrombozyten (A), stabile Bindung an Kollagen und
Thrombozytenaktivierung (B), voriibergehende Adhasion zirkulierender Thrombozyten (C), stabile
Bindung zirkulierender Thrombozyten (D)
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2.1.3 Die Rolle von Thrombozyten bei immunologischen und entziindlichen Prozessen

Erst mit Beginn des 21. Jahrhunderts wurde deutlich, dass Thrombozyten neben ihrer
essentiellen Beteiligung an der Gerinnung eine substantielle Rolle im Rahmen von
Entziindungen spielen, indem sie liberwiegend die angeborene aber auch die erworbene
Immunitat beeinflussen. Die im Folgenden zusammengefassten Erkenntnisse stammen aus in
vitro und in vivo Untersuchungen mit Thrombozyten von Menschen und Labortieren.
Vergleichbare Untersuchungen mit equinen Thrombozyten liegen nach Kenntnis der Autorin
nicht vor.

Kirzlich konnte gezeigt werden, dass Thrombozyten bei Mausen insbesondere in
Lebersinusoiden als wichtiger Unterstiitzer der unspezifischen Abwehr gegen eindringende
Erreger iiber den Magen-Darm-Trakt dienen. Die Thrombozyten "scannen" hierbei permanent
die Oberflache von Kupfferzellen durch kurzzeitige Adhdsion flir weniger als eine Sekunde
mittels GPIb-V-IX und dem von den Kupfferzellen prasentierten vWF. Prasentieren die
Kupfferzellen zusatzlich ein Antigen, werden die Thrombozyten aktiviert, binden mittels GPIIb-
[lla fest an die Kupfferzellen und initiieren hierdurch eine Aggregation (s. 2.1.2). Die infizierte
Kupfferzelle wird hierdurch umhiillt, eine Ausbreitung der Erreger verhindert sowie die
Abtétung durch Immunzellen erméglicht [20].

Neben den im Rahmen der Gerinnung beschriebenen Aktivierungsmechanismen
werden die Thrombozyten auch durch direkten Kontakt mit Erregern (Bakterien, Viren und
Parasiten) [24—28], Lipopolysacchariden (LPS) [29] sowie durch das Komplementsystem [30]
aktiviert. Durch diese Aktivierung unterstiitzen die Thrombozyten das Immunsystem unter
anderem in der Erregerbekampfung:

e Humane und murine Thrombozyten initiieren nach Kontakt mit einem infektiosen Agens

(z. B. Listeria monocytogenes [27], Adenoviren [28]) durch Bindung an CD8*-

dendritische Zellen eine spezifische Immunabwehr. Diese Interaktion ist maBgeblich

durch die Verbindung von CD40L der Thrombozyten und CD40 der Immunzellen
vermittelt und induziert bei eher geringen Antigenkonzentrationen unter anderem eine
vermehrte Immunglobulin G-Synthese.

e Antimikrobielle Peptide (Defensine) vorwiegend aus den a-Granula humaner

Thrombozyten besitzen eine bakterizide Wirkung [31].
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e Humane Thrombozyten binden in vitro mit dem Malaria-Erreger Plasmodium falciparum
infizierte humane Erythrozyten und téten die intrazellularen Erreger. Die Wirkung ist
sowohl von ADP-induzierter Thrombozytenaktivierung als auch von COX-vermittelter
Aktivierung (s. 2.1.2, S. 6) abhdngig: Unter Zusatz einer ADPase werden befallene
Erythrozyten nicht gebunden und die Vermehrung von Plasmodium falciparum in vitro
somit nicht verhindert. Thrombozyten humaner Probanden, welche (iber eine Woche
zweimal  taglich 4,2 mg/kg Acetylsalicylsaure  (ASS) zur Hemmung der
Thrombozytenfunktion oral eingenommen haben, binden in vitro ebenfalls nicht mehr
an infizierte Erythrozyten. Bei mit Plasmodium chabaudi infizierten Mausen resultierte
eine Behandlung mit ASS in einer hdheren Mortalitdt im Vergleich zu unbehandelten
Kontrolltieren [26].

¢ In Anwesenheit von LPS entstehen Thrombozyten-Leukozyten-Aggregate (TLA). Die TLA
induzieren insbesondere in den Lebersinusoiden und Lungenkapillaren die Synthese
neutrophiler extrazelluldrer Traps (NETs) [29]. Bei diesen NETs handelt es sich um
netzartige Gebilde aus Erbsubstanz (DNA) mit proteolytischer Aktivitdt, welche ein
Einfangen und Abtoten zirkulierender Bakterien und Viren im Blut ermoglichen
[24,29,32,33]. Die Aggregatbildung wird nach einer Aktivierung von Thrombozyten und
Leukozyten und anschlieBender Vernetzung durch Fibrinogen vermittelt: Ein Fibrinogen-
Molekil verbindet das aktivierte GPlIb-llla der Thrombozyten mit dem Makrophagen-
Antigen 1 (MAC-1, Synonym CD11b/18) in der Membran von aktivierten neutrophilen
Granulozyten. Die Aktivierung der Thrombozyten wird hierbei durch den Kontakt von
LPS mit dem Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4) der Thrombozyten induziert [29]. Die
Aktivierung der neutrophilen Granulozyten und daraus resultierende Prdasentation von
MAC-1 in der Zellmembran erfolgt durch die Verbindung von aus den a-Granula der
Thrombozyten nach Aktivierung in die Zellmembran integriertem P-Selectin und P-
Selectin Glykoprotein Ligand-1 (PSGL-1) in der Membran der neutrophilen Granulozyten
[34,35].

Insbesondere die auch als Immunothrombosis bezeichnete Interaktion von
Thrombozyten und neutrophilen Granulozyten zieht jedoch auch negative Folgen nach sich.
So schadigt die Adhasion von TLA an das GefalRendothel die Endothelzellen mit der Folge

erhdéhter GefaRpermeabilitat und letztlich Odembildung [31]. Ursache ist hier vornehmlich
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eine durch die Aggregatbildung vermittelte gesteigerte Synthese von Sauerstoffradikalen
durch die neutrophilen Granulozyten [19,36]. Die Adhasion der TLA an Endothelzellen erfolgt
insbesondere nach Aktivierung der Endothelzellen durch CD40L in der Membran aktivierter
Thrombozyten aber auch durch die im Plasma geléste Form des Glykoproteins, des sCD40L
[37,38]. Die Sekretion von Chemokinen wie zum Beispiel CXCL4 (C-X-C Motif Ligand 4;
Synonym: platelet factor 4), CXCL7 (C-X-C Motif Ligand 7; Synonym: neutrophil-activating
peptide-2) und CCL5 (C-C Motif Ligand 5; Synonym: RANTES) aus den a-Granula der
Thrombozyten verstarkt dariiber hinaus die Chemotaxis fiir Neutrophile sowie Aktivierung
und Adhasion der Granulozyten an das Endothel [39]. Der Einfluss der Thrombozyten an der
GefdlRentzlindung ist nicht unerheblich: Im Mausmodell konnten nach induzierter Entziindung
mittels Angiotensin Il histologisch nachweisbare Veranderungen wie eine Infiltration mit
Makrophagen und eine Degradation der Lamina elastica sowie die Expression
inflammatorischer Zytokine und Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) gezeigt werden. Wurden
die Mause mit dem Thienopyridin Clopidogrel behandelt, welches (ber eine Blockade des
P2Y1,-Rezeptors zu einer Funktionshemmung der Thrombozyten fiihrt, konnten signifikant
geringere Entziindungsanzeichen im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe
nachgewiesen werden [40].

Neben den schadigenden Effekten auf die Endothelzellen kénnen die TLA insbesondere in der
Mikrozirkulation einen vollstandigen GefaRverschluss mit nachfolgender Ischamie
verursachen [33]. Auch die antimikrobiellen Peptide aus den a-Granula haben nicht nur
bakterizide Wirkung: So induziert Granzyme B bei Mdusen nach experimentell induzierter
polymikrobieller Peritonitis durch Ligierung und Punktion des Caecums eine Apoptose von
Zellen in Milz, Niere und Lunge. Eine Hemmung der Thrombozytenfunktion mittels Blockade
des GPlIb-llla durch Eptifibatid flihrt zu einer signifikanten Reduktion der Apoptose von ca. 66
% mit einer signifikant verldngerten Uberlebenzzeit behandelter M3use im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe [41].

Vor wenigen Jahren konnte gezeigt werden, dass Thrombozyten von Menschen mit
Sepsis gespleiRte pra-mRNA des Gewebefaktors exprimieren, wodurch bei den betroffenen
Patienten die Gewebefaktor-induzierte prokoagulatorische Aktivitdit erhoht wurde. Bei
gesunden Individuen konnte die gespleillte pra-mRNA nicht nachgewiesen werden. In vitro
wiederum konnte die Exprimierung durch Bakterien, a-Toxin von Streptokokken sowie LPS an

Thrombozyten gesunder Probanden ebenfalls induziert werden [42].
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Diese kurz zusammengefassten Mechanismen haben beim Menschen besonders im
Rahmen einer Sepsis Anteil am Auftreten teilweise lebensbedrohender Komplikationen mit
Schaden vor allem an Niere und Lunge bis zum multiplen Organversagen. Die Verabreichung
von Medikamenten zur Thrombozytenfunktionshemmung wie dem Clopidogrel kann den
Krankheitsverlauf sowie die Mortalitdt beeinflussen: So ergab eine Meta-Analyse zu Verlauf
und Mortalitdt bei ambulant erworbenen Pneumonien (community-acquired pneumonia,
CAP), dass Lungenschaden, Notwendigkeit und Dauer einer mechanischen Beatmung sowie
die Mortalitat bei Patienten unter Therapie mit Clopidogrel im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe signifikant geringer waren [43]. Die retrospektive Analyse von 615 in die
Intensivstation einer tertidren Klinik berwiesenen Patienten zeigte, dass unabhangig vom
Grund der Einweisung eine bestehende Medikation mit Medikamenten zur
Thrombozytenfunktionshemmung (ASS, Clopidogrel) die Odds Ratio der Mortalitdt um Faktor
5 reduziert war. Dieser Effekt zeigte sich insbesondere bei schwerer erkrankten Patienten mit

hoheren APACHE II-Scores (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation) [44].

Eine Aktivierung der plasmatischen Gerinnung sowie Mikrothrombenbildung und
daraus resultierende Organschaden im Rahmen akuter systemischer Entziindungen konnten
beim Pferd bereits gezeigt werden. Bei adulten Pferden mit Erkrankungen des Magen-Darm-
traktes, welche eine Laparotomie notwendig machten, war die aktivierte partielle
Thromboplastinzeit (aPTT) im Vergleich zu einer Kontrollgruppe bereits praoperativ
verlangert. Der operative Eingriff verursachte einen signifikanten Anstieg der
Serumkonzentration der Fibrin-Monomere und der D-Dimere sowie einen signifikanten Abfall
der Konzentration an Antithrombin Il [45]. Gleichartiges ergaben Untersuchungen an
neugeborenen Fohlen mit schwerer Sepsis: Auch hier waren aPTT und Prothrombinzeit (PT)
bei den septischen Fohlen im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant verldangert, die
Konzentration der D-Dimere signifikant erhéht und die von Antithrombin 11l (ATIII) signifikant
erniedrigt. Diese Veranderungen waren dariber hinaus mit einer hohen Mortalitdt verbunden
[46].

Bei Pferden mit schweren gastrointestinalen Erkrankungen (intestinale Ischamie,
Enteritis) konnten bei etwa 40 % der Patienten zahlreiche (Grad 2-4/4) Mikrothromben in
Niere, Leber und insbesondere Lunge nachgewiesen werden. In einer Kontrollgruppe mit 11

Pferden mit weniger schweren Erkrankungen (Obstipationen, Dickdarmverlagerungen) waren
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bei keinem Patienten Mikrothromben vorhanden, in einer Gruppe von 16 mutmaRlich klinisch
unauffalligen Schlachtpferden lagen bei einem Pferd moderate (Grad 2/4) Fibrinablagerungen
vor [47]. Bei neugeborenen Fohlen mit schwerer Septikimie waren die Mikrothromben bei
einer deutlich hoheren Zahl der Patienten (28/32) nachweisbar, auch hier war bei 97 % der
Fohlen insbesondere die Lunge betroffen [48].

Welche Rolle eine Thrombozytenaktivierung in diesen Situationen beim Pferd spielt, ist
bislang weitgehend unklar. So liegt lediglich eine sehr Ubersichtliche Anzahl von
Untersuchungen zur Thrombozytenaktivierung im Rahmen immunologischer und
entzindlicher Prozesse vor. In vitro fiihrt die Anwesenheit von LPS beim Pferd zu einer
Aktivierung von Thrombozyten [49]. Bei mit Oligofruktose bzw. Starke induzierter Hufrehe
konnten eine Aktivierung von Thrombozyten sowie erhohte Serumkonzentrationen von LPS
ebenfalls nachgewiesen werden, so dass die Autoren mutmaliten, dass aktivierte
Thrombozyten eine Rolle in der Entstehung einer fltterungsbedingten Hufrehe spielen
konnten [50,51]. Aktivierte Thrombozyten wurden auch in Zusammenhang mit viralen
Infektionskrankheiten dokumentiert: In vivo bei Ponys mit experimentell induzierter equiner
infektioser Anamie [52] sowie in vitro in Anwesenheit equiner Herpesviren Typ 1 [53]. Eine
Verminderung der mittleren Granularitat der Thrombozyten (MPC, mean platelet component
concentration) als Zeichen einer Degranulation infolge einer Aktivierung konnte beim Pferd
im Rahmen systemischer Entziindungen ebenfalls nachgewiesen werden [54].

Entzlindliche Veranderungen von Venen durch Venenkatheter sind beim Pferd eine
regelmalig auftretende Komplikation im Rahmen systemischer Entziindungen [55,56], und es
erscheint in Anbetracht der Beteiligung von Thrombozyten an entziindlichen Prozessen bei
Mensch und Labortier sehr wahrscheinlich, dass die Aktivierung von Thrombozyten in der

Entstehung dieser entzlindlichen Verdanderungen beteiligt ist.
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2.2 Klinische Testverfahren zur Thrombozytenbiologie

Das erste klinische Testverfahren zur Thrombozytenfunktion beim Menschen war die
1910 von Duke eingeflihrte in vivo Blutungszeit. Nach einem Hautschnitt am Unterarm oder
an der Ohrmuschel wurde die Zeit gemessen, bis die Blutung zum Stillstand kam [57]. Die
Technik wurde von Ivy verfeinert und wurde bis in die 1990iger Jahre als Screeningtest zur
Thrombozytenfunktion empfohlen [58,59]. Es wurde jedoch gezeigt, dass die Messergebnisse
eine schlechte Wiederholbarkeit aufweisen und zudem Blutungszeit und Blutungsneigung
insbesondere in Zusammenhang mit operativen Eingriffen nicht korrelieren [60,61]. Seit
einigen Jahren wird aus diesem Grund der Einsatz der in vivo Blutungszeit als Screeningtest
zur Thrombozytenfunktion beim Menschen nicht mehr empfohlen [62].

In der Veterinarmedizin wurde die in vivo Blutungszeit ebenfalls etabliert und in
Untersuchungen bei Pferden eingesetzt [63,64]. Anfang des 21. Jahrhunderts konnte jedoch
von Segura et al. auch fiir das Pferd eine schlechte Wiederholbarkeit gezeigt werden [65]. In
Anlehnung an die Empfehlungen der Humanmedizin erscheint der Autorin die Blutungszeit
aus diesem Grund wenig geeignet, die Thrombozytenfunktion des Pferdes valide zu ermitteln.

Seit Beginn der 1950iger Jahre wurden in der Human- und Veterinarmedizin eine
Vielzahl von labordiagnostischen Methoden zur Thrombozytenzdhlung (s. 2.2.1) und
Thrombozytenfunktion (s. 2.2.2) etabliert, welche validere Ergebnisse liefern und zudem

weniger invasiv fir den Patienten sind.

2.2.1 Thrombozytenzahlung

2.2.1.1 Methodik

Bis in die spaten 1950iger Jahre wurde die Thrombozytenzahl manuell in einer
Neubauer- oder Thoma-Zahlkammer aus einer verdinnten Blutprobe mit Phasenkontrast-
mikroskopie ermittelt. Die Firmen Coulter Electronics Inc. und Technicon Instruments
etablierten die ersten Messinstrumente, welche auf der Basis von Messungen im
kontinuierlichen Durchfluss arbeiteten. Zwei bis heute weitverbreitete Messprinzipien
wurden hierbei etabliert: Von Technicon die Messung mittels optischer Lichtbrechung und -
streuung (optoelektrisch) sowie von Coulter die Messung mittels Widerstand (Impedanz). Die

Messungen beschrankten sich zunachst auf Erythrozyten und deren Indizes (z. B. Volumen,
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Hamoglobingehalt). In den 1970iger Jahren konnten dann durch technische
Weiterentwicklungen auch Leukozyten und Thrombozyten gezahlt werden sowie durch die

Einflhrung zytochemischer Farbeverfahren Zellpopulationen differenziert werden.

Bei den in der modernen Hamatologie verwendeten optoelektrischen Geraten kommen
verschiedene Laser (Diodenlaser, Halbleiterlaser) zum Einsatz, welche auf Basis einer
Streulichtmessung im kontinuierlichen Durchfluss arbeiten. Die Zellen passieren hierbei
einzeln in einer Kapillare einen Laserstrahl. Der Laserstrahl wird an den Zellen gestreut, wobei
das auf einer Fotozelle auftreffende Streulicht proportional der ZellgréRe und die Anzahl der
Impulse proportional der Zellzahl ist. Beim ADVIA® 120 (Bayer, jetzt Siemens Healthcare)
kommt ein Diodenlaser (670 nm) zum Einsatz, das Gerat wurde mittels tierartspezifischer
Softwareadaptation unter anderem fir die Tierart Pferd validiert [66,67]. Der in den eigenen
Untersuchungen eingesetzte ADVIA® 2120 ist die Weiterentwicklung des ADVIA® 120, wobei
ein methodischer Unterschied lediglich darin besteht, dass beim ADVIA® 2120 eine cyanfreie

Hamoglobinfarbung etabliert wurde.

In einigen Geraten der Firma Sysmex wird die optische Messung durch fluoreszierende
Methoden zur Identifizierung der Thrombozyten erganzt. Die hierbei verwendeten Farbstoffe
Polymethin bzw. Oxazin durchdringen die intakte Zellmembran und farben RNA [68]. Zunachst
erfolgten die Messungen in der XE-Serie im Retikulozyten-Kanal, die Gerate der neusten
Generation (XN) besitzen einen separaten Messkanal [69,70]. Wenngleich das fir
hamatologische Untersuchungen in der Veterinarmedizin verfligbare Modell XT-2000iV mit
speziesspezifischer Software mit der fluoreszierenden Methodik ausgestattet ist, ist eine
Zahlung der Thrombozyten mittels Kombination aus optischer und fluoreszierender Methodik
nicht moglich. Die kombinierte Messmethodik wird lediglich zum Nachweis retikulierter

Thrombozyten eingesetzt (s. 2.2.2.3.5, S. 29).

Bei auf Impedanz beruhenden Methoden kommt die Eigenschaft von Blutzellen als
schlechte elektrische Leiter zum Einsatz. In einer elektrisch gut leitenden Suspension werden
die Zellen im kontinuierlichen Durchfluss zwischen 2 Elektroden mit Gleichspannung
durchgefiihrt. Die nicht-leitenden Zellen fiihren zu einer kurzzeitigen Anderung des

Widerstandes zwischen den Elektroden, wobei der Widerstand als elektrischer Impuls
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gemessen und gezahlt wird. Das Ausmal der Anderung des Widerstandes ist proportional zum
Volumen der Zelle, so dass neben einer absoluten Zellzahl auch das zugehorige Volumen
gemessen werden kann. Verschiedene Gerdte basierend auf der Methodik der Impedanz
(Mythic 18, Sysmex F-800, Sysmex poCH-100iV, CA530-VET, Hamat-8) wurden zur Zellzahlung
in equinen Blutproben validiert [67,71-75]. Die vorgenannten Gerate waren nicht Gegenstand

der eigenen Untersuchungen.

Einige Hamatologiesysteme verwenden sowohl Impedanz als auch optoelektrische
Messmethoden, wobei fiir die Thrombozytenzahl in der Regel nur das Ergebnis einer
Methodik - zumeist der Impedanz - vom Gerat ausgegeben wird. Auch hier wurden Gerate
verschiedener Hersteller (Sysmex XT-2000iV, Abbott Cell-Dyn 3500, Idexx ProCyte DX) fir die
Tierart Pferd validiert [76—78]. Goldmann et al. und Giordano et al. stellten hierbei fest, dass
die Thrombozytenzahlen in equinen Blutproben gemessen mittels Impedanz mit der Idexx
ProCyte DX bzw. dem Hamat 8 im Vergleich zu den optoelektrischen Messungen mit dem
ADVIA® 120/2120 signifikant hoher waren [75,78]. Giordano et al. sprachen dem ADVIA® 120
hierbei eine bessere Messgenauigkeit zu, eine Kontrolle der Thrombozytenzahl fand jedoch
ohne Zahlkammer, sondern lediglich mittels mikroskopischer Schatzung der Zellzahl statt [75].
Bei Goldmann et al. wurden keine manuellen Zahlungen durchgefiihrt [78]. Lillieh66k und
Tvedten stellten bei ihrer vergleichenden Untersuchung zur Thrombozytenzahlung mittels
optischer Methoden mit dem Sysmex XT-2000iV und der Impedanzmessung mit dem Cell-Dyn
3500 fest, dass aufgrund der geringen Grof3e equiner Thrombozyten mikrozytare Erythrozyten
bei der Impedanzmessung falschlich als Thrombozyten gezahlt wurden [77]. In den eigenen
Untersuchungen wurden die Gerate mit kombinierten Messungen durch optische und

Impedanzmethoden nicht eingesetzt.

In der Veterindrmedizin wird in der Hamatologie mit der Quantitativen Buffy Coat
Analyse (QBC) eine weitere Methode zur Zellzdhlung und -differenzierung eingesetzt.
Zellpopulationen werden hier aufgrund ihrer Auftrennung anhand der Dichte nach
Zentrifugation von Vollblut in einer Kapillare sowie ihrer Fluoreszenz nach Farbung mit
Acridinorange differenziert. Der IDEXX VetAutoread™ wurde fir die Analyse von equinen

Blutproben etabliert [79], war jedoch nicht Gegenstand der eigenen Untersuchungen.
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Bis zum Anfang des 21. Jahrhunderts war in der Humanmedizin gemall der
Expertenkommission des International Council for Standardization in Haematology die
Thrombozytenzahlung mittels Phasenkontrastmikroskopie als Goldstandard festgelegt [80].
Mittlerweile wurde als Goldstandard die Zahlung mittels immunologischer Fluoreszenz-
Durchflusszytometrie definiert. Neben der Zellzahlung mittels optoelektrischer Methoden
werden die Thrombozyten hierbei zusatzlich durch fluoreszierende Antikérper gegen
spezifische Oberflachenproteine der Thrombozyten (CD41/61) markiert und die Zellzahl aus
dem Verhaltnis fluoreszierender Thrombozyten zur Zahl der Erythrozyten ermittelt [81]. Die
Methodik wurde in das CELL-DYN Sapphire der Firma Abbott integriert und steht somit
vollautomatisch in der humanen Routinediagnostik zur Verfligung. In einer Untersuchung
humaner Patienten mit Leukdmie und disseminierter intravasaler Koagulopathie (DIC) konnte
gezeigt werden, dass die Messungen des CELL-DYN Sapphire eine sehr gute Korrelation
(r=0,971) mit dem Goldstandard aufwiesen. Es lag jedoch ein geringer proportionaler Fehler
vor, der sich im Mittel in ca. 20 % niedrigeren Zellzahlen des CELL-DYN Sapphire widerspiegelte
[82]. Das Gerat wurde bezilglich seiner Eignung fiir die Thrombozytenzahlung in der
Veterinarmedizin nach Kenntnis der Autorin bislang nicht gepriift.

In der Untersuchung von Kim et al. wurden neben dem CELL-DYN Sapphire auch der
ADVIA® 2120, der Sysmex XE-2100 und der Coulter LH 750 mit dem Goldstandard verglichen.
Hierbei zeigten die Messungen aller Gerdte ebenfalls eine exzellente Korrelation mit dem
Goldstandard (ADVIA® 2120: r = 0,968). Die Messungen am ADVIA ® 2120 wiesen jedoch den
geringsten proportionalen Messfehler und den geringsten prozentualen Unterschied der
Messwerte im Vergleich zum Goldstandard auf [82].

Eine dem Goldstandard nahekommende modifizierte Immunfluoreszenzmessung wurde
beim Pferd bislang nicht im Vollblut, sondern lediglich im Thrombozyten-reichen Plasma
(platelet-rich-plasma, PRP) durchgefiihrt. O'Shea et al. berechneten hierbei die Zellzahl der
Plattchen nicht aus dem Verhaltnis zur Zahl der Erythrozyten, sondern im Vergleich zu einer
definierten Zahl an fluoreszierenden Beads, welche der Probe zugesetzt waren. Signifikante
Unterschiede der Zellzahlen zwischen der Immunfluoreszenzmessung und der optischen

Zahlung am ADVIA® 2120 konnten sie im PRP nicht nachweisen [83].
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2.2.1.2 Antikoagulantien

Als  Antikoagulans wird in der Hamatologie routinemalig Kalium-EDTA
(Ethylendiamintetraessigsaure) verwendet [84]. Bei Verdacht auf eine EDTA-induzierte
Pseudothrombozytopenie (s. 2.2.1.3) kommt u.a. Zitrat als Antikoagulans zum Einsatz. Hierbei
ist zu berlcksichtigen, dass die entsprechenden EntnahmegefdRe ein standardisiertes
Volumen Natriumzitrat (3,2 %) enthalten, welches bei korrekter Befiillung des
Entnahmerdhrchens zu einer Verdiinnung der Blutprobe im Verhaltnis 1:10 fiihrt. Bei der
Verwendung von Zitratblut ist dieser Verdlinnungseffekt zu beachten, ermittelte Zellzahlen
miussen zum direkten Vergleich mit den Ergebnissen aus EDTA-Proben mit dem Faktor 1,1
multipliziert werden. Da bei einzelnen Individuen sehr selten eine Pseudothrombozytopenie
auch im Zitrat auftreten kann, werden seit wenigen Jahren beim Menschen auch wieder
Probengefdle mit Magnesiumsulfat (Mg-Sulfat) als Antikoagulans in der Hamatologie
verwendet [85].

Die Verwendung von Kalium-EDTA und Zitrat als Antikoagulans ist in der Untersuchung
equiner Thrombozyten etabliert [66,67,86]. Untersuchungen zur Verwendung von Mg-Sulfat

als Antikoagulans beim Pferd liegen nach Kenntnis der Autorin nicht vor.

2.2.1.3 Thrombozytopenie

Thrombozytopenien werden beim Pferd eher selten diagnostiziert. In einer
retrospektiven Untersuchung aller Patienten einer US-amerikanischen Universitatsklinik tiber
einen Zeitraum von 5 Jahren wurde eine Pravalenz von 1,49 % ermittelt [87]. Die
pathophysiologische Ursache der Thrombozytopenie kann eine verminderte Bildung im
Knochenmark z. B. bei der equinen infektiosen Anamie [88], ein erhdhter Verbrauch z. B. im
Rahmen einer disseminierten intravasalen Koagulopathie (DIC) [89], eine immunvermittelte
Zerstorung der Zellen [90-93] oder eine Kombination aus mehreren Ursachen sein.

Das Phanomen einer Thrombozytenaggregation in Anwesenheit von EDTA wurde 1969
beim Menschen erstmals beschrieben [94] und der Begriff EDTA-Pseudothrombozytopenie
(EDTA-PTCP) 1973 eingefiihrt [95]. Bei Verwendung von Zitrat oder Heparin als Antikoagulans
war die Aggregation bei den dort beschriebenen Einzelindividuen nicht vorhanden. In wenigen
Einzelfallen wurde hingegen auch eine in vitro Aggregation mit Zitrat und Heparin beschrieben

[96]. Der genaue pathophysiologische Mechanismus des Phanomens ist nach wie vor nicht
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geklart. Es wird jedoch vermutet, dass EDTA eine Konformationsdanderung eines Integrins der
Thrombozyten (GPlIb-llla) verursacht, hierdurch gegen diesen Rezeptor gerichtete IgG- und
IgM-Antikorper im Plasma an den Rezeptor binden, was zu einer Aktivierung des
Thrombozyten mit folgender Aggregation und Verklumpung fiihrt [96-98]. Die Beteiligung des
GPlIb-llla und das Vorhandensein entsprechender Antikorper im Plasma werden durch die
Beobachtung bestatigt, dass Thrombozyten von Patienten mit einer Glanzmann-Erkrankung,
denen das Integrin GPllb-llla fehlt, nach Zugabe von Plasma von Menschen mit EDTA-
induzierter Thrombozytopenie nicht aggregieren [98]. Die Aggregation ist bei 0-4 °C am
starksten ausgepragt und steigt auch bei Raumtemperatur mit zunehmender Lagerungsdauer
[99,100]. Beim Menschen werden folgende Kriterien zur Bestdtigung einer EDTA-PTCP
gefordert: Thrombozytenzahl < 100 x10°/I; Aggregation lediglich in Anwesenheit von EDTA bei
Raumtemperatur; zeitabhangiger Abfall der Thrombozytenzahl im EDTA-Blut; Nachweis von
Thrombozyten-Aggregaten im Blutausstrich oder automatisch (z. B. mittels Laserzytometrie)
sowie Fehlen klinischer Anzeichen einer Thrombozytenfehlfunktion [101]. Neben den
Thrombozytenaggregaten (Clumps) konnen am ADVIA® 2120 die Variablen MPV (Mean
Platelet Volume) und PDW (Platelet Volume Distribution Width) hilfreich in der Identifizierung
einer EDTA-PTCP beim Menschen sein: Alle 3 Variablen sind signifikant erhéht [102].

Die EDTA-induzierte Pseudothrombozytopenie wurde beim Pferd erstmals 1993 in

einem Fallbericht beschrieben [103]. Daten lber die Pravalenz in der Pferdepopulation fehlen.

2.2.1.4 Thrombozytose

Thrombozytosen werden beim Pferd ebenfalls eher selten diagnostiziert. In einer
retrospektiven Untersuchung aller Patienten einer US-amerikanischen Universitatsklinik tiber
einen Zeitraum von 5 Jahren wurde eine Pravalenz von 1 % ermittelt [104].

Thrombozytosen kénnen angeboren oder erworben sein. Angeborene Thrombozytosen
sind beim Menschen extrem selten [105] und beim Pferd nach Kenntnis der Autorin nicht
beschrieben. Bei den erworbenen Thrombozytosen unterscheidet man beim Menschen
zwischen einer primdren Thrombozytose, der sogenannten essentiellen Thrombozythamie,
einer Sonderform der primaren Thrombozytose, sowie der reaktiven bzw. sekundaren
Thrombozytose [105]. In ca. 88 % der Falle handelt es sich beim Menschen um sekundare
Thrombozytosen, zumeist in Folge einer umfangreichen Gewebezerstérung nach operativen

Eingriffen, in Zusammenhang mit akuten Infektionen (z. B. Pneumonie) sowie bei Neoplasien
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und chronischen Entziindungen [106]. Die vermehrte Bildung der Thrombozyten ist bei den
sekundaren Thrombozytosen Ausdruck der systemischen Akut-Phase-Reaktion mit Erhéhung
der Konzentrationen an thrombopoetischen Faktoren, insbesondere dem Interleukin 6,
welches in der Leber die Synthese von Thrombopoetin induziert [105]. Eine Unterscheidung
zwischen primarer und sekundarer Thrombozytose anhand labordiagnostischer Blutvariablen
ist nicht moglich, bei den primaren Verlaufsformen treten jedoch signifikant haufiger

Thrombozytenzahlen tiber 1000 x10%/1 auf [106].
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2.2.2 Thrombozytenfunktion

Untersuchungen zur Thrombozytenfunktion werden bei Patienten unter anderem zur
Erkennung von prothrombotischen Zustanden sowie Blutungsneigungen eingesetzt und sind
beim Menschen zudem in der Uberwachung von gerinnungshemmenden Therapien bei
Patienten mit Herzinfarkt- und Schlaganfallrisiko etabliert. Thrombozyten zirkulieren im Blut
in einer ruhenden, diskoiden Form. Die Aktivierung von Thrombozyten fiihrt zu Anderungen
in Form und Oberflache der Zellen und letztendlich zur Aggregation (s. 2.1.2, S. 6). Zahlreiche
labordiagnostische Methoden stehen zur Verfligung, um die Veranderungen im Rahmen der
Aktivierung nachzuweisen: Hierzu gehoéren die Ermittlung von GréRe und Granularitat der
Thrombozyten (s. 2.2.2.1), Verfahren basierend auf dem Prinzip der Aggregation (s. 2.2.2.2),
der Nachweis von Glykoproteinen in der Zellmembran und RNA im Innern der Thrombozyten
(s. 2.2.2.3) sowie die Messung von aus der Zellmembran gelésten Proteinen im Serum und

Plasma (s. 2.2.2.4).

2.2.2.1 GrofRe und Granularitat der Thrombozyten

Neben der Zahlung der Thrombozyten ermitteln moderne Hamatologiesysteme auch die
GroBe der Thrombozyten und berechnen das mittlere Zellvolumen (MPV, Mean Platelet
Volume). Der ADVIA® 120/2120 kann daruber hinaus die Granularitdt der Thrombozyten
quantifizieren und berechnet daraus die mittlere Granularitat der Zellen (MPC, Mean Platelet
Component Concentration). Thrombozytenaktivierung flihrt beim Menschen in vitro zu einer
Degranulation insbesondere der a-Granula und hierdurch zu einer Abnahme des
brechungsrelevanten Inhaltes der Zellen mit Folge eines abnehmenden MPC [107-109]. Eine
Aktivierung der Thrombozyten wird dariiber hinaus auch durch die Lagerung der Blutprobe
verursacht. So kommt es bei mit K3-EDTA antikoagulierten Proben bereits 60 Minuten nach
Blutentnahme zu einer signifikanten Abnahme des MPC bei Mensch [109,110] und Pferd [86].

Neben der Granularitdt wird auch der MPV im Rahmen einer Aktivierung humaner
Thrombozyten beeinflusst. Hierbei ist die Messmethode der Gerdte zu bericksichtigen:
Messungen mittels optoelektrischer Methoden und mittels Impedanz korrelieren bezliglich
des MPV insgesamt sehr maRig, so dass die Ergebnisse aus Studien mit nicht identischer
Messtechnik nicht vergleichbar sind [111,112]. Giordano et al. konnten dies auch bei equinen

Blutproben zeigen: Der MPV war mit der am ADVIA® 120 gemessenen optischen Methode im
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Mittel signifikant niedriger als an dem mittels Impedanz messenden Hemat 8 (Seac). Zudem
konnte ein proportionaler Fehler nachgewiesen werden [75].

Beim optischen Messverfahren des ADVIA® 120 steigt der MPV nach Aktivierung mit
Thrombin sowohl in mit Zitrat als auch mit K3-EDTA antikoagulierten humanen Proben
signifikant an [109]. Entsprechend der Abweichungen im MPC unterliegt jedoch auch der MPV
Lagerungseinflissen: In mit Ks-EDTA antikoagulierten Proben steigt der MPV signifikant
innerhalb von 4 bis 6 Stunden sowohl bei Mensch [110] als auch bei Pferd [86]. Bei der
Verwendung von Zitrat als Antikoagulans konnte von Prins et al. bei equinen Thrombozyten
jedoch ein gegenteiliger Effekt der Lagerung beobachtet werden: Es kam zu einer

geringgradigen Verringerung des MPV [86].

2.2.2.2 Thrombozytenaggregation

In den frihen 1960iger Jahren flhrte O'Brien erste Untersuchungen zur
Thrombozytenaggregation durch. Nach Aktivierung mit ADP, Thrombin und Kokain
aggregierten die Zellen an der Glasoberflache des Reaktionsgefalies, der Grad der Aktivierung
wurde durch die Abnahme der Zahl an Thrombozyten im ReaktionsgefaR bestimmt [113]. Das
Prinzip kommt auch heute noch mit dem Gerat Ichor Plateletworks (Helena Bioscienses) zum
Einsatz, wird jedoch in der Humanmedizin wenig verwendet [114]. Untersuchungen zur
Verwendung des Gerates bei Equiden liegen nach Kenntnis der Autorin nicht vor und waren
auch nicht Teil der eigenen Untersuchungen.

Zur besseren Quantifizierung der Thrombozytenfunktion wurde ebenfalls in den
1960iger Jahren wiederum durch O'Brien sowie durch Born die Methode der
Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) etabliert [115,116]. Im Unterschied zur Aggregation an
einer Fremdoberfliche wie Glas wird bei dieser Methode optisch die Trilbung einer
Plattchensuspension (PRP, platelet-rich-plasma) gemessen. Durch Aktivierung und daraus
resultierende Aggregation der Thrombozyten miteinander wird die Triibung der Suspension
vermindert. Zur Quantifizierung der Tribung wird Thrombozyten-armes-Plasma (PPP,
platelet-poor-plasma) verwendet, fiir welches eine Lichttransmission von 100 % definiert ist.
Das Verfahren der LTA wurde bereits in zahlreichen equinen Studien eingesetzt [3,14,93,117-
135], war jedoch nicht Teil der eigenen Untersuchungen.

Die Verwendung von PRP ist jedoch zeitaufwéandig und in Bezug auf die Quantifizierung

der Funktion nicht ganz unproblematisch: Die notwendige Zentrifugation bei der Herstellung
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fihrt bereits zu einer Aktivierung der Thrombozyten und kann dariber hinaus einen
moglichen Verlust von Subpopulationen der Thrombozyten nach sich ziehen, zudem fehlen
der Suspension Erythrozyten und Leukozyten, welche die Thrombozytenfunktion in vivo
beeinflussen [37,136].

So wurden zunehmend Verfahren zur Verwendung von Vollblut in der Diagnostik der
Thrombozytenfunktion wie z.B. die Impedanzaggregometrie, der VerifyNow, der PFA-
100/200, die Thrombelastographie und der Cone and Platelet Analyzer (IMPACT-R) etabliert.

Die Methodik der Impedanzaggregation von Thrombozyten im Vollblut als Indikator
einer Thrombozytenaktivierung wurde Ende der 1970iger Jahre fir den Menschen von
Cardinal und Flower etabliert [137]. Werden Thrombozyten in vitro durch die Zugabe eines
Agonisten wie z.B. Thrombin, ADP oder Kollagen aktiviert, aggregieren sie an
Fremdoberflachen, im Falle der Impedanzaggregometrie sind dies stromfiihrende Drahte.
Durch die Aggregation der Thrombozyten an den Drahten wird der Stromfluss vermindert, die
Impedanz folglich erh6ht, was kontinuierlich aufgezeichnet wird. Der Multiplate® Analyzer
(Roche, ehemals Dynabyte) stellt eine Weiterentwicklung der Methodik mit Einfihrung der
Mehrfach-Elektroden Aggregometrie dar: Jede Blutprobe unterliegt hierbei einer
Doppelmessung in einer Einmalkiivette und es kdnnen zeitgleich Proben mit verschiedenen
Agonisten untersucht werden [138]. Das Gerat ist in der Humanmedizin insbesondere im
Rahmen der Diagnostik der Thrombozytenfunktionshemmung durch Medikamente (z. B.
Acetylsalicylsdure, Clopidogrel) sicher etabliert [139-142]. Der Hersteller des Gerates
empfiehlt die Verwendung von Hirudin als Antikoagulans [143]. Dies wurde in verschiedenen
humanen Untersuchungen bestatigt [144—-146].

Kirzlich konnte gezeigt werden, dass sich beim Menschen mit dem Multiplate® Analyzer
eine reduzierte Aggregation im Rahmen einer schweren Sepsis nachweisen ldsst. Hierbei
korrelierte zudem die reduzierte Aggregation in vitro mit dem Schweregrad der Erkrankung
und war assoziiert mit einer hoheren Mortalitat [147,148].

In der Veterindrmedizin wurde der Multiplate® Analyzer bislang in Untersuchungen bei
Affen [149,150], Braunbaren [151], Hunden [152-160], Katzen [161-164], Ratten [154,165],
Schafen [166,167] und Schweinen [168-171] eingesetzt. Auch in veterindrmedizinischen
Studien wurde die Verwendung von Hirudin als Antikoagulans Gberprift und im Vergleich zu

Zitrat als besser geeignet beurteilt [149,152,154,157,166].
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Beim Pferd wurde das Prinzip der Vollblutimpedanzaggregometrie bereits vereinzelt
eingesetzt [118,172], Untersuchungen mit dem Multiplate® Analyzer wurden nach Kenntnis
der Autorin jedoch bislang nicht durchgefiihrt.

Der VerifyNow (Accumetrics) basiert unter Verwendung von Vollblut grundsatzlich auf
dem Prinzip der LTA. Die Aggregation der Thrombozyten erfolgt hierbei an mit Fibrinogen
beschichteten Latexpartikeln. Durch Verwendung von Fertigkilivetten mit den Agonisten ADP,
Arachidonsdure und Thrombin-receptor-activating-peptide (TRAP) findet der VerifyNow
insbesondere in der Uberwachung gerinnungshemmender Therapien beim Menschen
Verwendung [114]. Untersuchungen zur Verwendung des Gerates bei Equiden liegen nach
Kenntnis der Autorin nicht vor und waren auch nicht Teil der eigenen Untersuchungen.

Beim PFA-100/200 (Siemens) wird die Aggregation der Thrombozyten nach Aktivierung
der Zellen durch Kombination von Scherkraft und Agonisten Uberprift. Die Thrombozyten
aggregieren hierbei in einer Einmalmesszelle an einer mit den Agonisten beschichteten
Membran (Kollagen/ADP, Kollagen/Epinephrin, ADP/PGEi/Kalzium) und verursachen
hierdurch den vollstandigen Stopp des Blutflusses. Gemessen wird die Zeit bis zum Sistieren
des Blutflusses, weshalb die Methodik vom Hersteller auch als "in-vitro-Blutungszeit"
bezeichnet wird. Das Gerat wird in der Humanmedizin ebenfalls insbesondere in der
Uberwachung gerinnungshemmender Therapien eingesetzt [114]. Der PFA-100 wurde
beziiglich seiner Verwendung beim Pferd von Segura et al. Gberpriift. Die Autoren stellten fest,
dass die Messzellen mit Kollagen/ADP fiir den Einsatz beim Pferd geeignet sind, die Messzellen
mit Kollagen/Epinephrin aufgrund sehr groRer Streuung der individuellen Messzeiten jedoch
eher weniger [173]. Die Messzellen mit Kollagen/ADP kamen in weiteren equinen Studien zum
Einsatz [174-177]. Das Gerat wurde in den eigenen Untersuchungen nicht verwendet.

Die Thrombelastographie kombiniert die Messung von plasmatischer Gerinnung und
Thrombozytenaggregation. In der antikoagulierten Vollblutprobe wird hierbei die Zeit bis zur
Formung eines stabilen Blutgerinnsels an einem Messdraht und die sich anschlieBende
Auflosung des Gerinnsels gemessen. Hierbei oszilliert beim TEG 5000 (Haemoscope) die
Messkiivette, beim ROTEM (TEM Innovations GmbH) der Messdraht. In der Humanmedizin
wird die Thrombelastographie insbesondere zur Einschatzung eines generalisierten
Blutungsrisikos im Umfeld von Operationen genutzt, fir die spezifische Diagnostik der

Thrombozytenfunktion ist die Methode lediglich maRig geeignet [114]. Beim Pferd wurden
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einige Studien unter Verwendung der Thrombelastographie durchgefiihrt [175,176,178-188].
Die Methode wurde in den eigenen Untersuchungen nicht eingesetzt.

Bei der Methodik des Cone and Plate(let) Analyzer (IMPACT, Matis Medical) aggregieren
die Thrombozyten nach Aktivierung durch Scherkrafte auf einer rotierenden, mit Fibrinogen
und vWF beschichteten Platte. Quantifiziert wird die Aggregation durch Farbung der
Thrombozyten und darauf folgender mikroskopischer Visualisierung und Analyse durch eine
optische Software. In der Humanmedizin ist das Gerdat in der Messung der
Thrombozytenfunktion wenig verbreitet [114]. In equinen Studien wurde das Gerat nach
Kenntnis der Autorin bislang nicht eingesetzt und war kein Gegenstand der eigenen

Untersuchungen.

2.2.2.3 Membranproteine und RNA

Der Nachweis von Proteinen in der Zellmembran sowie RNA im Zellinnern erfolgt mittels
spezifischer  Antikérper und Farbemethoden im Rahmen der Fluoreszenz-
Durchflusszytometrie. So lassen sich beim Menschen unter anderem erblich bedingte
Funktionsstorungen basierend auf dem Fehlen oder einer verminderten Anzahl von
Glykoproteinen wie der Glanzmann-Thrombasthenie (GPllb-llla) oder dem Bernard-Soulier-
Syndrom (GPlb-V-IX) nachweisen [114]. Weitere Einsatzgebiete der Fluoreszenz-
Durchflusszytometrie sind der Nachweis von Thrombozyten-Aktivierung (s. 2.2.2.3.3), Bildung
von Thrombozyten-Leukozyten-Aggregaten (s. 2.2.2.3.4) sowie juveniler, RNA-reicher

Thrombozyten (s. 2.2.2.3.5).

2.2.2.3.1 Ausgangsmaterial

Traditionell wurde fir den Nachweis von Thrombozyten mittels Fluoreszenz-
Durchflusszytometrie meist plattchenreiches Plasma (PRP) verwendet. Als Antikoagulans
kommt in der Regel Natriumzitrat in seiner Eigenschaft als schwacher Kalzium-Chelator zum
Einsatz. EDTA und Heparin sind ungeeignete Antikoagulantien: EDTA als starker Kalzium-
Chelator kann eine Dissoziation des GPllb-llla aus der Zellmembran der Thrombozyten
verursachen, Heparin kann an Thrombozyten binden und hierdurch eine Aktivierung initiieren
[136]. Bei der Herstellung von PRP kommt es jedoch auch im Zitratplasma durch die
praanalytisch notwendigen Zentrifugationen der Blutprobe zu einer Aktivierung von

Thrombozyten [37]. Um diese Aktivierung zu vermeiden, wurden Methoden zur Untersuchung
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aus Vollblut etabliert. Diese bieten zudem den Vorteil, dass die Untersuchungen in einem
Milieu stattfinden, welches eher den physiologischen Bedingungen im Blutgefal entspricht als
Untersuchungen aus PRP oder gewaschenen Thrombozyten: So sind Erythrozyten und
Leukozyten vorhanden, welche beide Einflisse auf die Thrombozytenaktivierung haben
kénnen, und der Verlust von Subpopulationen der Thrombozyten wird nahezu verhindert
[136]. Insbesondere fiir den Nachweis von Thrombozyten-Leukozyten-Aggregaten (TLA) ist
jedoch eine Lyse der Erythrozyten notwendig, um Interferenzen mit der Streulichtmessung zu
vermeiden [189,190].

Der Nachweis aktivierter Thrombozyten beim Pferd erfolgte zumeist aus PRP, wobei die
angewandten Protokolle unterschiedliche Geschwindigkeiten (100 oder 150 x g) und unter-
schiedliche Dauer (10-20 Minuten) fir die Zentrifugationen aufwiesen [3,191-195]. Fiir den
Nachweis von TLA beim Pferd wurde zumeist Plattchen-Leukozytenreiches-Plasma (PLRP)
verwendet, welches durch Sedimentation tGber 30 Minuten gewonnen wurde. Jedoch wurde
der durch Abpipettieren gewonnene Uberstand in der Regel anschlieRend fiir 2 bzw. 5

Minuten bei 1200 bzw. 2700 x g zentrifugiert [191,192,196].

2.2.2.3.2 Thrombozytenmarkierung

Auf ruhenden Thrombozyten werden das Glykoprotein GPIV (Synonym CD36) sowie die
Glykoproteinkomplexe GPIb-V-IX (Synonym CD42a-d) und GPllb-llla (Synonym CD41/61)
konstitutiv exprimiert [136] (s. Tabelle 2,S.5). Durch die hohe Anzahl des Glykoprotein-
komplexes GPllb-Illa von 80.000 pro Zelle eignet sich dieser beim Menschen besonders gut als
Ziel fur einen Thrombozyten-spezifischen Antikérper im Rahmen der Untersuchung mittels
Fluoreszenz-Durchflusszytometrie [197]. Beim Pferd wird GPllb-llla analog zu humanen
Thrombozyten spezifisch in der Membran der Thrombozyten exprimiert [198] und
entsprechende Antikorper in verschiedenen Untersuchungen wurden bereits erfolgreich als

spezifische Thrombozytenmarker eingesetzt [3,191-193,196,199].

2.2.2.3.3 Thrombozytenaktivierung

Unabhangig vom verwendeten Ausgangsmaterial kann die Aktivierung von
Thrombozyten in vitro mittels ADP, Kollagen, Thrombin, Epinephrin oder TRAP erfolgen. Dies
verursacht umfangreiche Anderungen in der Oberflichenmembran der Thrombozyten,

welche sich mit spezifischen Antikorpern nachweisen lassen. Hierzu gehoren
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Konformationsanderungen des GPllb-Illa (Antikérper PAC-1), Exprimierung von Rezeptoren
fir Faktoren der plasmatischen Gerinnung (Faktor VIII, Va, Xa) und insbesondere Exprimierung
von Proteinen aus den Granula. Zu diesen Proteinen gehéren unter anderem P-Selectin
(CD62P), CD4OL (Synonym CD154), LAMP-1/-2 und Lectin-like oxidized LDL receptor-1 (LOX-1)
[136]. Beim Menschen wird die Aktivierung meist durch den Nachweis von P-Selectin [37,200],
PAC-1[200,201] und CD40L [37,200,202] belegt.

Nach Aktivierung in vitro werden CD62P und CD40L fir 1 bis 4 Stunden exprimiert
[37,203]. Das Ausmal} der Exprimierung von P-Selectin auf den Thrombozyten korreliert
jedoch nicht mit der Funktionsfahigkeit der Zellen. Im Tierexperiment konnte gezeigt werden,
dass in vitro aktivierte Thrombozyten ohne Exprimierung von CD62P fir mindestens 24
Stunden aktiv an der Thrombusbildung teilnehmen und fir mindestens 48 Stunden im Blut
zirkulieren [203].

Beim Menschen konnten erhdhte Anteile P-Selectin-positiver Thrombozyten bei
Arteriosklerose [190], nach Herzkatheter-Untersuchungen [204] und beim septischen Schock
[205] gemessen werden. Darliber hinaus korrelierte der Anteil der CD62P-positiven Zellen
positiv signifikant mit dem Schweregrad beim multiplen Organversagen (MODS), bei der
Sepsis zeigte sich ein Trend zur positiven Korrelation mit dem Schweregrad [206]. Nach der
intravendsen Verabreichung von LPS an gesunde Individuen konnten erhéhte Anteile CD40L-
positiver Thrombozyten gemessen werden [200].

Durch eine Kombinationstherapie mit Aspirin und Clopidogrel war bei Menschen mit
Arteriosklerose zum einen der Anteil CD62P-positiver Thrombozyten vermindert, zum
anderen lieBen sich die Zellen behandelter Patienten in vitro weniger aktivieren als bei
unbehandelten Kontrollindividuen [190].

Beim Pferd erfolgte die Aktivierung der Thrombozyten in vitro (berwiegend mit
Thrombin, vereinzelt kamen auch TRAP, Plattchenaktivierender Faktor (PAF), Kollagen, ADP
und CXCL8 zum Einsatz [3,52,191-194,196]. In den alteren Studien zum Nachweis aktivierter
Thrombozyten beim Pferd um die Jahrtausendwende wurde die Fibrinogen-Bindungs-
Kapazitat als Indikator verwandt [52,194,207]. So konnte das Vorliegen von aktivierten
Thrombozyten im akuten Stadium einer Infektion mit dem Virus der Infektidsen Andmie
gezeigt werden [52]. In neueren Studien kamen Antikdrper gegen P-Selectin zum Einsatz
[3,191-193,196]. Bei equinen Patienten mit RAO war im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren

eine vermehrte Zahl aktivierter Thrombozyten mittels Nachweis CD62P-positiver Zellen nicht
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zu belegen [193,196]. Untersuchungen zur Verwendung des Antikorpers PAC-1 und

Antikorpern gegen CD40L beim Pferd liegen nach Kenntnis der Autorin nicht vor.

2.2.2.3.4 Thrombozyten-Leukozyten-Aggregate (TLA)

Die Exprimierung von P-Selectin in der Thrombozytenmembran galt lange Zeit als
Goldstandard fiir den Nachweis der Thrombozytenaktivierung. Im Tierexperiment konnte
mittels radioaktiv markierter Thrombozyten durchflusszytometrisch jedoch gezeigt werden,
dass Thrombozyten nach Aktivierung mittels Thrombin nach Reiinfusion innerhalb von
wenigen Minuten in vivo das P-Selectin verlieren [203]. Die Funktionsfahigkeit der
Thrombozyten blieb hiervon jedoch weitgehend unbeeinflusst und es entstanden innerhalb
von einer Minute Aggregate mit Monozyten und in geringerem MaRe auch mit neutrophilen
Granulozyten [204]. Zum eindeutigen Nachweis der TLA wird in der Humanmedizin eine
Doppelmarkierung mit einem Leukozyten-spezifischen Antikorper (z. B. gegen CD14) und
einem Thrombozyten-spezifischen Antikorper (z. B. gegen CD41/61) empfohlen [197]. In vitro
konnten Thrombozyten beim Menschen durch LPS aktiviert und eine darauf folgende
signifikant vermehrte Bildung von TLA nachgewiesen werden. In vivo liel} sich dies bei
gesunden Probanden nur teilweise reproduzieren, es konnte nur der Trend einer Zunahme
der TLA gezeigt werden [200]. Bei Patienten wurde eine erhéhte Anzahl von TLA im Rahmen
von Herzinfarkten [204] sowie bei Sepsis und multiplem Organversagen (MODS) [205,208]
ermittelt.

Beim Pferd konnte erstmals Ende der 1990iger Jahre mittels Fluoreszenz-
Durchflusszytometrie gezeigt werden, dass bei der Zugabe eines Leukozytenkonzentrates zum
PRP und darauf folgender Aktivierung mittels Thrombin, ADP, TRAP oder PAF ebenfalls TLA
entstehen [194]. Der Nachweis der TLA erfolgte hierbei nicht mittels Doppelmarkierung,
sondern lediglich durch das Vorhandensein von mit Antikérpern gegen CD41/61 markierten
Zellen in einem vorher etablierten Fluoreszenzbereich der neutrophilen Granulozyten. Eine
genaue Beschreibung des Leukozyten-spezifischen Antikorpers ist der Publikation nicht zu
entnehmen [194]. In spateren Untersuchungen wurden als Leukozyten-spezifischer Marker
Antikorper gegen CD11a/18 [191], CD13 [196] oder CD18 [192] verwendet, eine Doppel-
markierung erfolgte ebenfalls nicht.

Das Vorhandensein von TLA beim Pferd in vivo wurde bislang nur wenig untersucht. Bei

gesunden Pferden konnte gezeigt werden, dass sich die Zahl der TLA durch submaximale
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Belastung auf dem Laufband um das 4- bis 5fache erh6ht [199]. Nach Kenntnis der Autorin
liegen bei kranken Pferden lediglich 2 Untersuchungen zum Vorliegen von TLA vor. Zwar war
die Anzahl bei Kohlenhydrat-induzierter Hufrehe vermehrt, nachgewiesen allerdings lediglich
mikroskopisch und nicht mittels Fluoreszenz-Durchflusszytometrie [50]. Bei Pferden mit RAO
hingegen waren die TLA im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren durchflusszytometrisch nicht

vermehrt [196].

2.2.2.3.5 Retikulierte, juvenile, RNA-reiche Thrombozyten

Nachdem der fluoreszierende Farbstoff Thiazol-Orange zunachst flir den Nachweis von
RNA-reichen juvenilen Erythrozyten (Retikulozyten) etabliert wurde [209], konnte diese
Eignung wenige Jahre spater ebenfalls fir RNA-reiche juvenile Thrombozyten des Menschen
gezeigt werden [210]. Bei gesunden Individuen lag der Anteil retikulierter Thrombozyten bei
8,6 +2,8% (Spannweite 2,8-15,8 %). Der prozentuale Anteil RNA-reicher Thrombozyten
kennzeichnet beim Menschen eine erhohte Aktivitat der Megakaryozyten im Knochenmark
und bietet somit eine im Vergleich zur Punktion des Knochenmarks wenig invasive Methode,
eine gesteigerte Thrombopoese nachzuweisen [210].

Bei Menschen mit Neutrophilie war der prozentuale Anteil RNA-reicher Thrombozyten
signifikant erh6ht, zudem waren die Werte bei Patienten mit positiver Blutkultur als Nachweis
einer Sepsis signifikant hoher als bei Patienten mit negativer Blutkultur [211]. Dariber hinaus
war der Anteil RNA-reicher Thrombozyten bereits bis zu 3 Tage vor der klinischen
Manifestation einer Sepsis erhoht [212]. In den beiden vorgenannten Untersuchungen
erfolgte der Nachweis jedoch mit dem Sysmex XE2100 und nicht mittels Thiazol-Orange-
Farbung in der Durchflusszytometrie (s. 2.2.1.1, S. 14). Mit dem Sysmex XT2000iV gelang der
Nachweis retikulierter Thrombozyten auch beim Hund [213,214]. Durch Verwendung der
kostenfreien Software WinMDI 2.9 zur Analyse von Durchflusszytometrie-Daten konnten
retikulierte Thrombozyten beim Hund zudem mit dem ADVIA®120/2120 gemessen werden
[215].

Beim Pferd wurden retikulierte Thrombozyten bislang lediglich im Rahmen einer
experimentellen Studie nach Infektion mit dem Virus der infektiosen Andmie mittels
Durchflusszytometrie und Thiazol-Farbung nachgewiesen. Gleichzeitig misslang in der
Untersuchung der Versuch, retikulierte Thrombozyten mittels Licht-, Fluoreszenz- oder

Transmissionselektronenmikroskop zu dokumentieren [195]. Untersuchungen zum
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Vorhandensein juveniler Thrombozyten bei klinisch kranken Pferden liegen nach Kenntnis der

Autorin nicht vor.

2.2.2.4 Oberflachenproteine im Serum und Plasma

Eine Expression von P-Selectin oder CD40L auf der Oberflaiche der Thrombozyten ist
nach Aktivierung lediglich fiir wenige Stunden nachweisbar [37,203]. Jedoch lassen sich beide
Glykoproteine innerhalb von Minuten mit spezifischen ELISAs (enzyme-linked immunosorbent
assay) im Plasma geldst nachweisen [203,216,217]. Nahezu alles im Plasma nachzuweisende
sCD40L stammt hierbei von Thrombozyten und tragt in nicht unerheblichem Malle zur
Funktionsfahigkeit der zelluldaren Gerinnung bei [218]. So konnte im Tierexperiment gezeigt
werden, dass Mause mit einem genetisch determinierten CD40L-Defekt erhebliche Storungen
in der Thrombusbildung aufwiesen, welche sich durch Infusion mit sCD40L aufheben lieRen
[38]. Darliber hinaus fordert sCD40L die Degranulation von a- und 6-Granula und erhoht somit
die Exprimierung von P-Selectin [219].

Eine Erhohung der Konzentration an sP-Selectin im Plasma wurde bei humanen
Patienten mit Akutem Atemnotsyndrom (ARDS, auch: acute lung injury, ALI) nachgewiesen,
wobei die nichtliberlebenden Patienten signifikant hohere Konzentrationen an sP-Selectin
aufwiesen als die Uberlebenden [220]. Auch bei humanen Patienten mit Sepsis, SIRS und
Endotoxamie lieRen sich erhéhte Plasmakonzentrationen des sCD62P messen [217,220,221].
Gleiches galt fur sCD40L bei Sepsis, wobei Nichtliberlebende zudem héhere Konzentrationen
aufwiesen als Uberlebende [222]. Bei Menschen mit fortgeschrittener maligner
Tumorerkrankung erwies sich die Konzentration an sP-Selectin ebenfalls als negativer
prognostischer Faktor fiir die Uberlebensdauer [223].

Neben der Bedeutung als Marker fiir eine in vivo vorliegende Thrombozytenaktivierung
bei humanen Patienten ist sCD40L vermutlich mitverantwortlich fir das Auftreten von
unerwinschten Wirkungen im Zusammenhang mit Transfusionen von
Thrombozytenkonzentraten. So konnte gezeigt werden, dass die Konzentration von sCD40L
mit der Lagerungsdauer der Konzentrate zunimmt und das Auftreten von Nebenwirkungen
mit zunehmender Konzentration steigt [224].

Untersuchungen zum Nachweis von sCD40L oder sP-Selectin beim Pferd liegen nach

Kenntnis der Autorin nicht vor.
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2.3 SIRS

Fir den Menschen wurde 1991 im Rahmen der Konsensuskonferenz des American
College of Chest Physicians (ACCP) und der Society of Critical Care Medicine (SCCM) der Begriff
"systemic inflammatory response syndrome", kurz SIRS, flir das Auftreten einer
generalisierten hyperinflammatorischen Reaktion eingefiihrt [225]. Hierbei wurden unter
anderem Kriterienkataloge und Definitionen der Begriffe SIRS, Sepsis, schwere Sepsis,
septischer Schock und multiples Organversagen (multiple organ dysfunction syndrome,
MODS) formuliert. Diese wurden im Rahmen der S2k Leitlinie "Pravention, Diagnose, Therapie
und Nachsorge der Sepsis" der Deutschen Sepsis-Gesellschaft e.V. (DSG) und der Deutschen
Interdisziplindren Vereinigung fir Intensiv- und Notfallmedizin (DIVI) modifiziert [226]. So
mussen gemdaR dieser Leitlinie flir das Vorliegen eines SIRS infektioser Genese mit
Organkomplikation(en) sowie eines SIRS nicht-infektioser Genese ohne oder mit
Organkomplikation(en) mindestens 2 der folgenden 4 Kriterien erfillt sein:

e Fieber (238,0°C) oder Hypothermie (<36,0 °C) bestatigt durch eine rektale,
intravasale oder intravesikale Messung,

e Tachykardie mit Herzfrequenz > 90/min,

e Tachypnoe (= 20/min) oder Hyperventilation (p.CO; < 4,3 kPa bzw. 33 mmHg),

e Leukozytose (=12.000/mm3) oder Leukopenie (<4.000/mm3) oder >10%
unreife Neutrophile im Differentialblutbild.

Als Nachweis einer Infektion ist die Untersuchung von 2 Blutkulturen (aerob und
anaerob) erforderlich. Ein SIRS infektioser Genese liegt dartiber hinaus bei negativer Blutkultur
und Erfullung aller 4 Kriterien vor.

Bei der Definition "Organkomplikation" gilt, dass durch Funktionsausfalle einer oder
mehrerer Organsysteme eine lebensbedrohliche Situation fiir den Patienten besteht: Akute
Enzephalopathie; arterielle Hypotension und Schock; relative oder absolute
Thrombozytopenie; arterielle Hypoxamie; renale Dysfunktion sowie metabolische Azidose.

Eine Uberarbeitung dieser Leitlinie mit dem Titel "Sepsis - Pridvention, Diagnose,
Therapie und Nachsorge" ist derzeit bei der AWMF (Arbeitsgemeinschaft der
Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften e.V.) unter der Registernummer 079 -
001 als S3-Leitlinie angemeldet und soll im Verlauf des Jahres 2018 fertiggestellt werden.

In der Veterinarmedizin findet der Begriff SIRS bei klinischen Patienten ebenfalls

Anwendung, so beispielsweise bei Hund [227,228] und Katze [229,230]. Ein einheitlicher

31



2 Literaturiuibersicht

Kriterienkatalog existiert hierbei jedoch nicht. Gleiches gilt fiir die Verwendung des Begriffes

SIRS in der Pferdemedizin. Zumeist sind Korperinnentemperatur, Puls- und Atemfrequenz

sowie Gesamtzahl der Leukozyten Grundlage des Kriterienkatalogs, wobei mindestens 2

Kriterien erflllt sein missen, die entsprechenden Referenzlimits jedoch nicht immer

einheitlich gesetzt sind (Tabelle 3) [178,231-238]. Bei den von Corley et al. untersuchten bis

zu 7 Tagen alten Fohlen musste zusatzlich zu den klinischen Parametern noch eine Sepsis,

zerebrale Ischamie oder Hypoxie oder ein Trauma vorliegen [231]. Bei einem fiir Fohlen und

Jungpferde bis zu einem Alter von einem Jahr vorgeschlagenen Kriterienkatalog wird dieser

noch um die Konzentrationen von Laktat und Glukose im venosen Blut erweitert. Zudem

mussen hierbei 3 von 6 Kriterien erfullt werden und mindestens 1 der abweichenden Kriterien

muss die Kérperinnentemperatur oder die Leukozytenzahl sein [234].

Tabelle 3: Kriterien und deren Grenzwerte zur Erflillung des Vorliegens eines SIRS bei Equiden

Koérperinnen- Herz- Atem- Leukozyten Laktat | Glukose | Alter Quelle
temperatur frequenz | frequenz (vends) | (venos)
[°C] Schlige/min | Zuge/min [x10%/1] [mmol/I] [mg/dl]
< 37,2 oder > 115 > 56 < 6,9 oder >5,0 <50 <3d [234]
> 39,2 >14,4
< 37,2 oder > 120 > 56 < 4,0 oder >2,5 <50 4-14d [234]
> 39,2 >12,5
< 37,2 oder > 96 > 44 < 4,0 oder >2,5 <50 14 d - [234]
> 39,2 >12,5 0,5a
< 37,2 oder > 60 > 20 < 4,0 oder >2,5 <50 0,5- [234]
>39,2 >12,5 1a
< 37,2 oder > 120 > 30 < 4,0 oder - - <7d [231]
>39,2 >12,5 oder
> 10% Stabe
> 38,6 > 60 230 <4,5 oder - - >1a [178]
> 12,5 oder
> 10% Stabe
< 37,0 oder > 50 >20 < 5,0 oder - - >1a [233]
>38,5 >12,5
< 37,2 oder > 44 > 15 < 5,4 oder - - >1a [235]
>38,3 >14,3 oder
> 10% Stabe
< 37,0 oder >52 >20 < 5,0 oder - - >1a [232]
>38,5 >12,5
< 37,2 oder > 50 > 30 < 5,0 oder - - >1a [238]
> 38,6 >10,0
> 38,5 > 60 > 30 < 5,0 oder - - >1a [236,237]
>10,0

Stabe= stabkernige neutrophile Granulozyten
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2.4 Medikamentése Hemmung der Thrombozytenfunktion

2.4.1 Acetylsalicylsdure (ASS)

Bereits seit den spaten 1950iger Jahren wurde bei Menschen nach der Einnahme von
Acetylsalicylsdure (ASS, Aspirin) das Auftreten von Gerinnungsstérungen in Form von
Blutungen beschrieben [239]. Mitte der 1970iger Jahre wurde der molekulare Mechanismus
der irreversiblen Hemmung der Cyclooxygenase (COX) mit der Folge einer Funktionsstorung
der Thrombozytenaktivierung identifiziert [240]. Die Einnahme von ASS, haufig in
Kombination mit einem Thienopyridin (z. B. Clopidogrel), wird beim Menschen heute zur
Pravention kardiovaskularer Erkrankungen (z. B. Myokardinfarkt) routinemaRig verschrieben
[241-243].

Bereits 4 mg/kg ASS fuihren beim Menschen nach oraler Einnahme zu einer vollstandigen
und irreversiblen Hemmung der COX-vermittelten Thrombozytenfunktion (TZF) [244], wobei
die maximale Hemmung bereits 2 Stunden nach der Einnahme erreicht wird und Erhaltungs-
dosen von 1-1,5 mg/kg einmal taglich die Hemmung aufrechterhalten [245]. Flr Pferde finden
sich in Lehrblichern Dosierungsvorschlage zur Thromboseprophylaxe zwischen 10 und
100 mg/kg KGW peroral (p.o.) alle 12 bis 48 Stunden [246,247]. In experimentellen
Untersuchungen wurden p.o. Dosierungen zwischen 5 und 20 mg/kg einmalig oder taglich fur
bis zu 5 Tage eingesetzt [64,122,173,248,249], wobei bereits die einmalige Gabe von 5 mg/kg
zu einer Verminderung der Serumkonzentration von Thromboxan B, (TXB;) von 71-87 % fur
die Dauer von bis zu 72 Stunden flihrte [249]. Unklar ist jedoch, ob die Hemmung auch beim
Pferd durch niedrigere Erhaltungsdosen aufrechterhalten werden kann.

In dlteren Studien wurde der hemmende Effekt von ASS auf die TZF beim Pferd mittels
Messung der Blutungszeit ermittelt [63,64]. Dieser Messparameter weist beim Pferd jedoch
eine schlechte Wiederholbarkeit auf [65] und ist somit zum Nachweis einer verminderten TZF
ungeeignet. Durch die Messung der Serumkonzentration von TXB, [122,248,249] und
Plattchenfunktionstests in Vollblut [173] oder Plattchenreichem Plasma (PRP) [122] konnte
der hemmende Effekt von ASS beim Pferd nach peroraler Gabe bereits gezeigt werden. COX-
1 spezifische wie z. B. die Arachidonsdure-induzierten Plattchenfunktionstests im Vollblut
nach oraler Gabe von ASS wurden beim Pferd nach Kenntnis der Autorin bisher nicht

durchgeflhrt.
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2.4.2 Clopidogrel

Thienopyridine wie das Clopidogrel gehdren beim Menschen neben dem ASS oder als
Dualtherapie mit letzterem zu den am haufigsten eingesetzten Wirkstoffen zur Hemmung der
Thrombozytenfunktion [243,250]. Die Thienopyridine hemmen die Aktivierung Ulber eine
Bindung an einen der ADP-Rezeptoren (P2Y12) an der Zelloberfliche der Thrombozyten.
Clopidogrel gehort zu den sogenannten pro-drugs, d.h. die Wirkung wird erst nach Resorption
des Wirkstoffes aus dem Magen-Darm-Trakt durch die Bildung eines aktiven Metaboliten in
der Leber (mittels Cytochrom P450) erreicht. Beim Menschen werden ca. 90 % des Wirkstoffes
durch Carboxylasen zu dem inaktiven Metaboliten SR26334 umgewandelt, und lediglich 10 %
in einer zweistufigen Konversion in den extrem instabilen aktiven Metaboliten R-130964
Uberfihrt [251]. Die hemmende Wirkung des Clopidogrels bzw. des aktiven Metaboliten auf
die ADP-induzierte Funktion der Thrombozyten ist beim Menschen irreversibel [252].

In einer in-vitro-Studie konnte bereits 2002 von Mateos-Trigos et al. auch beim Pferd
nachgewiesen werden, dass die TZF durch einen P2Y1,-Antagonisten (AR-C67085) gehemmt
wird. Vergleichend wurde hierbei auch die Wirkung auf die Funktion humaner Thrombozyten
untersucht, wobei die equinen Thrombozyten bei gleicher Wirkstoffkonzentration eine
deutlichere Aggregationshemmung zeigten [128].

Beim Menschen beginnt die Therapie mit Clopidogrel in der Regel mit 4-8 mg/kg und
wird mit taglichen Erhaltungsdosen von 1-2 mg/kg fortgesetzt [253]. Mit der Anfangsdosis
wird bereits nach 4 Stunden die maximale Hemmung der TZF erreicht [254]. Bei Pferden fiihrt
die perorale Gabe von 2 mg/kg zu einer Hemmung der TZF im PRP an Tag 3 der Therapie,
wobei die erfolgreiche Resorption des Wirkstoffes durch den Nachweis von SR26334 gezeigt
werden konnte [122]. Auch bei Anwendung einer Anfangsdosis von 4 mg/kg und
Erhaltungsdosen von 2 mg/kg konnte eine Hemmung der TZF an Tag 3 der Therapie erreicht
werden [176]. Unklar ist jedoch, ob mit einer hohen Anfangsdosis eine Hemmung der TZF auch
beim Pferd nach wenigen Stunden erreicht werden kann und die Hemmung durch niedrigere

Erhaltungsdosen aufrechterhalten wird.
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN - MATERIAL UND METHODEN

Im Rahmen dieser Arbeit wurden umfangreiche Untersuchungen zur Thrombozyten-
biologie klinisch unauffalliger und erkrankter Equiden durchgefihrt:
3.1 Labordiagnostische Untersuchungen zur Thrombozytenbiologie bei klinisch
unauffalligen Equiden
3.2  Thrombozytopenie und Thrombozytose bei Klinikpatienten (2008-2015)
3.3  Thrombozytenfunktion bei Equiden mit systemischer Entziindung (SIRS)

34 Hemmung der Thrombozytenfunktion bei Pferden

Alle 4 Teile wurden von der Autorin geplant. Die praktische Durchfiihrung der
Untersuchungen erfolgte im Rahmen von Dissertationsprojekten durch Lisa Held, Julia Engel
und Kim Theuerkauf (Teil 1 und 3), durch das medizinisch-technische Personal des
Zentrallabors des Fachbereichs Veterinarmedizin der Justus-Liebig-Universitat (Teil 1 bis 4)
sowie durch die Autorin (Teil 4). Die retrospektive Datenerhebung in Teil 2 wurde von Emma
Hibers und der Autorin durchgefiihrt. Die statistischen Berechnungen erfolgten durch die
Autorin sowie in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Klaus Failing und dessen Mitarbeitern der AG
Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs Veterindrmedizin (Teil 1 und 4) und

in Zusammenarbeit mit PD Dr. Natali Bauer (Teil 2).

3.1 Labordiagnostische Untersuchungen zur Thrombozytenbiologie von Equiden
Bei klinisch unauffalligen erwachsenen Equiden wurden 4 labordiagnostische Methoden
zur Thrombozytenbiologie untersucht: Thrombozytenzahl und Thrombozytenvariablen
mittels Laser-Durchflusszytometrie mit dem ADVIA® 2120 (s. 3.1.1), Thrombozytenfunktion
mittels Impedanzaggregometrie aus Vollblut mit dem Multiplate® Analyzer (s. 3.1.2),
Thrombozytenfunktion mittels Fluoreszenz-Durchflusszytometrie mit dem Accuri® C6 (s.
3.1.3) sowie die Messung von aus der Zellmembran der Thrombozyten geldsten Proteine im

Serum und Plasma mittels kommerzieller humaner ELISAs (s. 3.1.4).
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3.1.1 Laser-Durchflusszytometrie (ADVIA® 2120)

3.1.1.1 Gerat und Messprinzip

Der ADVIA® 2120 (Version 5.9.0-MS, Siemens Healthcare, Abbildung 2) ist die Weiter-
entwicklung des vollautomatischen Hamatologie-Systems ADVIA® 120, wobei ein
methodischer Unterschied lediglich darin besteht, dass beim ADVIA® 2120 eine cyanfreie
Hamoglobinfarbung etabliert wurde. Die urspriingliche Bezeichnung 120 ist von der pro
Stunde messbaren Anzahl an Blutproben (Hamatologie ohne Retikulozyten) abgeleitet. Das

bendtigte Probenvolumen betragt 175 ul Vollblut.

Abbildung 2: ADVIA® 2120

Alle Messungen der Thrombozytenvariablen basieren auf einer Doppelwinkel-Laser-
Streulicht-Messung an fixierten Thrombozyten. Im gemeinsamen Erythrozyten- und
Thrombozytenkanal werden die Merkmale jeder Einzelzelle (ca. 50.000 Erythrozyten und ca.
3.000 Thrombozyten) unter Kleinwinkel- (2°-3°) und GroRwinkelstreulicht (5°-15°) gemessen,
wobei zur Analyse der Thrombozyten die Kleinwinkelsignale 30-fach, die GroRwinkelsignale
12-fach  verstarkt werden. Die ADVIA® 120/2120-spezifische  zweidimensionale
Thrombozytenanalyse (2D-THROMBO-Methode) kombiniert die beiden verstarkten
Streulichtsignale und ermdoglicht eine Differenzierung von Thrombozyten, groRen
Thrombozyten (>30 fl), Erythrozyten, Erythrozyten-Fragmenten (Teile von Erythrozyten mit

Hamoglobin) und Erythrozyten-Ghosts (leere Erythrozytenmembranen ohne Hamoglobin).
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GemdaR der Mie-Theorie (Lichtstreuung fir homogene Kugelkérper) wird das
Kleinwinkel-Streulicht in das Zellvolumen der Thrombozyten und das GroBwinkel-Streulicht in
den Brechungsindex umgerechnet. Der Brechungsindex verhdlt sich linear zur Dichte der
Thrombozyten und wird in die Thrombozyten-Komponenten-Konzentration (TK-
Konzentration, platelet component concentration) wie folgt umgerechnet:

Brechungsindex - 1,333
0,0018 g/dI

TK-Konzentration (g/dl) =

Hierbei entspricht 1,333 dem Brechungsindex von Wasser und 0,0018 der mittleren
Zunahme des Brechungsindex verursacht durch die Hauptkomponenten der Trockenmasse
der Thrombozyten: 57 % Protein, 19 % Fette und 8,5 % Kohlenhydrate mit entsprechenden
Brechungsindizes von 0,00187 g/dl, 0,0017 g/dl und 0,00143 g/dl [107].

Die Mittelwerte von Zellvolumen und TK-Konzentration aller gezahlten Thrombozyten
werden vom Gerat als MPV (Mean Platelet Volume) bzw. MPC (Mean Platelet Component

Concentration) ausgegeben.

Mithilfe von berechnetem Volumen und TK-Konzentration berechnet der ADVIA®
120/2120 zusatzlich die Thrombozyten-Trockenmasse (platelet dry mass):

TK-Konzentration (g/dl) x Volumen (fl)
100

Thrombozyten-Trockenmasse (pg) =

Auch hierfiir wird ein mit MPM (Mean Platelet Dry Mass) bezeichneter Mittelwert
berechnet. Da es sich beim MPM lediglich um einen berechneten Wert aus 2 ebenfalls
berechneten Werten handelt, erscheint der Autorin der diagnostische Mehrwert der Variable
fraglich. Zudem konnte fiir Volumen und Granularitdit der Thrombozyten ein negativ
korrelierender Einfluss der Lagerungsdauer gezeigt werden (s. 2.2.2.1, S. 21), bei Betrachtung
des MPM ware dieser Lagerungseinfluss nicht erkennbar. Aus diesen Griinden wurde der

MPM in den Auswertungen nicht beriicksichtigt.
Die Tabelle 4 beinhaltet eine Ubersicht der bereits genannten sowie weiterer

gemessener und berechneter Thrombozytenvariablen des ADVIA® 2120: PCDW

(Platelet Component Distribution Width = Thrombozytenkomponenten-Verteilungsbreite),

37



3 Eigene Untersuchungen - Material und Methoden

PCT (Platelet Crit = Thrombokrit), PDW (Platelet Volume Distribution Width = Thrombozyten-

volumen-Verteilungsbreite) und PLT (platelet = Thrombozytenzahl).

Tabelle 4: ADVIA® 2120 : Methoden und Berechnungen der ausgegebenen Thrombozytenvariablen

Variable Methode/Berechnung
MPC Mittelwert Thrombozyten-Komponenten-Konzentration
MPM Mittelwert Thrombozyten-Trockenmasse
MPV Mittelwert Thrombozytenvolumen
PCDW Standardabweichung Brechungsindex
Thrombozytenzahl x MPV

PCT 10.000

Standardabweichung Thrombozyten-Volumen
PDW 100 x

MPV

PLT Thrombozytenzahl
PMDW Standardabweichung Thrombozyten-Trockenmasse

Quasi als Nebenprodukt der Peroxidase-Farbung zur Differenzierung der Leukozyten
werden am ADVIA® 2120 im Peroxidase-Zytogramm Thrombozytenaggregate (Clumps)
dargestellt und gezahlt (Abbildung 3). Fiir die Spezies Pferd wird bei mehr als 300 Clumps vom
System eine Warnung (Morphology Flag) ausgegeben.

PEROX

Zellvolumen

Peroxidasekonzentration

Abbildung 3: ADVIA® 2120: Zytogramm des Peroxidasekanals mit automatisch generiertem Cluster der
Thrombozytenaggregate (Pfeil)
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3.1.1.2 Probanden und Blutentnahme

Fir die Untersuchungen wurden Blutproben von 60 klinisch unauffalligen erwachsenen
(> 3 Jahre) Warmbliitern und 60 erwachsenen klinisch unauffalligen Kleinpferden verwendet,
denen im Rahmen einer allgemeinen Gesundheitskontrolle Blut entnommen wurde. In die
Gruppe der Kleinpferde wurden Tiere mit einem StockmaR < 148 cm eingeschlossen,
ausgeschlossen wurden Miniaturrassen (z. B. Mini-Shetlandpony). In beiden Gruppen
ausgeschlossen waren Equiden mit einem body condition score (BCS) nach Carroll und
Huntington < 2/5 [255] sowie Tiere, bei denen in den letzten 6 Monaten eine GefaRerkrankung
(z. B. Phlebitis) bestand oder die klinische Untersuchung eine adspektorische und/oder
palpatorische Anomalie einer oder beider Venae jugulares aufwies. Ebenfalls ausgeschlossen
waren Pferde und Kleinpferde, die in den vorhergegangenen 14 Tagen Medikamente erhalten
hatten und bei denen in der Blutuntersuchung eine Abweichung vom Referenzintervall (RI)
von 2 oder mehr Entziindungsvariablen (Leukozyten [4,4-9,0 x10°/I; ADVIA® 2120, Siemens],
Globuline [23-42 g/l; Pentra 400, Axon Lab], Fibrinogen [1,25-3,29 g/I; STA Compact,
Diagnostica Stago ]) ermittelt wurde.

Bei den Warmbliitern wurden Blutproben von 30 Wallachen und 30 Stuten untersucht,
der Altersmedian lag bei 11 Jahren (Spannweite 4-21 Jahre). Eine Ubersicht der Stammdaten
zeigt die Tabelle 12-1 im Anhang (S. 12-5).

Die Gruppe der Kleinpferde umfasste 33 Wallache und 27 Stuten, der Altersmedian lag
bei 12,5 Jahren (Spannweite 4-26 Jahre). Bei den Rassen handelte es sich um 16 Islander, 9
Kleinpferde ohne Rassebezeichnung, 8 Haflinger, 8 Shetlandponys, 4 Norweger, 4
Liebenthaler, 4 Kleinpferd-Kreuzungen, 3 Deutsche Reitponys, 2 Dilmener sowie je 1 Tinker
und 1 Connemara. Eine Ubersicht der Stammdaten zeigt die Tabelle 12-1 im Anhang (S. 12-6).

Die Blutentnahmen erfolgten mit einem sterilen 17 G (@ 1,4 mm) Teflonkatheter
(Vasuflo®T, Dispomed) nach Adspektion und Palpation sowie Keimreduzierung (Isopropanol,
70 %) der Entnahmestelle kopfwarts aus der Vena jugularis externa mittels eines sterilen
Vakuumsystems (S-Monovette®, Sarstedt). Hierbei wurden die ProbengefiBe in folgender
Reihenfolge befillt: K3-EDTA (1,6 mg/ml Blut), Lithium-Heparin (16 IE/ml Blut), Tri-Natrium-
Zitrat (0,106 mol/I, Mischverhaltnis 1:10), Hirudin (20 ug/ml Blut) und Magnesiumsulfat
(33,8 umol/ml Blut).
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3.1.1.3 Einfluss von Antikoagulantien und Rasse auf Thrombozytenvariablen

Routinemalig wird fir hamatologische Untersuchungen Ks-EDTA als Antikoagulans
verwendet. EDTA kann jedoch in vitro eine Aggregation der Thrombozyten, resultierend in
einer EDTA-induzierte Pseudothrombozytopenie, verursachen (s. 2.2.1.2, S. 18). In diesem Fall
kobnnen Zitrat oder Mg-Sulfat als Antikoagulans verwendet werden. Vergleichende
Untersuchungen mit dem ADVIA® 2120 liegen insbesondere fiir das Mg-Sulfat nach Kenntnis
der Autorin flr Equiden nicht vor. Aus diesem Grund wurden von den Kleinpferden Blutproben
mit 3 verschiedenen Antikoagulantien gemessen: K3-EDTA, Zitrat und Magnesiumsulfat. Bei
den Warmblitern erfolgten Messungen aus Blutproben mit den Antikoagulantien Ks-EDTA
und Zitrat.

Folgende Thrombozytenvariablen wurden beziiglich des Einflusses des Antikoagulans
und der Rasse ausgewertet und verglichen: PLT, LargePLT, Clumps, PCT, MPV, MPC, PDW und
PCDW.

Alle Messungen erfolgten innerhalb von 30 Minuten bis 4 Stunden nach der

Blutentnahme.

3.1.1.4 Statistik

Die Daten wurden mit Microsoft Excel 2010 tabellarisch erfasst. Die Anzahl der
Thrombozyten (PLT), der groRen Thrombozyten (LargePLT) sowie der Thrombozytenaggregate
(Clumps) wurde hierbei fir das Antikoagulans Zitrat nach Multiplikation mit dem Faktor 1,1
(s.2.2.1.1, S.14) in die statistischen Auswertungen eingeschlossen. Die statistischen
Berechnungen fir die Messungen der Kleinpferde erfolgten in Zusammenarbeit mit Dr. Klaus
Failing und dessen Mitarbeitern der AG Biomathematik und Datenverarbeitung des
Fachbereichs Veterinarmedizin der JLU GieRen mit dem statistischen Programmpaket BMDP
[256]. Nach Prifung auf Normalverteilung erfolgte der Vergleich der Mittelwerte (ggf. nach
logarithmischer Transformation) durch eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit
Messwiederholungen bezliglich der Methode. Bei Berechnung signifikanter Unterschiede
wurde ein post-hoc Student-Newman-Keuls-Test durchgefiihrt. Der paarweise Vergleich
zwischen den Antikoagulantien erfolgte mittels Pearson Korrelationsanalyse.

Die statistische Auswertung flir die Warmbllter erfolgte durch die Autorin mit dem

Programm GraphPad Prism (GraphPad Software Version 6). Alle Variablen wurden zunachst
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mittels Shapiro Wilk Test beziglich Normalverteilung geprift und gegebenenfalls
logarithmisch transformiert. Der Einfluss von Antikoagulantien und Rasse wurde durch die
Autorin mittels zweifaktorieller ANOVA mit Messwiederholung beziiglich der Methode (Ks-
EDTA und Zitrat) und einem post-hoc paarweisen Mehrfachvergleich nach Bonferroni mit
adjustierten p-Werten tberprift.

Das Signifikanzniveau wurde jeweils auf 0,05 festgelegt.
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3.1.2 Impedanzaggregometrie (Multiplate® Analyzer)

3.1.2.1 Gerat und Messprinzip

Der Multiplate® Analyzer (Roche, ehemals Dynabyte) ist ein computergestitztes System
zur Ermittlung der Thrombozytenfunktion im Vollblut mittels Impedanzaggregometrie
(Abbildung 4). Die Messung basiert auf der Aggregation von aktivierten Thrombozyten an
Oberflachen. Im Falle des Multiplate® Analyzer sind dies 4 in einer Einmalkiivette parallel
angeordnete silberbeschichtete Kupferdrahte, wobei jeweils 2 Drahte eine Messeinheit bilden
(Abbildung 5). Die Anordnung in den 2 Messeinheiten ermdéglicht eine Doppelmessung jeder

Probe.

Abbildung 4: Multiplate® Analyzer Abbildung 5: Multiplate® Analyzer: Einmalkivette
mit paarigen Messeinheiten (1) und Rihrstab (2)

Zwischen den beiden Drahten einer Messeinheit flieRt ein kontinuierlicher elektrischer
Wechselstrom. Die Aktivierung und folgende Aggregation der Thrombozyten an den Drdhten
fihrt hierbei zu einer Erhéhung des elektrischen Widerstandes (Impedanz), welcher
kontinuierlich gemessen und vom Gerét in die frei gewahlte Einheit Aggregation Units (AU)

umgerechnet wird (Abbildung 6).

42



3 Eigene Untersuchungen - Material und Methoden

Abbildung 6: Multiplate® Analyzer - Messprinzip: kontinuierlicher Wechselstrom (gelbe Pfeile)
zwischen den Messdrdhten, inaktivierte Thrombozyten (weile Ovale) (a); Aktivierung der
Thrombozyten (Sterne) nach Zugabe eines Agonisten (b); Reduktion des Stromflusses nach Anhaften
der Thrombozyten an den Messdrahten (c)

Die kontinuierlich gemessene Impedanz wird gegen die Zeit aufgetragen und das Mal}
der Aggregation durch die Flache unter der Aggregationskurve quantifiziert. Die Flache wird
vom Gerat in die frei gewdhlte Einheit Units (U) umgerechnet. Durch die Doppelmessung
innerhalb der Kivette werden 2 getrennte und farbig markierte Kurven aufgezeichnet.
Zusatzlich werden vom Gerat die maximale Steigung der Aggregationskurve (Velocity) und die
maximale Impedanz (Aggregation) ausgegeben. Alle angegebenen Werte reprasentieren

hierbei die Mittelwerte beider Messungen (Abbildung 7).

Multiplate® platelet function analysis - V2.03.11
o b e entanbio o bk OO AU Patienten ID -5 Shatin
T T I I Testname : ADPtest HS 6,5pM. V1
Messung gestartet : 15, Apr. 2011, 17:23.13 [Messzeit 12.00 Min.)
Area under the Curve : 114 U
Aggregation : RUD: 1151 AU
Velocity : RUD: 6.8 AU /min.
Abweichung vom Mittelwert : 4,276 %
Komelationskoefhizient : 1.000

Abbildung 7: Multiplate® Analyzer - Messprinzip: Grafische Darstellung der Messergebnisse

Ist der Korrelationskoeffizient beider Kurven kleiner 0,98 oder ist die Abweichung beider
Kurven vom Mittelwert groRRer als 20 %, wird vom Gerat eine Warnung (QC-Flag, Abbildung 8)

ausgegeben und vom Hersteller eine einmalige Wiederholung der Messung empfohlen.
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Multiplate® platelet function analysis - V2.03.11

L3 20040 Patienten I4 Ganove
P Testname : ADPtest HS 13uM, V1

Messung gestartet : 14, &pr. 2011, 17:46:26 [Messzeit 12:00 Min.)
Area under the Curve : 35U
Agaregation : RUO: 43,1 AU
Velocity : RUO: 3.0 &U/min,
Abweichung vom Mittelwer
Konrelationskoeffizient : 0.996

Kanal: 2

Abbildung 8: Multiplate® Analyzer - Messprinzip: Markierung einer Messung mit QC Flag aufgrund
prozentualer Abweichung beider Messungen vom Mittelwerte um mehr als 20 %

Die Durchfiihrung der Messung erfolgte gemaR Angaben des Herstellers [143]. Fir die
Messung wurde mit Hirudin (20 ug/ml) versetztes Vollblut verwendet. Nach der
Blutentnahme wurde das Entnahmerdhrchen fir mindestens 30 Minuten bei
Raumtemperatur stehend gelagert und unmittelbar vor Messbeginn sechsmal lGber Kopf
geschwenkt. In die Kivetten wurden zunachst 300 ul auf 37 °C vorgewarmte 0,9 %ige sterile
Kochsalzlésung vorgelegt und anschlieBend 300 ul Vollblut hinzugefiigt. Das Pipettieren
erfolgte hierbei mit einer mit dem Gerat verbundenen elektrischen Pipette. Die Verwendung
dieser Pipette gewahrleistet zum einen das Pipettieren exakter Volumina und kontrolliert zum
anderen den zeitlichen Ablauf der einzelnen Messschritte. So wurde nach Zufiigen des Blutes
vom Gerat automatisch eine Inkubationszeit von 180 Sekunden gestartet. Wahrend der
Inkubationszeit sowie der gesamten Messdauer wurde die Probe durch das magnetische
Rihrstabchen (Abbildung 5) mit einer Geschwindigkeit von 900 Umdrehungen pro Minute
verrihrt. Nach der Inkubationszeit wurden die Thrombozyten durch Zugabe verschiedener
Agonisten aktiviert: ADP (ADPtest), ADP mit Prostaglandin E1 (ADPtestHS), Arachidonsaure
(ASPItest) und Kollagen (COLtest). Die Testreagenzien wurden hierbei unter Verwendung der
elektronischen Pipette tief in das verdiinnte Blut in die Klivette pipettiert. Mit der Pipettierung
der Agonistenlosung wurde vom Gerat automatisch die Messung der Impedanz gestartet. Die
Testreagenzien wurden im Vorfeld gemafl Angaben des Herstellers (Roche, ehemals
Dynabyte) mit 1000 ul Wasser fiir Injektionszwecke (bzw. 2000 ul beim COLtest) angemischt.
Nicht bendétigte Reagenzien wurden innerhalb von einer Stunde nach Herstellung in Aliquote
a 50 pl aufgeteilt und fiir maximal 4 Wochen bei -20°C bis zur ndchsten Messung aufbewahrt.

Mindestens einmal tdglich wurden die vom Hersteller empfohlenen elektronischen

Kontrollen am Gerat durchgefiihrt.
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3.1.2.2 Methodenetablierung

Die Methodenetablierung des Multiplate® Analyzers fiir die Spezies Pferd erfolgte im
Rahmen des Dissertationsprojektes von Lisa Held. Es wurden 20 der unter 3.1.1.2 (S. 39)
aufgefiihrten klinisch unauffalligen erwachsenen Warmbliter (10 Wallache, 10 Stuten) mit
einem Altersmedian von 12 Jahren (Spannweite 5-19 Jahre) eingeschlossen.

Die Messungen am Multiplate® Analyzer wurden innerhalb von 30-60 Minuten nach
Blutentnahme gestartet. Jeder Test wurde hierbei mit Ausnahme des COLtest in der vom
Hersteller vorgeschlagenen Agonisten-Konzentration zur Untersuchung humaner Proben
sowie 2 weiteren Konzentrationen durchgefiihrt, um die fir die Spezies Pferd optimale
Konzentration zu ermitteln (Tabelle 5). Beim COLtest wurden niedrigere Konzentrationen
eingesetzt, da in Vorversuchen mit der vom Hersteller angegebenen Konzentration von

3,2 ug/ml Kollagen bei Pferden extrem hohe Aggregationswerte ermittelt wurden.

Tabelle 5: Multiplate® Analyzer - Methodenetablierung: Testkonzentrationen der eingesetzten
Agonisten

ADPtest ADPtestHS ASPltest COLtest
Agonist ADP ADP PGE1 Arachidonsaure Kollagen
Konzentration 1 6,5 uM 6,5 uM 9,4 nM 0,5 mM 0,8 ug/ml
Konzentration 2 | 9,75 uM 9,75 uM 14,1 nM 0,75 mM 1,2 pg/ml
Konzentration 3 13 uM 13 uM 18,8 nM 1 mM 1,6 pug/ml

Zusatzlich hatte sich in den Vorversuchen gezeigt, dass der Verlauf der
Aggregationskurve bei den Agonisten ADP und Arachidonsadure beim Pferd im Vergleich zum
Menschen zunadchst eher konkav verlduft (Abbildung 7), so dass die Messdauer auf 12 Minuten
(statt 6 Minuten beim Menschen) festgelegt wurde, um nach Mdoglichkeit ein Plateau der
Kurve zu erreichen. Bei Messungen, die mit QC-Flag markiert waren, wurde die jeweilige
Messung einmalig wiederholt. War die Wiederholungsmessung erneut mit einem QC-Flag

markiert, wurde die Messung von der Auswertung ausgeschlossen.

Die statistischen Berechnungen erfolgten in Zusammenarbeit mit Dr. Klaus Failing und
dessen Mitarbeitern der AG Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs

Veterinarmedizin der JLU GieBen mit dem statistischen Programmpaket BMDP [256]. Die
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interindividuellen Varianzen wurden durch eine einfaktorielle Varianzanalyse errechnet und
mittels Levene-Test verglichen. Aufgrund der erfolgten Doppelmessung in der Einmalkivette
konnten die intraindividuellen Varianzen mittels zweifaktorieller hierarchischer
Varianzanalyse mit zufdlligen Effekten und anschlieRendem F-Test berechnet werden. Das
Signifikanzniveau wurde auf 0,05 festgelegt.

Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den eingesetzten Konzentrationen
konnten sowohl inter- als auch intraindividuell nicht nachgewiesen werden.
Entscheidungskriterien fiir die Auswahl der Konzentrationen waren hohere Mittelwerte der
Aggregation (U) und niedrige interindividuelle Variationskoeffizienten (Anhang Tabelle 12-3,
S. 12-7).

So ergaben sich fiir die weiteren Untersuchungen mit dem Multiplate® Analyzer
folgende finale Testkonzentrationen der Agonisten:

e ADPtest: 6,5 UM ADP (£ 20 ul Testreagenz)

e ADPtestHS: 6,5 UM ADP + 9,4 nM PGE1 (£ je 20 pl Testreagenz)
e ASPltest: 0,75 mM Arachidonsaure (£ 30 pl Testreagenz)

e (COLtest: 1,6 ug/ml Kollagen (£ 20 ul Testreagenz)

Als Kontrolle wurde bei jedem Pferd die Spontanaggregation gemessen. Statt eines
Agonisten wurden der Probe hierbei nach der Inkubation 20 pl 0,9 %ige Kochsalzl6sung

zugegeben.

3.1.2.3 Einfluss der Rasse auf die Impedanzaggregation

Um einen bislang nicht untersuchten Einfluss der Rasse auf die Impedanzaggregometrie
zu Uberprifen, wurden Blutproben von den unter 3.1.1.2 (S.39) aufgefihrten klinisch
unauffalligen erwachsenen Kleinpferden und Warmblitern mit dem Multiplate® Analyzer
unter Verwendung des ADPtest, ADPtestHS, ASPltest und COLtest in den vorgenannten
Konzentrationen sowie die Spontanaggregation entsprechend den Ausfiihrungen unter

3.1.2.1 (S. 42) untersucht.

3.1.2.4 Einfluss des magnetischen Rihrstabes auf die Impedanzaggregation

In Untersuchungen von humanen Blutproben konnte gezeigt werden, dass das alleinige

Verrihren der Probe mit dem magnetischen Rihrstab wahrend der Messung eine Aktivierung
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und Aggregation der Thrombozyten verursachen kann [257]. Gleichwohl gelten erhohte
Aggregationswerte der Spontanaggregation bei Messungen im Vollblut beim Menschen als
Indikator einer Hyperkoaguabilitit und wurden als Risikoindikator fir arterielle
GefalRverschlisse identifiziert [258—260].

Um den Einfluss des Riihrstabes beim Equiden zu ermitteln, wurden bei 10 Warmblitern
und 32 Kleinpferden zeitgleich zu den unter 3.1.2.3 genannten weitere Messungen
durchgeflhrt. Hierbei wurde der Messablauf (s. 3.1.2.1) entsprechend der Untersuchungen
von Bampalis et al. [257] dahingehend abgedndert, dass der magnetische Riihrstab erst nach
Ende der Inkubationszeit vor der Zugabe des jeweiligen Agonisten mit einer Pinzette in die
Kivette eingelegt wurde. Bei Messungen, die mit QC-Flag markiert waren, wurde die jeweilige
Messung einmalig wiederholt. War die Wiederholungsmessung erneut mit einem QC-Flag

markiert, wurde die Messung von der Auswertung ausgeschlossen.

3.1.2.5 Statistik

Die Daten der Ergebnisse der Untersuchungen aus 3.1.2.3 und 3.1.2.4 wurden mit
Microsoft Excel 2010 tabellarisch erfasst, die statistische Auswertung erfolgte durch die
Autorin mit dem Programm GraphPad Prism (GraphPad Software Version 6).

Alle Variablen wurden zunadchst mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung
Uberprift und gegebenenfalls logarithmisch transformiert. Der Einfluss von Rasse und
magnetischem Rihrstab wurde mittels zweifaktorieller ANOVA mit Messwiederholung
beziglich der Methode (mit und ohne Rihrstab) und einem post-hoc paarweisen
Mehrfachvergleich nach Bonferroni mit adjustierten p-Werten geprift. Das Signifikanzniveau

wurde auf 0,05 festgelegt.
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3.1.3 Fluoreszenz-Durchflusszytometrie (Accuri® C6)

3.1.3.1 Gerat und Messprinzip

Der Accuri® C6 (Becton Dickinson) ist ein laser- und fluoreszenzbasiertes Durchfluss-

zytometer zur Differenzierung von Zellpopulationen (Abbildung 9).

Abbildung 9: Accuri® C6

Das Messprinzip dhnelt hierbei zundchst dem des ADVIA® 2120, so werden mittels
Streulicht Informationen Uber ZellgroRe (Vorwartsstreulicht, Forward Scatter, FSC) und
Granularitat des Zellinhaltes (Seitwartsstreulicht, Side Scatter, SSC) generiert. Mithilfe von
Emissions-Detektoren kann bei der Durchflusszytometrie zusatzlich eine Fluoreszenz von
Zellen nachgewiesen werden. Zur Darstellung nicht eigenstdndig fluoreszierender Zellen
kommen hierbei mit fluoreszierenden Farbstoffen (Fluorochrome) markierte Antikorper
gegen spezifische Oberflachenproteine der nachzuweisenden Zellen zum Einsatz. Diese
Fluorochrome werden durch das Laserlicht angeregt und emittieren dann Licht spezifischer
Wellenlangenspektren. Durch die Verwendung verschiedener Laser, Detektoren und Filter
konnen in einer Probe verschiedene Fluorochrome eingesetzt und so unterschiedliche
Zelltypen gleichzeitig identifiziert werden. Der hier verwendete Accuri® C6 ist mit einem roten
(Wellenldange 640 nm) und einem blauen (Wellenldnge 488 nm) Laser sowie 4

Fluoreszenzkanalen (FL) mit spezifischen Detektoren und Filtern ausgestattet (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Accuri® C6: Spezifikationen der Fluoreszenzkanile (Filter: Mittelwert/Bandbreite der
durchgelassenen Wellenlange; LP=long pass=Tiefpassfilter)

Fluoreszenzkanal | Laserwellenlange (nm) | Filter (nm) Fluorochrom (Beispiele)
FL-1 488 530/30 Fluoresceinisothiocyanat (FITC)
FL-2 488 670 LP Peridinin-Chlorophyll (PerCP)
FL-3 488 585/40 Phycoerythrin (PE)
FL-4 640 675/25 Allophycocyanin (APC)

Durch die Programmierung eines elektronischen Schwellenwertes (threshold) fiir einen
frei wahlbaren Messparameter kann die Zahl der vom Durchflusszytometer detektierten
Ereignisse begrenzt werden. In den eigenen Untersuchungen wurde der Schwellenwert des

FSC-H als Indikator der ZellgroRe auf Kanal 20.000 gesetzt.

3.1.3.2 Methodenetablierung

Die Methodenetablierung erfolgte im Rahmen des Dissertationsprojektes von Kim
Theuerkauf. Ziel war eine Adaptation der in der Humanmedizin verwandten Protokolle zur
Messung der Thrombozytenaktivierung [136] und der Thrombozyten-Leukozyten-Aggregate
[197] im Vollblut von Pferden. Durch die Verwendung von mit einem Fluorochrom markierten
Thrombozyten-spezifischen Antikérpern kann im Rahmen dieser Protokolle auf Waschschritte
und folglich Zentrifugation verzichtet werden. Eine durch die Zentrifugation bedingte

Aktivierung der Thrombozyten in vitro wird hierdurch vermindert.

3.1.3.2.1 Prdanalytik

Das Protokoll zum Nachweis von TLA empfiehlt vor der Durchfihrung der
durchflusszytometrischen Untersuchung eine Lyse der Erythrozyten [197]. Im Rahmen von
Voruntersuchungen zeigte sich jedoch, dass die nach Herstellerangaben durchgefiihrte
erfolgreiche Lysierung der Erythrozyten mit Versalyse® (Beckman Coulter) im mit Zitrat
antikoagulierten Pferdeblut (0,106 mol/l Tri-Natrium-Zitrat, Mischverhéltnis 1:10; S-
Monovette; Sarstedt) auch zu einer signifikanten Abnahme der am ADVIA® 2120 gemessenen
Zellzahlen von Thrombozyten und Leukozyten fihrte (Tabelle 7). Aufgrund der deutlich
reduzierten Zahl an Thrombozyten und Leukozyten erschien die Verwendung des lysierten

Plasmas ungeeignet.
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In einem zweiten Schritt wurde aus dem mit Zitrat antikoagulierten Blut (0,106 mol/I Tri-
Natrium-Zitrat, Mischverhaltnis 1:10; S-Monovette; Sarstedt) nach Sedimentation der
Erythrozyten fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur durch Abpipettierung des Uberstandes
Plattchen-Leukozytenreiches-Plasma (PLRP) gewonnen. Die Messung der Zellzahlen mit dem

ADVIA® 2120 ergaben hierbei eine signifikante Erhéhung der Thrombozyten und Leukozyten

(Tabelle 7).

Tabelle 7: Accuri® C6 - Methodenetablierung: Zellzahlen gemessen am ADVIA® 2120 vor und nach
Erythrozytenlyse sowie Sedimentation (Mittelwerte und Standardabweichungen, Statistik GraphPad

Prism 6)

‘ Anzahl ‘ Thrombozyten [x 10%/1] ‘ Leukozyten [x 10%/1]

Erythrozytenlyse

vorher 10 103,2+14,4 53+0,6
nachher 10 28,9+ 16,7 0,7+0,7
p-Wert 0,002 0,002
Statistik Wilcoxon-Test t-Test
Sedimentation
vorher 10 103,2+14,4 53+0,6
nachher 10 176,1+42,4 8,7%+0,9
p-Wert 0,0002 <0,0001
Statistik t-Test t-Test

Durch die signifikante Erhéhung beider Zellpopulationen im PLRP wurde dieses als

Ausgangsmaterial fur die weitere Methodenetablierung der Durchflusszytometrie verwendet.
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3.1.3.2.2 Antikérper

Als spezifischer Marker fiir Thrombozyten wurde ein Antikorper gegen CD41/61
verwendet. Als Aktivierungsmarker kamen Antikérper gegen CD62P und gegen CD154
(Synonym CD40L) zum Einsatz. Der Nachweis von Thrombozyten-Leukozyten-Aggregaten

wurde mittels Antikorper gegen CD11a/18 gefiihrt (Tabelle 8).

Tabelle 8: Accuri® C6 - Methodenetablierung: Monoklonale Antikérper und Isotypenkontrollen

(Fluorochrome s. Tabelle 6, S. 49)

CD41/61 ‘ CD62P CD154 CD11a/18

Antikorper
Artikel MCA1095GA MCA2419 MCA1521F MCA1081F
Hersteller AbD Serotec AbD Serotec AbD Serotec AbD Serotec

(jetzt Bio Rad) (jetzt Bio Rad) (jetzt Bio Rad) (jetzt Bio Rad)
Wirtspezies Maus Maus Hamster Maus
Zielspezies Schaf Mensch Maus Pferd
Klon CO.35E4 Psel.KO.2.7 - CVS9
Fluorochrom kein kein FITC FITC
Verdiinnung 1:50 1:50 1:100 1:200
Isotypenkontrolle
Artikel 550826 sc-2012 sc-3870 550589
Hersteller Becton Dickinson Santa Cruz Santa Cruz Becton Dickinson
Wirtspezies Maus Maus Hamster Maus
Fluorochrom APC FITC FITC FITC

Die beiden unmarkierten Antikorper wurden mittels des LYNX Rapid Antibody
Conjugation Kit® (AbD Serotec, jetzt Bio Rad) nach Herstellerangabe konjugiert: Der
Antikorper gegen CD41/61 mit APC und der Antikorper gegen CD62P mit FITC.

3.1.3.2.3 Messablauf

Fiir die Methodenetablierung wurden Blutproben von klinisch unauffalligen Equiden
verwendet, denen im Rahmen einer allgemeinen Gesundheitskontrolle Blut enthommen
wurde. Ausgeschlossen waren Pferde und Kleinpferde, die in den vorhergegangenen 14 Tagen
Medikamente erhalten hatten und bei denen in der Blutuntersuchung eine Abweichung vom
Referenzintervall (Rl) von 2 oder mehr Entziindungsvariablen (Leukozyten [4,4-9,0 x10%/I;
ADVIA® 2120, Siemens], Globuline [23-42 g/I; Pentra 400, Axon Lab], Fibrinogen [1,25-

3,29 g/I; STA Compact, Diagnostica Stago ]) ermittelt wurde.
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Es handelte sich um jeweils 5 Stuten und Wallache (5 Warmbliter und 5 Kleinpferde)
mit einem Altersmedian von 12,5 Jahren (Spannweite 5-28 Jahre) und einem medianen
Korpergewicht von 500 kg (Spannweite 420-620 kg). Die Blutentnahme erfolgte wie unter
3.1.1.2 (S. 39) beschrieben in ein Natriumzitrat enthaltendes, 10 ml fassendes Blutréhrchen
(0,106 mol/I Tri-Natrium-Zitrat, Mischverhaltnis 1:10; S-Monovette; Sarstedt).

Aus 10 ml mit Zitrat antikoaguliertem Blut (0,106 mol/l Tri-Natrium-Zitrat,
Mischverhaltnis 1:10; S-Monovette; Sarstedt) wurde nach Sedimentation der Erythrozyten fur
30 Minuten bei Raumtemperatur durch Abpipettierung des Uberstandes Plattchen-
Leukozytenreiches-Plasma (PLRP) gewonnen. Die Messungen erfolgten unmittelbar nach der
Herstellung des PLRP. Zum Nachweis der Thrombozytenaktivierung wurde das PLRP 1:10 mit
modifiziertem HEPES/Tyrod's Puffer verdinnt [136]. Der Nachweis von Thrombozyten-
Leukozyten-Aggregaten erfolgte aus unverdiinntem PLRP [197].

Es wurden in 2 ProbengefdRe jeweils 20 ul verdiinntes bzw. unverdiinntes PLRP, 20 pl
Antikorperlosung gegen CD41/61 sowie 20 pl Antikérperlosung gegen CD62P oder CD154 oder
CD11a/18 pipettiert. Einer Probe wurde 20 ul modifizierter HEPES/Tyrod's Puffer, der anderen
Probe zur Aktivierung der Thrombozyten 20 pl Kollagenlosung (50 ug/ml, COLtest, Roche)
zugefiigt. Alle Proben wurden gevortext und im Dunkeln inkubiert. Die Inkubationszeit betrug
fir den Nachweis der Thrombozytenaktivierung 20 Minuten [136] fiir den Nachweis der
Thrombozyten-Leukozyten-Aggregate 15 Minuten [197]. Die Proben zum Nachweis der
Thrombozyten-Leukozyten-Aggregate aus unverdiinntem PLRP wurden nach der Inkubation
mit 100 pl modifiziertem HEPES/Tyrod's Puffer verdiinnt [197].

AnschlieBend erfolgte die Messung der Proben mit dem Accuri® C6. Alle Messungen

wurden innerhalb von 75 Minuten nach Blutentnahme abgeschlossen.

3.1.3.2.4 Auswertung der Messungen

Die Auswertung der Messungen erfolgten mit dem Programm BD Accuri™ C6 Analysis
Software (Version 1.0.264.21; Becton Dickinson).

Zunachst wurde fiir die Thrombozyten mittels Kombination von Streulicht (Forward
Scatter, FSC und Side Scatter, SSC) und Fluoreszenz das Gate P1 definiert. Verwendet wurde
der mit APC-markierte Antikorper gegen CD41/61, und dem Fluorochrom entsprechend

erfolgten die Messungen im FL-4 (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Accuri® C6 - Methodenetablierung: Definition des Gates P1 zur Einschrankung der
Messungen auf Thrombozyten (CD41/61-positive Zellen)

Um den Bereich der Ereignisse auf den Zielparameter, in diesem Fall CD41/61-positive
Zellen, zu spezifizieren, wurden Kontrollmessungen mit einem Isotypen der verwendeten
Antikorper (Tabelle 8, S. 51) durchgefiihrt. Mittels Darstellung als Histogramm, bei dem die
Fluoreszenz auf der X-Achse gegen die Zahl der Ereignisse auf der Y-Achse dargestellt wird,
wurden Marker gesetzt, um den tatsachlichen Anteil positiver Zellen zu ermitteln (Abbildung
11). Diese Isotypen-Kontrollen wurden fir die im FL-1 gemessenen Ereignisse mit FITC-

markierten Antikérpern gegen CD62P, CD154 und CD11a/18 entsprechend durchgefiihrt.

A B

r Plot 3: GO3 PLRP ™ Plot 3: A7 PLPR + 41 61
GATE GATE

1.600

1.000

Count

500
1

a TTom T
w w2 W Wt WS B W2 wl W W3 Wt WS WP W72
FL4-H FL4-H

Abbildung  11: Accuri® C6 - Methodenetablierung: Histogramme der Messungen der Iso-
typen-kontrolle (A) und der mit Antikorper gegen CD41/61 markierten Zellen (B) im Gate P1 im FL-4

Mittels Punktwolkendiagramm kénnen Daten aus Messungen aus 2 unterschiedlichen
Fluoreszenzkanalen dargestellt werden (Abbildung 12). Jeder Punkt im Diagramm stellt hierbei

ein Messereignis dar. Der untere linke Quadrant (Q1-LL, lower left) stellt Ereignisse dar,
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welche fiir beide gewahlten Parameter negativ sind und wird durch die Isotypenkontrolle
definiert.

Bei den eigenen Untersuchungen wurden jeweils 20.000 CD41/61 positive Ereignisse im
Gate P1 gemessen. In der Abbildung 12 liegen einfach positive Zellen fir CD41/61 im Q1-UL
(upper left). Einfach positive Zellen fiir den im FL-1 detektierten Antikorper (hier CD11a/18)
liegen im Q1-LR (lower right), Doppelt positive Events im Q1-UR (upper right). Im dargestellten
Beispiel waren somit 3,5% der Zellen mit beiden Antikérpern markiert und definierten

hierdurch den prozentualen Anteil der Thrombozyten-Leukozyten-Aggregate.

Plot 4: C01 41 61 +11a 18 ohne
~ | GATE (Pinall)

s Jo1-UL O1T-UR
31,1% 3 5%

%

%

. 4o 0
wl W Wt WS W W2
FL1-H

Abbildung 12: Accuri® C6 - Methodenetablierung: Punktwolkendiagramm mit Quadrantenmarkern fir
Messungen mit 2 Parametern im FL-1 und FL-4

3.1.3.2.5 Statistik

Die Daten wurden mit Microsoft Excel 2010 tabellarisch erfasst, die statistische
Auswertung erfolgte durch die Autorin mit dem Programm GraphPad Prism (GraphPad
Software Version 6, San Diego). Alle Variablen wurden zunachst mittels Shapiro Wilk Test
beziiglich Normalverteilung geprift. Der Vergleich zwischen den nativen und den Kollagen-

aktivierten Proben erfolgte mittels gepaartem t-Test bzw. Wilcoxon-Test.
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3.1.3.3 Thiazol Orange

Zum Nachweis retikulierter, juveniler, RNA-reicher Thrombozyten wurde eine Farbung
mit Thiazol Orange wie fir das Pferd beschrieben [195] durchgefiihrt. Verwendet wurde
hierbei das PLRP der 10 unter 3.1.3.2.3 (S. 51) aufgefiihrten Equiden.

Es wurden 5 ul PLRP, 5 ul Antikorperldosung gegen CD41/61 sowie 1 ml Thiazol Orange
(Retic-Count®, Becton Dickinson) in ein ProbengefaR pipettiert, gevortext und fiir 90 Minuten
bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die Messungen erfolgten im Anschluss erneut mit
dem Accuri® C6.

Fur die Auswertungen wurde auch hier das Programm BD Accuri™ C6 Analysis Software
(Version 1.0.264.21; Becton Dickinson) verwendet. Entsprechend den Ausflihrungen im
vorhergehenden Kapitel wurde fiir die Thrombozyten mittels Kombination von Streulicht und
Fluoreszenz ein Gate definiert und durch Isotypenkontrolle spezifiziert. Thiazol-positive Events
wurden dem Emissionsspektrum des Thiazols von 488 nm entsprechend im FL-1 gemessen. Es
wurden 10.000 CD41/61 positive Ereignisse gemessen. Doppelt positive Ereignisse sind
ebenfalls im Bereich Q1-UR wiedergegeben, im gewadhlten Beispiel entsprechend 3,7 %

(Abbildung 13).
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Abbildung 13: Accuri® C6 - Methodenetablierung: Definition des Gates P2 zur Einschrdankung der
Messungen Thiazol-positiver Thrombozyten (A) und Punktwolkendiagramm mit Quadrantenmarkern
fur CD41/61- sowie Thiazol-positive Zellen (B)
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3.1.4 ELISA sCD40L und sP-Selectin

Es wurden 2 ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) gemal Herstellerangaben auf
ihre Eignung zur Messung von |6slichem CD40L bzw. CD62P aus Pferdeserum bzw. -plasma
Uberprift: der Quantikine® ELISA Human CD40 Ligand/TNFSF5 Immunoassay (DCDL40; R&D
Systems Inc.) sowie der Human sP-Selectin/CD62P Immunoassay (BBE6; R&D Systems Inc.).
Bei beiden Testsystemen handelt es sich um quantitative Sandwich ELISA zur
Konzentrationsbestimmung von humanem, |6slichem (s=soluble) sCD40L bzw. sP-Selectin
(sCD62P). Hierbei sind die Mikroplatten mit einem spezifischen primaren Antikorper gegen
humanes CD40L bzw. humanes P-Selectin beschichtet. Beim CD40L handelt es sich um einen
polyklonalen, beim P-Selectin um einen monoklonalen Antikdrper. Standards, Kontrollen und
Proben werden in die Vertiefungen der Mikroplatte pipettiert und jegliches vorhandene
sCD40L bzw. sP-Selectin an den auf der Mikroplatte fixierten primaren Antikérper gebunden.
Nachdem alle ungebundenen Substanzen weggewaschen sind, wird ein enzymatisch
markierter polyklonaler sekundarer Antikorper gegen sCD40L bzw. sP-Selectin zugegeben.
Durch erneutes Waschen werden alle ungebundenen sekundaren Antikérper entfernt. Nach
Zugabe einer Substrat-Losung kommt es proportional zur gebundenen Menge an sCD40L bzw.
sP-Selectin durch das am sekundaren Antikorper gebundene Enzym zu einem Farbumschlag
des Substrates. Die enzymatische Reaktion wird nach 15 bzw. 30 Minuten gestoppt.
AnschlieBend kann die Farbintensitat photometrisch gemessen und in Konzentrationen des

Zielproteins umgerechnet werden.

3.1.4.1 Testvalidierung

Beide ELISA wurden nach einem Validierungs-Protokoll der Herstellerfirma R&D
getestet. Hierbei sollte zunachst Uberpriift werden, ob Interferenzen zwischen dem
eingesetzten Probenmaterial (Serum bzw. Heparinplasma von Pferden) und den
Testreagenzien bestehen, wodurch das Testergebnis verfalscht werden kénnte. Im Rahmen
dieser Prifung auf "Spike/Recovery" (Wiederfindung) wurde zunachst eine definierte Menge
des rekombinanten Zielproteins in die Probe gegeben ("spiked") und der ELISA gemaR
Herstellerangabe durchgefiihrt. Die gemessene Konzentration (Recovery) sollte hierbei der
erwarteten zugegebenen Menge (Spike) entsprechen. Ergeben sich erhebliche Abweichungen

der gemessenen von der erwarteten Konzentration, kann dies ein Zeichen dafiir sein, dass
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einer oder mehrere Bestandteile in der untersuchten Probe mit einer oder mehreren
Testsubstanzen interferiert und falsch zu hohe oder falsch zu niedrige Werte verursacht. Im
Rahmen der Prifung auf Linearitdit wurden native und "spiked" Proben in einer
Verdiinnungsreihe untersucht. Abweichende Messungen der Verdinnungsreihe von den
erwarteten Messwerten kdnnen erneut ein Hinweis auf Interferenzen der Probe und der
Testbestandteile sein. Hierbei treten fehlerhafte Messungen unter Umstanden nur bei zu
gering verdlinnten Ausgangsproben auf, bei hoheren Verdiinnungsstufen sind die
Interferenzen moglicherweise nicht mehr vorhanden. So kénnte die Testsensitivitat durch
Verdiinnungen der Ausgangsprobe erhéht werden.

Fir die Validierung wurden zunachst Serum- und Heparinplasma-Proben von 3 Pferden
gepoolt. Die Proben stammten von Pferden, denen im Rahmen einer Gesundheitskontrolle
Blut entnommen wurde. Die Entnahme erfolgte wie unter 3.1.1.2 (S. 39) beschrieben. Die
Proben wurden innerhalb von 60 Minuten zentrifugiert (1500 g, 10 Minuten; Rotina 35,
Hettich), Serum und Plasma abpipettiert, gepoolt und bei -80 °C gelagert. Die Pool-Proben
wurden unmittelbar vor der Durchfiihrung des ELISA aufgetaut und gevortext.

GemaR Vorgaben des Herstellers wurden diese Pool-Proben zunachst verdiinnt:

e sCD40L: Serum 1:5 mit RD5P (Calibrator Diluent)

e sP-Selectin: Serum und Plasma 1:20 mit Sample Diluent.

Die zum "Spiking" verwendete Losung (Spiking Stock Solution) sollte dem 10-fachen der
hochsten eingesetzten Konzentration der Standard-Reihe entsprechen. Fir das sP-Selectin
wurde hierbei der héchste Standard durch Zugabe von 100 pl statt 1000 pl Aqua destillata in
Losung gebracht und so eine Konzentration von 460 ng/ml erreicht. Im Falle des sCD40L
entsprach die geforderte Konzentration mit 40.000 pg/ml der unverdiinnten Standardlésung.

Durch Zugabe von 20 pl der Spiking Stock Solution zu 980 ul Serum- bzw. Plasmaprobe
wurde das "spiked" Ausgangsmaterial (S) hergestellt, die Zugabe der gleichen Menge zu 980 ul
des entsprechenden Verdiinners des Test (Diluent) ergab die Kontrollprobe (RC).

Die Herstellung der Verdiinnungsreihe zur Uberpriifung der Linearitit erfolgte in den

Verdinnungsschritten 1:2, 1:4 und 1:8 (Tabelle 9).
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Tabelle 9: ELISA sCD40L und sP-Selectin - Validierung: Probenherstellung fir die Prifung auf

Wiederfindung und Linearitat

N S RC
nativ spiked control
Serum Plasma Serum Plasma
"unverdinnt" SNO PNO SSO PSO RCO
1:2 SN2 PN2 SS2 PS2 RC2
Herstellung 500 ul SNO 500 ul PNO 500 ul SSO 500 pl PSO 500 ul RCO
+ + + + +
500 pl Diluent | 500 pl Diluent | 500 pl Diluent | 500 ul Diluent | 500 ul Diluent
1:4 SN4 PN4 SS4 PS4 RC4
Herstellung 500 ul SN2 500 ul PN2 500 ul SS2 500 pl PS2 500 ul RC2
+ + + + +
500 pl Diluent | 500 pl Diluent | 500 pl Diluent | 500 ul Diluent | 500 ul Diluent
1:8 SN8 PN8 SS8 PS8 RC8
Herstellung 500 ul SN4 500 ul PN4 500 ul SS4 500 ul PS4 500 ul RC4
+ + + + +
500 pl Diluent | 500 pl Diluent | 500 pl Diluent | 500 ul Diluent | 500 ul Diluent

3.1.4.2 Testdurchfihrung

Neben den vorgenannten Poolplasma- und Poolserumproben wurde Serum und
Heparinplasma von 3 weiteren Pferden verwendet, denen im Rahmen einer Gesundheits-
kontrolle Blut entnommen wurde. Die Entnahme erfolgte wie unter 3.1.1.2 (S.39)
beschrieben. Hierbei wurden in jeweils eine Serum- bzw. Heparin-S-Monovette (4500 pl) je
150 ul einer equinen Kollagenlésung (50 pg/ml; COLtest, Roche) vorgelegt, um eine
Thrombozytenaktivierung zu induzieren. Die Proben wurden innerhalb von 60 Minuten
zentrifugiert (1500 g, 10 Minuten; Rotina 35, Hettich), Serum und Plasma abpipettiert und bei
-80 °C gelagert. Die Proben wurden unmittelbar vor der Durchfiihrung des ELISA aufgetaut
und gevortext.

Fir den  Quantikine® ELISA Human CD40 Ligand/TNFSF5 Immunoassay  wurden
unverdinnte sowie 1:5 verdiinnte Serum- und Heparinplasmaproben von 2 Pferden
verwendet. Bei dem Human sP-Selectin/CD62P Immunoassay wurden unverdinnte Serum-
und Heparinplasmaproben sowie Verdiinnungen 1:10, 1:20 und 1:40 von 3 Pferden
verwendet. Dies galt in beiden Fallen fiir die nativen sowie die mit equinem Kollagen

aktivierten Proben.
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3.1.4.2.1 sCD40L

Der Quantikine® ELISA Human CD40 Ligand/TNFSF5 Immunoassay (DCDL40; R&D

Systems Inc.) wurde gemaR Herstellerangabe durchgefihrt.

Zunachst wurden die bendétigten Reagenzien vorbereitet:

e Calibrator Diluent RD5P 1:2 mit Aqua destillata verdinnt

e Waschpuffer 1:24 mit Aqua destillata verdiinnt

e Standards: Zugabe von 100 pl Standard in 900 ul Calibrator Diluent RD5P, davon
500 pl in 500 ul RD5P, diesen Schritt finfmal wiederholen.

Im weiteren Testablauf wurde jede Probe doppelt gemessen, d.h. jeweils in 2

Vertiefungen aufgetragen:

100 pl Assay Diluent RD1-65 in jede Vertiefung

jeweils 100 ul in jede Vertiefung: 7 Standards, Kontrollen (low, medium, high),
Proben Validierung (Tabelle 9), Proben Testpferde (n = 2); Abdecken der Platte mit
Klebefolie, Ubersicht der Plattenbelegung s. Anhang Tabelle 12-4, S. 12-8.
Inkubation: 2 Stunden bei Raumtemperatur, horizontal kreisender Rittler (500 rpm)
Aspiration der Flussigkeiten, viermaliges Waschen mit Waschpuffer, nach letztem
Waschvorgang Mikroplatte auf sauberen Papiertiichern ausklopfen

200 pl CD40L Conjugate in jede Vertiefung, Abdecken der Platte mit Klebefolie
Inkubation: 2 Stunden bei Raumtemperatur, horizontal kreisender Rittler (500 rpm)
Substrat-Losung A und B vermischen, vor Licht schiitzen

erneutes Aspirieren und Waschen wie oben

200 pl Substrat-Losung in jede Vertiefung, Inkubation fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln

50 ul Stop Solution (Schwefelsaure, 2 N) in jede Vertiefung, Kontrolle Farbumschlag
von blau zu gelb

Messung der optischen Dichte innerhalb von 30 Minuten bei 450 nm sowie 540 nm
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3.1.4.2.2 sP-Selectin

Der Human sP-Selectin/CD62P Immunoassay (BBE6; R&D Systems Inc.) wurde gemaR
Herstellerangabe durchgefiihrt.
Zunachst wurden die bendétigten Reagenzien vorbereitet:
e Waschpuffer 1:24 mit Aqua destillata verdiinnt
e Standards mit jeweils 1 ml Aqua destillata in Lésung gebracht
e sP-Selectin Control mit 500 pl Aqua destillata aufgelost, nach 10 Minuten 1:20
mit Sample Diluent verdiinnt

e 250 pl sP-Selectin Conjugate Concentrate in Ampulle mit Conjugate Diluent

Im weiteren Testablauf wurde jede Probe doppelt gemessen, d.h. jeweils in 2
Vertiefungen aufgetragen:

e jeweils 100 ul in jede Vertiefung: 6 Standards, 1 Kontrolle, Proben Validierung
(Tabelle 9), Proben Testpferde (n = 3), Ubersicht der Plattenbelegung s. Anhang
Tabelle 12-4, S. 12-8.

e 100 pl sP-Selectin Conjugate in jede Vertiefung, Abdecken der Platte mit Klebefolie

e Inkubation flr 1 Stunde bei Raumtemperatur

e Aspiration der Flissigkeiten, dreimaliges Waschen mit Waschpuffer, nach letztem
Waschvorgang Mikroplatte auf sauberen Papiertiichern ausklopfen

e 100 pl Substrat in jede Vertiefung, Abdecken der Platte mit Klebefolie, Inkubation fir
15 Minuten bei Raumtemperatur

e 100 pl Stop Solution (Salzsaure, 1 N) in jede Vertiefung

e Messung der optischen Dichte innerhalb von 30 Minuten bei 450 nm sowie 620 nm

3.1.4.3 Auswertung

Die Auswertung der Mikroplatten erfolgte mit dem EPOCH2 microplate reader (BioTek).
Hierbei erfolgte die Messung der Optischen Dichte (OD) gemal Herstellerangaben beim ELISA
des sCD40L bei 450 nm sowie 540 nm und beim ELISA des sCD62P bei 450 nm und 620 nm.
Aus diesen beiden Messungen errechnet das Programm des Readers die delta-OD-Werte.

Mittels der eingegebenen Konzentrationen und der gemessenen OD-Werte der Standards und
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Kontrollen wurde durch das Gerat mittels "four parameter logistic (4-PL) curve" eine
Standardkurve berechnet. Aus der so erstellten Standardkurve tberprifte das Programm des
EPOCH2, ob die eingesetzten Kontrollen mit den eingegebenen, erwarteten Konzentrationen
(£ 15 % Abweichungstoleranz) Ubereinstimmen. Lagen die Messungen der Standards und
Kontrollen innerhalb der erwarteten Werte, wurden durch das Programm die
Konzentrationen fiir die zu untersuchenden Proben berechnet.

Die Berechnung der Wiederfindung "Spike/Recovery" (3.1.4.1, S. 56) erfolgte mittels der
Formel:

Messwert Probe spiked - Messwert Probe nativ

% Recovery = - x 100
zu erwartender Wert Probe spiked

Die Uberpriifung der Linearitat (3.1.4.1, S. 56) erfolgte am Beispiel der Verdiinnungs-
stufe 1:2 mittels der Formel:

Messwert Probe (1:2)
% Recovery (1:2) = — x 100
zu erwartender Wert dividiert durch 2
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3.2 Thrombozytopenie und Thrombozytose bei Klinikpatienten (2008 - 2015)

3.2.1 Probanden und Einschlusskriterien

Zur Ermittlung von Pravalenz, Atiologie und prognostischer Aussagekraft einer
Thrombozytopenie und Thrombozytose wurden retrospektiv die hamatologischen Daten von
Pferden ausgewertet, die zwischen Juli 2008 und Juni 2015 in der Klinik fir Pferde, Innere
Medizin der Justus-Liebig-Universitat GieRen vorgestellt wurden. Hierbei wurde jedes Pferd
fir die verminderte und die erhéhte Anzahl an Thrombozyten jeweils nur einmalig in der
Datenerhebung berticksichtigt.

GemaB des geltenden Referenzintervalls des Zentrallabors fiir die mit dem
ADVIA® 120/2120 (Siemens) ermittelten Thrombozytenzahlen fir erwachsene Warmbllter
bestand eine Thrombozytopenie bei einer Thrombozytenzahl von < 90 x10°/l im K3-EDTA-Blut
(S-Monovette; Sarstedt) bzw. von < 84 x10%/| im Zitrat-Blut (0,106 mol/l Tri-Natrium-Zitrat,
Mischverhdltnis 1:10; S-Monovette; Sarstedt). Als Thrombozytosen wurden Werte
> 270 x10°%/I im K3-EDTA-Blut bzw. von > 245 x10%/| im Zitrat-Blut gewertet.

Die ermittelten Thrombozytopenien wurden weiter unterteilt: Eine echte
Thrombozytopenie lag vor, wenn im Zitrat-Blut ebenfalls eine Thrombozytopenie ermittelt
wurde oder im Blutausstrich Thrombozytenaggregate fehlten bzw. nur ganz vereinzelt zu
finden waren und hierbei zugleich die Gesamtzahl der Thrombozyten unter 50 x10°/I lag. Bei
Vorliegen einer EDTA-PTCP war die reduzierte Anzahl an Thrombozyten lediglich im K3-EDTA-
Blut und nicht im Zitrat-Blut vorhanden. Als fraglich eingestuft wurden Untersuchungs-
ergebnisse, bei denen im Blutausstrich vermehrt Thrombozytenaggregate vorlagen bzw.
weder die Befundung eines Blutausstriches noch eine Thrombozytenzahlung im Zitrat-Blut
vorhanden waren.

Bei den Pferden mit echter Thrombozytopenie, bei denen sowohl aus K3-EDTA- als auch
aus Zitratblut die Thrombozytenzahl bestimmt wurde, sowie den Pferden mit EDTA-PTCP
wurden am ADVIA® 2120 zusatzlich die Thrombozytenvariablen MPV, PDW, PCT, LargePLT
und Clumps erfasst.

Pferde mit einer echten Thrombozytopenie sowie einer Thrombozytose wurden nach
den Ergebnissen der klinischen Untersuchung, weiterfiihrender Untersuchungen (Labor,
Bildgebung) und pathologischer und histopathologischer Befunde in 4 Gruppen eingeteilt:

Entzindung (lokal/systemisch), Neoplasie, nicht-entzindliche Darmerkrankung und Sonstige.
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Unter Sonstige wurden auch Patienten eingeordnet, bei denen lediglich eine
Verdachtsdiagnose gestellt werden konnte. Eine Zuordnung in die Gruppe systemische
Entzlindung erfolgte bei Vorliegen entsprechender pathologischer Befunde oder bei Erfillung
von mindestens 2 der folgenden Kriterien: Kérperinnentemperatur < 36,0 °C bzw. > 39,0 °C;
Pulsfrequenz >52/min; Atemfrequenz >24/min; Laktat >5,0 mmol/l; Bikarbonat <17,0
mmol/l; Leukozyten < 3,0 x10%/I bzw. > 15,0 x10°%/I.

Die 4 Gruppen wurden bezliglich der Verteilung mit der gesamten Patientenpopulation
der Klinik fur Pferde, Innere Medizin verglichen. Darliber hinaus wurde die Mortalitat bei
Vorhandensein einer verminderten bzw. erhéhten Thrombozytenzahl im Vergleich zur

Gesamtpopulation berechnet.

3.2.2 Statistik

Die Daten wurden mit Microsoft Excel 2010 tabellarisch erfasst, die statistischen
Auswertungen erfolgten durch die Autorin und Frau PD Dr. Natali Bauer mit dem Programm
GraphPad Prism (GraphPad Software Version 6, San Diego) sowie MedCalc (version 16.8,
MedCalc Software bvba). Das Signifikanzniveau wurde auf 0,05 festgelegt.

Alle Variablen wurden zunachst mittels Shapiro Wilk Test beziiglich Normalverteilung
geprift. Der Vergleich der Thrombozytenvariablen zwischen den Antikoagulantien erfolgte
mittels gepaartem t-Test bzw. Wilcoxon-Test und zwischen den Patienten mit echter
Thrombozytopenie und EDTA-PTCP mittels ungepaartem t-Test bzw. Wilcoxon-Mann-
Whitney-U-Test. Der Vergleich der Thrombozytenzahl zwischen den Patienten mit klinisch
sichtbaren Blutungen und ohne Blutungen erfolgte mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test.
Der Vergleich der Diagnosegruppen sowie der Einfllisse von Rasse, Alter und Geschlecht
erfolgte durch eine einfaktorielle Varianzanalyse mit einem post-hoc paarweisen
Mehrfachvergleich nach Tukey flr normalverteilte Daten und Kruskal Wallis Test mit post-hoc
paarweisen Mehrfachvergleich mittels Dunn’s Test fiir nicht normalverteilte Daten. Der
Vergleich der proportionalen Haufigkeiten der Diagnosegruppen erfolgte mittels x?-Test. Fir
eine Beurteilung des Chancenverhiltnisses der Mortalitdt der Pferde mit Thrombozytopenie
bzw. Thrombozytose im Vergleich zu der Gesamtpopulation wurde die Odds ratio berechnet.
Zur Ermittlung eines Zusammenhangs von Thrombozytenzahl und Symptomen einer
Blutungsneigung wurde mittels Receiver Operating Characteristic Curve (ROC)-Analyse die

positive Likelihood ratio (LR+ = Sensitivitat / 1 — Spezifitat) berechnet.
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3.3 Thrombozytenfunktion bei Equiden mit systemischer Entziindung (SIRS)

Im Rahmen der Dissertationsprojekte von Kim Theuerkauf und Julia Engel wurde mittels
einer prospektiven, kontrollierten Studie der Einfluss systemischer Entziindungsreaktionen
(SIRS) auf folgende Thrombozytenvariablen Gberpruft:

e Thrombozytenzahl und Thrombozytenvariablen (ADVIA® 2120),

e invivo Aktivierung der Thrombozyten (Accuri® C6),

e Entstehung von Thrombozyten-Leukozyten-Aggregaten (Accuri® C6),
e \Vorliegen retikulierter, RNA-reicher Thrombozyten (Accuri® C6) und

e Thrombozytenfunktion (Multiplate® Analyzer).

3.3.1 Probanden und Blutentnahmen

In die Gruppe der SIRS-Patienten wurden Warmbliter und Kleinpferde (Stockmal’
< 148 cm) alter als 3 Jahre eingeschlossen, welche in der Klinik fir Pferde, Innere Medizin der
Justus-Liebig-Universitat GieRen vorgestellt wurden und im Rahmen der klinischen und

labordiagnostischen Untersuchungen mindestens 2 der folgenden Kriterien erfillten:

e Pulsfrequenz > 52 Schlage/min
e Atemfrequenz > 24 Zige/min
e Korperinnentemperatur > 39,0 °Coder<36,0°C

e Thrombozytenzahl (ADVIA® 2120)

= im K3-EDTA-Blut <90 x107/I

= im Zitratblut < 82 x107/I
e Leukozytenzahl (ADVIA® 2120) < 3,0 x10°%/1 oder > 15,0 x10°%/I
e Plasma-Bikarbonat (cobas b 221, Roche) <20,0 mmol/I
e Plasma-Laktat (cobas b 221, Roche) > 5,0 mmol/I

Ausgeschlossen wurden Equiden, die mit Acetylsalicylsdure oder Clopidogrel
vorbehandelt waren, sowie tragende Stuten und Miniaturrassen.
Bei allen Probanden wurde der Body condition score (BCS) nach Carroll und Huntington

[255] ermittelt.
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Die Blutentnahmen erfolgten nach Adspektion und Palpation sowie Keimreduzierung
(Isopropanol, 70 %) der Entnahmestelle kopfwarts aus der Vena jugularis externa mittels einer
sterilen Einmalkaniile (18 G; B. Braun) bzw. aus einem lege artis herzwarts in die V. jugularis
externa eingelegten Teflonkatheter (80 mm, 14 G; Walter). Die Blutproben wurden mittels
eines sterilen Vakuumsystems in folgende Probengefille (S-Monovette®, Sarstedt)
entnommen: K3-EDTA (1,6 mg/ml), Tri-Natrium-Zitrat (0,106 mol/l, Mischverhaltnis 1:10),
Hirudin (20 ug/ml) sowie ohne Antikoagulans zur Serumgewinnung. Bei der Entnahme aus

einem Katheter wurden die ersten 2 ml Blut verworfen.

Als Kontrollgruppen wurden fir die Messungen mittels Laser-Durchflusszytometrie mit
dem ADVIA® 2120 und mittels Impedanzaggregometrie mit dem Multiplate® Analyzer die
unter 3.1.1.2 (S. 39) aufgefihrten jeweils 60 Warmbliter und 60 Kleinpferde verwendet. Die
Kontrollgruppe fir die Messungen mittels Fluoreszenz-Durchflusszytometrie am Accuri® C6

umfasste die unter 3.1.3.2.1 (S. 49) angegebenen 10 Pferde.

3.3.2 Labordiagnostik

Folgende Thrombozytenvariablen wurden mittels Laser-Durchflusszytometrie mit dem
ADVIA® 2120 innerhalb von 60 Minuten nach Blutentnahme jeweils aus mit K3-EDTA sowie mit
Zitrat antikoagulierten Blutproben gemessen: PLT, LargePLT, Clumps, PCT, MPV, PDW, MPC
und PCDW.

Die Messungen der Blutproben mittels Fluoreszenz-Durchflusszytometrie mit dem
Accuri® C6 erfolgten innerhalb von 75 Minuten nach Blutentnahme wie unter 3.1.3.2.3 (S. 51)

und 3.1.3.3 (S. 55) beschrieben.

Die Messungen der Blutproben mittels Impedanzaggregometrie mit dem
Multiplate® Analyzer erfolgten wie unter 3.1.2.1 (S.42) und 3.1.2.4 (S. 46) beschrieben
innerhalb von 30 bis 60 Minuten nach Blutentnahme. Neben der Messung der
Spontanaggregation wurden folgende Tests verwendet: ADPtest (6,5uM), ADPtestHS
(6,5 uM/9,4 nM), ASPItest (0,75 mM) und COLtest (1,6 pg/ml).
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3.3.3 Statistik

Die Daten wurden mit Microsoft Excel 2010 tabellarisch erfasst, die statistische
Auswertung erfolgte durch die Autorin mit dem Programm GraphPad Prism (GraphPad
Software Version 6, San Diego). Das Signifikanzniveau wurde auf 0,05 festgelegt.

Alle Variablen wurden zunachst mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung
Uberprift und gegebenenfalls logarithmisch transformiert. Bei den mit dem ADVIA® 2120
gemessenen Variablen erfolgte der Vergleich der SIRS-Gruppe mit der klinisch unauffalligen
Kontrollgruppe mittels zweifaktorieller ANOVA mit Messwiederholung bezlglich der Methode
(K3-EDTA vs. Zitrat) und einem post-hoc paarweisen Mehrfachvergleich nach Bonferroni mit
adjustierten p-Werten. Bei den Variablen des Multiplate® Analyzer erfolgte der Vergleich der
SIRS-Gruppe mit der klinisch unauffalligen Kontrollgruppe mittels zweifaktorieller ANOVA mit
Messwiederholung beziglich der Methode (mit und ohne Riihrstab) und einem post-hoc
paarweisen Mehrfachvergleich nach Bonferroni mit adjustierten p-Werten. Mittels
zweifaktorieller ANOVA wurde darlber hinaus fir den ASPltest der Einfluss der Rasse
ermittelt, auch hier mit post-hoc paarweisem Mehrfachvergleich nach Bonferroni mit
adjustierten p-Werten.

Bei den mit dem Accuri® C6 gemessenen Variablen erfolgte der Vergleich der SIRS-
Gruppe mit der klinisch unauffalligen Kontrollgruppe mittels zweifaktorieller ANOVA mit
Messwiederholung beziglich der Methode (nativ vs. Kollagen) und einem post-hoc
paarweisen Mehrfachvergleich nach Bonferroni mit adjustierten p-Werten. Der Vergleich
Thiazol-positiver Thrombozyten zwischen Kontroll- und SIRS-Gruppe erfolgte mittels
ungepaartem t-Test bzw. Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test.

Innerhalb der SIRS-Gruppe erfolgte ein Vergleich der Messergebnisse der tiberlebenden
Patienten mit denen der nichtliiberlebenden Patienten mittels zweifaktorieller ANOVA mit
Messwiederholung bezliglich der Methode und einem post-hoc paarweisen
Mehrfachvergleich nach Bonferroni mit adjustierten p-Werten.

Innerhalb der Gruppen der klinisch unauffélligen Probanden und der SIRS-Probanden
wurden nach Prifung auf Normalverteilung und ggf. logarithmischer Transformation
Korrelationsanalysen zwischen ausgewahlten Variablen folgender Gerate berechnet: ADVIA®
2120 und Multiplate® Analyzer; ADVIA® 2120 und Accuri® C6; Multiplate® Analyzer und
Accuri® C6.
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3.4 Hemmung der Thrombozytenfunktion bei Pferden

Im Rahmen einer prospektiven Untersuchung wurde Uberprift, ob und in welchem
Male sich die Thrombozytenfunktion von Pferden durch die orale Gabe von Acetylsalicylsaure
(ASS) und Clopidogrel unter Verwendung einer einmaligen hohen Anfangsdosis gefolgt von

niedrigeren Erhaltungsdosen hemmen lasst.

3.4.1 Probanden

Fiir die Untersuchung standen 10 klinisch unauffillige Warmbliter (6 Wallache, 4
Stuten) alter als 3 Jahre (Median 15,2 Jahre, Spannweite: 3-23 Jahre) zur Verfligung. Der
Gesundheitsstatus wurde zu Beginn der Studie anhand einer klinischen Untersuchung
inklusive Ultraschalluntersuchung beider Jugularvenen Gberprift. Ausschlusskriterien waren
jegliche Medikation in den vorausgegangenen 14 Tagen sowie Auffilligkeiten einer oder
beider Jugularvenen. Das Koérpergewicht wurde mit einer elektronischen Pferdewaage
(Burghley, Horse Weigh®) ermittelt, der Gewichtsmedian lag bei 572,1 kg (Spannweite 440-
626 kg). Die Pferde waren in Einzelboxen aufgestallt und erhielten taglich leichte Bewegung
auf einem Auslauf und/oder Paddock. Gefiittert wurden die Pferde viermal taglich mit Heu
(=1,7 kg/100 kg/d) sowie individuellen Mengen an Krippenfutter. Die Untersuchung erfolgte
nach Anzeige und Genehmigung der zustandigen Behorde (Gl 18/17-Nr. 102/2010).

3.4.2 Medikation

Die Pferde wurden paarweise zufillig der Reihenfolge der Behandlung zugeordnet.
Zwischen den Medikationen mit Acetylsalicylsdure (Aspirin® 500 mg/100 mg, Bayer) bzw.
Clopidogrel-Besylat (Clopidogrel AL 75 mg, Aliud) unterlagen die Probanden einer 14téagigen
Auswaschphase.

Die Medikamente wurden morgens um 9 Uhr als intakte Tabletten vermischt mit einer
kleinen Menge Kraftfutter oder gemorsert und vermischt mit Zuckerriibensirup mit einer
Spritze verabreicht. Die Pferde waren nicht niichtern, die letzte Fiitterung von Heu war ca. 3
Stunden vor der Medikation.

Um den klinischen Alltag besser zu simulieren, erfolgte die Dosierung der Medikamente

nicht nach dem individuellen Gewicht, sondern in Gewichtsklassen zu 50 kg. Die Pferde
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erhielten am ersten Tag eine Anfangsdosis und in den folgenden 4 Tagen tagliche

Erhaltungsdosen (Tabelle 10).

Tabelle 10: Hemmung der Thrombozytenfunktion - Methodik: Dosierungsschema fiir Clopidogrel und

ASS in Gewichtskategorien (*Anzahl Tabletten Clopidogrel: 75 mg; ASS: 500 mg/100 mg)

Clopidogrel Acetylsalicylsdure
Gewicht Anfangs- Erhaltungs- Anfangs- Erhaltungs-
(kg) dosis dosis dosis dosis
450-499 mg 3000 600 2300 500
Tabletten* 40 8 4/3 1/0
500-549 mg 3300 675 2500 600
Tabletten* 44 9 5/0 1/1
550-599 mg 3600 750 2800 600
Tabletten* 48 10 5/3 1/1
600-649 mg 3900 825 3000 700
Tabletten* 52 11 6/0 1/2
650-700 mg 4200 900 3300 700
Tabletten* 56 12 6/3 1/2

Bezogen auf das individuelle Gewicht betrug die Anfangsdosis Clopidogrel 6,0-
6,5 mg/kg, die Erhaltungsdosis lag bei 1,2-1,4 mg/kg. Bei ASS waren es 4,7-5,0 mg/kg und 1,0-
1,3 mg/kg.

Wahrend des gesamten Versuchszeitraums (Medikationen und Auswaschphase)
wurden die Pferde alle 12 Stunden von der Autorin klinisch untersucht, hierbei wurde
insbesondere auf Blutungen (z. B. Epistaxis, Petechien), Reaktionen an den
Blutentnahmestellen (z. B. Himatom, Phlebitis) und unerwiinschte Arzneimittelwirkungen auf

den Magen-Darm-Trakt (z. B. Inappetenz, Diarrhoe) geachtet.

3.4.3 Blutenthahmen

Die Blutentnahmen erfolgten mit einer sterilen 18 G (@ 1,2 mm) Einmalkaniile nach
Adspektion und Palpation sowie Keimreduzierung (Isopropanol, 70 %) der Entnahmestelle
kopfwarts aus der Vena jugularis mittels eines sterilen Vakuumsystems (S-Monovette®,
Sarstedt). Die Entnahmestellen wurden zu jedem Entnahmezeitpunkt gewechselt: beginnend

mit der am weitesten cranial gelegenen Position (1, Abbildung 14) an der linken V. jugularis
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externa, anschlieRend die dquivalenten Positionen an der rechten Jugularvene und

zuriickkehrend an die linke Vene.

Abbildung 14: Hemmung der Thrombozytenfunktion - Methodik: Schematische Darstellung der
Entnahmestellen an der Vena jugularis externa

Die Entnahmen der Blutproben zur Uberpriifung der Thrombozytenfunktion (TZF)
erfolgten unmittelbar vor der Verabreichung der Anfangsdosis (TO) sowie zu den Zeitpunkten
(T) 6,12, 24,48, 72,96, 144, 192 und 240 Stunden nach Verabreichung der Anfangsdosis. Die
Blutproben wurden jeweils vor der oralen Medikamentengabe entnommen. Wahrend der
Medikation mit ASS wurden zu allen Zeitpunkten mit Ausnahme von T192 und T240
Serumproben fir den Nachweis von Salicylsdure entnommen und bis zur Untersuchung bei -
20 °C gelagert. Zu den Zeitpunkten TO, T24, T144 und T240 wurden des Weiteren Variablen

der Hamatologie, klinischen Chemie und Gerinnung untersucht.

3.4.4 Labordiagnostik

3.4.4.1 Impedanzaggregometrie (Multiplate® Analyzer)

Die Untersuchungen erfolgten wie unter 3.1.2.1 (S. 42) aufgefiihrt.
Unter der Medikation wurden folgende Tests verwendet:
e ASS: ADPtest (6,5 uM), ASPItest (0,75 mM,) und COLtest (1,6 pg/mL)
e Clopidogrel: ADPtest (6,5 uM), ADPtestHS (6,5 uM/9,4 nM) ASPltest (0,5 mM)
und COLtest (1,6 ug/mL)
Alle Messungen erfolgten innerhalb von 30 bis 60 Minuten nach der Blutentnahme. Die

Messdauer betrug 12 Minuten.

3.4.4.2 Hamatologie, klinische Chemie und plasmatische Gerinnung

Alle Messungen erfolgten innerhalb von 60 Minuten nach der Blutentnahme.

Folgende Variablen wurden untersucht:
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e Hamatologie (ADVIA® 2120) aus Ks-EDTA: Leukozyten (Anzahl,
Differentialzellbild),  Erythrozyten  (Anzahl, Hamoglobin,  Hamatokrit,
Retikulozyten, MCV, MCH, MCHC, CHCM), Thrombozyten (Anzahl, MPC, MPV)

e Klinische Chemie: Harnstoff, Kreatinin, ionisierte Elektrolyte (Natrium, Kalium,
Chlorid, Phosphor), Gesamtprotein, Albumin, Gesamt-Bilirubin, direktes
Bilirubin, Enzyme (AP, GLDH, y-GT, AST, CK, LDH), Gallensduren (Pentra 400,
Axon Lab) sowie ionisiertes Magnesium und Kalzium (Nova 8 Analyzer, Nova)

e Plasmatische Gerinnung (STA Compact, Diagnostica Stago): aPTT, PT, INR und

Fibrinogen.

3.4.4.3 Serumkonzentration Salicylsdure

Die Messungen der Serumkonzentrationen der Salicylsdure erfolgten im Institut fur
Biochemie der Deutschen Sporthochschule Koéin.

Bis zur Analyse wurden die Proben bei -20 °C gelagert. Flr die Analyse wurden 500 pl
Serum mit 500 pl Milli-Q-Wasser sowie dem internen Standard das-Salicylsaure verdiinnt. Die
Abtrennung der Proteine erfolgte lber Fallung durch Zugabe von 1,5 ml Acetonitril. Nach
Zentrifugation wurde ASS mithilfe von KOH zu Salicylsdure hydrolisiert.

Der Nachweis der Salicylsdure erfolgte mittels einer Kombination eines
Hochleistungsflissigkeitschromatographen (LC, Series 1200, Agilent) mit  einem
Massenspektrometer (MS, API 3200 triple quadrupol mass spectrometer, AB Sciex). Die
lonisation erfolgte mit einem Electrospray-lonisations-Interface (ESI). Als analytische Saule
wurde eine Nucleodur®C18 Pyramid (5 um TeilchengrofRe, Macherey und Nagel) gekoppelt an
eine Gemini C6-Vorsaule (Phenonemex) verwendet. Als mobile Phasen wurde A: Ammonium
Acetate Puffer (5 mM Ammoniumacetat, 0,1 % Essigsaure, pH 3,5) und B: Acetonitril
eingesetzt. Die Flussrate betrug 0,8 ml/min bei linearem Gradient von 15 % — 100 % B in 7
Minuten und einem Injektionsvolumen von 10 pl. Die Proben wurden im negativen
lonisationsmodus bei einer Interface Temperatur von 450 °C mit lonenspray-Spannung von -
4500 V gemessen. Diagnostische lonen wurden durch kollisionsinduzierte Dissoziation mit
Stickstoff (2,9 x103 Pa) generiert und im MRM-Modus (multiple reaction monitoring)
aufgezeichnet. Fir die Quantifizierung wurden die lonenlibergange m/z 137/65 und m/z

141/69 fur Salicylsdure bzw. den internen Standard ds-Salicylsdure verwendet.
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Die Datenerhebung und -analyse erfolgte durch die Analyst® Software (Version 1.4.2, AB
Sciex).
Die Nachweisgrenze fur Salicylsdure betrug im Serum 0,1 pg/ml, die

Quantifizierungsgrenze lag bei 0,2 pg/ml.

3.4.5 Statistik

Die Planung der Studie erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Klaus Failing, Leiter der
Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs Veterinarmedizin der
JLU GielRen. Die Berechnung der Fallzahl beruhte auf der Schatzung der angestrebten
Abnahme der Aggregation durch den Einfluss der Medikamente 24 Stunden nach deren
Applikation. Die Genauigkeit der Schatzung in Form des 95 %-Konfidenzintervalls wurde auf
+ 10 % festgelegt. Fur die Berechnung wurden die Ergebnisse der Untersuchung von Baxter &
Moore [249] verwendet. Aus den Ergebnissen der vorgenannten Untersuchung ldsst sich eine
geschatzte Standardabweichung von 13,6 % fur die relative Abnahme errechnen. Es wurde
angenommen, dass die Verhéltnisse der Abnahme der Aggregation mit der in der eigenen
Untersuchung gewahlten Methodik Ubereinstimmen. Auf eine Kontrollgruppe wurde
verzichtet, da nicht davon auszugehen war, dass die Abnahme der Thrombozytenaggregation
beim klinisch unauffdlligen Pferd ohne Einfluss eines Medikamentes auftritt. Die
Fallzahlberechnung erfolgte mit dem Programm BiAS. flir Windows (Version 9.08) und ergab
eine Zahl von 10 Pferden, um eine Reduktion der mittleren Arachidonsdure-induzierten
Aggregation um 70 % 24 Stunden nach Applikation des Medikamentes nachzuweisen. Fiir die
Anwendung des Clopidogrels existierten zum Zeitpunkt der Studienplanung 2010 keine dem
ASS vergleichbaren Daten fir das Pferd. Im Vergleich mit der Anwendung beim Menschen
wurde angenommen, dass die Anderung der Thrombozytenaggregation beim Pferd der des
ASS entspricht.

Die Datenauswertung erfolgte mit dem Programmpaket BMDP [256]. Nach Priifung auf
Normalverteilung erfolgte der Vergleich der Mittelwerte (ggf. nach logarithmischer
Transformation) durch eine einfaktorielle ANOVA mit Messwiederholungen. Bei Berechnung
signifikanter Unterschiede wurde zum Vergleich jedes einzelnen Messzeitpunktes mit dem
Messzeitpunkt TO ein post-hoc Dunnett-Test durchgefiihrt. Der Vergleich zwischen der
Aggregometrie und den Serumkonzentrationen der Salicylsdure erfolgte mittels Pearson

Korrelationsanalyse. Das Signifikanzniveau wurde auf 0,05 festgelegt.
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4 EIGENE UNTERSUCHUNGEN - ERGEBNISSE

Die Darstellung der Ergebnisse gliedert sich in die Abschnitte:
4.1 Labordiagnostische Untersuchungen zur Thrombozytenbiologie bei klinisch
unauffalligen Equiden
4.2 Thrombozytopenie und Thrombozytose bei Klinikpatienten (2008-2015)
4.3 Thrombozytenfunktion bei Equiden mit systemischer Entziindung (SIRS)

4.4 Hemmung der Thrombozytenfunktion bei Pferden

Ein Teil der Ergebnisse der retrospektiven Untersuchung zur Thrombozytopenie und
Thrombozytose wurde bereits publiziert:

e Hubers E, Bauer N, Fey K, Moritz A, Roscher K (2018): Thrombopenie beim Pferd.

Tierarztl Prax Ausg G; 46(02): 73-79
Alle Ergebnisse der Studie zur Hemmung der Thrombozytenfunktion bei Pferden wurden
bereits publiziert:

e Roscher KA, Failing K, Schenk I, Moritz A (2017): Suspected aspirin resistance in
individual healthy adult warmblood horses. J vet Pharmacol Therap.;40(6):e16-
e22

e Roscher KA, Failing K, Moritz A (2015): Inhibition of platelet function with
clopidogrel, as measured with a novel whole blood impedance aggregometer in

horses. Vet J; 203(3):332-6

4.1 Labordiagnostische Untersuchungen zur Thrombozytenbiologie von Equiden
Die Darstellung der Ergebnisse der labordiagnostischen Untersuchungen bei klinisch
unauffalligen erwachsenen Equiden gliedert sich in die Abschnitte:
4.1.1 Thrombozytenzahl und Thrombozytenvariablen mittels Laser-
Durchflusszytometrie mit dem ADVIA® 2120
4.1.2 Thrombozytenfunktion mittels Impedanzaggregometrie aus Vollblut mit
dem Multiplate® Analyzer
4.1.3 Thrombozytenfunktion mittels Fluoreszenz-Durchflusszytometrie mit dem
Accuri® C6
4.1.4 Messung von aus der Zellmembran der Thrombozyten geldsten Proteine im

Serum und Plasma mittels kommerzieller humaner ELISA
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4.1.1 Laser-Durchflusszytometrie (ADVIA® 2120)

4.1.1.1 Einfluss von Antikoagulantien auf Thrombozytenvariablen

4.1.1.1.1 Kleinpferd

Mit Ausnahme der Variable Clumps konnte bei den Kleinpferden mittels einfaktorieller
ANOVA fiir alle Variablen ein signifikanter Unterschied beziglich des Antikoagulans berechnet
werden (Tabelle 11). Eine Ubersicht aller Einzelmessungen zeigt die Tabelle 12-5 im Anhang

(S. 12-9).

Tabelle 11: ADVIA® 2120: Thrombozytenvariablen beim Kleinpferd in Abhangigkeit vom Antikoagulans
[arithmetischer MW + SD bzw. * geometrischer MW(SF)]; #= Zitratwerte korrigiert um Verdlinnungs-
faktor 1,1

Variable Einheit n Ks-EDTA Zitrat Mg-Sulfat p-Wert
PLT 10%/I 60 171,7 +37,9 |161,0 +35,1# |157,4 +46,7 0,005
MPV fL 60 7,5 +£1,3 84 +1,0 90 +1,4 < 0,0001
MPC g/dl 60 246 +2,6 22,3 +2,1 21,2 +2,1 < 0,0001
PCDW g/dl 60 85 +0,7 88 10,4 92 +04 < 0,0001
LargePLT* 10°/1 | 60 2,4 (2,9) 3,1 (2,4)# 6,6 (2,6) < 0,0001
Clumps* n 54 | 115,9 (1,6) |128,1 (1,9)# |[124,5 (1,8) 0,522
PCT % 56 0,13 +£0,03 0,12 +£0,03 | 0,14 +0,05 0,005

Bei dem sich an die ANOVA anschlieRenden paarweisen Vergleich (Tabelle 12) zeigte
sich, dass in den mit K3-EDTA antikoagulierten Blutproben die Thrombozytenzahl (PLT)
signifikant groRer war als mit den Antikoagulantien Zitrat und Mg-Sulfat. Zwischen Zitrat und
Mg-Sulfat konnte kein signifikanter Unterschied berechnet werden. Gegenteiliges zeigte sich
fir den MPV: Mit dem Antikoagulans K3-EDTA wurden hier signifikant niedrigere Werte
ermittelt als mit den Antikoagulantien Zitrat und Mg-Sulfat. Bei der Berechnung des
Thrombokrits (PCT) als Produkt der Zellzahl und des Volumens durch den ADVIA® 2120 (s.
Tabelle 4, S. 38) konnte beim Vergleich von K3-EDTA und Zitrat sowie K3-EDTA und Mg-Sulfat
aufgrund der gegenteiligen Unterschiede in Zellzahl und Volumen bei den entsprechenden

Antikoagulantien kein signifikanter Unterschied berechnet werden.

73



4 Eigene Untersuchungen - Ergebnisse

Tabelle 12: ADVIA® 2120: Vergleich der Mittelwerte der Thrombozytenvariablen beim Kleinpferd; der
Effekt gibt wieder, bei welchem Antikoagulans der hohere Mittelwert berechnet wurde (E= K3-EDTA,
Z=Zitrat, M=Mg-Sulfat)

Variable Einheit K3-EDTA vs. Zitrat Ks-EDTA vs. Mg-Sulfat Zitrat vs. Mg-Sulfat
Effekt p-Wert Effekt p-Wert Effekt p-Wert
PLT 10%/1 E>Z < 0,05 E>M <0,01 Z>M > 0,05
MPV fL Z>E <0,01 M>E <0,01 M>Z <0,01
MPC g/dl E>Z <0,01 E>M <0,01 Z>M <0,01
PCDW g/dl Z2>E < 0,01 M>E < 0,01 M>Z <0,01
LargePLT 10%/1 Z>E > 0,05 M>E <0,01 M>Z <0,01
Clumps n ANOVA nicht signifikant (p=0,522)
PCT % E>Z > 0,05 M>E > 0,05 M>Z <0,01
Bei Prifung auf Zusammenhdnge der Messergebnisse bezlglich der

Antikoagulantien konnten mit Ausnahme der Variablen PCDW und Clumps (Ausnahme:

Clumps Zitrat versus Mg-Sulfat p = 0,028) beim Kleinpferd fiir alle Variablen signifikante jedoch

insgesamt schwach positive Korrelationskoeffizienten berechnet werden (Tabelle 13).

Tabelle 13: ADVIA® 2120: Korrelationskoeffizienten (r) des paarweisen Vergleichs der Antikoagulantien
beim Kleinpferd (n = 60)

Variable Einheit | Ks-EDTA vs. Zitrat | K3-EDTA vs. Mg-Sulfat |  Zitrat vs. Mg-Sulfat
r p-Wert r p-Wert r p-Wert
PLT 10%/I 0,589 < 0,001 0,587 < 0,001 0,746 < 0,001
MPV fL 0,470 < 0,001 0,369 0,004 0,431 < 0,001
MPC g/dl 0,624 < 0,001 0,454 < 0,001 0,528 < 0,001
PCDW g/dl 0,117 0,372 -0,084 0,524 0,180 0,168
LargePLT 10%/1 0,519 < 0,001 0,332 0,010 0,452 < 0,001
Clumps n -0,097 0,485 0,012 0,929 0,293 0,028
PCT % 0,293 0,028 0,278 0,038 0,604 < 0,001
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4.1.1.1.2 Warmblut

Bei den 60 Warmbliitern konnten fir die Variablen MPV, MPC und LargePLT im Mittel
signifikante Unterschiede zwischen den Messungen aus K3-EDTA und Zitrat berechnet werden
(Tabelle 14). Eine Ubersicht aller Einzelmessungen zeigt die Tabelle 12-6 im Anhang (S. 12-13).

Tabelle 14: ADVIA® 2120: Thrombozytenvariablen in Abhangigkeit vom Antikoagulans beim Warmblut
(n = 60); #= Zitratwerte korrigiert um Verdiinnungsfaktor 1,1

PLT# MPV MPC PCDW |LargePLT# | Clumps# PCT
[x10%/1] [fl] [g/dl] [g/dl] [x10%/1] [n] [%]

Ks-EDTA
Minimum 18 5,8 15,9 6,2 0 52 0,02
25 % Perzentil 117,5 7,3 22,8 8,0 2 82,5 0,10
Median 136,5 8,0 24,3 8,6 3 112 0,12
75 % Perzentil 161,5 8,9 26,3 9 7 155 0,13
Maximum 217 10,8 30,1 9,5 25 2774 0,20
Zitrat
Minimum 79 6,1 16,9 7,8 0 37 0,04
25 % Perzentil 117,5 8,9 19,5 8,5 5 73 0,10
Median 131,5 9,6 20,7 8,8 9 95 0,12
75 % Perzentil 152,8 10,5 21,9 91 12 125,8 0,14
Maximum 202 12,3 27,7 10,1 20 1018 0,19
p-Wert 0,836 <0,0001 | <0,0001 0,487 <0,0001 0,135 0,342

4.1.1.2 Einfluss der Rasse auf Thrombozytenvariablen

Beim Rassenvergleich zwischen Kleinpferden und Warmblitern zeigte sich, dass

Kleinpferde sowohl in den K3-EDTA-Blutproben (Tabelle 15) als auch in den Zitrat-Blutproben

(Tabelle 16) im Mittel signifikant mehr (PLT), dafiir aber kleinere Thrombozyten (MPV)

aufwiesen als Warmbliter. In den Ks;-EDTA-Blutproben spiegelte sich dies auch im

signifikanten Unterschied beim PCT wieder. Bei allen weiteren Variablen konnte in den Ks-

EDTA-Blutproben kein signifikanter Unterschied berechnet werden (Tabelle 15). In den

Zitratblutproben wurde fiir alle Variablen auler PCDW, Clumps und PCT ein signifikanter

Unterschied berechnet (Tabelle 16).
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Tabelle 15: ADVIA® 2120: Thrombozytenvariablen aus Ks-EDTA-Blutproben in Abhdngigkeit von der

Rasse (n = 60, Clumps und PCT Kleinpferd n = 56)

PLT MPV MPC PCDW LargePLT | Clumps PCT
[x10%/1] [fl] [g/dl] [g/dl] [x10%/1] [n] [%]
Kleinpferd
Minimum 38 51 20,2 6,4 0 0 0,06
25 % Perzentil 148,3 6,6 22,8 8,3 1 82,5 0,1
Median 171 7,3 24,8 8,6 3 99 0,13
75 % Perzentil 197,8 8,4 26,2 9 6,5 145,5 0,16
Maximum 253 10,9 30 9,6 15 502 0,21
Warmblut
Minimum 18 5,8 15,9 6,2 0 52 0,02
25 % Perzentil 117,5 7,3 22,8 8,0 2 82,5 0,10
Median 136,5 8,0 24,3 8,6 3 112 0,12
75 % Perzentil 161,5 8,9 26,3 9 7 155 0,13
Maximum 217 10,8 30,1 9,5 25 2774 0,20
p-Wert <0,0001 0,004 >0,9 0,451 0,218 0,192 0,001

Tabelle 16: ADVIA ® 2120: Thrombozytenvariablen aus Zitrat-Blutproben in Abhangigkeit von der Rasse

(n = 60); #= korrigiert um Verdinnungsfaktor 1,1

PLTH# MPV MPC PCDW |LargePLT# | Clumpst# PCT

[x10%/1] [f1] [g/dl] [g/dl] [x10%/1] [n] [%]
Kleinpferd
Minimum 64 6,3 17,8 7,8 0 41 0,04
25 % Perzentil 135 7,5 20,7 8,5 2 83,0 0,10
Median 162 8,5 21,8 8,9 4 104 0,12
75 % Perzentil 182,3 8,9 25,1 9,1 6 180 0,14
Maximum 246 11,4 26,6 9,6 13 1010 0,19
Warmblut
Minimum 79 6,1 16,9 7,8 0 37 0,04
25 % Perzentil 117,5 8,9 19,5 8,5 5 73 0,10
Median 131,5 9,6 20,7 8,8 9 95 0,12
75 % Perzentil 152,8 10,5 21,9 9,1 12 125,8 0,14
Maximum 202 12,3 27,7 10,1 20 1018 0,19
p-Wert <0,0001 | <0,0001 0,002 0,562 <0,0001 0,100 >0,9
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4.1.1.3 Auffalligkeiten der Variable PDW

Im Vergleich der Antikoagulantien Ks-EDTA und Zitrat war bei der Auswertung der
Korrelationsanalysen der PDW bei den klinisch unauffalligen Warmblitern und Kleinpferden
bei der grafischen Darstellung eine auffallende und biologisch nicht erklarbare Haufung der

Werte in 4 Einzelgruppen vorhanden (Abbildung 15).
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Abbildung 15: ADVIA® 2120: Vergleich der Messergebnisse der PDW aus Ks-EDTA- und Zitrat-
Blutproben bei jeweils 60 klinisch unauffalligen Kleinpferden (A) und Warmblitern (B)

Bei den Kleinpferden waren diese Effekte auch beim Vergleich von Mg-Sulfat mit Ks-

EDTA bzw. Zitrat zu beobachten (Abbildung 16).
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Abbildung 16: ADVIA® 2120: Vergleich der Messergebnisse der PDW aus K3-EDTA- und Mg-Sulfat-
Blutproben (A) sowie Zitrat- und Mg-Sulfat-Blutproben (B) bei 60 klinisch unauffalligen Kleinpferden
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Auffallend war, dass bei Betrachtung der Einzelwerte fir die PDW bei allen
Antikoagulantien niemals Werte zwischen 30 und 40 % ausgegeben wurden. Berechnet man
mithilfe der entsprechenden Formel (Tabelle 4, S. 38) manuell die Standardabweichung, zeigt
sich auch hier ein mathematisch nicht erklarbares Fehlen von Werten zwischen 1,9 und 2,4.
Eine Ubersicht aller individuellen Messergebnisse sowie der von der Autorin manuell
berechneten Standardabweichungen zeigt die Tabelle 12-7 im Anhang (S. 12-16).

Die Berechnung der PDW erfolgt durch die Software des ADVIA® 2120 unter
Zuhilfenahme des Volumen-Histogramms, welches den Messwert des Volumens jeder
einzelnen Zelle (Brechungsindex des GroBwinkel-Streulichts) darstellt. Hierbei ist die PDW der
Quotient aus Standardabweichung und Mittelwert des Histogramms und spiegelt den Grad
der Streuung der Werte wieder. Abbildung 17 zeigt beispielhaft die vom Gerat ausgegebenen
Thrombozyten-Volumen-Histogramme eines Kleinpferdes. Hierbei ist offensichtlich, dass das
Histogramm der Messung aus dem mit Mg-Sulfat antikoagulierten Blut die grofSte Streuung
der Messwerte aufweist. Gleichwohl ist nicht nur die vom Gerat berechnete PDW mit 20,1 %
erheblich kleiner als die PDW aus den beiden anderen Messungen (49,7 % bzw. 55,6 %). Auch
die Standardabweichung, welche aus den vom Gerat ausgegebenen Variablen MPV und PDW
manuell durch die Autorin berechnet wurde, ist mit 1,77 deutlich geringer als bei den beiden

anderen Messungen (3,63 bzw. 4,39).

FLTWOL
MPV: 7,3 fl
K;-EDTA PDW: 49,7 %
Standardabweichung: 3,63
FLTYOL
. MPV: 7,9 fl
Zitrat | PDW: 55,6 %
‘ Standardabweichung. 4,39
FLTYOL
1'3.
F ) MPV: 8,8 fl
Mg-Sulfat | ¢ 4 PDW: 20,1%
'\l-‘-‘ Standardabweichung: 1,77

Abbildung 17: ADVIA® 2120: Thrombozyten-Volumen-Histogramme eines Kleinpferdes mit
ausgegebenen Variablen MPV und PDW sowie manuell berechneter Standardabweichung
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Offensichtlich besteht innerhalb der Software (Version 5.9.0-MS) des ADVIA® 2120 ein
Fehler bei der Berechnung der PDW. Da die Einzelmessungen des Zellvolumens in den
Rohdaten des Gerates nicht zur Verfligung stehen, ist eine nachtragliche manuelle Korrektur
des Berechnungsfehlers nicht moglich.

Die Variable PDW wurde aufgrund der mutmaRlich fehlerhaften Berechnung bei allen

Auswertungen nicht weiter beriicksichtigt.
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4.1.2 Impedanzaggregometrie (Multiplate® Analyzer)

4.1.2.1 Einfluss der Rasse auf die Impedanzaggregation

Beim Rassenvergleich zwischen Kleinpferden und Warmbliitern zeigte sich, dass
Kleinpferde grundsatzlich bei allen Agonisten signifikant niedrigere Aggregationswerte
aufwiesen. Hierbei waren die Unterschiede insbesondere beim ASPltest zu erkennen. Die
Spontanaggregation war bei den Kleinpferden im Mittel ebenfalls geringer als bei den
Warmblitern, dieser Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant (Tabelle 17). Eine

Ubersicht aller Einzelmessungen findet sich im Anhang (Tabelle 12-8, S. 12-18).

Tabelle 17: Multiplate® Analyzer: Aggregation [U] in Abhdngigkeit von der Rasse

COLtest ADPtest | ADPtestHS | ASPltest | Spontanaggregation

(U] (U] (U] [U] (U]
Kleinpferd
Anzahl 60 60 59 58 58
Minimum 44 16 13 2 0
25% Perzentil 216 90 63 12 0,75
Median 264,5 125 92 39,5 9,5
75% Perzentil 313,5 268,8 198 165,8 77,5
Maximum 401 367 355 321 376
Warmblut
Anzahl 59 60 60 60 60
Minimum 131,9 48,9 26,4 25 0
25% Perzentil 234 136,8 99,85 133,1 6,05
Median 300 193,5 142,6 181,8 23,5
75% Perzentil 344 251,6 232,7 233,3 85,2
Maximum 440 422 388,4 361 229,5
p-Wert 0,0341 0,0127 0,0455 <0,0001 0,1536
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4.1.2.2 Einfluss des magnetischen Riihrstabes auf die Impedanzaggregation

Beim Vergleich der Messungen mit und ohne magnetischen Riihrstab wahrend der

dreiminitigen Inkubation vor Zugabe des jeweiligen Agonisten zeigten sich grundsatzlich

niedrigere Aggregationswerte bei den Messungen ohne magnetischen Rihrstab. Bei den

Kleinpferden waren diese Unterschiede bei allen Tests signifikant, bei den Warmbliitern

konnten signifikante Unterschiede fir den COLtest und ADPtest berechnet werden (Tabelle

18). Eine Ubersicht aller Einzelmessungen findet sich im Anhang (Tabelle 12-9, S. 12-20).

Tabelle 18: Multiplate® Analyzer: Aggregation [U] in Abhangigkeit von der Messmethodik wahrend der
Inkubation bei klinisch unauffalligen Kleinpferden (KP) und Warmblatern (WB)

COLtest ADPtest ADPtestHS ASPltest Spontanaggregation
[U] [U] (U] [U] [U]

kP | ws kp | wB k| ws kp | wB kp [ ws
mit magnetischem Rihrstab
Anzahl 32 10 31 10 32 10 31 10 31 10
Minimum 44,0 193,0 16,0 77,0 13,0 56,0 2,0 104,0 0,0 0,0
25 % Perzentil | 187,5 216,0 61,8 108,0 45,5 77,8 9,0 148,3 0,0 5,5
Median 238,5 245,0 92,5 179,0 73,0 169,0 16,0 210,0 7,0 8,0
75 % Perzentil | 298,8 316,5 154,0 225,3 109,8 196,5 95,0 274,8 19,0 30,5
Maximum 345,0 339,0 280,0 319,0 240,0 331,0 249,0 325,0 157,0 92,0
ohne magnetischen Riihrstab
Anzahl 32 10 31 10 32 10 31 10 31 10
Minimum 16,0 113,0 9,0 45,0 5,0 39,0 0,0 47,0 0,0 0,0
25 % Perzentil 87,3 134,5 45,0 62,5 33,5 63,5 7,0 92,0 0,0 0,0
Median 123,0 154,5 64,0 104,0 58,5 109,5 15,5 167,5 0,0 6,0
75 % Perzentil | 145,5 183,8 92,0 162,8 78,0 170,0 42,0 195,5 3,8 8,8
Maximum 259,0 246,0 200,0 244,0 154,0 263,0 159,0 239,0 24,0 17,0
p-Wert <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,041 0,002 0,284 0,002 0,865 0,0001 0,109
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4.1.3 Fluoreszenz-Durchflusszytometrie (Accuri® C6)

4.1.3.1 Invitro Aktivierung mit Kollagen

In den nativen Proben lieRen sich maximal 4,65 % CD62P-positive Thrombozyten bzw.
0,89 % CD154-positive Thrombozyten messen. Nach in vitro Aktivierung der Thrombozyten
mit Kollagen wurden im Mittel signifikante Zunahmen des prozentualen Anteils CD62P- sowie
CD154-positiver Thrombozyten gemessen (Abbildung 18). Eine prozentuale Zunahme konnte
hierbei in allen 10 Proben ermittelt werden, dariiber hinaus lagen keine Uberschneidungen

der Messwerte der aktivierten und nativen Proben vor (Tabelle 19).

A p = 0,002 B p = 0,002
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Abbildung 18: Accuri® C6 - Methodenetablierung: Prozentualer Anteil CD62P- (A) bzw. CD154- (B)-
positiver Thrombozyten bei 10 Equiden vor und nach Aktivierung mit Kollagen (Median, 25/75%, min-
max)

Tabelle 19: Accuri® C6 — Methodenetablierung: Prozentualer Anteil doppelmarkierter Thrombozyten
(CD41/61-positiv) vor und nach Aktivierung mit Kollagen bei 10 klinisch unauffalligen Equiden

CD62P CD154 CD11a/18
(%] (%] (%]

Tier Nr. nativ Kollagen nativ Kollagen nativ Kollagen
1 1,66 27,06 0,18 1,18 1,68 2,46
2 0,59 5,01 0,08 2,24 3,65 1,3
3 1,14 8,11 0,15 1,77 0,7 1,67
4 4,65 11,16 0,52 4,35 1,91 2,6
5 2,18 7,99 0,53 5,08 3,2 3,99
6 1,93 14,62 0,29 42,91 1,24 1,77
7 1,85 15,25 0,89 6,1 3,26 4,38
8 1,23 7,14 0,2 2,36 3,13 1,23
9 1,09 5,75 0,48 4,52 2,99 1,66
10 1,04 9,45 0,68 3,58 2,86 1,86
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In den nativen Proben konnten als MaR fiir das Vorhandensein von Thrombozyten-

Leukozyten-Aggregaten im Mittel 2,9 % CD11a/18-positive Thrombozyten gemessen werden.

Durch eine Aktivierung der Thrombozyten mit Kollagen konnte der prozentuale Anteil im

Mittel nicht erhoht werden (Abbildung 19, Tabelle 19).

CD11a/18 [%]

=0,625

5- P

44

——

3_

24

1

O L] L]

nativ Kollagen

Abbildung 19: Accuri® C6 - Methodenetablierung: Prozentualer Anteil CD11a/18-Antikdrper-positiver
Thrombozyten bei 10 Equiden vor und nach Aktivierung mit Kollagen (Median, 25/75%, min-max)

4.1.3.2 Thiazol Orange

In den Proben der Kontrollpferde lieBen sich im Median 2,35 % Thiazol-positive, RNA-

reiche Thrombozyten messen. Bei 3 Equiden wurden jedoch sehr hohe prozentuale Anteile

gemessen (Tabelle 20). Hierdurch ergeben sich mit 0,58 % bzw. 26,25 % sehr weite 25/75 %-

Perzentile.

Tabelle 20: Accuri® C6 — Methodenetablierung: Prozentualer Anteil Thiazol-positiver Thrombozyten
bei 10 klinisch unauffalligen Equiden

Tier Nr.

10

Thiazol-positiv [%]

2,12

0,46

0,27

0,84

2,58

36,37

4,36

22,88

0,62

51,82
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4.1.4 ELISA sCD40L und sP-Selectin

4.1.4.1 sCD40OL

Bei der optischen Kontrolle der Mikroplatte (Abbildung 20) zeigten sich Farbumschlage
zu Gelb in den Bereichen der Standards (1), der Kontrollen (2), der Recovery (3) sowie des
"spiked" Poolserums (5) und "spiked" Poolplasmas (7). In den Vertiefungen mit dem nativen
Poolserum (4) und Poolplasma (6) sowie den Serum- und Plasmaproben der Einzelindividuen
(8 und 9) war optisch keine Gelbfarbung erkennbar.
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Abbildung 20: ELISA sCD40L: Mikroplatte nach der Testdurchfiihrung: Standards (1), Kontrollen (2),
Recovery (3), Poolserum nativ (4), Poolserum spiked (5), Poolplasma nativ (6), Poolplasma spiked (7),
Pferd 1 (8), Pferd 2 (9)

Die optischen Eindriicke bestatigten sich durch die Messungen der optischen Dichte und
der daraus berechneten Konzentrationen, die erwarteten Zielwerte der Standards und der
Kontrollen wurden erreicht (Tabelle 21). Bei der Wiederfindung wurden bei der "spiked"
Kontrolle (RC) im Mittel 96,65 % erreicht, bei dem "spiked" Poolserum (SS) im Mittel 93,33 %
und bei dem "spiked" Poolplasma (PS) 81,83 % (Tabelle 22). Bei den Proben des nativen
Poolserums und -plasmas sowie den nativen und Kollagen-aktivierten Proben der beiden
Einzelindividuen bestatigte sich ebenfalls der optische Eindruck: Es konnten keine erhdhten

optischen Dichten gemessen werden, die berechneten Konzentrationen waren somit 0 pg/ml.
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Tabelle 21: ELISA sCD40L: Einzelmesswerte und Mittelwert der Doppelmessungen der Standards (S)
und Kontrollen (C) sowie zu erwartende Konzentrationen [pg/ml]

Messung 1 | Messung 2 | Mittelwert | erwarteter Wert

[pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml]
Standard
SO 0,0 0,0 0
S 58,3 63,9 61,1 62,5
S2 125,4 125,5 125,5 125
S3 249,1 251,2 250,2 250
sS4 510,3 497,3 503,8 500
S5 972,0 1017,4 994,7 1000
S6 1939,5 2066,9 2003,2 2000
S7 3906,6 4093,5 4000,0 4000
Kontrollen
CL 423,9 433,4 428,7 336-584
C™M 1343,1 1319,2 1331,2 1037-1656
CH 1627,8 1781,8 1704,8 1712-3374

Tabelle 22: ELISA sCD40L: Einzelmesswerte und Mittelwert der Doppelmessungen der "spiked"
Kontrollen (RC), des "spiked" Poolserums (SS) und des "spiked" Poolplasmas (PS) sowie der zu
erwartenden Konzentrationen [pg/ml] und der prozentualen Rate der Wiederfindung (Recovery)

Verdiinnung Messung 1 | Messung 2 | Mittelwert |erwarteter Wert| Recovery
[pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] %

Kontrolle Recovery

RCO keine 785,8 793,4 789,6 800 98,7
RC2 1:2 389,5 387,6 388,6 400 97,2
RC4 1:4 195,6 189,9 192,8 200 96,4
RC8 1:8 97,3 91,2 94,3 100 94,3
Pool-Serum spiked

SSO keine 716,9 679,8 698,3 800 87,3
SS2 1:2 355,1 363,1 359,1 400 89,8
Ss4 1:4 187,5 208,0 197,7 200 98,9
SS8 1:8 99,1 98,1 98,6 100 98,6
Pool-Plasma spiked

PSO keine 558,1 550,5 554,3 800 69,3
PS2 1:2 321,2 309,7 315,4 400 78,9
PS4 1:4 181,0 176,0 178,5 200 89,3
PS8 1:8 89,5 90,1 89,8 100 89,8
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4.1.4.2 sP-Selectin

Bei der optischen Kontrolle der Mikroplatte 1 zeigten sich gleichartige Farbumschlage
wie beim sCD40L. Die optischen Eindriicke bestatigten sich durch die Messungen der
optischen Dichte und der daraus berechneten Konzentrationen, die erwarteten Zielwerte der

Standards und der Kontrolle wurden erreicht (Tabelle 23).

Tabelle 23: ELISA sP-Selectin: Einzelmesswerte und Mittelwert der Standards (S) und der Kontrolle (C)

sowie zu erwartende Konzentrationen [ng/ml] der Mikroplatte 1

Messung 1 | Messung 2 | Mittelwert | erwarteter Wert
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]

Standard

SO 0,15 0,09 0,12 0,00

S1 0,85 0,90 0,88 0,82

S2 8,34 7,65 7,99 7,28

S3 20,44 20,04 20,24 18,83

sS4 32,50 35,05 33,78 30,76

S5 >52,77 45,19 48,98 45,94
Kontrolle

C 35,58 29,60 32,59 28,53-35,71

Bei der Wiederfindung wurden bei der "spiked" Kontrolle (RC) im Mittel 59,9 % erreicht,
bei dem "spiked" Poolserum (SS) im Mittel 52,8 % und bei dem "spiked" Poolplasma (PS)
56,7 % (Tabelle 24). Bei den Proben des nativen Poolserums (SN) und Poolplasmas (PN)
wurden niedrige optische Dichten mit entsprechend geringen Konzentrationen sP-Selectin
gemessen (Tabelle 24). Diese Dichtewerte bzw. Konzentrationen lagen jedoch nahezu
ausnahmslos unterhalb der im Null-Standard (S0) gemessenen Werte. Zudem wurden auch in
den unbenutzten Vials (Reihen 11 und 12, Vials D bis H, Anhang Tabelle 12-4, S. 12-8)
Konzentrationen zwischen 0,01-0,09 ng/ml berechnet. Beim Einzelindividuum 1 wurden
ebenfalls niedrige optische Dichten bzw. Konzentrationen im Bereich der Messwerte von SO

bzw. der unbenutzten Vials gemessen (Anhang Tabelle 12-10, S. 12-21)
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Tabelle 24: ELISA sP-Selectin: Einzelmesswerte und Mittelwert der "spiked" Kontrollen (RC), des
"spiked" Poolserums (SS) und des "spiked" Poolplasmas (PS) sowie der zu erwartenden
Konzentrationen [ng/ml] und der prozentualen Rate der der Wiederfindung (Recovery) der
Mikroplatte 1

Verdiinnung Messung 1 | Messung 2 | Mittelwert |erwarteter Wert| Recovery
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] %
Kontrolle Recovery
RCO keine 6,23 6,09 6,16 9,2 67
RC2 1:2 2,78 2,76 2,77 4,6 60,2
RC4 1:4 1,40 1,19 1,29 2,3 56,1
RC8 1:8 0,62 0,68 0,65 1,15 56,5
Serum gespiked
SSO keine 4,84 4,61 4,73 9,2 51,4
SS2 1:2 2,71 2,51 2,61 4,6 56,7
Ss4 1:4 1,22 1,08 1,15 2,3 50
Ss8 1:8 0,66 0,57 0,61 1,15 53
Serum nativ
SNO keine 0,08 0,03 0,06 - -
SN2 1:2 0,08 0,08 0,08 - -
SN4 1:4 0,07 0,08 0,08 - -
SN8 1:8 0,12 0,09 0,10 - -
Plasma gespiked
PSO keine 5,84 4,94 5,39 9,2 58,6
PS2 1:2 2,53 2,89 2,71 4,6 59
PS4 1:4 1,11 1,34 1,23 2,3 53,5
PS8 1:8 0,63 0,65 0,64 1,15 55,7
Plasma nativ
PNO keine 0,15 0,09 0,12 - -
PN2 1:2 0,06 0,08 0,07 - -
PN4 1:4 0,11 0,09 0,10 - -
PN8 1:8 0,10 0,22 0,16 - -

Bei der Auswertung der Mikroplatte 2 ergaben sich bezliglich der Standards und der

Kontrolle mit den Ergebnissen von Mikroplatte 1 vergleichbare Messwerte. Allerdings wurden

bei SO sowie den unbenutzten Vials (Reihen 11 und 12, Vials A bis H) deutlich hohere

Konzentrationen von ca. 0,4 ng/ml gemessen. In diesem Bereich lagen auch die

Messergebnisse der Proben der Einzelindividuen 2 und 3 (Anhang Tabelle 12-11, S. 12-22).

87




4 Eigene Untersuchungen - Ergebnisse

4.2 Thrombozytopenie und Thrombozytose bei Klinikpatienten (2008 - 2015)

Zwischen Juli 2008 und Juni 2015 wurden in der Klinik fir Pferde, Innere Medizin 4.397
unterschiedliche Equiden vorgestellt. Bei 3.592 dieser Tiere erfolgten hamatologische
Untersuchungen mit dem ADVIA® 120/2120.

Bei 123 Pferden (3,4 %) lag eine Thrombozytopenie vor, die bei 60 Pferden echt war, bei
6 EDTA-induziert und bei 57 Patienten fraglich. Somit ergibt sich eine Pravalenz von 1,7 %
(60/3.592) echter Thrombozytopenien und 0,17% (6/3.592) EDTA-induzierter
Pseudothrombozytopenien. Eine Thrombozytose wurde bei 111 Pferden (3,1 %) ermittelt.

Bei den Thrombozytopenien ergab sich eine der Gesamtpopulation (n=4.397)
entsprechende Verteilung bezlglich Geschlechter und Rassen (Tabelle 25). Bei den
Thrombozytosen war der Anteil von Stuten und Hengsten signifikant (p = 0,012) hoher als in
der Gesamtpopulation. Ponys, Kaltbliter und die sonstigen Rassen waren bei der

Thrombozytose signifikant (p = 0,0001) haufiger anzutreffen als in der Gesamtpopulation.

Tabelle 25: Thrombozytopenie und Thrombozytose bei Klinikpatienten (2008 - 2015): Rasse- und
Geschlechtsverteilung der Patienten mit Thrombozytenabweichungen im Vergleich zur
Gesamtpopulation (n = 4.397)

Geschlecht Rasse
Wallach Stute Hengst | Warmblut | Kleinpferd Kaltblut Vollblut Sonstige

Gesamtpopulation | (%) 49 44 7 54 28 5 4 9
Thrombozytopenie
echt % 53 43 4 55 27 3 5 10

n 32 26 2 33 16 3 6
EDTA-PTCP % 57 43 0 57 28 15 0 0

n 4 2 0 4 1 0 0
fraglich % 42 58 0 61 23 2 9

n 24 33 0 35 13 1 5
Thrombozytose

% 32 50 18 22 45 14 7 12

n 35 55 21 24 50 15 8 14

Das mediane Alter entsprach bei der Thrombozytopenie etwa dem der
Gesamtpopulation (12 Jahre), Patienten mit einer Thrombozytose waren hingegen im Median
signifikant (p <0,0001) jiinger. Hierbei waren 29 % der Pferde jlinger als ein Jahr, in der

Gesamtpopulation lag dieser Anteil bei 5 % (Tabelle 26).
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Tabelle 26: Thrombozytopenie und Thrombozytose bei Klinikpatienten (2008 - 2015): Patientenzahl,
Altersverteilung und Thrombozytenzahl

Alter Thrombozyten [x10%/1]
Median Median
(Spannweite) (Spannweite)
Thrombozytopenie
echt (n = 60) 13,5 Jahre 56
(4 Monate -27 Jahre) (9-89)
EDTA-PTCP (n =6) 11,5 Jahre 38
(3 - 20 Jahre) (24-83)
fraglich (n =57) 13 Jahre 64
(4 Monate -23 Jahre) (7-89)
Thrombozytose
(n=111) 5 Jahre 307
(19 Tage -35 Jahre) (272-575)

Sowohl bei der Thrombozytopenie als auch bei der Thrombozytose wurde die Mehrzahl
der Patienten der Gruppe Entziindung zugeordnet (Tabelle 27), wobei systemische
Entziindungen jeweils den groBten Anteil der Patienten betrafen: 56 % (14/25) bei der
Thrombozytopenie, 73% (37/51) bei der Thrombozytose. Die nicht-entziindlichen
Darmerkrankungen betrafen nahezu ausnahmslos den Dickdarm. Bei den Neoplasien war das
maligne Lymphom (5/11 bei Thrombozytopenie bzw. 3/11 bei Thrombozytose) die haufigste
Diagnose. Die Tabelle 12-12 im Anhang (S. 12-23) gibt einen Uberblick iber Stammdaten,
Messergebnisse der Thrombozytenvariablen, Gruppeneinteilung sowie individuelle

Diagnosen aller Patienten.

Tabelle 27: Thrombozytopenie und Thrombozytose bei Klinikpatienten (2008 - 2015): Verteilung in die
Diagnosegruppen (absolut und prozentualer Anteil) sowie Anzahl der Nichtiberlebenden () und
Mortalitdt (%) bei Patienten mit Thrombozytopenie und Thrombozytose

Entziindung Neoplasie nicht-entziindliche Sonstige
Darmerkrankung
gesamt T gesamt + gesamt t gesamt T
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Thrombozytopenie 25 8 11 10 10 2 14 3
(n =60) (42) (32) (18) (91) (17) (20) (23) (21)
Thrombozytose 51 21 11 9 17 3 32 4
(n=111) (46) (24) (20) (82) (15) (18) (29) (13)
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In der gesamten Patientenpopulation (4.397 Pferde) der Klinik fir Pferde, Innere
Medizin wurden im gleichen Zeitraum zu 10 % entziindliche Geschehen, zu 1 % Neoplasien
und in 39 % der Falle eine nicht-entzlindliche Darmerkrankung diagnostiziert. Die Haufigkeit
der Diagnosegruppen bei der Thrombozytopenie und Thrombozytose unterscheidet sich
signifikant (p <0.0001) von der Gesamtpatientenpopulation und es zeigt sich, dass
Entziindungen und Neoplasien sowohl in der Gruppe der Pferde mit einer Thrombozytopenie

als auch der Gruppe mit Thrombozytose deutlich tberreprasentiert waren (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Thrombozytopenie und Thrombozytose bei Klinikpatienten (2008 - 2015): Prozentuale
Verteilung in die Diagnosegruppen bei Patienten mit echter Thrombozytopenie (schwarzer Balken) und
Thrombozytose (grauer Balken) im Vergleich zur Gesamtpopulation der Klinik (weiBer Balken)

Die mediane Thrombozytenzahl betrug bei den echten Thrombozytopenien bzw. den
Thrombozytosen 56 x10°/| bzw. 307 x10%/| mit einer Spannweite von 9-89 x10°/I bzw. 272-
575 x10%/I (Tabelle 26). Pferde mit einer Neoplasie wiesen bei den Thrombozytopenien die
niedrigste mediane Thrombozytenzahl auf, ein signifikanter Unterschied zwischen den
einzelnen Diagnosegruppen konnte jedoch nicht berechnet werden. Bei den Thrombozytosen

waren ebenfalls keine Gruppenunterschiede nachweisbar (Abbildung 22; Anhang Tabelle

12-13, S. 12-28).
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Abbildung 22: Thrombozytopenie und Thrombozytose bei Klinikpatienten (2008 -2015):
Thrombozytenzahlen in den Diagnosegruppen bei Thrombozytopenie (A) und Thrombozytose (B);
(Median, 25/75%, min-max)

Lediglich 8 Pferde mit echter Thrombozytopenie zeigten klinisch Blutungsanzeichen
(z. B. Petechien, Epistaxis). Die Thrombozytenzahl im K3-EDTA-Blut lag bei diesen Pferden
zwischen 9-43 x10%/| (Median 16,5 x10°/I) und war signifikant (p < 0,0001) niedriger als bei
den Pferden mit echter Thrombozytopenie ohne klinische Symptome einer Blutungsneigung
(Median 62,5 x10%/I; Abbildung 23). Bei den 52 Pferden ohne klinische Anzeichen einer

Blutung lag jedoch bei 14 Pferden die Thrombozytenzahl im Ks-EDTA-Blut ebenfalls unter
44 x10°/I.
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Abbildung 23: Thrombozytopenie und Thrombozytose bei Klinikpatienten (2008 -2015):
Thrombozytenzahlen bei Pferden mit echter Thrombozytopenie in Abhangigkeit von klinischen
Symptomen einer Blutungsneigung (Median, 25/75%, min-max)
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Eine klinisch relevante positive Likelihood ratio von 13 flur das Aufweisen von
Blutungsanzeichen (z. B. Petechien, Epistaxis) mit einer Sensitivitdit von 50 % und einer
Spezifitat von 96 % konnte fiir eine Thrombozytenzahl von < 16 x10°/| berechnet werden.

Bei den mit dem ADVIA® 2120 ermittelten Thrombozytenvariablen wurde die Gruppe
der EDTA-PTCP mit den 5 Pferden und Ponys erganzt, bei denen im Rahmen des Vergleichs
der Antikoagulantien eine EDTA-PTCP festgestellt wurde (s. 4.1.1.1, S. 75). Beim Vergleich der
Messungen aus Ks-EDTA- und Zitratblut konnte lediglich bei den Patienten mit echter
Thrombozytopenie fiir die Thrombozytenzahl sowie bei den Patienten mit EDTA-PTCP fir die
Thrombozytenzahl, die grofen Thrombozyten (LargePLT) und den Thrombokrit (PCT) ein
signifikanter Unterschied bezliglich des Antikoagulans berechnet werden (Tabelle 28). Beim
Vergleich der aus K3-EDTA-Blut gemessenen Variablen konnten zwischen den echten
Thrombozytopenien und den EDTA-PTCP keine signifikanten Unterschiede berechnet werden
(PLT: p =0,669; Clumps: p = 0,151; LargePLT: p = 0,545; MPV: p =0,347; PCT: p = 0,521).
Tabelle 28: Thrombozytopenie und Thrombozytose bei Klinikpatienten (2008 - 2015): Thrombozyten-

variablen am ADVIA® 2120 in Abhdngigkeit des Antikoagulans bei echter Thrombozytopenie (n = 22)
und EDTA-PTCP (n = 11)

PLT MPV LargePLT Clumps PCT
[x10%/1] [fl] [n] [n] [%]
echt | PTCP | echt | PTCP | echt | PTCP | echt | PTCP | echt | PTCP
Ks-EDTA
Minimum 12,00 | 1800 | 69 [ 650 | 00 00 [57,00]7500] 001 | 0,02
25 % Perzentil | 33,00 | 2800 | 7,82 | 690 | 1,00 00 91001180 003 | 0,03
Median 50,00 | 49,00 | 875 | 800 | 2,00 | 2,00 | 1385|2930 0,04 | 0,05
75 % Perzentil | 69,00 | 83,00 | 9,85 |10,00| 400 | 3,00 | 1870|5950 0,05 | 0,07
Maximum 86,00 | 98,00 | 13,30 | 11,10 [ 14,00 | 7,00 | 1892 | 1604 | 0,08 | 0,18
Zitrat
Minimum 8,000 | 9600 [ 650 | 790 [ 00 | 1,000 | 00 [4700] 001 | 0,05
25 % Perzentil | 34,75 | 99,00 | 840 | 840 | 1,00 | 5000 | 60,00 | 81,00 | 0,03 | 0,10
Median 4450 | 1180 | 9,75 | 9,30 | 3,00 | 10,00 | 1110 [ 1130 0,04 | 0,12
75 % Perzentil | 59,50 | 1550 | 11,00 | 11,10 [ 6,25 | 16,00 | 231,3 | 287,0 | 0,06 | 0,13
Maximum 76,00 | 1810 | 1560 | 12,50 | 10,00 | 21,00 | 886,0 [ 400,0 | 0,08 | 0,19
p-Wert 0,026 | <0,0001 | 0,124 | 0,133 | 0,366 | 0,0007 | 0,086 | 0,123 | >0,9 | 0,005

Die Mortalitat (Tabelle 26, S. 89) lag bei den Pferden mit einer echten Thrombo-
zytopenie bei 37 %, bei den Pferden mit Thrombozytose waren es 25 %. In den Gruppen
Entziindung und Neoplasie war die Mortalitdt jeweils am hochsten. Die Mortalitdt der

gesamten Patientenpopulation war im gleichen Zeitraum mit 13 % signifikant (p < 0.0001)
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niedriger. Die Chance zu versterben (Odds Ratio) ist bei Vorliegen einer Thrombozytopenie
3,7-fach, bei Vorliegen einer Thrombozytose 2,3-fach erhoht.

Weder bei den Thrombozytopenien noch bei den Thrombozytosen konnte zwischen der
Gruppe der Nichtiiberlebenden und der der Uberlebenden beziiglich der Zahl der

Thrombozyten ein signifikanter Unterschied berechnet werden (Abbildung 24; Anhang Tabelle
12-14,S. 12-28).
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Abbildung 24: Thrombozytopenie und Thrombozytose bei Klinikpatienten (2008 -2015):
Thrombozytenzahlen bei Uberlebenden und Nichtiiberlebenden bei Equiden mit Thrombozytopenie
(A) bzw. Thrombozytose (B); (Median, 25/75%, min-max)
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4.3 Thrombozytenfunktion bei Equiden mit systemischer Entziindung (SIRS)

4.3.1 Probanden

In die Studie eingeschlossen wurden 20 Patienten, welche zwischen September 2014
und Marz 2016 in der Klinik vorgestellt wurden und die SIRS-Einschlusskriterien erfillten
(Tabelle 29). Es handelte sich um 11 Warmbliter und 9 Kleinpferde im Alter zwischen 4 und
25 Jahren (Median 17 Jahre), darunter 12 Wallache und 8 Stuten. Von den Patienten wurden
6 geheilt entlassen, 14 wurden euthanasiert. Von letzteren Pferden wurde von den Tier-
eigentiimern bei 4 Individuen (Patient 3, 15, 18 und 20) bei maRig bis schlechter Prognose ein
Therapieversuch aus wirtschaftlichen Griinden abgelehnt. Zwei Pferde (Patient 7 und 9)
wurden im Rahmen einer Laparotomie aufgrund eines inoperablen Befundes euthanasiert.
Einen Uberblick Giber die Stammdaten und individuellen Diagnosen aller Patienten zeigt die

Tabelle 12-15 im Anhang (S. 12-29).

Tabelle 29: Thrombozytenfunktion bei Equiden mit systemischer Entziindung (SIRS): SIRS-Kriterien der
20 Individuen, n.d. = nicht durchgefiihrt

Pat-ID Herzfrequenz | Atemfrequenz | Temperatur | Laktat HCOs PLT WBC
(Schlage/min) | (Ziige/min) (°C) [mmol/I] | [mmol/I] [x10%/1] [x10°/1]
K3-EDTA | Zitrat
32;::"“55 >52 >20 <36,0/239,0| >50 | <200 | <90 | <82 |<3,0/>150
1 48 32 39,1 1,9 23,3 128 113 10,12
2 108 36 39,7 5,9 26,1 116 139 1,24
3 60 18 38,8 n.d. 19,8 116 131 15,23
4 44 12 39,3 0,9 24,7 125 119 2,96
5 64 16 40,3 0,9 21,3 44 49 3,94
6 80 76 37,4 7,3 24,1 133 124 1,68
7 96 26 37,5 12,3 19,8 69 73 1,95
8 48 18 39,1 1,2 24,9 121 148 16,87
9 62 30 37,8 1,7 25,5 156 160 10,57
10 48 18 39,6 1,0 23,3 24 38 6,76
11 60 52 38,2 n.d. n.d. 26 33 8,73
12 56 28 39,2 0,5 29,1 119 104 8,95
13 88 28 37,7 10,1 19,3 19 69 2,23
14 60 80 37,5 12,8 23,8 147 132 16,11
15 64 24 37,8 12,8 24,0 139 124 15,07
16 62 60 38,1 n.d. n.d. 98 92 17,89
17 40 20 37,4 9,1 18,8 37 156 9,44
18 80 36 n.d. 4,6 29,8 188 172 5,86
19 52 36 38,1 n.d. n.d. 183 229 16,41
20 64 20 35,8 3,0 27,6 114 104 7,11
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4.3.2 Laser-Durchflusszytometrie (ADVIA® 2120)

Die SIRS-Patienten wiesen niedrigere Thrombozytenzahlen auf als die Kontrollgruppe,
wobei der Unterschied lediglich in den K3-EDTA-Blutproben signifikant war. Bei den SIRS-
Patienten wurden im Zitratblut im Mittel signifikant mehr Thrombozyten gemessen als aus
den mit Ks-EDTA antikoagulierten Proben. In der Kontrollgruppe war das Gegenteil der Fall

(Abbildung 25).
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Abbildung 25: Thrombozytenfunktion bei Equiden mit systemischer Entziindung (SIRS):
Thrombozytenzahlen am ADVIA® 2120 im Ks-EDTA-Blut (weie Box) und Zitratblut (graue Box,
korrigiert um Verdiinnungsfaktor 1,1) der Kontroll-(n = 120) und der SIRS-Gruppe (n = 20); (Median,
25/75%, min-max)

Bei der Betrachtung aller Einzelmesswerte der Thrombozytenzahl wurde deutlich, dass
bei den SIRS-Patienten die Zahl im Zitratblut im Vergleich zum Ks3-EDTA-Blut nicht nur im

Mittel, sondern bei allen 20 Individuen nahezu gleich oder héher war (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Thrombozytenfunktion bei Equiden mit systemischer Entziindung (SIRS):
Thrombozytenzahlen [x10%/I] am ADVIA® 2120 im K3-EDTA- und Zitratblut bei 20 Individuen
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Fir die weiteren Variablen konnten mit Ausnahme des Thrombokrit (PCT) aus Zitratblut
keine signifikanten Unterschiede zwischen den SIRS-Patienten und der Kontrollgruppe
berechnet werden (Tabelle 30). Eine Ubersicht aller Einzelmessungen der Patienten zeigt die

Tabelle 12-16 im Anhang (S. 12-30).

Tabelle 30: Thrombozytenfunktion bei Equiden mit systemischer Entziindung (SIRS): Thrombozyten-
variablen am ADVIA® 2120 in Abhangigkeit von der Gruppe in Messungen aus Ks-EDTA- bzw. Zitratblut
(#= korrigiert um Verdiinnungsfaktor 1,1)

PLT MPV MPC LargePLT Clumps PCT
[x10%/1] [fl] [g/dl] [x10%/1] (n] [%]
EIIZ<)§I'-A Zitrat# Egz"I:A Zitrat Egz"I:A Zitrat Ellga'l:A Zitrat# Ellga'l:A Zitrat# EII;?I'-A Zitrat
Kontrolle
Anzahl 120 119 120 120 120 120 120 120 116 120 116 120
Minimum 18,0 58,0 51 6,3 159 | 17,7 0,0 0,0 0,0 41,0 0,02 0,04
25% Perzentil 130,0 121,0 6,9 8,1 22,9 | 20,3 1,0 2,0 90,0 80,2 0,10 0,10
Median 153,0 143,0 7,7 8,8 24,7 | 21,4 3,0 5,0 112,0 102,0 0,12 0,12
75% Perzentil 176,0 173,0 8,5 9,7 26,3 | 23,0 7,0 9,0 158,5 169,3 0,14 0,14
Maximum 253,0 246,0 10,9 12,3 | 30,2 | 26,6 25,0 20,0 2774 1578 0,21 0,19
SIRS
Anzahl 20 20 20 20 19 20 20 20 20 20 20 19
Minimum 19,0 36,0 6,0 6,0 | 21,0 | 17,6 0,0 0,0 26,0 41,0 0,03 0,03
25% Perzentil 50,2 85,2 6,6 8,4 23,5 | 19,9 2,2 3,2 61,0 69,5 0,07 0,12
Median 117,5 133,5 7,5 8,9 25,8 | 211 5,5 7,5 74,5 99,0 0,10 0,17
75% Perzentil 137,5 160,5 7,9 10,3 | 27,3 | 22,7 8,0 12,7 108,5 150,5 0,13 0,21
Maximum 188,0 252,0 11,1 11,2 | 30,0 | 30,5 18,0 26,0 1299 736,0 0,19 0,25
p-Wert <0,0001 | 0,102 | 0,777 [ 0,826 0,131 ] >0,9 [ 0,057 [ >0,9 [ 0,181 | 0,833 [ 0,107 | <0,0001

Innerhalb der SIRS-Gruppe waren die Unterschiede bezliglich der Antikoagulantien fir
die Variablen PLT (p =0,003), MPV (p =0,0001), MPC (p <0,0001) und PCT (p <0,0001)
signifikant. Flar die Variablen LargePLT (p>0,9) und Clumps (p>0,9) konnten keine
signifikanten Unterschiede berechnet werden.

Zwischen den 14 Nichtiiberlebenden und den 6 Uberlebenden der SIRS-Gruppe konnten
fir die Thrombozytenvariablen aus Ks-EDTA- bzw. Zitratblut keine signifikanten Unterschiede
berechnet werden (Tabelle 31). Allerdings lag die Anzahl der Thrombozyten bei fast der Halfte
der Nichtuberlebenden unter 100 x10%/1, wohingegen keines der iberlebenden Tiere diesen

Wert unterschritt (Abbildung 27).
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