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Zur Durchflusszytometrie
von Thrombozyten

Neue Wege zur Untersuchung von Thrombozyten
und gerinnungshemmenden Medikamenten

Von Axel Matzdorff

Rote Blutkdrperchen, die sog.

Erythrozyten - sie sind verant-
wortlich fiir den Sauerstofftrans-
port -, die Weiflen Blutkorperchen
oder Leukozyten, die Trager der In-
fektabwehr, und die Blutpldttchen,
die Thrombozyten. Die Thrombozy-
ten sind die kleinsten Partikel, zehn-
mal kleiner als ein Rotes Blutkor-
perchen, und spielen eine wichtige
Rolle bei der Entwicklung von ge-
fafiverschlieffenden Gerinnseln in
den Herz-Kranzgefdfien (Herzin-
farkt), den Gefdflen des Gehirns
(Schlaganfall) und den Arterien der
Beine (Arterielle Verschlusskrank-
heit, ,Raucherbein®“). Entsprechend
viele Menschen miissen heute in der
Bundesrepublik Medikamente ein-
nehmen, die Thrombozyten in ih-

Im Blut des Menschen findet man

rer Funktion hemmen. Das bekann-
teste Medikament ist sicher die Ace-
tylsalizylsdure (Aspirin).

Trotz dieser wichtigen Rolle gibt
es fliir Thrombozyten erstaunlich
wenige Untersuchungsmethoden,
wobei die Thrombozytenzdahlung
noch die hdufigste ist. Den Arzt in-
teressiert jedoch oft nicht nur die
Zahl der Thrombozyten, sondern ob
diese vermehrt aktiv sind oder in-
aktiv, ob sie leichter aggregieren und
zum Gefdfverschluss beitragen oder
nicht. Es stellte sich die Frage, ob
es moglich wire, aktivierte Throm-
bozyten z.B. bei Patienten mit Herz-
krankheit zu erkennen und dann
gezielt diese Zellen mit Medikamen-
ten zu hemmen.

Die Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine
Methode, die in den 80er Jahren zur

Seit 1993 gibt es in Gieflen eine
Arbeitsgruppe, die sich mit der
Durchflusszytometrie von Throm-
bozyten beschdftigt. Dr. Axel Matz-
dorff vom Gerinnungslabor der Ab-
teilung fiir Himatologie und Inter-
nistische Onkologie (Leiter: Prof.
Dr. Hans Pralle) untersucht in en-
ger Kooperation mit der Kardiologi-
schen Abteilung (Leiter: Prof. Dr.
Harald Tillmanns) am Zentrum
fiir Innere Medizin Verdnderungen
von Thrombozyten bei Patienten
mit koronarer Herzkrankheit. Ein
Schwerpunkt der Arbeit des letzten
Jahres war die Priifung von neuen
gerinnungshemmenden Medika-
menten, den GP I1b/Illa-Rezepto-
ren-Blockern. Dabei wurde ein sog.
.Gieflen-Test” entwickelt, um die
Aktivitdt von GP IIb/1lla-Rezepto-
ren-Blockern einfach und schnell

bestimmen zu kdénnern.

Untersuchung von Leukozyten und
Lymphozyten weite Verbreitung ge-
funden hat. Dabei werden Zellen in
einem Fliissigkeitsstrom durch einen
Laserstrahl gelenkt. Je nach Grofie
und innerer Struktur der Zellen
kommt es zu einer charakteristi-
schen Seitwarts- und Vorwarts-
Lichtstreuung (Abb. 2). Fluores-
zenzfarbstoffe liefern ein zusatzli-
ches Farbsignal, wodurch weitere
Zellpopulationen voneinander un-
terschieden werden konnen (Abb.
3). Die Durchflusszytometrie hat
den Vorteil, dafk eine grofie Zahl von
Partikeln (bis zu 1000 Zellen pro
Sekunde) in einem kurzen Zeitin-
tervall untersucht werden kann.
Zundchst wurden diese teuren Ge-
rdte bei der Untersuchung von Leuk-
dmien und Lymphdriisenerkrankun-
gen eingesetzt. Weite Verbreitung
fanden sie bei der Diagnostik der
HIV-Erkrankung zur Erkennung der
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Abb. 1: Aus der Arbeit von Julius
Bizzozero (Turin) ,Uber einen neuen
Formbestandtheil des Blutes*, abgebil-
det in der Zeitschrift: Archiv der Patho-
logischen Anatomie und Physiologie
von 1881. Fig. 2: Kleine Arterie mit
Blutplittchen von der Fliche gesehen
(a), im Profil (b), Rotes Blutkérperchen
(c). Fig. 3: Verdnderung der Blutpldtt-
chen in Hundeblut gleich nach dem
Austritt aus dem Gefdf (a), nach acht
Minuten (b) und nach einer halben
Stunde (c).

Durchflusszytometer

Kapillare
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Abb. 2: Ein Durchflusszytometer ist ein
Gerdt, das eine Zellsuspension (d.h. die
Zellen diirfen nicht fest in einem Block
sitzten, sondern miissen in einer Fliis-
sigkeit schwimmen, z.B. im Blut) durch
eine haardiinne Kapillare schickt. An
einem bestimmten Punkt dieser Kapil-
lare kreuzt der Zellstrom einen Laser-
lichtstrahl; immer wenn eine Zelle in
den Lichtstrahl tritt, kommt es zu einer
Reflexion (wie wenn Sonnenlicht
durchs Fenster tritt und einzelne Staub-
partikel in der Luft aufleuchten). Das
reflektierte Licht wird von einer Kamera
aufgefangen. Jede Zelle ergibt so einen
Lichtimpuls, der von einem Computer
ausgewertet werden kann. So kinnen
leicht alle Zellen eines Blutstropfens -
das sind viele Tausend Zellen - in kur-
zer Zeit durch die Kapillare geschickt
und analysiert werden. Die Abbildung
zeigt Rote und Weifle Blutkdrperchen
und ein Blutpldttchen, wie es gerade
vom Laserstrahl getroffen wird.
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sog. Helfer- und Suppressor-Lym-
phozyten.

In den letzten Jahren werden auch
Thrombozyten zunehmend durch-
flusszytometrisch untersucht. Man
kann mit Antikdrpern gegen sog.
LAktivierungs-Eiweifte” erkennen,
ob ein Thrombozyt auf seiner Ober-
fliche diese Aktivierungsmarker
trdgt, d.h. ob er aktiviert ist oder
nicht (Abb. 3). Das Durchflusszyto-
meter kann auflerdem viele Throm-
bozyten in kiirzester Zeit analysie-
ren, so dass man einen guten Ein-
druck von dem Aktivierungszustand
der gesamten Thrombozytenmenge
in einem Blutstropfen erhilt. Das
Durchflusszytometer erkennt akti-
vierte Thrombozyten (Abb. 4),
Thrombozytenaggregate, kleinste
Thrombozytenfragmente, Thrombo-
zyten, die an Leukozyten haften,
und vieles mehr.

Der ,GieBen-Test"

Wenn Thrombozyten an einer Ge-
faffwandldsion z.B. in einem Herz-
Kranzgefdf vorbeistromen, dann
miissen sie im Bruchteil einer Se-

Historisches

kunde reagieren und sich anheften
bzw. mit anderen Thrombozyten
verbinden kénnen. Die Haftung der
Thrombozyten aneinander erfolgt
tiber Eiweifle der Thrombozyten-
Membran, den sog. GP IIb/Illa-Re-
zeptoren (Abb. 5). Bis zu 80.000
dieser Eiweiffmolekiile findet man
auf der Oberfldche eines Thrombo-
zyten. Andere Rezeptoren spielen
zahlenmdfig eine geringere Rolle.
Auf dieser Beobachtung basiert die
logische Entwicklung von Medika-
menten, die GP IIb/Illa-Rezeptoren
blockieren und verhindern, dass
sich Thrombozyten zu einem das
Gefdlt verschlieffenden Gerinnsel
verbinden. Die Durchflusszytome-
trie bietet sich als optimale Metho-
de an, wenn Thrombozytenoberfla-
chen-Rezeptoren und Medikamen-
te, die diese Rezeptoren beeinflus-
sen, untersucht werden sollen.
Bisher wurden GP IIb/Illa-Inhibi-
toren fast ausschlieflich im Rahmen
akuter Gefdfiverschliisse eingesetzt.
Die Effizienz dieser Medikamente
filhrte jedoch zu der Uberlegung,
Patienten auch langerfristig zu be-
handeln, moglichst mit GP I1b/Illa-

Julius Bizzozero aus Turin erkannte als Erster, daB Blutplattchen bei der
Gerinnung des Blutes und bei der Entstehung von Thrombosen eine
wichtige Rolle spielen. In seiner Arbeit ,Uber einen neuen Formbe-
standtheil des Blutes” aus dem Jahre 1881 beschreibt er, wie sich Blut-
plattchen zu weiBen Thromben aneinanderlagern. Seine Abbildungen
zeigen mit ganz erstaunlicher Genauigkeit, wie Thrombozyten zusam-
men mit Erythrozyten in den GefiRen zirkulieren, wie sie sich mit Fort-
sdtzen an einer Oberflache anheften und zu einem Aggregat verbin-
den kénnen (siehe Abb. 1). Bizozzero arbeitete mit einem einfachen
Lichtmikroskop. Das Mikroskop blieb lange Zeit die einzige Mdglichkeit,
Thrombozyten genauer zu untersuchen. Man beschrankte sich darauf,
die Zahl der Thrombozyten in einem Bluttropfen zu zéhlen: normaler-
weise 150,000 bis 450.000 in einem Mikroliter (= 1 Millionstel Liter). In
den 70er Jahren begann die Automatisierung der Blutanalyse mit ent-
sprechenden GroB3geraten. Dies verringerte jedoch nur den Arbeitsauf-
wand: Der Automat arbeitete schneller als die technische Assistentin
mit ihrem Mikroskop. Das Ergebnis blieb gleich: Es wurde nur die Zahl
der Thrombozyten bestimmt (quantitative Analyse), allerdings schneller,
genauer und preiswerter. Eine qualitative Analyse fand nicht statt. Seit
den 80er Jahren werden Geréte eingesetzt, die Funktionszustande und
besonders die Aktivierung von Zellen gut erkennen kénnen: die Durch-

flusszytometer.
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Inhibitoren, die als Tablette und
ambulant eingenommen werden
konnen. Eine Grundvoraussetzung
dafiir ist die Entwicklung eines Test-
systems, das eine einfache und
preiswerte Therapieeinstellung er-
moglicht. Die Gieflener Arbeitsgrup-
pe hat ein System entwickelt, mit
der sich die Konzentration von
Thrombozyten, Aggregaten und Mi-
kropartikeln im Blut exakt quantifi-
zieren ldsst. Daraus wurde ein Test-
system entwickelt, die Aktivitdt von
GP IIb/111a-Rezeptoren-Blockern ein-

Auf der Y-Achse wird die Starke

der Reflexion der Farbe Rot ange-

zeigt. Ein aktiver Thrombozyt bin- A
det mehr rote Antikérper und Y
sitzt somit hoher als ein nicht ak- I
tivierter Thrombozyt, der nur we-

nige oder keine roten Antikdrper
bindet.

fach und schnell zu bestimmen. Die-
ser sog. “Gieften-Test” wird gerade
von der Memoglypin-Arbeitsgruppe
(Methods to Monitor Glycoprotein
ITb/Mla-inhibitors) der Deutschen
Gesellschaft fiir Angiologie im Ver-
gleich zu anderen Testverfahren ge-
priift.

Funktionsstdrungen von Thrombozyten

Die Thrombozytendurchflusszyto-
metrie leistet jedoch auch wertvolle
Beitrige bei der Abklarung angebo-

Proba mit vielen rubenden Probe mit vislen aktivierten
Thromboryten Thrembozyten

Auf der X-Achse wird die Starke der gesam-
ten Lichtstreuung angezeigt. Ein kleiner
Thrombozyt streut weniger Licht und sitzt
tiefer als ein grofier Thrombozyt, der viel
Licht streut.

Abb. 4: Am Beispiel einer Untersuchung, ob in einer Probe aktivierte
Thrombozyten vorkommen, soll ein typischer durchflusszytometrischer
Befund dargestellt werden. Bei der Untersuchung produziert der Computer
Bilder, die man ,Scatter- oder Dot-Plots” (Streu-Punkt-Gafiken) nennt. In
diesem Beispiel sieht man zwei Proben. In der nicht-aktivierten Probe
(links) gibt es kleine, nicht-aktivierte Thrombozyten (A) und etwas grife-
re nicht-aktivierte Thrombozyten (B). Immer gibt es einige wenige akti-
vierte Thrombozyten (C) allein durch die Reizung bei der Blutentnahme.
In der aktivierten Probe (rechts) findet man immer noch eine grifiere
Menge nicht-aktivierter Thrombozyten (D), aber auch viele aktivierte (E).
Der Computer zdhlt, wie viele aktiviert sind, hier etwa 40%. So kann
man aus der Blutprobe eines Patienten die Zahl der aktivierten Thrombo-

zyten bestimmenn.

Rote Antikdrper (es gibt auch andere Farben) erkennen Ei-
weiBe, z. B. EiweiBe, die nur bei Aktivierung erscheinen, auf

Thrombozrytenoberfidche

ruhender
Thrombozyt

aktivierter -
Thrombozyt @

der Thrombozytenoberflache.

Ruhende Thrombozyten binden nur wenige der Antikorper
und haben so einen geringen Rot-Reflexions-Impuls. Akti-
vierte Thrombozyten binden viele Antikorper, und die Rot-
Reflexion ist stark.

Abb. 3: Man kann Zellen mit farbigen Antikérpern markieren (die Farben sind
hier zur Vereinfachung als Rot und Griin bezeichnet). Antikdrper binden nur an
ganz bestimmte Eiweifie. Wenn man einen roten Antikorper gegen ein Aktivie-
rungs-Eiweift nimmt, d.h. ein Eiweif, dafft nur auf aktivierten Thrombozyten
erscheint, dann bindet der Antikorper nur an aktivierte Thrombozyten und nur
diese aktivierten Thrombozyten leuchten im Laser-Strahl rot auf. So kann das
Durchflusszytometer aus der Farbe der Reflexion auf den Aktivierungsgrad des

Thrombozyten schliefien.

rener und erworbener Thrombozy-
tenfunktionsstérungen. Es gibt sel-
tene familidre Syndrome, bei denen
der eine oder andere Rezeptor auf
der Thrombozytenoberflache fehlt
oder nicht funktionstiichtig ist. Die-
se Storungen konnen durchflusszy-
tometrisch erkannt werden. Die
Thrombozytendurchflusszytometrie
wird deshalb nicht nur im Rahmen
der Forschung, sondern auch fiir die
Betreuung von Patienten im Rahmen
der Gerinnungsambulanz der Klinik
angeboten. Durch dieses integrati-
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ve Angebot wird die Qualitat der
Patientenversorgung deutlich erwei-
tert.

Es gibt Hinweise, dass Thrombo-
zyten mit weillen Blutzellen bei der
Entstehung von Gefdftverschliissen
zusammenwirken. Das Durchfluss-
zytometer ist in der Lage, Throm-
bozyten-Leukozyten-Aggregate zu
erkennen, und mit der Giefiener
Quantifizierungs-Technik ist auch
eine exakte Bestimmung der Kon-
zentration dieser Aggregate im Blut
des Patienten moglich. Zur Zeit be-
ginnt eine Untersuchung in Zusam-
menarbeit mit der Neurologischen
Klinik, die sich mit dieser Fragestel-
lung bei Schlaganfall-Patienten be-
schaftigt.

Wenn Blutplattchen aktiviert wer-
den und ihre Oberfldche verdndern,
dann verbinden sie sich mit ande-
ren Zellen oder heften sich an Ge-
faRwidnde an. So verschwinden sie
aus dem zirkulierenden Blut. Der
Nachweis von Aktivierungsmarkern
auf der Oberfliche von zirkulieren-
den Thrombozyten hat deshalb bei
vielen nationalen und internationa-
len Arbeitsgruppen keine deutlich
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positiven Ergebnisse zeigen kdnnen.
Der Ansatz, Verdanderungen im
Thrombozyten nachzuweisen, noch
bevor sich die Oberfliche verdndert
und bevor der Thrombozyt sich an-
heftet, ist deshalb sehr vielverspre-
chend. Die Giefener Arbeitsgruppe
entwickelt derzeit ein entsprechen-
des Testsystem in Zusammenarbeit
mit Forschern der Universitdt Wiirz-
burg.

Im Juni 1999 fand in Gieflen ein
Symposium zur Thrombozyten-
Durchflusszytometrie statt. Uber 140

Zuhdrer aus allen Teilen Deutsch-
lands nahmen daran teil. Sicher war
dies ein wichtiges Ereignis im wis-
senschaftlichen Curriculum der be-
teiligten Einrichtungen des Giefie-
ner Klinikums: der Abteilung Hama-
tologie am Zentrum fiir Innere Me-
dizin und des Instituts fiir Klinische
Chemie und Pathobiochemie (Lei-
ter; Prof. Dr. Dr. Norbert Katz).
Gleichzeitig zeigt das breite Echo,
dass in diesem Bereich zahlreiche
neue Entwicklungen fiir die nahe
Zukunft erwartet werden. =

Thrombozyt

<1 Sek.

5
Gerinnsel

L=

GefaB-
E wand

GP lib/illa-Rezeptor

ReJMot-B[’t:cker ‘
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Abb. 5: Wenn sich Thrombozyten an einen Gefdfwanddefekt anhef-
ten, dann dauert diese Reaktion nur den Bruchteil einer Sekunde. Die
Verbindung der Thrombozyten untereinander wird durch GP I1Ib/Illa-
Rezeptoren und Fibrinogen vermittelt. GP 1Ib/Illa-Rezeptoren-Blocker
verhindern diese Verbindung, die Thrombozyten kdnnen sich nicht
mehr aneinanderheften, und es entsteht kein gefdfverschliefiender

Thrombus.
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