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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 THROMBOZYTEN

1.1.1 Histologie

Thrombozyten entstehen als Abschniirungen des Zytoplasmas groBer, vielkerniger

1.2.3 ’5, wobei durch die Abscherkrifte des zirkulierenden

Megakaryozyten des Knochenmarks
Blutes aus einer einzelnen dieser Knochenmarksriesenzellen bis etwa 1000 Blutpléttchen
geformt werden konnen. Bei diesen Prozessen nimmt insbesondere Thrombopoetin neben
verschiedenen Zytokinen und Hormonen eine fiihrende regulierende Stellung ein®.
Thrombozyten zeigen sich im stromenden Blut mit ihrem Langsdurchmesser von 1-4 um und
einer Dicke von 0,5-0.75 pm in bikonvexer Scheibenform und stellen den kleinsten
korpuskuliren Bestandteil des Blutes dar'. Dariiber hinaus bilden sie neben der weitaus
groBeren Fraktion der Erythrozyten und Leukozyten mit einer Anzahl von etwa 150.000-
300.000/ul den geringsten Anteil des Hdmatokrit und nur etwa 1% der gesamten Zellmasse
des Blutes. Die Lebenszeit der fiir eine intakte Himostase unentbehrlichen Pléttchen betragt
im Blut etwa 8 bis 10 Tage™’.

In elektronenmikroskopischen Aufnahmen erscheinen Thrombozyten reich an einer Vielzahl
von Organellen, die bzw. deren Inhaltsstoffe (Tab. 1.1) fiir die Funktion der Zelle
unabdingbar sind. Auflerdem werden nach Aktivierung im Protoplasma Aktin-, Myosin- und
Tropomyosin-Filamente sichtbar. Thrombozyten verfiigen iiber Enzyme verschiedener
Stoffwechselwege wie Glykolyse, Pentosephosphatzyklus, Citratzyklus, Atmungskette und

dariiber hinaus iiber ATPase”>.

o-Granula:
- Thrombozyten-spezif. Pléttchenfaktor 4 (Antiheparin), B-Thromboglobulin, Thrombospondin,
Proteine: PDGF (platelet-derived growth factor), GMP-140 (=CD62p)
- Plasmaproteine: Fibrinogen, Fibronektin, vVWF, Faktoren V/VIII, Plasminogen,
Albumin, a2-Antiplasmin, a2-Makroglobulin, Kallikrein
0-Granula: Serotonin, ADP, ATP, GDP, GTP, Calcium, anorganische Phosphate
lysosomale Granula: saure Hydrolasen, Gp53 (=CD63), LAMP-1, LAMP-2

Tab. 1.1: Granula der Thrombozyten mit Inhaltsstoffen
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1.1.2 Historische Entwicklung der Thrombozytendiagnostik

Die Erforschung der Blutplittchen reicht bis ins 19. Jahrhundert zuriick. Der Italiener Julius
Bizzozero veroffentlichte bereits 1881 seine Beobachtungen ,,Ueber einen neuen
Formbestandtheil des Blutes* in welchem er schon damals beschrieb, wie sich Thrombozyten
zu weillen Thromben aneinanderlagern und dabei maBigeblich sowohl an der Hdmostase als
auch an der Entstehung von Thrombosen beteiligt sind®. AuBerdem erginzte er seine
Beobachtungen durch einige Skizzen, welche aufgrund ihrer Genauigkeit bis heute Relevanz
haben (Abb. 1).

Bereits 3 Monate spiter werden von Hayem Beobachtungen gleichen Inhalts verdffentlicht’
und Eberth und Schimmelbusch publizieren 1886 ihre Forschungsergebnisse, ,.dass die
Blutplittchen bei dem Zustandekommen der Thromben der integrierende Factor sind und die

weissen wie die rothen Blutkorper nur accidentelle Einschliisse reprisentieren'”.

Abb.1 Bizzozero J. Uber einen neuen Formbestandtheil des
Blutes. Arch Pathol Anat Physiol 1881

Fig.2 Kleine Arterie mit Blutplédttchen von der Flache
gesehen (a), im Profil (b), rotes Blutkdrperchen

(c).

Fig.3 Verédnderung der Blutpldttchen in Hundeblut
gleich nach dem Austritt aus dem Gefiss (a), nach
8 Minuten (b), nach Y2 Stunde (c).
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Erst in den 50er und 60er Jahren des 20. Jahrhunderts machte die Erforschung der
Thrombozyten weitere Fortschritte, als Hellem erkannte, dass Adhision und Aggregation
dieser Zellen offenbar von einem Inhaltsstoff der Erythrozyten ausgelst werden konnen''
(welcher sich spiter als ADP identifizieren lieB) und Born'?, Jiirgens'® und O Brien'* die
Methode der Thromboaggregometrie entwickelten.

1975 wird der Arachidonsduremetabolit Thromboxan A, als aggregations-auslosende
Substanz beschrieben'’, im selben Jahr folgt eine Verdffentlichung iiber die selbigen
Stoffwechsel blockierende Wirkung von Acetylsalicylsiure'®. Resultate dieser Erkenntnisse
sind zahlreiche Arbeiten iiber die Hemmung der Thrombozytenfunktion und deren klinische

17,18,19

Relevanz sowie die Entwicklung neuer Techniken und Methoden, beispielsweise zur

immunologischen Detektion von Thrombozyten-Oberflichenproteinen.

1.1.3 Thrombozytenfunktion

1.1.3.1 Rezeptorverhiltnisse und Agonisten

In der Zellmembran der Blutpléttchen sind verschiedene Glykoprotein-Rezeptoren enthalten,
welche Schliisselfunktionen im Ablauf der primédren Hiamostase einnehmen.

Eine besondere Position hierbei besitzt mit einer Anzahl von etwa 80.000/Zelle der
ausschlieBlich auf Thrombozyten und Megakaryozyten zu findende Glykoprotein (GP)-
Komplex IIb/Illa"" (= Integrin olIbp3 bzw. CD41/CD61), ein Rezeptor fiir von Willebrand-
Faktor, Vitronektin wa”® , und nach Aktivierung des Thrombozyten (z.B. durch Thrombin)

auch fiir Fibrinogen™*!

, welches wiederum den Wirkungseintritt eines der wichtigsten
Agonisten fiir die Plittchen-Rekrutierung und —Aggregation, des Thrombins, vermittelt**. Die
Konformationsidnderung des GP IIb/Illa ist die Voraussetzung fiir die Fibrinogen-Bindung,
der ruhende Rezeptor ist dazu nicht in der Lage.

Integrine sind eine Klasse von zu den Adhisionsmolekiilen zdhlenden Glykoproteinen,
welche per definitionem ihre Liganden auf der Zelloberfliche mit dem Zytoskelett im
Zellinneren verbinden (integrieren)>**. Solche finden sich auch auf Thrombozyten.

Die am besten untersuchte korpereigene Struktur mit Bindungsverhalten zu Thrombozyten ist
wahrscheinlich Kollagen, welches seine Wirkung aufgrund seiner Adhision an GP IV*

(neben Thrombospondin), an GP VI** und an den GP la/ITa-Komplex entfaltet®>**
(=Integrin a2B1 bzw. CD49b/CD29).
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Weiterhin finden sich spezifische Rezeptoren z.B. fiir von Willebrand-Faktor (GP Ib-V-IX-
Komplex® = CDA42a/CD42b) und Fibronektin (GP Ic/Ila-Komplex®® = o5B1 bzw.
CD49e/CD29).

Im aktivierten Zustand exprimieren Blutplédttchen weitere Rezeptoren, ndmlich GP 53 (=
CD63)*" aus dem Bestand der Lysosomen sowie P-Selektin (= CD62p bzw. GMP 140),
welches im ruhenden Zustand in den a-Granula gespeichert ist**?. Selektine sind definiert als
eine zu den Adhésionsmolekiilen zdhlende Gruppe lektindhnlicher Transmembranproteine
(engl. lectin cell adhesion molecules, Abk. LEC-CAM), welche den Zell-zu-Zell-Kontakt
vermitteln®. Im Falle von P-Selektin ist die genaue physiologische Funktion noch nicht
vollstindig gekliart. Man vermutet jedoch, dass diese Rezeptoren u.a. die Adhision von
Monozyten und Granulozyten an Thrombozyten und Endothelzellen vermitteln®02*!-242243-244,
Zusammenfassend gilt, dass die Membran-Glykoproteine der Thrombozyten die Adhésion an

subendotheliale Strukturen und die spitere Plidttchenaggregation vermitteln, wodurch die

Bildung eines initialen himostatischen Plug eingeleitet wird.

1.1.3.2 Thrombozytenaktivierung und Ageregation

Innerhalb intakter Blutgefde zirkulieren Thrombozyten in der fiir ruhende Plittchen
typischen diskoiden Form und weisen nahezu keinerlei Ausstiilpungen auf.

Stabilisiert wird dieser Zustand u.a. durch Prostacyclin und NO (= endothelium-derived
relaxing factor, EDRF), welche vom vaskuldren Endothelium gebildet und sezerniert werden,
und aktiv eine Aktivierung verhindern®'. Auch Thrombozyten selbst scheinen in der Lage zu
sein, NO aus L-Arginin zu synthetisieren.

Ahnliche Auswirkungen hat innerhalb der Zelle das iiber ATP mittels Adenylatcyclase
gebildete cAMP, welches ebenfalls die Aggregation, aber auch die Sekretion und
Forménderung verhindert. AuBerdem moduliert cAMP iiber weitere Schritte die ATP-
abhéngigen Calciumpumpen, welche zytosolisches Calcium entfernen.

Letztendlich tragen noch eine Reihe weiterer Stoffe zur Erhaltung des Ruhezustandes der
Zellen bei, indem die verschiedenen Wirkungsweisen modulierend jeweils andere

53,58,59,60

Mechanismen beeinflussen Somit aggregieren ruhende Thrombozyten weder

miteinander, noch mit anderen Zellen.
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Im Blutstrom trifft man sie aufgrund von Verdringung durch die gréferen Erythrozyten
bevorzugt in der Peripherie der Blutsédule an, ihre Konzentration ist in den der GefdBwand am

323 Dies hat den Vorteil, dass sie unmittelbar mit

ndchsten gelegenen Schichten am hochsten
Verletzungen bzw. mit Strukturen in Kontakt treten, welche bei Verletzungen der Gefi3wand
vom Subendothel freigesetzt werden®*, und an den Bindegewebsfasern der Wundrinder haften
bleiben'. Zu den sezernierten Komponenten zihlen u.a. Kollagen und Mikrofibrillen, aber
auch von Willebrand-Faktor, eine Untereinheit des Faktor VIII der Blutgerinnung (syn.:
Faktor-VIII-assoziiertes Antigen)””. Letzteren findet man sowohl in der subendothelialen
Matrix, als auch als Bestandteil des Blutplasmas. AuBlerdem befinden sich Speicher dieses

Stoffes in den a-Granula der Thrombozyten selbst und werden nach Aktivierung entleert’".

Der initiale Kontakt zwischen Thrombozyt und GefdBwand kommt iiber die Bindung von
vWF an den GP Ib-V-IX-Komplex zustande’®?’ und wird verstirkt vom GP IIb/Illa-

Komplex37’38’39

mit dem Ziel, durch Fibrinogen eine Schicht Plittchen fest mit der Oberfldache
des bestehenden Defektes zu verbinden. VWF gilt hier als essenzieller Bestandteil der
Thrombozyten-Adhision in vivo™™*. Zusitzlich kontrahieren sich die glatten Muskelzellen
der GefdBwand und fithren so eine Querschnittsverkleinerung im verletzten Gefdf3abschnitt
herbei, welche wiederum eine Scherkraft-Verstirkung zwischen Blutstrom und GefiBBwand
bewirkt®. In friiheren Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass schon allein jene
hohen Scherkrifte ohne das Mitwirken weiterer Agonisten eine Aktivierung bei
Thrombozyten hervorrufen konnen®’. Dariiber hinaus wird eine Konformationsinderung am
vWF induziert, welcher hierdurch die Adhésion an z.B. Kollagen ermbglicht“’“.

Eine rasante Kaskade zahlreicher gleichzeitig ablaufender morphologischer und
biochemischer Vorginge, reguliert durch eine Vielzahl von Liganden-Rezeptor-Interaktionen
wird ausgelost, sobald der erste Kontakt des Thrombozyten mit einer Ladsion hergestellt ist.
Die Bindung von vWF an GP Ib-V-IX leitet das so genannte ,,rolling* ein, wihrend welchem
die Pldttchen aktiviert werden und mit der engen Adhdsion an die GefiBBoberfldache
beginnen****’. Dann kommt es zum ,,Shape Change*, d.h. typischen Forminderungen: Wird
die diskoide Form der ruhenden Plittchen durch ein zirkumferenzielles Band von Mikrotubuli
und deren Interaktion mit Mikrofilamenten aufrechterhalten, so wird bei Aktivierung iiber
kontraktile  Proteine  (Actin, actinbindendes Protein, o-Actinin, Myosin) eine
Pseudopodienbildung und Granula-Zentralisation vermittelt”. In experimentellen

Untersuchungen anhand einer vWF-beschichteten Oberfliche zeigte sich, wie sich die

Morphologie der Zellen wihrend des Adhisions-Prozesses verdndert: Ballformige
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Thrombozyten mit Philopodien rollen auf der Oberflache und verflachen allméhlich zu einer
hemisphirischen Form, bevor sie schlieBlich an die Oberfldche adhirieren. Ist dies geschehen,
konnen sie sich innerhalb weniger Minuten enorm ausdehnen (Durchmesser >3um) und

nahezu ,,Spiegelei*“-Form annehmen™.

Folge der Organellen-Zentralisierung sind auflerdem eine Sekretionsreaktion und
Degranulierung’®. Die Thrombozyten-Granula sind iiber ein offenes kanalikulires System
(,,surface connected canalicular system®) mit der Zelloberfliche verbunden'’. Bei
Aktivierung kommt es zu einer Erhohung der Konzentration zytoplasmatischen Calciums
aufgrund Thrombinbindung an die Thrombozytenmembran (verstirkt durch ADP). Die Folge
ist eine Fusion der Granula mit dem offenen kanalikuldren System, wodurch die Granula-
Inhaltsstoffe, namlich u.a. verschiedene Thrombozytenaktivatoren, Gerinnungsfaktoren und
Vasokonstriktoren (siehe Tab. 1.1), entleert werden' 123,

Zu den bei Aktivierung exprimierten Strukturen zihlt auBerdem der Rezeptor CD62p (P-
Selectin bzw. GMP 140), welcher in den a-Granula der ruhenden Thrombozyten gespeichert
war2s2.
Die calciumabhingige Bildung von Thromboxan A2 iiber zyklische Endoperoxide als
Zwischenstufen wird gestartet1’7, beide Substanzen bewirken ebenfalls die Aktivierung und
Aggregation weiterer Plidttchen. Thromboxan A2 fungiert dariiber hinaus als potenter
Vasokonstriktor”'.

Uber ein so genanntes ,,Inside-Out“-Signal wird durch Ligandenbindung die GplIb/IIla-
Konversion von einem Rezeptor mit geringer in einen Rezeptor mit hoher Affinitit
eingeleitetzz.

Von ,,Outside-In“-Signal spricht man bei der Aktivierung membranassoziierter Proteine

anhand der Verbindung zwischen Subendothel und den jeweiligen Bindungsstellen der

Pliittchen™.

Der genaue Aktivierungsablauf ist jedoch ausgesprochen umfangreich, so dass die
aufgefiihrten Mechanismen nur einen Auszug der Vorgidnge darstellen. Tatsache ist, dass
zahlreiche verschiedene Vorginge - ausgehend vom Endothel, den Thrombozyten selbst oder
auch von weiteren Blutbestandteilen (z.B. Erythrozyten geben bei erhohten Scherkriften
aktivierendes ADP frei’) - die Aggregation weiter fordern. Zirkulierende Pléttchen werden
am sich bildenden Thrombus aktiviert und in dessen Aufbau einbezogen™. Die Vernetzung

untereinander wird hauptsichlich iiber die Fibrinogen-Bindung an konformationsgeidnderte
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GplIb/Illa-Rezeptoren gewihrleistet’’, aber auch die Adhisivproteine vWF, Fibronektin und
Vitronektin sind in geringerem Umfang an der Briickenbildung zwischen den Thrombozyten
beteiligt. Insgesamt sind soviel Thrombozyten an diesem Prozess beteiligt, dass ein
GefidBwanddefekt durch ein auf die beschriebene Weise entstandenes Gerinnsel verschlossen

werden kann®"%%,

Zusammenfassend bedarf es also dreier grundlegender Reaktionen, um einen ruhenden
Thrombozyten in seine aktive Form zu iiberfiihren:
1. Absonderung von Signalen aus Blutbestandteilen oder der GefaBwand, welche an

die spezifischen Oberflichenrezeptoren der Plittchen binden,

2. intrazelluldre Signaliibertragung (Rezeptoren — sekretorische Granula, Zytoskelett,
Integrinrezeptoren),
3. Fibrinogen-Bindung mit daraufhin erneutem intrazellularem Signal, welches die

Aktivierung weiterer Thrombozyten initiiert®®,

Im Rahmen der sekundidren Hamostase wird das verletzte Gefiaf3 mit Hilfe anderer Zellen, wie
Erythrozyten, in Form eines roten Abscheidungsthrombus endgiiltig verschlossen. Diesen
Vorgingen der Blutgerinnung kann spéter eine Phase der Fibrinolyse folgen mit dem Ziel, das

Gerinnsel aufzulosen und das Gefdll wieder durchgiingig zu machen'.

1.1.3.3 Agonisten der Signaltransduktion

Die stidrksten Agonisten der Pléttchenaktivierung sind Thrombin und Thromboxan A2, aber
auch ADP, Adrenalin, PAF sowie Kollagen und weitere Komponenten der extrazelluldren
Matrix haben grof3e Bedeutung.

Die Signaliibertragung wird durch G-Proteine, Phospholipasen und Proteinkinasen
gewihrleistet. Diese Vorgidnge regeln wichtige Prozesse, wie den Einstrom und die
Mobilisierung ionisierten Calciums mit Konzentrationsanstieg im Zytoplasma, sie bewirken
die Forminderung der Zelle mit Zentralisierung der Granula und Pseudopodienbildung und
sind dariiber hinaus fiir die Exposition und Formierung des Fibrinogen-Rezeptors auf der

Zelloberfléiche verantwortlich™%>%3,
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1.1.3.4 Funktionsstorungen

Als Normwert gelten beim Menschen 150.000-300.000 Blutpléttchen/ul Blut, eine klinisch
relevante Blutungsneigung hingegen ist in der Regel erst bei Thrombozytenzahlen unter
20.000/ pl zu erwarten®.

Folge solcher Thrombozytopenien sind die charakteristischen Petechien: Kleine punktférmige
Blutungen, welche bevorzugt an den herabhingenden Korperpartien entstehen und in
besonders schweren Fillen in eine so genannte Purpura miinden konnen. Das typische
Krankheitsbild stellt hier die Idiopathische Thrombozytopenie (M. Werlhof) dar, derartige
Zustinde treten jedoch auch im Rahmen medikamentoser Therapieformen, z.B. nach
Chemotherapie, auf.

Weitaus seltener sind Storungen der Hidmostase aufgrund Beeintrachtigungen der
Plattchenfunktion. Glykoprotein Ib/IX-Mangel bedingt das Bernard-Soulier-Syndrom
(Adhidsionsstorung), Defizienz von Glykoprotein IIb/IIla-Rezeptorenkomplexen die
Glanzmann-Thrombasthenie  (Aggregationsstorung).  Mangel oder  Defekte  der
Speichergranula &dullern sich als ,storage pool disease” (Aggregationsstorung). Ein
qualitativer oder quantitativer vWF-Defekt fithrt zum von-Willebrand-(Jiirgens)-Syndrom,
wodurch neben Stérungen der Adhésion aufgrund der mangelnden Interaktion mit Faktor VIII
auch die plasmatische Gerinnung beeintrdchtigt sein kann. Insgesamt aber stehen auch bei
den Thrombozytopathien medikamentose Ursachen im Vordergrund. Besonders gilt dies fiir
nichtsteroidale Antiphlogistika, Antibiotika etc. In funktionellem Zusammenhang auftretende
Erkrankungen konnen des Weiteren z.B. myeloproliferativ bedingt sein (infolge

Stammzelldefekts) 5465

Die Plittchenzahl und -funktion kann im Gegensatz zu den bereits genannten Zustinden auch
gesteigert sein, was mit einer erhohten Tendenz zur Thrombus-Bildung einhergeht. Derartige
Situationen treten im Rahmen von Entziindungen, nach Blutungen oder wiederum im

Zusammenhang mit myeloproliferativen Syndromen auf®®®’) sind jedoch hiufiger (bei

gesteigerter Aktivierbarkeit unter normalen Thrombozytenzahlen) mit z.B. Diabetes®™,

70,71

Atherosklerose’" ", zerebralen Durchblutungsst('jrungen72’73’74, Herzinsuffizienz75, koronarer

Herzkrankheit’®””  und Tumorerkrankungen66’78, aber auch der Idiopathischen

Thrombozytopenie’ assoziiert.
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In Anbetracht der Tatsache, dass Thrombozytopenien relativ selten klinische Relevanz
erreichen und wihrend bestimmten Lebenssituationen sogar physiologisch auftreten
(Gestationsthrombozytopenie), und Thrombozytopathien insgesamt sehr selten sind, ist
Zustanden und Folgen einer erhohten Reagibilitit weitaus groflere Bedeutung beizumessen.
Die zu Krankheitsbildern wie Embolie, Thrombose oder Schlaganfall fithrende Bildung
gefilBverschlieBender Gerinnsel iiber einem rupturierten atherosklerotischen Plaque
unterscheidet sich nicht grundlegend von der Ausbildung von Thromben im Rahmen der

physiologischen Himostase nach Endothelverletzungen®®' (siche Kap. A. 3.2).

1.1.3.5 Therapeutische Beeinflussbarkeit der Thrombozytenaggregation

In den vergangenen Jahren wurde eine Vielzahl von Substanzen entwickelt und auf ihre
plattchenfunktionshemmende Wirksamkeit gepriift. Im klinischen Alltag allerdings haben sich
nur wenige auch etabliert, da die Anspriiche an derartige Medikamente sehr hoch sind. Das
»ideale* Arzneimittel wiirde beispielsweise die Plittchenreaktion beziiglich der Bildung
pathologischer Thromben hemmen, ohne die gleichzeitig sehr wichtige Blutstillungsfunktion
storend zu beeinflussen.

Von pharmakologischer Seite sind hierzu verschiedene Angriffspunkte im Verlauf der
Funktionskette  denkbar. So kommen z.B. Antagonisten der  spezifischen
aggregationsauslosenden Substanzen in Frage, welche gezielt die entsprechenden
Aktivierungswege blockieren. Eine weitere Moglichkeit stellen Eingriffe in die
Signaliibertragung innerhalb der Plittchen, eine Blockade der Calcium-Mobilisierung oder
auch die Hemmung der cAMP/cGMP-Bildung dar. Hierbei bleibt jedoch besonders wichtig,
dass neben den Vorteilen des therapeutischen Effektes die Funktionen und Stoffwechsel

anderer Zellen moglichst unbeeinflusst bleiben.

Cyclooxygenase-Blockade: Acetylsalicylsiure (ASS) (Aspirin®) ist zweifellos das
bekannteste Medikament unter den Thrombozytenaggregationshemmern. Als Hemmstoff der
Cyclooxygenase verhindert es hochwirksam und irreversibel die Synthese von Thromboxan
(TXA2) innerhalb der kernlosen Zelle, welche nicht zur Neusynthese des Enzyms in der Lage
ist®. Die Aufgabe von TXA2 ist u.a. die Stimulation weiterer Pléttchen, daher spielt das

Enzym eine entscheidende Rolle als Modulator der Plittchenfunktion und ist gleichzeitig Ziel
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deren pharmakologischer Hemmung®. Die Wirkungsdauer des Medikamentes korreliert
entsprechend mit der Uberlebenszeit der Thrombozyten.

Unbeeinflusst bleiben allerdings nach wie vor die Aktivierungswege, welche beispielsweise
durch Thrombin direkt induziert werden®’, auch die plasmatische Gerinnung ist nicht von
ASS betroffen.

Typische Indikationen zur Verabreichung dieses Medikamentes sind instabile Angina
pectoris, der akute Myokardinfarkt, Stentimplantationen, die Sekundédrprophylaxe von
koronarer Herzkrankheit (KHK) und zerebralen Ischdmien, sowie Rezidive der letzteren®>®’.
So wurde eine Reduzierung des Schlaganfall-Risikos unter tdglicher Aspirin-Einnahme
nachgewiesen, die Analyse von Sekundérprophylaxe-Studien wies eine Verminderung groBer
cerebro- und cardiovaskulirer Ereignisse um 23% unter Aspirin nach® und auch IST'® (The
International Stroke Trial) und CAST'” (Chinese Acute Stroke Trial) bestitigten gute
Ergebnisse bei Beginn einer Aspirin-Therapie innerhalb 48 Stunden nach einem Hirninfarkt.
Die optimale Dosierung des Medikamentes bereitet nach wie vor Probleme®’. Inzwischen

88,90

macht man sowohl interindividuelle als auch individuelle Variabilitit im Laufe der

Zeit*”® dafiir verantwortlich, hohere Dosen scheinen jedoch grundsitzlich das Risiko eines
erneuten ischemischen Ereignisses herabzusetzen®'*2.

Als Ursache fiir das Vorkommen so genannter Aspirin-Nonresponder werden derzeit fiinf
verschiedene Haupt-Mechanismen diskutiert'**:

1. die inaddaquate Blockade Erythrozyten-induzierter Pldttchenaktivierung durch
niedrige Dosen von ASS,

die Freisetzung von F2-isoprostane 8-iso-prostaglandine (PGF2a),

Stimulation der Plédttchenaggregation durch Rauchen,

erhohte Plattchenaggregation bei steigendem Katecholaminlevel sowie

A

gesteigerte Pléttchensensibilitidt auf Kollagen.

Hemmung der ADP-abhingigen Aggregation: Clopidogrel (Iscover®, Plavix®) und
Ticlopidin (Tiklyd®) wirken auf die primére und sekundire Plédttchenaggregation, indem ihre
aktiven Metaboliten durch Bindung an den ADP-Rezeptor einerseits die ADP-vermittelte
GplIb/Illa-Aktivierung irreversibel hemmen und andererseits gleichzeitig die Mediator-
Freisetzung aus den o- und o-Granula beeinflussen. Letzteres unterbricht den sich selbst
unterhaltenden Aktivierungsprozess der Zellen””!. Die CAPRI-Studie (A randomized,
blinded trial of clopidogrel versus aspirin in patients at risk of ischemic events) belegte ein

104

ausgezeichnetes Sicherheitsprofil fiir Clopidogrel gegeniiber Aspirin . Dabei ist die neuere
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Substanz Clopidogrel etwa um das 5-7fache wirksamer als Ticlopidin, welches zusétzlich ein
hohes Leukopenie-Risiko birgt, aber fiir beide gilt, dass sie ASS in der Sekundérprophylaxe
nicht kardioembolischer Schlaganfille’® und in der Privention cardiovaskulirer Ereignisse bei
fortgeschrittener Atherosklerose’ iiberlegen sind.

Die Wirksamkeit des Medikamentes korreliert mit der Lebensdauer der Thrombozyten, so
dass bei einem tdglich 10-15%igen Ersatz der Zellen® etwa 7 Tage nach Abbruch der
Clopidogrel-Therapie mit einer voll wiederhergestellten Plittchenfunktion zu rechnen ist™.
Medikamente dieser Substanzgruppe sind fiir die Sekundirprophylaxe von ischdmischem
Hirninfarkt und transitorisch ischdmischer Attacke, nach Myokardinfarkt und bei peripherer
arterieller Verschlusskrankheit (pAVK) zugelassen. IThre klinische Anwendung erfolgt bei
ASS-Unvertriglichkeit, aber auch in Kombination mit ASS nach Interventionen (Koronar-
Stent) ******. Diese Kombination erwies sich als wirkungspotenzierend'®. Fiir den Hirninfarkt
konnte die kiirzlich abgeschlossene MATCH-Studie (Management of Atherothrombosis in
High-risk Patients with Recent Transient Ischemic Attack or Ischemic Stroke) jedoch keinen
Vorteil einer Kombinationstherapie von ASS und Clopidogrel gegeniiber ASS als alleinigem

Thrombozytenaggregationshemmer nachweisen.

Kombination von  Cyclooxygenase-Hemmern und  ADP-Rezeptor-Antagonisten:
Verschiedene Studien (ISAR®’ (Intracoronary Stenting and Antithrombotic Regimen),
FANTASTIC” (The full anticoagulation versus aspirin and Ticlopidine), MATTIS® (The
multicenter aspirin and Ticlopidine trial after intracoronary stenting), STARS'® (Stent Anti-
thrombotic Regimen Study) ) zeigten, dass die Ticlopidin-ASS-Kombination das klinische
Ergebnis hinsichtlich Thrombose- und Blutungskomplikations-Risiko nach Stent-Implantation
gegeniiber Monotherapie mit ASS oder ASS plus Antikoagulation mit Heparin oder Kumarin
drastisch zu verbessern vermag. Eine weitere Steigerung dieses Ergebnisses konnte anhand
der CLASSIC-Studie (the CLopidogrel ASpirin Stent International Cooperative Study) belegt
werden, in welcher fiir Clopidogrel ein besseres Sicherheits-/Vertriglichkeitsprofil gegeniiber
Ticlopidin herausgestellt wurde'®'. EinbuBen in der Wirksamkeit konnten nicht festgestellt
werden, was durch die Ergebnisse einer weiteren vergleichenden Studie bestitigt wird'*.
Insgesamt wurde anhand dieser Kombination eine Reduzierung von kardivaskuldrem Tod,

Myocardinfarkt und Schlaganfall um 20% erreicht'>.

Heparin: Heparin vermag neben der Inaktivierung diverser Gerinnungsenzyme (Thrombin,

Xa, XlIa, Xla, IXa) aufgrund seiner Komplexbildung mit AT III dariiber hinaus auch, die
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Plittchenfunktion zu hemmen'®. In vitro kann Heparin die Expression von GP Ib vermindern
1% Ein positiver Effekt in der Sekundirprivention von Hirninfarkten konnte bisher nicht

nachgewiesen werden.

Gpllb/I11a-Rezeptor-Antagonisten: Diese effektivste antithrombotisch wirksame Substanz-
Gruppe verhindert aufgrund der Besetzung und Blockade des Gpllb/Illa-Rezeptors die
Vernetzung der Thrombozyten, wobei jedoch der primdre Wundverschluss intakt bleibt, weil
er iiber Gplb erfolgt™'””. Der monoklonale Antikorper Abciximab (ReoPro®) ist aufgrund
seiner hohen Rezeptoraffinitit in der Lage, Fibrinogen gar aus bereits bestehenden Bindungen
zu verdringen und wirkt daher auch thrombolytisch. Das Peptidomimetikum Tirofiban
(Aggrastat®) und das niedermolekulare Peptid Eptifibatid (Integrilin®) dagegen lassen sich
wegen der reversiblen  Rezeptorbindung  besser  steuern, was  mogliche
Blutungskomplikationen besser beherrschbar macht®. Der insgesamt groBe Vorteil gegeniiber
anderen Substanzen besteht in der Endstrecken-Blockade der Pléttchenaggregation, wéihrend
Aspirin, Clopidogrel etc. nur einzelne Arme der Aktivierung hemmen und von anderen
Agonisten umgangen werden konnen'*’. Die Plittchenaktivierung selbst kann jedoch nicht
verhindert werden'*!. GplIb/Illa-Blockade reduziert die Thrombozyten-Ansammlung an
GefalBverletzungen, die Embolisation durch Plittchen-Fibrin-Debris in Gebieten der distalen
Mikrozirkulation und die Freisetzung vasoaktiver Amine aus aktivierten Plittchen; all diese
Vorgéinge konnen z.B. unter koronarer Intervention verstiarkt werden und letztendlich zum
totalen Verschluss eines Gefilles fiihren. Abciximab zeigte die meistversprechendsten
Ergebnisse und als einziger Gpllb/Illa-Blocker anhaltende Vorteile iiber einen Zeitraum bis
zu 3 Jahren, auch beziiglich Reduzierung der Mortaljtit! 2121122123,

Entsprechend finden diese Medikamente Anwendung in der Pridvention ischdmischer
Komplikationen bei perkutaner koronarer Intervention und in der Behandlung akuter
Koronarsyndrome, nachdem zahlreiche Studien (EPIC110 (Evaluation of c7E3 for the
Prevention of Ischemic Complications), EPILOG'' (Evaluation in Percutaneous
Transluminal Coronary Angioplasty to Improve Long-Term Outcome with Abciximab GP
IIb/Illa blockade), CAPTURE''? (c7E3 Fab Antiplatelet Therapy in Unstable Refractory
Angina), EPISTENT'" (Evaluation of Platelet IIb/Illa Inhibition in Stenting), IMPACT-II'"*
(Randomised placebo-controlled trial of effect of eptifibatide on complications of

percutaneous coronary intervention: IMPACT-II), PURSUIT'"

(Platelet glycoprotein IIb/I1Ia
in unstable angina: receptor suppression using integrilin therapy), PRISM''® (The Platelet

Receptor Inhibition in Ischemic Syndrome Management), PRISM-PLUS'" (The Platelet
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Receptor Inhibition in Ischemic Syndrome Management in Patients Limited by Unstable
Signs and Symptoms) ) positive Ergebnisse lieferten, welche auch im Bereich des ischdmisch
bedingten Schlaganfalls neue Perspektiven erdffneten''®:  Abciximab konnte die
Mikrozirkulation hinsichtlich der Ausdehnung von Mikrothrombosen positiv beeinflussen,
iiber Kreuz-Reaktivitit mit Mac-1-Integrinen die Entziindung einschrinken und
moglicherweise die Progression von Hirnddemen verzogern, was das Risiko fiir
Reperfusionsschiden minimieren wiirde' .

Andere Studien wiederum (OPUS-TIMI 16'* (Oral glycoprotein IIb/Ila inhibition with
orbofiban in patients with unstable coronary syndromes trial), EXCITE'?’ (Evaluation of
Oral Xemilofiban in Controlling Thrombotic Events), SYMPHONY'**!* (Sibrafiban versus
aspirin to yield maximum protection from ischemic heart events post-acute coronary
syndromes) ) bieten enttduschende Ergebnisse, welche von Newby et al zusammenfassend
negativ bewertet wurden'’’. Die BRAVO-Studie'’’'** (Design of the blockade of the

glycoprotein IIb/Illa receptor to avoid vascular occlusion) wurde aufgrund steigender

Mortalitiit abgebrochen, ebenso wurde die PURPOSE-Studie'* nicht zu Ende gefiihrt.

1.1.3.6 Empfehlungen fiir die Sekundirprophylaxe des Hirninfarktes und der

transitorischen ischimischen Attacke

Die folgenden Ausfiihrungen stiitzen sich auf die Empfehlungen zur Behandlung des
Schlaganfalls der Europdischen Schlaganfall-Initiative (EUSI) fiir das Europiische
Schlaganfall-Council (ESC), die Europidische Neurologische Gesellschaft (ENS) und die

Europiische Foderation Neurologischer Gesellschaften (EENS)'®".

Die Versorgung des Schlaganfalls und seiner Folgen bedarf besonderer Beachtung, stellt er
doch die dritthdufigste Todesursache in den industrialisierten Lindern (zwischen
63,5/100.000 in Europa (Minner/Schweiz) und 273,4/100.000 in  Russland
(Frauen/Russland)) sowie den wichtigsten Faktor fiir Morbiditidt und Langzeitbehinderung in
Europa dar.

An erster Stelle der Kette von MaBnahmen steht bereits die Einweisung auf eine
Schlaganfallstation, was die Mortalitit um 18-46%, Tod oder Abhingigkeit um 29% sowie
die erforderliche Weiterbehandlung oder vollstindige Pflege um 25% reduziert'”,

unabhiingig von Geschlecht oder Alter sowie Typ des Schlaganfalls'®®.
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Die apparative Diagnostik umfasst CCT, cMRT, Sonographie der extra-/ intrakraniellen
GefiBBe und des Herzens, Rontgen-Thorax, EKG sowie die Untersuchung allgemeiner sowie
spezieller Laborparameter, welche Ausmal} und Ursache kliren sollen.

Die akute Schlaganfallbehandlung besteht in der Behandlung allgemein-medizinischer
Parameter (Vitalfunktionen, Blutzucker, Korpertemperatur, Elektrolytstatus, Blutdruck), der
Revaskularisationstherapie und der Behandlung neurologischer (z.B. epileptische Anfille)
oder medizinischer Komplikationen (Pneumonie, Thrombose, Lungenembolie). Nachdem die
Lysetherapie anhand Streptokinase mit einem deutlich erhohten Blutungsrisiko sowie
blutungsassoziierten Todesfillen vergesellschaftet war'®’ und die intraarterielle Behandlung
mit Pro-Urokinase (r-ProUK) aufgrund der aufwindigen angiographischen Technik nur
spezialisierten Zentren vorbehalten ist'”®, wird fiir ischimische Hirninfarkte die Thrombolyse
anhand recombinant tissue plasminogen activator (rtPA), besonders innerhalb eines 3-
Stunden—Zeitfensterslgg, aber auch dariiber hinauszoo, empfohlen.

Eine Aspirin-Behandlung innerhalb von 48 Stunden nach einem Schlaganfall vermindert

Mortalitit und Wiederauftretensrate'**'"

und kann daher allgemein empfohlen werden.
Eine Vollheparinisierung kann bei Vorliegen einer Emboliequelle indiziert sein, wie z.B. bei

Vorhofflimmern, arteriellen Gefal3dissektionen oder hochgradigen arteriellen Stenosen.

Bereits vor dem Auftreten eines Schlaganfalls muss die Aufkldrung der entsprechenden
Personengruppen im Rahmen der primdren Privention verbessert werden. Dies betrifft
verschiedene Risikofaktoren wie arteriellen Hypertonus, Herzinfarkt, Vorhofflimmern,
Diabetes mellitus, erhohte Cholesterinspiegel, Rauchen und Alkoholabusus, welche mit einem
erhohten Schlaganfallrisiko assoziiert sind und anhand entsprechender Medikamente und v.a.
Anderung der Lebensumstiinde giinstig beeinflusst werden konnen.

In der sekunddren Privention ist die ASS-Therapie in niedriger bis mittlerer Dosierung (50-
325 mg téglich) als Mittel der ersten Wahl anzusehen, da eine Risikoreduktion um bis zu 25%
201,202

nachgewiesen werden konnte

Reduktion um 37%)**>. Ebenso kann Clopidogrel (75 mg) als Medikation erster Wahl

, ggf. in Kombination mit Dipyrimidamol (Risiko-

empfohlen werden, hier bevorzugt fiir Hochrisikopatienten, wenn unter Aspirin erneut
ischamische Ereignisse auftraten oder wenn Kontraindikationen fiir ASS vorliegen. Das
Medikament verringerte das Auftreten von GefdBereignissen gegeniiber Aspirin nochmals
signifikant'™. Sollten weder Aspirin noch Clopidogrel toleriert werden, wird Dipyrimidamol

empfohlen (Reduktion um 16,3%)202.



Einleitung 15

Nach kardioembolischen Schlaganfillen infolge Vorhofflimmerns oder mit relevanten
Emboliequellen ist eine orale Antikoagulation (INR 2-3) indiziert. Gleiches gilt fiir Patienten
mit Herzklappenersatz (INR 3-4).

Weiterhin muss bei symptomatischen Carotis-Stenosen (70-99%) eine gefidlichirurgische
Behandlung erwogen werden””*!. Endovaskulire GefiBbehandlungen mit oder ohne Stent-
Applikation werden momentan noch als experimentelle Alternative angesehen, kontrollierte

Studien mit Langzeitverldaufen liegen noch nicht vor.
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12 DURCHFLUSSZYTOMETRIE

1.2.1 Allgemeines

Die Durchflusszytometrie ist eine schnelle Methode zur gleichzeitigen Analyse mehrerer
miteinander in Zusammenhang stehender Parameter. Urspriinglich sollte die mikroskopische
Zellanalyse mittels fluoreszierender Substrate verbessert werden, so dass die
Durchflusszytometrie zum Zwecke der Zellsortierung bzw. des ,,flourescence-activated cell
sorting® (FACS) entwickelt wurde, welche inzwischen sowohl in der Forschung als auch in
der klinischen Anwendung einen hohen Stellenwert erreicht hat (sieche Kap. 1.2.4:
Anwendungsgebiete). Der Entwicklungsprozess wurde deutlich vorangetrieben durch die
Immunphénotypisierung der Leukdmien und Lymphome, die Notwendigkeit zur CD4-
Zihlung im Rahmen der HIV-Infektion und der CD34-Stammzell-Bestimmung sowie
Bewertung der Wiederherstellung immuner Kompetenz. Heute erfdhrt sie einen erneuten
Aufschwung beziiglich der Detektion von antigen-spezifischen T-Zellen und dendritischen
Zellen einerseits und zirkulierender metastatischer Tumorzellen auf der anderen Seite. Blut,
Knochenmarks-Aspirate und Lymphknoten-Suspensionen stellen mittlerweile die fiir

gewohnlich am hiufigsten untersuchten klinischen Materialien dar'*.

1.2.2 Aufbau und Funktionsprinzip

Ein Durchflusszytometer ist, vereinfacht ausgedriickt, ein automatisiertes
Fluoreszenzmikroskop, welches auf Einzelzellebene morphologische Eigenschaften, aber

auch Fluoreszenzen erfassen kann'>>

. Morphologisch bedeutet dies, dass die relative Grofie
(Vorwirtsstreulicht — FSC) und die relative Granularitit oder interne Komplexitit
(Seitwirtsstreulicht — SSC) der Partikel gemessen werden kann, sofern ihre Gréfe in den
Bereich zwischen mindestens 5pum und maximal 70-75um fillt'*®.

Durchflusszytometer bestehen aus drei kombinierten Komponenten: dem Fliissigkeitssystem
zur Zellzufuhr und -Fokussierung im Messpunkt (Abb.2), der Optik, bestehend aus einem
luftgekiihlten Laser (488nm), Linsen zur Laserstrahl-Formierung und -Fokussierung und der
Sammeloptik (Sammellinse, System optischer Spiegel und Filter) (Abb.3) sowie der
Elektronik, welche optische in relative elektronische Signale umwandelt (Abb.4) und eine

Digitalisierung der Daten fiir die Computeranalyse vornimmt'°,
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Der Vorteil gegeniiber der konventionellen Fluoreszenzmikroskopie liegt besonders in der
schnellen Messung sehr hoher Zellzahlen (107 in wenigen Sekunden) und der Analyse anhand
von Computer und entsprechender Software begriindet. Durch ,,gating konnen auch seltene

Zellen (1 von 10°) eines bestimmten Typs in kurzer Zeit detektiert und gemessen werden'™.

i

Luftpumpe

Druckregler

Proben-

Trager- Trager- druck- -
Slmighalty el behiter
-behdlter filter
Probhenrshrchen

Abb. 2: Fliissigkeitssystem FACSCalibur™
(nach: Trainingshandbuch Durchflusszytometrie,
1999, BD Deutschland)

90/10 Tellerspiegel

Fluoreszenz-
HHT™ sammeilinse

P 0 4 e - -
Rol .. FSC-Diode
FluRzelle

FACS™ Fokussierungslinse
Academy

Abb. 3: Optisches System des FACSCalibur
(aus: Trainingshandbuch Durchflusszytometrie,
1999, BD Deutschland)
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Abb. 4: Umwandlung optischer Signale in relative elektronische Signale
(aus: Trainingshandbuch Durchflusszytometrie,
1999, BD Deutschland)
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1.2.3 Fluorochrome Reagenzien

Fluorochrom absorbiert die Energie des einfallenden Laserlichtes und gibt sie unter
freiwerdender Wirme und Emission eines Photons einer hoheren Wellenldnge wieder frei'*®.
Zu messende Proben konnen direkt (mit Fluorochrom-konjugierten, monoklonalen
Antikorpern) oder indirekt (mit einem unbesetzten ersten AntikOrper und spéter mit einem
konjugierten zweiten) markiert werden. Entsprechend des fiir gewohnlich genutzten
Argonlasers mit einer Wellenldnge von 488 nm werden hierzu Fluorochrome verwendet,
welche auf dieser Wellenlinge zur Fluoreszenz angeregt werden: Fluorescein Isothiocyanate
(FITC), Phycoerythrin (PE), Propidium Iodide (PI), 7-Amino-Actinomycin D (7AAD),
Peridin-Chlorophyl-A-Protein (PerCP) und Dimere von Thiazole Orange (TOTO-1). Der
Einsatz anderer Fluoreszenzen bedarf der Nutzung zusétzlicher Laser.

Sollen Proben mit zwei oder mehr Fluorochromen markiert werden, stellt sich das Problem
der Fluoreszenz-Uberstrahlung. Die einzelnen Farbstoffe iiberlagern sich teilweise in ihren

Emissionsspektren (Abb.5), was eine Subtraktions-Kompensation notwendig macht'?’.
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Abb. 5: Emissionsspektren (Fluoreszenz)
(aus: Trainingshandbuch Durchflusszytometrie, 1999, BD Deutschland)

1.2.4 Anwendungsgebiete

Das Gros der Anwendungsmoglichkeiten  wird mit dem  Bereich  der
Immunphiinotypisierung (Erfassung bestimmter Antigene bzw. deren Expressionsmuster)
abgedeckt. Beispielsweise konnen durch Untersuchung zelluldrer Bestandteile des
Immunsystems primdre und sekundidre Immundefizienzen diagnostiziert werden. Die
Bestimmung der Absolutanteile bestimmter Zellpopulationen spielt bei der Stadieneinteilung
und Verlaufsbeurteilung z.B. einer HIV-Erkrankung eine entscheidende Rolle.

Neben der konventionellen Zytologie, Zytogenetik und den molekularbiologischen Methoden
hat die Durchflusszytometrie einen hohen Stellenwert in der Differentialdiagnostik
zahlreicher hdmatologischer Erkrankungen (Klassifikation von Leukdmien u.a.) und kann
auch zur Remissionskontrolle oder Diagnose von Rezidiven eingesetzt werden. Stammzell-
Quantifizierungen und die Bestimmung zelluldrer Bestandteile machen die Bedeutung fiir
Onkologie,  Pulmonologie = und  Rheumatologie =~ aus, das  Erkennen  von
Leukozytenverunreinigungen hat sich im Rahmen der Qualitdtskontrolle von Blutprodukten
bewihrt und speziellen Verdnderungen im Spermiogramm kann zur Infertilitéitsabklirung
nachgegangen werden.

Erst seit relativ kurzer Zeit nutzt man die Durchflusszytometrie fiir die Untersuchung von
Thrombozyten, besonders mit dem Schwerpunkt der Risikobestimmung im Bereich der

kardiovaskuldren und neurologischen Erkrankungen (siehe Kap. 1.3.4 Funktionsstérungen)
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anhand Immunphénotypisierung. Hierbei bietet sich die Durchflusszytometrie einerseits
speziell zur Verlaufskontrolle von Hirn- und Myokardinfarktpatienten, bei Zustinden nach
gefalchirurgischen Eingriffen und unter Aggregationshemmer-Therapie an, ist aber
andererseits ebenso geeignet zur Differentialdiagnostik der verschiedenen Thrombozyten-
Funktionsstorungen.

Weitere Routineanwendungen beziehen sich auf die Gebiete der HLA-Typisierung (DD
Autoimmunerkrankungen; Transplantationsmedizin), der DNA-/RNA-Analyse (Aneuploidie,
Zellzyklusanalysen) und verschiedene funktionelle Tests (LDL-Rezeptoren, Zytokin-

Nachweis, Phagozytose u.a.) 2%/7%/%.

1.2.5 Durchflusszytometrie von Thrombozyten

Zwar existieren schon seit lingerem verschiedene Ansitze, die Funktion der Blutplittchen
genauer zu erforschen (Untersuchungen von Plittchenfaktor 4, B-Thromboglobulin und P-
Selektin im Plasma138’139’140; Thromboxan A,-Metaboliten in Plasma und Urin148’149; Wu und

Hoak —Methode zur Detektion zirkulierender Plittchen-Aggregate’'

), aber nur wenige
Thrombozyten-Funktionstests haben Bedeutung fiir den klinischen Alltag, so z.B. die
Bestimmung der Blutungszeit und die Plittchen-Aggregometrie. Beide haben jedoch groflere
Einschrinkungen'*""'**.

Auch die Durchflusszytometrie war in klinischen Studien iiber die Untersuchung gewaschener

143,144

Plittchen bzw. plittchenreichen Plasmas aufgrund artifizieller in vitro-Aktivierung

zunéchst nicht liberzeugend, aber die Einfiihrung der Verarbeitung von Vollblut durch Shattil

et al'®

brachte einen grofen Fortschritt: Aktivierungsstadien konnen anhand
aktivierungsabhidngiger monoklonaler Antikérper bestimmt werden und die Verwendung
exogener Agonisten ermoglicht die Analyse der Reagibilitit der ohne groBe Manipulation des
Priparates in vitro.

Da Pliattchen auf die Detektion und Reaktion auf geringste Verdnderungen im
physiologischen Gefamilieu spezialisiert sind, ist es auBerdem sehr schwierig, die Zellen zu
analysieren, ohne eine Funktionsidnderung herbeizufiihren. Durchflusszytometrisch konnen
die Zellen elektronisch ,,isoliert“ werden, wodurch Manipulationen des Blutes vermieden
werden'*?.

Weiterhin machte diese Analysemethode eine grolere Anzahl von Objekten sichtbar, welche

leicht mit Thrombozyten verwechselt werden konnen. Darunter fallen Fragmente roter
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Blutkorperchen oder der Plittchen selbst, Teile von Leukozyten, Immunkomplexe und
Mikroorganismen'>>'>*!>> Das Zytometer ist in der Lage, die meisten dieser Partikel zu

identifizieren und von Pléttchen zu unterscheiden.

Zusammenfassend heiflt das, dass viele Plittchen-Funktionen von klinischem Interesse
anhand der Durchflusszytometrie quantifiziert werden konnen: die Zellzahl im Vollblut, die
Messung der Produktion, die Entfernung aus der Zirkulation, die Aggregation in Vollblut,
individuelle Aktivierungsschritte (Konformationsinderungen an Rezeptoren, Degranulation)

oder Interaktionen mit anderen Zelltypen'*>.

1.2.5.1 Prinzip der Probenaufbereitung

Die Aufbereitung der Vollblut-Proben folgt einem typischen Schema: Als Antikoagulans
eignet sich Citrat, die Probe wird zur Minimierung der Aggregatbildung verdiinnt, die
monoklonalen Antikorper werden in sittigender Konzentration zugefiigt. Fixierungen konnen
anhand 1%iger Paraformaldehyd-Losung vorgenommen werden'*

Michelson and Shattil'*").

(genaue Protokolle:

1.2.5.2 Spezifische Antikorper und Aktivierungsmarker

Als Aktivierungsmarker gelten Antigene, welche im aktivierten Zustand der Thrombozyten
quantitativ in einem anderen Verhiltnis nachweisbar sind, als im ruhenden Zustand der
Zellen.

Zur Messung der Expression etwaiger Antigene auf der Thrombozyten-Oberfldche werden fiir
Vollblut-Analysen bevorzugt monoklonale Antikorper gegen die entsprechenden Rezeptoren
verwendet, um unspezifische Antikorper-Bindungen durch polyklonale Antikorper zu
minimieren. Bei der Nutzung direkt-konjugierter Antikorper wird auf die anschlieBende
Besetzung mit Zweitantikorpern verzichtet und den Zellen eine Traumatisierung durch
zusdtzliches Waschen der Proben oder Zentrifugation erspart, was eine ungewollte

Aktivierung in vitro zur Folge hitte.
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Fiir die Untersuchung von Plittchen bietet sich die Zwei-Farben-Analyse an, anhand derer
durch die Verwendung aktivierungs-unabhéngiger, aber Plittchen-spezifischer Antikorper die
Abgrenzung gegen rote und weile Blutkdrperchen ermoglicht wird"’.

Zur Identifizierung der Thrombozyten im Vollblut eignen sich Antikdrper gegen GplIb/Illa'®
oder GprlSO.

Die Plittchen-Aktivierung kann basierend auf der Quantifizierung der Oberflachenexpression
von CD62p146’15 2 oder CD63"? bestimmt werden, welche im Ruhezustand der Zelle innerhalb
der Granula liegen und erst nach Aktivierung exprimiert werden. CD63 stellte sich hier zwar

6

als weniger sensitiv fiir den Nachweis einer Aktivierung heraus ', sein Antikorper ist jedoch

fir den Nachweis von o-Storage-Pool-Defekten (,,Gray Platelet Syndrome*), gemeinsam
verwendet mit CD62p-Antikorpern, durchaus gut geeignet'®>'®.

Marker wie PAC-1 und LIBS (Ligand-induced Binding Sites) erkennen Epitope, welche im
Zusammenhang mit Konformationsinderungen ebenfalls erst unter der Aktivierung
auftreten'*” (siehe Kap. 1.1.3.2 Thrombozytenaktivierung und Aggregation).

Weitere Antikorper erkennen Konformationsidnderungen des Liganden (Fibrinogen), welche
Rezeptor-induziert sind (RIBS =Receptor-Induced Binding Sites) "¢ '*°.

AuBerdem gelten die Erhohung der intrazelluldren F-Aktin-'"  und  Calcium-

168,169

Konzentration , die Bindung von Annexin y1i70

und Fluorochrom-markiertem
Fibrinogen'’' und andere als Nachweise der Aktivierung. Aber die wenigsten der genannten
Marker sind kommerziell in groBeren Mengen erhéltlich oder zur Priparation von Vollblut

verwendbar.

Der groBle Vorteil der Aktivitits-Messung anhand immunologischer Marker liegt
insbesondere in der hohen Sensitivitit, auch bei sehr niedrigem Aktivierungs-Level.
Konstitutionell exprimierte Antigene konnen nach Stimulation quantitativ vermehrt (z.B.
GplV, Gpllb/Illa) oder vermindert (z.B. Gplb) prisentiert und zum Aktivierungsnachweis
herangezogen werden' >'*'7*, Speziell im Falle von Gplb gibt es hierzu jedoch kontroverse

. 175,176,177
Ansichten .
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1.2.5.3 Mikropartikel und Thrombozytenaggregate

Die Thrombozyten-Durchflusszytometrie hat die Erkldrung und Quantifizierung eines friiher
weitgehend unbekannten Phdnomens ermoglicht: die Fragmentierung unter Aktivierung in
verschiedenen Situationen'*®'"1>%,

Diese so genannten Mikropartikel sind zwar kleiner als regulire Blutplittchen (¢ 0,02'*! bis

0,5},Lm182),

tragen jedoch ebenfalls spezifische Oberflichenmarker wie Gpllb/Illa und
GpIb/IX, und werden bei Immunthrombozytopenie, Thrombotisch Thrombozytopenischer
Purpura,  Heparin-induzierter =~ Thrombozytopenie = und  anderen  Erkrankungen
nachgewiesen'>*'°*!1®112 " Thre Bedeutung fiir thrombembolische oder atherosklerotische
Prozesse ist jedoch noch weitgehend ungeklirt. Sie dienen als Katalysatoroberfldche fiir den
Prothrombinase-Komplex. Ob sie aufgrund ihrer Oberflichenstruktur wie regulére
Thrombozyten in entstehende Aggregate einbezogen werden und ob sie iiber lokale

Funktionen hinaus wirksam sind, steht zur Diskussion.

Auch Plittchenaggregate gelten als zusitzliche Aktivierungsmarker'®. Patienten mit
arterieller GefiBerkrankung fiihren diese vermehrt im Blutstrom'’®, die Aggregate sind aber
auch prinzipiell nachweisbar und korrelieren mit dem erhohten Risiko von
GefiBverschliissen””. Seit den 80er Jahren weiB man, dass winzige Aggregate bereits
entstehen, bevor ein Anstieg von CD62p oder B-Thromboglobulin iiberhaupt nachweisbar

. 179,180
1st .

Das Vorliegen beider Zustdnde kann einfach anhand ihres Profils im FSC erfasst werden

(Abb.6). Automatische Analysegerite sind hierzu nicht in der Lage.
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Abb. 6: Trennung der Thrombozyten von anderen Zellen (schwarz: Eryhtrozyten-
Thrombozyten-Koinzidenz-Ereignisse) und Einteilung der Thrombozyten in Single
Platelets, Mikropartikel und Aggregate durch Gating
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1.3 FRAGESTELLUNG DER ARBEIT

In dieser Studie soll die Aktivitidt von Thrombozyten bei einer gesunden Probandengruppe im
Langsschnitt untersucht werden.

Diese Studie ist ein wichtiger Bestandteil einer Gesamtstudie, in welcher neben gesunden
Probanden auch neurologische Patienten mit hochgradigen Karotisstenosen, die eine
thrombozytenaggregationshemmende Therapie mit ASS oder Clopidogrel in Monotherapie
und ASS plus Clopidogrel in Kombination im Rahmen eines individuellen Therapieversuchs
bei Indikation zur Antikoagulation, jedoch schwerwiegenden Kontraindikationen dagegen,
und nach endovaskulirer, stentgeschiitzter Ballonangioplastie untersucht werden sollen.
Bislang ist unbekannt, wie stark die Thrombozytenaktivierung bei diesen Patienten im
zeitlichen Verlauf schwankt, obwohl gerade in dieser Patientengruppe ein sehr hoher Anteil

aktivierter Thrombozyten vorliegt, der mit dem Grad der Stenose zunimmt'"

. Von groflem
Interesse ist weiterhin die Frage nach Therapie-Nonrespondern, die nach Literaturangaben fiir
ASS bei iiber 20% liegen (Grotemeyer et al.) und fiir Clopidogrel oder die
Kombinationstherapie unbekannt ist. Die Durchflusszytometrie von Thrombozyten konnte
beziiglich dieser Frage einen pradiktiven Wert besitzen.

Da aber selbst bei Gesunden unbekannt ist, mit welcher Fluktuation an aktivierten
Thrombozyten im Léngsschnitt zu rechnen ist, ist gerade diese Information wichtig fiir die

Interpretation der Patientendaten.
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2 PROBANDEN, MATERIAL UND METHODEN

2.1 PROBANDEN UND UNTERSUCHUNGSPLAN

2.1.1 Probanden

Die Probanden wurden 4 vor Versuchsbeginn festgelegten Gruppen zugeordnet:

. mannlich, Alter 20-35 Jahre
. weiblich, Alter 20-35 Jahre
. mannlich, Alter > 45 Jahre

. weiblich, Alter > 45 Jahre

Die Gruppenstirke betrug jeweils 10 Personen, bis auf die Gruppe ,,ménnlich, = 45 Jahre®,
welche 8 Personen beinhaltete. Das Probandenalter wurde wie angegeben gewihlt, um sowohl
ein junges als auch ein dlteres Kollektiv zu untersuchen und auf Altersunterschiede vergleichen

zu konnen.

Vor der Probanden-Rekrutierung wurden folgende Ausschlusskriterien festgelegt:

. Alter,

. Einnahme von Medikamenten, welche sich auf die Thrombozytenfunktion auswirken,
. bekannte Gefidllkrankheiten,
. beginnende oder manifeste Atherosklerose der A. carotis communis und interna sowie

der A. vertebralis bei der extrakraniellen Farbduplexsonographie.

Zur Beurteilung der GefdBverhiltnisse der extrakraniellen, hirnversorgenden Arterien wurden
alle Probanden an der Neurologischen Universititsklinik Gielen farbduplexsonographisch
untersucht und insbesondere eine beginnende Atherosklerose anhand der Messung der Intima-
Media-Dicke in der A. carotis communis oder in Form atherosklerotischer Plaques, Stenosen
oder von GefdBokklusionen ausgeschlossen.

Dariiber hinaus wurden alle Probanden dazu angehalten, innerhalb von mindestens 7 Tagen vor
dem néchstfolgenden Blutentnahmetermin keine die Thrombozytenfunktion beeintrichtigenden

Medikamente einzunehmen.
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Die vorliegende Untersuchung wurde von der Ethikkommission des Fachbereichs Medizin der
Justus-Liebig-Universitdt gepriift; diese hatte keine ethischen Bedenken beziiglich der
Durchfiihrung. Alle Probanden wurden vor Einschluss eingehend iiber die Studie aufgeklirt und

stimmten der Teilnahme zu.

2.1.2 Untersuchungsplan

Die Untersuchungen erfolgten zu definierten Zeitpunkten innerhalb eines Zeitraumes von 3
Monaten nach Untersuchungsbeginn am Tag 1, Tag 4, Tag 14, Tag 30 sowie Tag 90 und
umfassten jeweils die Bestimmungen zur CD62p-Expression, der PAC-1-Epitope, der gesamten

ADIAflo-Messreihe sowie des Blutbildes.
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2.2 REAGENZIEN

» ADIAflo™ Platelet Gp, Product No. 674

- Reagent 1 — Concentrated diluent, 15 ml
- Reagent 2a — Negative Control

- Reagent 2b — Anti GplIb/IIla (CD 41)

- Reagent 2c — Anti Gplb (CD 42b)

- Reagent 2d — Anti Gpllla (CD 61)

- Reagent 2e — Anti GMP 140 (CD 62p)
-Reagent 3 — Calibrator

- Reagent4 — Anti IgG-FITC

(- Reagent 5 — Freeze dried TRAP)

¢ PAC-1 — FITC, monoklonaler, fluorochrom-
markierter Antikorper

¢ CD 42b - PE, monoklonaler, fluorochrom-
markierter Antikorper

* CD 62p — FITC, monoklonaler, fluorochrom-
markierter Antikorper

* Mouse IgG — FITC, monoklonaler, fluoro-
chrommarkierter
Antikorper

* CaliBRITE Beads

* FACS-Clean/ FACS-Flow/ FACS-Rinse

* Aqua ad iniectabilia, 1000 ml

* Aqua bidest.

¢ PBS Dulbecco’s, 500 ml

w/o calcium and magnesium
w/o sodium bicarbonate

american diagnostica inc.,
Greenwich, CT, USA

Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, San
Jose, CA, USA

Immunotech,
Marseille, France

Immunotech,
Marseille, France

Immunotech,
Marseille, France

Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, San
Jose, CA, USA

Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, San
Jose, CA, USA

Baxter S.A., Lessines, Belgien
Pharmacia, Erlangen

GIBCO™, Invitrogen
Corporation, Auckland, N.Z.,
Paisley, U.K., Grand Island, NY,
USA
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* Glyoxal (C,H,0,), 40%ige Lsg. in Wasser

* Glycine (C;Hs5NO,), gelost in PBS

* Paraformaldehyd Pulver

* Natronlauge (NaOH), 1IN Losung

* Sysmex Manoresh MR-50

* Sysmex Cellpack CPK-310A

2.3  MESSGERATE UND SOFTWARE

* FACSCalibur Durchflusszytometer

¢ Power Macintosh G3

* CellQuest™, Software zur Datenaufnahme
und —Analyse in Verbindung mit einem
Durchflusszytometer

* Sysmex Mikrocellcounter CC-170

* Sysmex Auto Dilutor AD-241

* Lichtmikroskop

e MS1 Minishaker

MERCK-Schuchardt,
Hohenbrunn

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Sigma, MO, USA

MERCK, Darmstadt

Sysmex Deutschland GmbH

Sysmex Deutschland GmbH

Becton Dickinson
Immunocytometry Systems,
San Jose, CA, USA

Apple Computer GmbH,
Miinchen

Becton Dickinson
Immunocytometry Systems,
San Jose, CA, USA

Sysmex Deutschland GmbH

Sysmex Deutschland GmbH

Zeiss, Germany

IKA® Werke GmbH &
Co. KG, Staufen, Germany
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2.4 VERARBEITUNGSZUBEHOR

* Probenréhrchen mit Citrat-Antikoagulans,
KABEVETTE, Natriumcitrat 0,1 M,

* Probenréhrchen mit EDTA-Antikoagulans,
KABEVETTE, K,-EDTA (1,5 mg/ml)

e Thrombo Plus (REF 51.334)

* Butterfly 21 G griin mit Adapter

* Pipetten (0,5-10 pl, 10-100 pl, 200-1000 pl,
Multipette)

* Pipettenspitzen (2,5 ml, 5,0 ml,
12,5 ml fiir Multipette)

* Polystyrene Round-Bottom Tube, 5 ml

* Polystyrene Round-Bottom Tube, 5 ml,
nonpyrogenic

* Blue Cap (15 ml, 50 ml)

 Zdhlkammer: Neubauer Improved
bright-line, Tiefe 0,1mm)

* Deckglédser: Haemacytometer, 20x26 mm

KABE-Labortechnik,
Niimbrecht-Elsenroth

KABE-Labortechnik,
Niimbrecht-Elsenroth

Sarstedt AG & Co.,
Niimbrecht, Deutschland

KABE-Labortechnik,
Niimbrecht-Elsenroth

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

FALCON, Becton
Dickinson

FALCON, Becton
Dickinson

FALCON, Becton
Dickinson

Brand GmbH & Co KG,
Wertheim

Menzel-Glaser,
Glasbearbeitungswerk GmbH &
Co. KG, Braunschweig
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2.5 SPEZIELLE LOSUNGEN

2.5.1 Paraformaldehyd-Losung

Paraformaldehyd Pulver wurde in Aqua bidest. suspendiert (10% w/v). Die Suspension wurde
auf 70-90°C erwidrmt und tropfenweise mit 1N Natronlauge versetzt, bis die Losung klar

erschien. Die Losung wurde bei Zimmertemperatur max. 1 Monat gelagert.

2.5.2 Fixations-Losung

Die Fixations-Losung wurde an jedem Versuchstag frisch hergestellt. 8 Teile 10%ige
Paraformaldehyd-Losung und ein Teil 40%ige Glyoxal-Losung wurden mit Phosphatpuffer zu
200 Teilen gemischt (Endkonzentration: 0,4% Paraformaldehyd, 0,2% Glyoxal) und mit einem
0,22 um Filter filtriert.

2.5.3 Verdiinnungs-Losung

Glycine wurde in Phosphatpuffer gelost (0,2% w/v). Die Losung wurde bei 5-8°C max. 1 Monat
aufbewahrt. An jedem Versuchstag wurde die Verdiinnungslosung mit einem 0,22 pm Filter

filtriert.

2.6 PROBENENTNAHME UND -VERARBEITUNG

2.6.1 Entnahme der Blutproben

Zur Blutentnahme dienten die V. cubitalis bzw. die V. basilica der Probanden. Die Blutentnahme
erfolgte nach einer fiinfminiitigen Ruhezeit, im Sitzen und mit einer Butterfly-Kaniile der Grofle
21 G ohne Oberarmkompression. Das Blut wurde in drei Medien aspiriert: In Fixations-Losung
fiir die CD62p-Messung, in Citrat-Losung sowohl fiir die Messung von PAC-1 als auch die
ADIAflo™-Messreihe sowie in EDTA-Losung zur Bestimmung des Blutbildes und der
Thrombozytenzahl.
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2.6.2 Priparation zur CD 62p - Bestimmung

Fiir die Bestimmung von CD62p wurde Vollblut im Verhiltnis 1:1 mit Fixations-Losung (siehe
Kap. 2.5.2) versetzt (Endkonzentration: 0,2% Paraformaldehyd, 0,1% Glyoxal), 10 min in dieser
Mischung belassen und anschlieBend im Verhiltnis 1:10 mit Verdiinnungslosung (siehe Kap.
2.5.3) verdiinnt. Je 50 pl dieser fixierten und verdiinnten Probe wurden mit jeweils 10 pl der
monoklonalen, fluorochrom-markierten Antikérper CD 42b — PE und IgG-Mouse Isotyp — FITC
bzw. CD 42b — PE und CD 62p — FITC gemischt und 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur
inkubiert. Die letzte Verdiinnung wurde im Verhiltnis 1:5 durchgefiihrt. Jede Probe wurde zur
Durchfiihrung einer Doppelbestimmung zweifach angesetzt.

Dieses Fixierungsprotokoll basiert auf dem ,Cyfix III-Protokoll” einer Karlsruher
Arbeitsgruppe, welches den von der Arbeitsgruppe fiir Durchflusszytometrie von Thrombozyten

der Gesellschaft fiir Thrombose und Himostase erarbeiteten Kriterien entsprichtzos.

2.6.3 Priparation zur PAC-1 — Bestimmung

Zur Bestimmung von PAC-1 wurden 50 pl unfixierten Citratblutes im Verhiltnis 1:20 mit
Phosphatpuffer verdiinnt. Wiederum 50 pl dieser verdiinnten Probe wurden mit jeweils 10 ul der
monoklonalen, fluorochrom-markierten Antikorper CD 42b — PE und PAC-1 — FITC in
doppelter Ausfithrung gemischt und 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Die

letzte Verdiinnung wurde im Verhiltnis 1:5 durchgefiihrt.

2.6.4 Priparation zur Bestimmung der ADIAflo-Messreihe

Entsprechend der den Reagenzien beiliegenden Anleitung wurden die Proben folgendermallen
prapariert:

Zur Bestimmung der ADIAflo-Messreihe wurden 50 pl unfixierten Citratblutes mit 500 pl
Puffer (mit Aqua ad iniectabilia verdiinntes Reagenz 1) verdiinnt. Je 20 pl IgG-Mouse, anti
Gpllb/Illa Mab (CD 41a), anti Gplb Mab (CD 42b), anti Gpllla Mab (CD 61) und anti GMP 140
Mab (CD 62p) wurden in je eines von 5 MessgefdBen pipettiert. AnschlieBend wurden jedem
Aliquot je 20 pul der verdiinnten Blutprobe hinzugefiigt, gut vermischt und 10 min bei

Raumtemperatur inkubiert. Die Markierung der Proben erfolgte mit je 20 upl IgG — FITC
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(Reagenz 4), welche nach gutem Vermischen wiederum fiir 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert wurde. Die letzte Verdiinnung wurde mit 2 ml des verdiinnten Reagenz 1 durchgefiihrt.
Nach Durchfiihrung dieser Schritte ist eine Lagerung der Proben bis zu 4 Stunden bei 2-8°C
moglich.

Die zur spiteren Rezeptorberechnung benétigte mittlere Fluoreszenz (Mean Fluorescence) wurde
mit den der Originalpackung beiliegenden Kalibrierungskiigelchen (Beads; Reagenz 3)

bestimmt.

2.7 MESSUNG AM DURCHFLUSSZYTOMETER

2.7.1 Grundeinstellungen

Samtliche Testreihen wurden am FACSCalibur Durchflusszytometer der Firma Becton
Dickinson durchgefiihrt. Das Gerit arbeitet mit einem luftgekiihlten 488nm Argon-Laser. Zur
Erfassung der Fluoreszenzen dienen ein 530/30 Bandpassfilter fiir Fluoreszenz 1 (FITC), ein
585/42 Bandpassfilter fiir Fluoreszenz 2 (PE), ein 670 Longpassfilter fiir Fluoreszenz 3 (PerCP)
und ein 661/16 Bandpassfilter fiir Fluoreszenz 4 (APC).

Sowohl die Vorwirtslichtstreuung (Forward Angle Light Scatter, FSC) als auch die
Seitwirtslichtstreuung (Side Angle Light Scatter, SSC) sowie sidmtliche Fluoreszenzkanile
wurden logarithmisch verstirkt.

Die Grundeinstellungen des Zytometers wurden anhand fluoreszierenden
Standardkalibrierungskiigelchen (CaliBRITE Beads) regelmiiBig iiberpriift und justiert'®.
Frithere Untersuchungen zeigten, dass mit der Flussrate auch die Zahl der Koinzidenz-Ereignisse
im Zytometer zunimmt'®*. Daher wurde eine maximale Flussrate von 3000 Ereignissen/s
festgelegt und die Einstellung am Zytometer gegebenenfalls manuell reguliert.

Die Proben zur CD 62p- sowie zur PAC-1-Analyse wurden in Doppelbestimmung angesetzt und
gemessen. Hierbei wurden jeweils 2000 Ereignisse registriert. In der ADIAflo-Testreihe wurden

je Probe 5000 Ereignisse registriert.
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2.7.2 Abgrenzung der Thrombozyten gegen andere Zellen

Thrombozytidre Strukturen, d.h. Singuletten, Aggregate und Mikropartikel, konnen im Zytometer
anhand Kopplung an thrombozytenspezifische PE-markierte CD 42b-Antikorper identifiziert und

im so genannten ,,.Dot Plot*!%

von anderen Zellen oder Partikeln abgegrenzt werden. Es wurde
ein Schwellenwert definiert, welcher sdmtliche CD 42b-negativen Zellen und Partikel

(Erythrozyten, Leukozyten etc.) von der weiteren Analyse ausschloss.

2.7.3 Differenzierung der thrombozytiren Strukturen

Einzelne Thrombozyten (Singuletten), Thrombozyten-Aggregate und Thrombozyten-
Mikropartikel stellen sich aufgrund verschiedener Lichtstreuung im Forward Scatter
unterschiedlich dar und konnen daher differenziert werden. Als Vorgehensweise wurde die
Methodik anderer Arbeitsgruppen angewandt'**'®”'®®: Die beiden notwendigen Grenzwerte
hierfiir wurden mit nicht aktivierten Proben von 15 gesunden Probanden arbitrir so festgelegt,
dass sich >95% aller Thrombozytenereignisse innerhalb der Grenzwerte befinden. Alle
Ereignisse mit einem FSC oberhalb des oberen Grenzwertes galten von nun an als Aggregate,

alle Ereignisse mit einem FSC unterhalb des unteren Grenzwertes als Mikropartikel (siehe Abb.

6).

2.7.4 Analyse CD62p- und PAC-1-positiver Thrombozyten

Die aktivierungsgekoppelte Expression von CD62p wird anhand der Fluoreszenzintensitét
gebundener FITC-anti-CD62p erfasst. Diese ist zwar im Vergleich zu einer PE-Markierung
relativ schwiicher, jedoch ist der FITC-Kanal (= FL1-Kanal) des Zytometers fiir Uberstrahlung
durch die PE-Fluoreszenz wenig empfindlich. Somit konnen Artefakte durch Anderung der PE-
Fluoreszenz minimiert werden. Dieses Vorgehen orientiert sich an den Empfehlungen der

European Working Group on Clinical Cell Analysis 189,

Fiir die Bestimmung der Aktivierung anhand CD62p wurde ein arbitriarer Schwellenwert anhand
nicht aktivierter Proben von 15 gesunden Probanden so festgelegt, dass sich >95% aller

Thrombozyten mit ihrer anti-CD62p-Fluoreszenz unter diesem befinden. Alle Thrombozyten mit
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anti-CD62p-Fluoreszenz-Werten iiber diesem Schwellenwert werden operational als ,,CD62p-

positiv* oder ,,aktiviert* definiert (Abb. 7).
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Abb.7:Graphische Darstellung eines FSC/FITS-anti CD 62p-Dot-Plots
mit definiertem Schwellenwert fiir ,,aktivierte*, CD 62p-positive
Thrombozyten

Die gleiche Vorgehensweise gilt auch fiir die Analyse der Aktivierung anhand PAC-1: Anhand
nicht aktivierter Proben von 15 gesunden Probanden wurde ein arbitridrer Schwellenwert so
definiert, dass sich >95% aller Thrombozyten mit ihrer anti-PAC-1-Fluoreszenz unter diesem
befinden. Alle Thrombozyten mit anti-PAC-1-Fluoreszenz-Werten iiber diesem Schwellenwert

werden operational als ,,PAC-1-positiv‘ oder ,,aktiviert* definiert.

Zur Kontrolle und Ergebnissicherung wurden je Proband und Messtag Isotyp-

Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

2.7.5 Analyse der ADIAflo-Messreihe: CD 41, CD 42b, CD 61, CD 62p sowie Isotyp

Die Rezeptorantikdrper der ADIAflo-Messrethe wurden im Rahmen der Priparation mit der
Fluoreszenz FITC gekoppelt. Es handelte sich um eine Einfarben-Analyse.
Im FSC und SSC gegeneinander auftragenden Dot Plot konnte die Population der Thrombozyten

durch Gating von anderen Zellformen differenziert werden (Abb.8).
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Abb.8:Graphische Darstellung eines FSC/SSC-Dot-Plots zur
Identifizierung von Thrombozyten aus der Vollblutprobe

am Beispiel CD 42b (ADIAflo-Messreihe)

Diese als ,,FITC-Marker-positive Thrombozyten* identifizierte Population wurde in einen

weiteren Plot tibernommen, in welchem die so ermittelte Thrombozytenmenge jeweils gegen

einen der Fluoreszenz-besetzten Rezeptor-Antikorper aufgetragen wurde (Abb.9).

Total exkl. Kanal 0

FITC-Marker-pos. T bozyten |

10°
CD42b FITC

Abb.9:Rezeptorcount am Bsp. CD 42b
(ADIAflo-Messreihe)
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2.7.6 Berechnungen

2.7.6.1 CD 62p- und PAC-1-positive Zellen

Aufgrund Differenzierung durch Gating (siehe Kap. 2.7.3: Differenzierung thrombozytirer
Strukturen) ist es moglich, anhand entsprechender Einstellungen am Durchflusszytometer
sowohl die Plittchenaktivierung als auch den Anteil der Singuletten, Mikropartikel und
Thrombozyten-Aggregate prozentual darzustellen. Hiermit war es moglich, anhand der ebenfalls
bestimmten Thrombozytenzahl die Anzahl der positiven Zellen je pl Vollblut zu ermitteln,
welche anti-CD62p bzw. anti-PAC-1 gebunden hatten. Dazu wurde fiir jede Zellgruppe jeweils
der Mittelwert aus der Doppelbestimmung berechnet und nach den folgenden Formeln

vorgegangen:

gezihlte Thrombozytenzahl
Mikropartikel / pl = ------mmmmmmm e --  x Anteil der Mikropartikel in %
Anteil der Singuletten in %

gezihlte Thrombozytenzahl
Aggregate / pl e ---- X  Anteil der Aggregate in %
Anteil der Singuletten in %

Diese Berechnungen erfolgten individuell fiir jeden Probanden sowie jeden Messtag neu.

2.7.6.2 CD 41-, CD 42b-, CD 61- sowie CD 62p-Rezeptoren im Rahmen der ADIAflo-

Messreihe

Auf der ADIAflo-Originalpackung war die Anzahl der Binding Sites fiir den jeweiligen
Rezeptor-Antikorper angegeben. Auflerdem wurde anhand der beiliegenden Beads (Reagenz 3)
die zur Auswertung bendtigte Mean Fluorescence ermittelt. Diese Werte dienten als Datenquelle

fiir die Erstellung eines Graphen mit der Gleichung

y=ax+b.
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Neben den oben angegebenen Rezeptoren-Proben wurde je Proband und Messtag eine Isotyp-
Kontrolle angesetzt und gemessen. Die resultierenden Werte wurden jeweils von der Mean
Fluorescence der verschiedenen Rezeptormessungen subtrahiert.

So erfolgte die Berechnung der Rezeptorzahlen folgendermal3en:

Rezeptorzahl = a (Mean Fluorescence — Isotyp) + b.

Diese Berechnungen erfolgten individuell fiir jeden Probanden sowie jeden der 4 verschiedenen

Rezeptoren pro Messtag neu.

2.8  WEITERE BESTIMMUNGEN

2.8.1 Blutbild

Die Bestimmung des Blutbildes beinhaltete die Zidhlung der Erythrozyten, Leukozyten und
Thrombozyten sowie die Messung des Hidmoglobins und des Héimatokrits. AuBer der
Pliattchenzdhlung, welche mikroskopisch durchgefiihrt wurde, wurden alle Werte automatisch an

einem Gerit der Firma ,,Sysmex‘‘ bestimmt.

2.9 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Zur Auswertung des Datenmaterials wurden verschiedene Tests angewandt:

Der zeitliche Verlauf der verschiedenen Parameter wurde mit einem Friedman-Tests untersucht.
Im Falle eines signifikanten Unterschieds wurden dann die Daten mit einem Wilcoxon matched-
pairs signed-rank test zweiseitig/ paarweise analysiert. Fiir die Uberpriifung eventueller
Verbindungen der Ergebnisse zum jeweiligen Alter der Probanden und hinsichtlich

Geschlechtsunterschieden wurde ein Mann-Withney-U-Test genutzt.
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3 ERGEBNISSE

31 THROMBOZYTENZAHLEN

3.1.1 Vergleich simtlicher Probanden

Die Anzahl der Thrombozyten betrug in der gesamten Probandenpopulation, sé@mtliche

Messzeitpunkte gemeinsam betrachtet, zwischen 120.000/ pl (Minimum; & 25J.; Tag 90) und
420.000/ pl (Maximum, ¢ 26J.; Tag 1).

Im Mittel ergab sich die geringste Zellzahl am Tag 90 mit 241.111 Plattchen/ pl, die hochste
mit 264.444 Zellen/ pl am Tag 14.
Der Median betrug zwischen 242.500 Pléttchen/ pl (Tag 30) und 262.500/ ul (Tag 04).

Thrombozytenzahl
Messzeitpunkt Mittelwert Standardabweichung Median Stichprobe

t M SD MED n
Tag 01 259.167 62.261 247.500 36
Tag 04 262.222 45.268 262.500 36
Tag 14 264.444 53.729 247.500 36
Tag 30 246.806 61.005 242.500 36
Tag 90 241.111 56.380 245.000 36

Tab. 3.1: Thrombozytenzahlen/ pl aller Probanden insgesamt (nur kompl. Datensitze)

Im Friedman-Test konnten keine signifikanten Unterschiede der Thrombozytenzahlen zu den

verschiedenen Messzeitpunkten belegt werden (p = 0,21).
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3.1.2 Geschlechtsunterschiede

Im Vergleich von Frauen und Minnern ergeben sich folgende Werte:

Thrombozytenzahl
Messzeitpunkt Mittelwert Standardabw. Median Menge | Wilcoxon
t M SD MED n p

Tag01 & 242.778 57.323 245.000 18

Q 268.250 64.793 257.500 20 0,31
Tag 04 & 244.444 54.121 247.500 18

Q 278.250 31.551 280.000 20 < 0,05
Tag 14 & 238.611 47.179 225.000 18

Q 283.250 50.713 280.000 20 <0,01
Tag 30 & 229.722 49.867 227.500 18

Q 263.250 66.556 260.000 20 0,1073
Tag90 J& 217.059 53.650 205.000 17

Q 262.632 50.864 245.000 19 < 0,05
alle 3 234.719 52.301 230.000 89

Q 271.212 53.928 260.000 99 < 0,01

Tab. 3.2: Thrombozytenzahlen nach Geschlecht getrennt

Insgesamt wiesen Minner etwas geringere Thrombozytenzahlen als Frauen auf.

Die geringste Plittchenzahl bei Frauen betrug 160.000/ pul (9 27J.; Tag 01), die hochste
420.000/ ul (@ 26].; Tag 01). Die Mittelwerte der weiblichen Probanden lagen zwischen
262.632/ pl am Tag 90 und 283.250/ pl am Tag 14. Der Median lag zwischen 245.000/ pl
(Tag 90) und 280.000/ pl (Tag 04 und Tag 14)

Im ménnlichen Geschlecht fand sich ein Minimum von 120.000/ ul (3 25J.; Tag 90) und ein
Maximum von 360.000/ pl (3 48J.; Tag 01). Die Mittelwerte zeigten hier mit Zellzahlen
zwischen 217.059/ pl (Tag 90) und 244.444/ pl (Tag 04) insgesamt etwas niedrigere
Thrombozytenzahlen als bei den weiblichen Probanden.

Das gleiche Phinomen kann beziiglich der Mediane zu den einzelnen Messzeitpunkten
beobachtet werden: Hier bewegen sich die Zellzahlen zwischen 205.000/ pl (Tag 90) und
247.500/ pl (Tag 04).
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Im zweiseitigen U-Test zeigen sich signifikante Geschlechtsunterschiede an den Messtagen
04 (p=0,03) und 90 (p=0,03), am Tag 14 (p=0,01) fiel der Test sogar hochsignifikant aus.
Ebenfalls hochsignifikant fillt der Geschlechtsunterschied aus, betrachtet man s@mtliche

Messzeitpunkte zusammengenommen.

3.1.3 Alterskorrelation

Thrombozytenzahl / pl
MW £ SD
Alter <35 Jahre 255.400 + 62.17
> 45 Jahre 252.273 £48.5
Y 0,67

Tabelle 3.3: Altersunterschiede bzgl. der Thrombozytenzahlen / pl.

Der Vergleich der verschiedenen Altersgruppen zeigte keinen signifikanten Zusammenhang

von Alter und Thrombozytenzahlen im untersuchten Kollektiv.

32 CDe62p

3.2.1 Vergleich simtlicher Probanden

3.2.1.1 CD 62p-positive Thrombozyten (%)

Im Vergleich sdmtlicher Probanden anhand der Beobachtungszeitpunkte findet man
maktivierte, d.h. CD62p-positive Thrombozyten, d.h. prozentuale Anteile der Gesamt-
Plittchenzahl, welche iiber einen definierten Schwellenwert hinaus gehen (siehe Kap. 2.7.4:
Analyse CD62p- und PAC-1-positiver Thrombozyten). Diese Werte bewegen sich zwischen
0,25% (Minimum, & 31J., Tag 01) und 21,83% (Maximum 9 47J., Tag 14).

Im Mittel zeigen zwischen 0,82% (Tag 90) und 2,24% dieser Zellen (Tag 14) eine
Aktivierung. Der Median liegt zwischen 0,69% an den Tagen 30 und 90 und 1,21% am Tag
01.
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CD 62p-positive (,,aktivierte*‘) Thrombozyten (%)

Messzeitpunkt Mittelwert Standardabweichung Median Stichprobe
t M SD MED n
Tag 01 1,90 1,83 1,21 37
Tag 04 1,55 2,43 0,83 37
Tag 14 2,24 3,98 1,01 37
Tag 30 1,54 2,23 0,69 37
Tag 90 0,82 0,45 0,69 37

Tab. 3.4: CD 62p-positive (“aktivierte*) Thrombozyten (%) aller Probanden insgesamt (nur kompl. Datensitze)

Im Friedman-Test konnten keine signifikanten Unterschiede herausgestellt werden (p = 0,11).

3.2.1.2 Singuletten (single platelets) (%)

Der Anteil der einzeln vorliegenden Thrombozyten betrug im geringsten Fall 86,07%
(Minimum, ¢ 25J., Tag 30), der groBte Anteil lag bei 98,01% (Maximum, @ 25J., Tag 14).
Die Mittelwerte lassen sich zwischen 95,37% (Tag 30) und 96,18% (Tag 90) einordnen.

Der Median ist jeweils zwischen 95,85% (Tag 30) und 96,21% (Tag 01) angesiedelt.

Singuletten (single platelets) (%)

Messzeitpunkt Mittelwert Standardabweichung Median Stichprobe
t M SD MED n
Tag 01 95,72 1,54 96,21 37
Tag 04 95,77 1,68 96,08 37
Tag 14 95,78 1,46 96,04 37
Tag 30 95,37 2,00 95,85 37
Tag 90 96,18 0,72 96,15 37

Tab. 3.5: Singuletten (%) aller Probanden insgesamt (nur kompl. Datensitze)

Signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Messzeitpunkten wurden im

Friedman-Test nicht gefunden (p = 0,16).




Ergebnisse 43

3.2.1.3a Mikropartikel (%)

Zwischen 0,24% (Minimum, § 25J., Tag 04) und 4,93% (Maximum, @ 49J., Tag 14) der
Thrombozytenpopulation konnten als Mikropartikel identifiziert werden.

Die Mittelwerte betragen hier zwischen 1,52% (Tag 14) und 1,70% (Tag 30).

Der Median liegt zwischen 1,34% (Tag 04) und 1,64% (Tag 30).

Mikropartikel (%)
Messzeitpunkt Mittelwert Standardabweichung Median Stichprobe

t M SD MED n
Tag 01 1,63 0,83 1,37 37
Tag 04 1,52 0,82 1,34 37
Tag 14 1,52 0,83 1,43 37
Tag 30 1,70 0,78 1,64 37
Tag 90 1,58 0,54 1.51 37

Tab. 3.6: Mikropartikel (%) aller Probanden insgesamt (nur kompl. Datensitze)

Auch die Zahl der Mikropartikel unterschied sich im Friedman-Test beim Vergleich der
Zeitpunkte nicht signifikant (p = 0,06).

3.2.1.3b Mikropartikel / nl

Bezogen auf einen pl Vollblut bedeutet dies, dass im geringsten Fall 642 Mikropartikel
(Minimum, 9 25J., Tag 04) gezéhlt wurden, die groBte Anzahl betrug 11.906/ pl (Maximum,
Q 49]., Tag 14).

Der Mittelwert bewegt sich innerhalb der Beobachtungszeitpunkte zwischen 3.962 (Tag 90)
und 4.432 Mikropartikeln/ ul (Tag 30).

Der Median liegt jeweils bei Werten zwischen 3.404 (Tag 14) und 4.242 Partikeln/ pl (Tag
01).
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Mikropartikel / pl
Messzeitpunkt Mittelwert Standardabweichung Median Stichprobe

t M SD MED n
Tag 01 4.333 2.242.80 4.242 36
Tag 04 4.014 2.091,09 3.806 36
Tag 14 4.154 2.334,36 3.404 36
Tag 30 4.432 2.325,35 3.900 36
Tag 90 3.962 1.805,20 3.842 36

Tab. 3.7: Mikropartikel / pl aller Probanden insgesamt (nur kompl. Datensétze)

Signifikante Unterschiede fanden sich im Friedman-Test nicht (p = 0,77).

3.2.1.4a Thrombozyten-Aggregate (%)

Als bereits aggregierte Thrombozyten konnten zwischen 1,25% (Minimum, @ 53J., Tag 14)
und 11,62% (Maximum, © 25J., Tag 30) der Thrombozyten identifiziert werden.

Die Mittelwerte der verschiedenen Beobachtungszeitpunkte lagen zwischen 2,27% (Tag 90)
und 3,12% (Tag 30). Der Median lag jeweils zwischen 2,18% (Tag 90) und 2,53% (Tag 14).

Thrombozyten-Aggregate (%)

Messzeitpunkt Mittelwert Standardabweichung Median Stichprobe
t M SD MED n
Tag 01 2,70 1,11 2,40 37
Tag 04 2,75 1,21 2,50 37
Tag 14 2,75 1,26 2,53 37
Tag 30 3,12 1,98 2,50 37
Tag 90 2,27 0,66 2,18 37

Tab. 3.8: Aggregate (%) aller Probanden insgesamt (nur kompl. Datensitze)

Der Friedman-Test ergab einen signifikanten Unterschied (p = 0,003) der verschiedenen
Messzeitpunkte, im paarweisen Vergleich durch Vorzeichen-Rangtest erwies sich die
Messung am Tag 90 hochsignifikant gegeniiber den anderen Messzeitpunkten erniedrigt

(siehe 3.2.1.4¢).
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3.2.1.4b Thrombozyten-Agsregate / ul

Es wurden zwischen 2.084 (Minimum, & 25J., Tag 90) und 29.234 Aggregate/ ul Vollblut
(Maximum, & 52J., Tag 04) gezihlt. Als Mittelwerte lassen sich Zahlen zwischen 5.601 (Tag
90) und 7.961 Aggregaten/ pl (Tag 30) berechnen.

Der Median lag entsprechend zwischen 5.558 Aggregaten/ pul am Tag 90 und 6.931

Aggregaten/ ul am Tag 14.

Thrombozyten-Aggregate/ pl

Messzeitpunkt Mittelwert Standardabweichung Median Stichprobe
t M SD MED n
Tag 01 7.050 2.807,31 6.623 36
Tag 04 7.545 3.942,96 6.863 36
Tag 14 7.650 3.656,65 6.931 36
Tag 30 7.961 5.064,52 6.733 36
Tag 90 5.601 1.681,49 5.558 36

Tab. 3.9: Aggregate/ pl aller Probanden insgesamt (nur kompl. Datensétze)

Der signifikante Unterschied in der prozentualen Untersuchung am Tag 90 bestitigte sich
sowohl im Friedman-Test (p = 0,002), als auch im Vorzeichen-Rangtest bei der Betrachtung

der totalen Anzahl von Aggregaten/ pl.
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3.2.1.5 Vergleich der verschiedenen Messvariablen miteinander

3.2.1.5a Vergleich mit CD62p

Spearman p
CD62p CD62p CD62p CD62p CD62p
Tag 1 Tag 4 Tag 14 Tag 30 Tag 90
% Sing — Tag 1 -0,27 -0,16 -0,21 -0,03 -0,24
% Sing — Tag 4 -0,11 -0,16 -0,29 -0,09 -0,16
% Sing — Tag 14 -0,13 -0,41 + [-0,31 -0,05 -0,26
% Sing — Tag 30 -0,44 x [-0,42 + [-0,35 + [-0,47 x | 0,01
% Sing — Tag 90 -0,20 -0,11 -0,04 -0,07 -0,16
% MP - Tag 1 0,12 0,03 0,18 -0,19 0,15
% MP - Tag 4 -0,01 0,09 0,20 -0,01 0,13
% MP - Tag 14 -0,11 0,07 0,14 -0,12 0,03
% MP - Tag 30 0,36 + | 0,34 + | 0,20 0,27 -0,04
% MP - Tag 90 -0,20 -0,21 -0,13 -0,30 -0,04
MP/ pul - Tag 1 0,04 -0,04 0,12 -0,28 0,09
MP/ pl - Tag 4 -0,09 0,08 0,11 -0,12 0,11
MP/ pul - Tag 14 -0,17 0,04 0,06 -0,22 0,00
MP/ pl - Tag 30 0,27 0,43 x | 0,24 0,19 -0,07
MP/ pul - Tag 90 -0,41 + [-0,35 + [-0,25 -0,55 x [-0,11
% Aggr. - Tag 1 0,28 0,22 0,17 0,20 0,09
% Aggr. - Tag 4 0,21 0,28 0,17 0,27 0,01
% Aggr. - Tag 14 0,19 0,35 + | 0,16 0,03 0,21
% Aggr. - Tag 30 0,24 0,25 0,18 0,30 0,14
% Aggr. - Tag 90 0,44 x | 0,35 + | 0,08 0,40 + | 0,16
Aggr./ ul - Tag 1 0,22 0,16 0,14 0,02 -0,03
Aggr./ ul - Tag 4 0,06 0,32 0,02 0,10 -0,14
Aggr./ ul - Tag 14 0,02 0,29 0,04 -0,14 0,09
Aggr./ ul - Tag 30 0,28 0,54 x | 0,34 + | 0,38 + | 0,12
Aggr./ ul - Tag 90 0,13 0,19 0,03 -0,04 0,07

Tab. 3.10a: Vergleich der verschiedenen Variablen mit CD62p (Spearman’sche Rangkorrelation).
CD62p: ,aktivierte“ Thrombozyten, Sing.: Singuletten (single platelets), MP: Mikropartikel, Aggr.: Aggregate;
+: signifikant (p<0,05) x: hoch-signifikant (p<0,01)

Im Vergleich zwischen Singuletten und der Expression des CD62p-Rezeptors lassen sich
negative Zusammenhédnge erahnen, signifikant bzw. hoch signifikant wurden diese jedoch
lediglich in 5 von 25 Vergleichen. Hierbei zeigt sich eine hochsignifikante Korrelation fiir

denselben Messzeitpunkt am Tag 30.
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Fiir den Vergleich zwischen CD62p-positiven Thrombozyten und dem prozentualen Anteil
der Mikropartikel sind nur fiir 2 Gegeniiberstellungen eindeutige Zusammenhédnge zu
erkennen, die Ergebnisse deuten hier signifikant auf eine positive Korrelation hin. Hingegen
zeigt der Vergleich mit dem Anteil der Mikropartikel/ pl sowohl signifikant positive als auch
negative Zusammenhénge.

Die Gegeniiberstellung der CD62p-Expression und der Bildung von Thrombozytenaggregaten

zeigt mehrfach mindestens signifikant positive Zusammenhénge.

3.2.1.5b Vergleich mit den Singuletten

Spearman p
% Sing. % Sing. % Sing. % Sing. % Sing.
Tag 1 Tag 4 Tag 14 Tag 30 Tag 90
CD62p — Tag 1 -0,27 -0,11 -0,13 -0,44 x [-0,20
CD62p — Tag 4 -0,16 -0,16 -0,41 + |-0,42 + |-0,11
CD62p — Tag 14 -0,21 -0,29 -0,31 -0,35 + |-0,04
CD62p — Tag 30 -0,03 -0,09 -0,05 -0,47 x [-0,07
CD62p — Tag 90 -0,24 -0,16 -0,26 0,012 -0,16
% MP - Tag 1 -0,63 x [-0,58 x [-0,44 x [-0,15 -0,41 +
% MP - Tag 4 -0,54 x [-0,71 x [-0,52 x [-0,18 -0,41 +
% MP - Tag 14 -0,40 + |-0,56 x [-0,62 x [-0,20 -0,39 +
% MP - Tag 30 -0,36 + |-0,43 x [-0,43 x [-0,64 x [-0,32
% MP - Tag 90 -0,37 + |-0,41 + |-0,38 + |-0,01 -0,52 X
MP/ ul - Tag 1 -0,53 x [-0,44 x [-0,38 + |-0,01 -0,36 +
MP/ pl - Tag 4 -0,44 x [-0,55 x [-0,51 x [-0,10 -0,32
MP/ ul - Tag 14 -0,28 -0,40 + |-0,60 x [-0,10 -0,34 +
MP/ pl - Tag 30 -0,31 -0,41 + |-0,53 x [-0,56 x [-0,25
MP/ pl - Tag 90 -0,18 -0,17 -0,31 0,16 -0,27
% Aggr. - Tag 1 -0,65 x |-0,41 + |-0,28 -0,45 x [-0,40 +
% Aggr. - Tag 4 -0,43 x [-0,59 x [-0,24 -0,50 x [-0,25
% Aggr. - Tag 14 -0,33 -0,23 -0,57 x [-0,28 -0,24
% Aggr. - Tag 30 -0,11 -0,15 -0,18 -0,71 x |-0,14
% Aggr. - Tag 90 -0,40 + |-0,23 -0,25 -0,47 x [-0,64 X
Aggr./ pl - Tag 1 -0,48 x [-0,23 -0,23 -0,22 -0,31
Aggr./ ul - Tag 4 -0,17 -0,19 -0,21 -0,25 -0,09
Aggr./ ul - Tag 14 -0,03 0,06 -0,41 + | 0,01 -0,10
Aggr./ ul - Tag 30 -0,11 -0,22 -0,43 x [-0,71 x [-0,16
Aggr./ ul - Tag 90 -0,22 -0,09 -0,30 -0,16 -0,40 +

Tab. 3.10b: Vergleich der verschiedenen Variablen mit den Singuletten (Spearman”sche Rangkorrelation).
CD62p: ,,aktivierte“ Thrombozyten, Sing.: Singuletten (single platelets), MP: Mikropartikel, Aggr.: Aggregate; +:
signifikant (p<0,05) x: hoch-signifikant (p<0,01)
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Der Vergleich von Singuletten CD62p-positiven Zellen lasst negative Zusammenhinge
erahnen, signifikant bzw. hoch signifikant wurden diese jedoch lediglich in 5 von 25
Vergleichen. Hierbei zeigt sich eine hochsignifikante Korrelation fiir denselben
Messzeitpunkt am Tag 30.

Beziiglich des prozentualen Anteils von Mikropartikeln zeigen sich im Vergleich mit den
Singuletten in 20 von 25 Gegeniiberstellungen signifikant negative Zusammenhiénge. Diese
Korrelation bestitigt sich auch im Vergleich der Mikropartikel/ pl.

Ahnlich sieht das Ergebnis den Vergleich zwischen Aggregaten und Singuletten betreffend

aus, auch hier zeigen sich signifikant negative Zusammenhénge.
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3.2.1.5¢ Vergleich mit den Mikropartikeln

Spearman p

% MP % MP % MP % MP % MP
Tag 1 Tag 4 Tag 14 Tag 30 Tag 90
CD62p — Tag 1 0,12 -0,01 -0,11 0,36 + |-0,20
CD62p — Tag 4 0,03 0,09 0,07 0,34 + [-0,21
CD62p — Tag 14 0,18 0,20 0,14 0,20 -0,13
CD62p — Tag 30 -0,19 -0,01 -0,12 0,27 -0,30
CD62p — Tag 90 0,15 0,13 0,03 -0,04 -0,04
% Sing — Tag 1 -0,63 x |-0,54 x [-0,40 + |-0,36 + [-0,37 +
% Sing — Tag 4 -0,58 x |-0,71 x |-0,56 x |-0,43 x |-0,41 +
% Sing — Tag 14 -0,44 x |-0,52 x |-0,62 x |-0,43 x |-0,38 +
% Sing — Tag 30 -0,15 -0,18 -0,20 -0,64 x [-0,01
% Sing — Tag 90 -0,41 + |-0,41 + |-0,39 + [-0,32 -0,52 X
MP/ ul - Tag 1 0,91 x | 0,65 x | 0,71 x | 0,36 + | 0,55 X
MP/ ul - Tag 4 0,75 x | 0,95 x | 0,82 x | 0,59 x | 0,67 X
MP/ ul - Tag 14 0,69 x | 0,70 x | 0,94 x | 0,54 x | 0,69 X
MP/ pul - Tag 30 0,50 x | 0,61 x | 0,67 x | 091 x | 0,39 +
MP/ pul - Tag 90 0,58 x | 0,57 x | 0,76 x | 0,32 0,78 X
% Aggr. - Tag 1 -0,05 -0,02 -0,16 0,04 -0,17
% Aggr. - Tag 4 -0,08 -0,02 -0,14 0,07 -0,24
% Aggr. - Tag 14 -0,09 -0,10 -0,16 -0,03 -0,20
% Aggr. - Tag 30 -0,28 -0,28 -0,32 0,06 -0,38 +
% Aggr. - Tag 90 -0,08 -0,08 -0,14 0,10 -0,20
Aggr./ ul - Tag 1 -0,01 -0,08 -0,11 -0,07 -0,22
Aggr./ ul - Tag 4 -0,22 -0,20 -0,18 -0,09 -0,40 +
Aggr./ ul - Tag 14 -0,20 -0,20 -0,16 -0,09 -0,22
Aggr./ ul - Tag 30 -0,11 -0,01 0,06 0,26 -0,17
Aggr./ ul - Tag 90 0,04 -0,02 0,09 0,01 -0,16

Tab. 3.10c: Vergleich der verschiedenen Variablen mit den Mikropartikeln (Spearman’sche Rangkorrelation).
CD62p: ,aktivierte“ Thrombozyten, Sing.: Singuletten (single platelets), MP: Mikropartikel, Aggr.: Aggregate;
+: signifikant (p<0,05) x: hoch-signifikant (p<0,01)

Fiir den Vergleich zwischen CD62p-positiven Thrombozyten und dem prozentualen Anteil der
Mikropartikel sind nur fiir 2 Gegeniiberstellungen eindeutige Zusammenhénge zu erkennen,
die Ergebnisse deuten hier signifikant auf eine positive Korrelation hin.

Beziiglich des Vergleiches mit den Singuletten zeigen sich iiberwiegend signifikant negative

Zusammenhinge.
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Zwischen Aggregaten und Mikropartikeln lassen sich negative Zusammenhédnge erahnen,
jedoch nur je einmalig beim Vergleich mit dem prozentualen Anteil bzw. dem Anteil der

Aggregate/ pl nachweisen.

3.2.1.5d Vergleich mit den Aggregaten

Spearman p
% Aggr. % Aggr. % Aggr. % Aggr. % Aggr.
Tag 1 Tag 4 Tag 14 Tag 30 Tag 90
CD62p — Tag 1 0,28 0,21 0,19 0,24 0,44 X
CD62p — Tag 4 0,22 0,28 0,35 + | 0,25 0,35 +
CD62p — Tag 14 0,17 0,17 0,16 0,18 0,08
CD62p — Tag 30 0,20 0,27 0,03 0,30 0,40 +
CD62p — Tag 90 0,09 0,01 0,21 0,14 0,16
% Sing — Tag 1 -0,65 x [-0,43 x [-0,33 -0,11 -0,40 +
% Sing — Tag 4 -0,41 + |-0,59 x [-0,23 -0,15 -0,23
% Sing — Tag 14 -0,28 -0,24 -0,57 x [-0,18 -0,25
% Sing — Tag 30 -0,45 x [-0,50 x |-0,28 -0,71 x |-0,47 X
% Sing — Tag 90 -0,40 + |-0,25 -0,24 -0,14 -0,64 X
% MP - Tag 1 -0,05 -0,08 -0,09 -0,28 -0,06
% MP - Tag 4 -0,02 -0,02 -0,10 -0,28 -0,08
% MP - Tag 14 -0,16 -0,14 -0,16 -0,32 -0,14
% MP - Tag 30 0,04 0,07 -0,03 0,06 0,10
% MP - Tag 90 -0,17 -0,24 -0,20 -0,38 + [-0,20
MP/ ul - Tag 1 -0,13 -0,16 -0,06 -0,39 + |-0,06
MP/ pl - Tag 4 -0,15 -0,18 -0,10 -0,35 + -0,19
MP/ ul - Tag 14 -0,26 -0,22 -0,13 -0,36 + |-0,16
MP/ pl - Tag 30 -0,01 0,01 0,001 -0,02 0,05
MP/ pl - Tag 90 -0,30 -0,17 x [-0,24 -0,51 x [-0,31
Aggr./ ul - Tag 1 0,69 x | 0,50 x | 0,47 x | 0,29 0,52 X
Aggr./ ul - Tag 4 0,41 + | 0,71 x | 0,54 x | 0,37 + | 0,36 +
Aggr./ ul - Tag 14 0,18 0,16 0,74 x | 0,13 0,18
Aggr./ ul - Tag 30 0,38 + | 0,43 x | 0,37 + | 0,73 x | 043 X
Aggr./ ul - Tag 90 0,31 0,04 0,34 + | 0,07 0,65 X

Tab. 3.10d: Vergleich der verschiedenen Variablen mit den Aggregaten (Spearman’sche Rangkorrelation).
CD62p: ,aktivierte“ Thrombozyten, Sing.: Singuletten (single platelets), MP: Mikropartikel, Aggr.: Aggregate;
+: signifikant (p<0,05) x: hoch-signifikant (p<0,01)

Die Gegeniiberstellung der CD62p-Expression und der Bildung von Thrombozytenaggregaten

zeigt mehrfach mindestens signifikant positive Zusammenhénge.
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Fir den Vergleich mit dem Anteil an Singuletten zeigen sich wiederholt meist
hochsignifikante negative Zusammenhénge.
Der Vergleich von Mikropartikeln und Aggregaten deutet ebenfalls auf negative

Zusammenhinge, wird aber nur in einigen direkten Gegeniiberstellungen auch signifikant.
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3.2.2 Geschlechtsunterschiede

3.2.2.1 CD 62p-positive Thrombozyten (%)

Betrachtet man den Anteil ,,aktivierter Pliattchen im ménnlichen und weiblichen Geschlecht

getrennt voneinander, ergeben sich folgende Werte:

CD 62p-positive (‘aktivierte‘‘) Thrombozyten (%)

Messzeitpunkt Mittelwert Standardabw. Median Menge U-Test
t M SD MED n p

Tag01 & 1,71 1,71 1,28 18

Q 1,99 1,95 1,13 20 0,60
Tag 04 & 1,87 3,29 0,82 18

Q 1,27 1,15 0,93 20 0,95
Tag 14 & 1,76 2,82 0,99 18

Q 2,61 4,75 1,16 20 0,63
Tag 30 J& 1,11 0,91 0,68 18

Q 1,91 2,90 0,73 20 0,83
Tag90 J& 0,78 0,36 0,69 17

Q 0,86 0,52 0,74 20 0,88
Alle & 1,45 2,13 0,82 89

Q 1,73 2,71 0,91 100 0,49

Tab. 3.11: CD 62p-positive (“aktivierte”) Thrombozyten (%) nach Geschlecht getrennt

Der geringste Anteil ,,aktivierter* Thrombozyten findet sich unter den weiblichen Probanden
bei einem Wert von 0,27% (Minimum,? 26J., Tag 30), der hochste bei 21,83% (Maximum, 9
47]., Tag 14).

Die Mittelwerte liegen bei den Probandinnen zwischen 0,86% (Tag 90) und 2,61% (Tag 14).
Der Median liegt jeweils im Intervall zwischen 0,73% (Tag 30) und 1,16% (Tag 14).

Beim minnlichen Probandengut findet sich ein Minimum von 0,25% (& 31J.,Tag 01) und ein
Maximum von 14,45% (3 521J., Tag 04) ,aktivierter Zellen.

Die Mittelwerte der einzelnen Beobachtungszeitpunkte befinden sich im Intervall zwischen
0,78% (Tag 90) und 1,87% (Tag 04).

Der Median liegt jeweils zwischen 0,68% (Tag 30) und 1,28% (Tag 01).
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Im zweiseitigen U-Test konnten keine signifikanten Geschlechtsunterschiede aufgezeigt

werden.

3.2.2.2 Singuletten (single platelets) (%)

In der Betrachtung des weiblichen und des ménnlichen Geschlechts unabhéngig voneinander

beziiglich des Anteils singuldrer Thrombozyten, kann man folgende Beobachtungen machen:

Singuletten (single platelets) (%)

Messzeitpunkt Mittelwert Standardabw. Median Menge U-Test
t M SD MED n p

Tag01 & 95,18 1,93 95,97 18

Q 96,22 0,80 96,41 20 p < 0,05
Tag04 & 95,23 2,16 95,89 18

Q 96,28 0,77 96,47 20 p<0,05
Tag 14 J& 95,49 1,50 95,91 18

Q 96,04 1,38 96,39 20 0,10
Tag30 & 95,20 1,33 95,46 18

Q 95,51 2,44 96,05 20 0,10
Tag90 & 95,94 0,63 95,85 17

Q 96,39 0,73 96,55 20 p<0,05
Alle & 95,40 1,60 95,85 89

Q 96,09 1,40 96,38 100 p < 0,001

Tab. 3.12: Singuletten (single platelets) (%) nach Geschlecht getrennt

Bei den weiblichen Probanden haben die einzeln vorliegenden Blutplittchen einen Anteil
zwischen 86,07% (Minimum, @ 25J., Tag 30) und 98,01% der gesamten Pldttchenmenge
(Maximum, 9 25J., Tag 14). Der Mittelwert liegt hier jeweils zwischen 95,51% (Tag 30) und
96,39% (Tag 90).

Als Mediane werden zu den einzelnen Beobachtungszeitpunkten Werte zwischen 96,05%

(Tag 30) und 96,55% (Tag 90) berechnet.

Fiir das méannliche Geschlecht wurden Singuletten-Anteile zwischen 87,55% (Minimum,
& 52J.,Tag 04) und 97,30% (Maximum, & 26J., Tag 90) bestimmt, was etwa den Ergebnissen

der weiblichen Probandinnen entspricht.
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Die Mittelwerte konnen zwischen 95,18% am Tag Ol und 95,94% am Tag 90 festgelegt

werden.

Der Median umfasst ein Intervall zwischen 95,46% (Tag 30) und 95,97% (Tag 01).
Im zweiseitigen U-Test konnten signifikante Geschlechtsunterschiede zu den

Beobachtungszeitpunkten Tag 01, Tag 04, Tag 90 und fiir die Gesamtkohorte nachgewiesen

werden.

3.2.2.3a Mikropartikel (%)

Beobachtet man den Anteil der Mikropartikel nach Geschlechtern getrennt, kann man

folgendes sehen:

Mikropartikel (%)
Messzeitpunkt Mittelwert Standardabw. Median Menge U-Test
t M SD MED n p

Tag01 & 1,79 0,89 1,62 18

Q 1,49 0,74 1,35 20 0,33
Tag04 & 1,69 0,92 1,43 18

Q 1,39 0,67 1,17 20 0,43
Tag 14 J& 1,51 0,51 1,46 18

Q 1,53 1,04 1,33 20 0,53
Tag 30 J& 1,84 0,88 1,58 18

Q 1,59 0,67 1,72 20 0,40
Tag90 & 1,69 0,51 1,53 17

Q 1,49 0,56 1,49 20 0,27
Alle & 1,71 0,76 1,49 89

Q 1,50 0,74 1,39 100 0,07

Tab. 3.13: Mikropartikel (%) nach Geschlecht getrennt

Zwischen 0,24% (Minimum, @ 25J.,, Tag 04) und 4,93% der gesamten
Thrombozytenpopulation (Maximum, Q@ 49J., Tag 14) liegen bei den weiblichen Probanden in
Form von Mikropartikeln vor.

Die Mittelwerte liegen hier zwischen 1,39% (Tag 04) und 1,59% (Tag 30).
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Der Median befindet sich jeweils in einem Bereich zwischen 1,17% (Tag 04) und 1,72% (Tag
30)

Die minnlichen Probanden zeigten einen Anteil von zwischen 0,65% (Minimum, & 26J., Tag
14) und 4,13% Mikropartikeln (Maximum, & 27J., Tag 01). Als Mittelwerte lassen sich
Anteile zwischen 1,51% am Tag 14 und 1,84% am Tag 30 bestimmen.

Der Median liegt jeweils bei Werten zwischen 1,43% (Tag 04) und 1,62% (Tag 01).

Signifikante Geschlechtsunterschiede konnten nicht aufgezeigt werden.

3.2.2.3b Mikropartikel / nl

Der absolute Anteil Mikropartikel je pl betrigt nach Geschlechtern getrennt:

Mikropartikel / pl
Messzeitpunkt Mittelwert Standardabw. Median Menge U-Test
t M SD MED n p
Tag01 & 4.432 2.042,64 4.242 18
Q 4.164 2.359,72 3.793 20 0,60
Tag 04 & 4.216 2.346,76 3.806 18
Q 4.004 1.957,18 3.851 20 0,98
Tag 14 & 3.781 1.493,54 3.404 18
Q 4.409 2.814,84 3.594 20 1,00
Tag 30 J& 4.529 2.297,78 4.365 18
Q 4.447 2.341,29 3.900 20 0,88
Tag90 J& 3.901 1.868,55 3.844 17
Q 4.016 1.796,20 3.839 19 0,84
Alle & 4.175 2.010,3 3.844 89
Q 4.210 22471 3838 99 0,919

Tab. 3.14: Mikropartikel / ul nach Geschlecht getrennt

Bei den weiblichen Probanden wurden zwischen 642 (Minimum, ¢ 25J., Tag 04) und 11.906
Zellen/ ul (Maximum, 9 49]., Tag 14) als Mikropartikel identifiziert. Die Mittelwerte
umfassen Partikelzahlen zwischen 4.004/ ul am Tag 04 und 4.447/ ul am Tag 30. Der Median
ist jeweils zwischen 3.594 Zellen/ pl (Tag 14) und 3.900 Zellen/ ul (Tag 30) gelegen.
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Zwischen 1.266 (Minimum, & 27J., Tag 30) und 11.606 Mikropartikel/ pl Vollblut
(Maximum, & 52J., Tag 04) konnten bei den minnlichen Probanden gezihlt werden. Die
Mittelwerte wurden fiir einen Bereich zwischen 3.781 (Tag 14) und 4.529 Partikeln/ pl (Tag
30) berechnet. Der Median betrdgt zwischen 3.404 (Tag 14) und 4.365 Mikropartikeln/ pl
(Tag 30).

Im zweiseitigen U-Test konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Probanden

verschiedenen Geschlechts festgestellt werden.

3.2.2.4a Thrombozyten-Aggregate (%)

Der Anteil der aggregierten Blutplittchen betrug in den einzelnen Geschlechtern wie folgt:

Thrombozyten-Aggregate (%)

Messzeitpunkt Mittelwert Standardabw. Median Menge U-Test
t M SD MED n p
Tag01 & 3,07 1,32 2,54 18
Q 2,34 0,73 2,34 20 0,06
Tag04 & 3,13 1,57 2,58 18
Q 2,38 0,54 2,32 20 < 0,05
Tag 14 J& 3,04 1,53 2,56 18
Q 2,48 0,86 2,43 20 0,12
Tag 30 J& 3,28 1,65 2,78 18
Q 2,96 2,23 2,29 20 < 0,05
Tag90 & 2,42 0,62 2,41 17
Q 2,15 0,68 1,94 20 0,06
Alle & 2,99 1,40 2,59 89
Q 2,46 1,19 2.24 100 < 0,001

Tab. 3.15: Thrombozyten-Aggregate (%) nach Geschlecht getrennt

Im weiblichen Geschlecht betrug der minimale Anteil von Aggregaten an der Gesamtmenge
der Thrombozyten 1,25% (Minimum, @ 53J., Tag 14), der maximale Anteil betrug 11,62%
(Maximum, @ 25J., Tag 30). Die Mittelwerte der jeweiligen Beobachtungszeitpunkte sind
zwischen 2,15% (Tag 90) und 2,96% (Tag 30) einzuordnen. Beim Median handelt es sich um
Bereiche zwischen 1,94% (Tag 90) und 2,43% (Tag 14).
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Die minnlichen Probanden wiesen einen Anteil von zwischen 1,35% (Minimum, & 25J., Tag
90) und 9,17% Aggregate (Maximum, & 52J., Tag 30) auf. Die Mittelwerte bewegten sich
zwischen 2,42% am Tag 90 und 3,28% am Tag 30. Fiir den Median gilt ein Intervall zwischen
2,41% (Tag 90) und 2,78% (Tag 30).

Statistisch ergaben sich signifikante Geschlechtsunterschiede zwischen dem ménnlichen und

dem weiblichen Geschlecht an den Tagen 04, 30 und fiir alle Messwerte.

3.2.2.4b Thrombozyten-Aggregate / pl

Die nach Geschlechtern getrennte Untersuchung der totalen Anzahl von Aggregaten/ pul ergab

folgende Ergebnisse:
Thrombozyten-Aggregate/ pl
Messzeitpunkt Mittelwert Standardabw. Median Menge U-Test
t M SD MED n p

Tag01 & 7.625 3.045,99 6.886 18

Q 6.509 2.471,65 5.992 20 0,26
Tag04 & 8.126 5.441,03 7.173 18

Q 6.794 1.364,54 6.682 20 0,43
Tag 14 & 7.601 4.194,98 6.465 18

Q 7.409 3.115,20 7.207 20 0,77
Tag30 & 7.974 5.046,92 6.733 18

Q 7.814 4.968,72 6.579 20 0,73
Tag90 & 5.364 1.444.96 5.650 17

Q 5.812 1.881,91 5.466 19 0,81
Alle 3 7.36 4.147,8 6.459 89

Q 6.88 3.059,7 6.270 99 0,57

Tab. 3.16: Thrombozyten-Aggregate/ pl nach Geschlecht getrennt

Die weiblichen Probanden zeigten zwischen 3.042 (Minimum, ¢ 53J., Tag 14) und 26.316
Aggregate/ pl Vollblut (Maximum, @ 25J., Tag 30). Die Mittelwerte betreffend ergab sich ein
Bereich zwischen 5.812 (Tag 90) und 7.814 Aggregaten/ pul Vollblut (Tag 30). Der Median
liegt mit 5.466 Aggregate/ pul Vollblut am Tag 90 am niedrigsten, den hochsten Wert erreicht
er mit 7.207 Aggregaten/ ul Vollblut am Tag 14.




Ergebnisse 58

Beim minnlichen Geschlecht wurden zwischen 2.084 (Minimum, & 25J., Tag 90) und 29.234
Aggregate/ pl Vollblut (Maximum, & 52J., Tag 04) gemessen.

Die Mittelwerte lagen im Bereich zwischen 5.364 (Tag 90) und 8.126 Aggregaten/ pl Vollblut
(Tag 04). Der Median liegt jeweils zwischen 5.650 (Tag 90) und 7.173 Aggregaten/ pl
Vollblut (Tag 04).

Signifikante Unterschiede zwischen dem ménnlichen und dem weiblichen Geschlecht konnten

nicht nachgewiesen werden.

3.2.2.5 Geschlechtsunterschiede fiir alle Variablen gepoolt

Geschlechtsunterschiede

Messzeitpunkt Mittelwert Standardabw. Median Menge U-Test
t M SD MED n p
CD62p(%) & 1,45 2,13 0,82 89
Q 1,73 2,71 0,91 100 0,49
Sing.(%) & 95,40 1,60 95,85 89
Q 96,09 1,40 96,38 100 <0,0001
MP (%) & 1,71 0,76 1,49 89
Q 1,50 0,74 1,39 100 0,07
MP/ul & 4.175 2.010 3.844 89
Q 4.210 2.247 3.839 99 0,92
Aggr.(%) & 2,99 1,40 2,59 89
Q 2,46 1,19 2,24 100 <0,0001
Aggr./ul & 7.360 4.148 6.460 89
6.878 3.058 6.271 99 0,57

Tab. 3.17: Geschlechtsunterschiede, gepoolt fiir alle Variablen
CD62p: ,aktivierte“ Thrombozyten, Sing.: Singuletten (single platelets), MP: Mikropartikel, Aggr.: Aggregate

Im Gesamt-Vergleich zwischen Minnern und Frauen stellten sich hochsignifikante
Unterschiede sowohl im prozentualen Anteil der einzeln vorliegenden Zellen (single platelets)

als auch im prozentualen Anteil der Thrombozytenaggregate heraus.
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3.2.3 Alterskorrelation

% CD62p | % Sing. % MP % Aggr. | MP/ pl Aggr./ ul
MW £SD | MW +SD | MW £SD | MW £SD| MW +SD | MW * SD

Alter <35 1,30+ 1,67| 96,0£1,6 |1,36+0,73| 2,71 3554+ | 7057 +2970

Jahre 1,21 1924
=45 1,94£3,09(955+14 [1,85£0,70| 2,72+ 4919t | 7162 +4244
Jahre 1,43 2134

p < 0,01 < 0,01 < 0,01 0,22 <0,01 0,30

Tab. 3.18: Beziehung der angegebenen Komponenten zum Alter der Probanden;
CD62p: ,aktivierte“ Thrombozyten, Sing.: Singuletten (single platelets), MP: Mikropartikel, Aggr.: Aggregate
n. s.: nicht signifikant

Ein hochsignifikant Zusammenhang bestand im U-Test zwischen dem Alter der Probanden
und dem Prozentsatz von aktivierten Pldttchen sowie von Singuletten und Mikropartikeln.

Zusammenhinge zwischen Alter und dem Anteil der Aggregate wurden nicht signifikant.
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33 PAC1

3.3.1 Vergleich simtlicher Probanden

3.3.1.1 PAC-1-positive Thrombozyten (%)

Im Verlauf der 90-tdgigen Beobachtungszeit traten im Rahmen der PAC 1-Untersuchungen
Thrombozytenaktivierungen zwischen 0,02% (Minimum, @ 47J., Tag 01) und bis zu 22,39%
(Maximum, & 51J., Tag 30) auf. Die Mittelwerte umfassen lediglich ein Spektrum zwischen
1,38% (Tag 14) und 2,51% (Tag 30). Der Median liegt jeweils zwischen 0,43% (Tag 14) und
0,73% (Tag 30).

PAC 1-positive ,,aktivierte** Thrombozyten (%)

Messzeitpunkt Mittelwert Standardabweichung Median Stichprobe
t M SD MED n
Tag 01 1,89 2,96 0,64 37
Tag 04 1,49 2,18 0,51 37
Tag 14 1,38 1,57 0,43 37
Tag 30 2,51 5,08 0,73 37
Tag 90 1,87 2,31 0,68 37

Tab. 3.19: PAC 1-positive ,,aktivierte“ Thrombozyten (%) aller Probanden insgesamt (nur kompl. Datensitze)

Im Friedman-Test konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen

Messtagen gefunden werden (p = 0,72).

3.3.1.2 Singuletten (single platelets) (%)

Der minimale Anteil einzeln zirkulierender Thrombozyten betrug 81,12% (Minimum, ¢ 247J.,
Tag 30), der groBte Anteil wurde mit 96,96% (Maximum, & 29J., Tag 90) gemessen. Die
Mittelwerte konnten fiir die einzelnen Beobachtungszeitpunkt zwischen 93,27% (Tag 04) und
93,63% (Tag 14) festgelegt werden. Der Median bewegte sich jeweils zwischen 94,48% am
Tag 14 und 94,73% am Tag 04.
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Singuletten (single platelets) (%)

Messzeitpunkt Mittelwert Standardabweichung Median Stichprobe
t M SD MED n
Tag 01 93,46 3,00 94,50 37
Tag 04 93,27 3,56 94,73 37
Tag 14 93,63 2,80 94,48 37
Tag 30 93,62 3,17 94,52 37
Tag 90 93,57 3,24 94,70 37

Tab. 3.20: Singuletten (%) aller Probanden insgesamt (nur kompl. Datensétze)

Der Friedman-Test ergab keine signifikanten Unterschiede (p = 0,86).

3.3.1.3a Mikropartikel (%)

Mikropartikel konnten zu Anteilen zwischen 0,58% (Minimum, ¢ 25J., Tag 30) und 5,40%
der Gesamt-Thrombozyten (Maximum, J 47]., Tag 04) identifiziert werden. Die Mittelwerte
lagen entsprechend zwischen 1,88% (Tag 30) und 2,17% (Tag 01). Fiir den Median ergab dies
eine Spanne zwischen 1,80% an den Tagen 30 und 90 und 2,03% am Tag 04.

Mikropartikel (%)
Messzeitpunkt Mittelwert Standardabweichung Median Stichprobe

t M SD MED n
Tag 01 2,17 0,98 1,96 37
Tag 04 2,14 1,08 2,03 37
Tag 14 1,97 0,87 1,83 37
Tag 30 1,88 0,80 1,80 37
Tag 90 1,93 0,84 1,80 37

Tab. 3.21: Mikropartikel (%) aller Probanden insgesamt (nur kompl. Datensétze)

Im Friedman-Test konnten die Ergebnisse nicht als signifikant verschieden identifiziert

werden (p = 0,33).
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3.3.1.3b Mikropartikel / nl

Bezogen auf einen pl Vollblut bedeutet dies, dass im geringsten Fall 1.230 Mikropartikel
(Minimum, @ 25J., Tag 30) gezihlt wurden, die grofte Anzahl betrug 14.814/ ul (Maximum,
& 48]., Tag 04). Der Mittelwert bewegt sich innerhalb der Beobachtungszeitpunkte zwischen
5.011 (Tag 90) und 5.947 Mikropartikeln/ pl (Tag 04). Der Median liegt jeweils bei Werten
zwischen 4.292 (Tag 90) und 5.705 Partikeln/ pl (Tag O1).

Mikropartikel / pl
Messzeitpunkt Mittelwert Standardabweichung Median Stichprobe

t M SD MED n
Tag 01 5.863 2.858,29 5.705 36
Tag 04 5.947 3.089,52 5.339 36
Tag 14 5.486 2.757,17 4.946 36
Tag 30 5.036 2.659,17 4.459 36
Tag 90 5.011 2.814,86 4.292 36

Tab. 3.22: Mikropartikel / ul aller Probanden insgesamt (nur kompl. Datensétze)

Der Friedman-Test lieferte keine signifikanten Ergebnisse (p = 0,02).

3.3.1.4a Thrombozyten-Aggregate (%)

Als bereits aggregierte Thrombozyten konnten zwischen 1,40% (Minimum, ¢ 51J., Tag 30
sowie & 29J.,Tag 90) und 18,09% (Maximum, @ 24J., Tag 30) der Thrombozyten beobachtet
werden. Als Mittelwerte der verschiedenen Beobachtungszeitpunkte wurden Werte zwischen
4,53% (Tag 14) und 4,72% (Tag 04) bestimmt. Der Median lag jeweils zwischen 3,23% (Tag
90) und 3,80% (Tag 04).
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Thrombozyten-Aggregate (%)
Messzeitpunkt Mittelwert Standardabweichung Median Stichprobe
t M SD MED n
Tag 01 4,54 3,19 3,70 37
Tag 04 4,72 3,72 3,80 37
Tag 14 4,53 3,15 3,67 37
Tag 30 4,62 3,57 3,72 37
Tag 90 4,63 3,58 3,23 37

Tab. 3.23: Aggregate (%) aller Probanden insgesamt (nur kompl. Datensitze)

Im Friedman-Test ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen

Messzeitpunkten (p = 0,86).

3.3.1.4b Thrombozyten-Agsregate / ul

Es wurden zwischen 3.321 (Minimum, 9 53J., Tag 30) und 58.485 Aggregate/ pl Vollblut
(Maximum, @ 24J., Tag 01) gezéhlt. Die Mittelwerte lagen zwischen 11.304 (Tag 90) und

13.394 Aggregaten/ ul (Tag 04). Der Median liegt entsprechend zwischen 8.414 Aggregaten/

ul am Tag 30 und 10.105 Aggregaten/ pul am Tag 04.

Thrombozyten-Aggregate/ pl

Messzeitpunkt Mittelwert Standardabweichung Median Stichprobe
t M SD MED n
Tag 01 12.494 10.212,49 9.509 36
Tag 04 13.394 11.647,55 10.105 36
Tag 14 12.704 9.329,44 9.653 36
Tag 30 11.811 9.992.,46 8.414 36
Tag 90 11.304 8.316,28 8.800 36

Tab. 3.24: Aggregate/ pl aller Probanden insgesamt (nur kompl. Datensitze)

Auch hier stellte der Friedman-Test keine Signifikanz heraus (p = 0,18).




Ergebnisse 64

3.3.1.5 Vergleich der verschiedenen Messvariablen miteinander

3.3.1.5a Vergleich mit PAC 1

Spearman p
PAC 1 PAC 1 PAC 1 PAC 1 PAC 1
Tag 1 Tag 4 Tag 14 Tag 30 Tag 90
% Sing — Tag 1 -0,10 -0,04 0,09 -0,11 -0,21
% Sing — Tag 4 -0,04 0,00 0,20 0,04 -0,09
% Sing — Tag 14 0,03 0,15 0,22 -0,07 -0,13
% Sing — Tag 30 -0,13 0,02 0,13 0,02 -0,12
% Sing — Tag 90 0,01 0,09 0,22 -0,02 -0,12
% MP - Tag 1 -0,12 -0,24 0,11 0,06 0,22
% MP - Tag 4 -0,28 -0,07 -0,14 -0,03 0,09
% MP - Tag 14 -0,30 -0,12 -0,02 0,07 0,01
% MP - Tag 30 -0,03 -0,01 0,23 0,09 0,16
% MP - Tag 90 -0,19 -0,12 0,15 0,08 -0,01
MP/ pul - Tag 1 -0,06 -0,15 0,13 -0,04 0,12
MP/ pl - Tag 4 -0,24 -0,04 -0,12 -0,09 0,05
MP/ pul - Tag 14 -0,23 -0,19 -0,01 -0,03 -0,17
MP/ pl - Tag 30 -0,06 0,10 0,27 -0,02 0,06
MP/ pul - Tag 90 -0,09 -0,09 0,17 0,04 -0,03
% Aggr. - Tag 1 0,16 0,15 -0,13 0,09 0,12
% Aggr. - Tag 4 0,11 0,06 -0,18 -0,01 0,13
% Aggr. - Tag 14 0,10 -0,02 -0,17 -0,08 0,14
% Aggr. - Tag 30 0,07 0,01 -0,22 -0,05 0,08
% Aggr. - Tag 90 0,03 -0,01 -0,28 -0,02 0,12
Aggr./ ul - Tag 1 0,18 0,17 -0,13 0,05 0,07
Aggr./ ul - Tag 4 0,16 0,15 -0,16 -0,03 0,13
Aggr./ ul - Tag 14 0,10 -0,08 -0,22 -0,11 -0,03
Aggr./ ul - Tag 30 0,07 0,10 -0,22 -0,15 0,03
Aggr./ ul - Tag 90 0,08 0,07 -0,28 -0,01 0,02

Tab. 3.25a: Vergleich der verschiedenen Variablen mit PAC 1 (Spearman’sche Rangkorrelation).
PAC 1: ,aktivierte Thrombozyten, Sing.: Singuletten (single platelets), MP: Mikropartikel, Aggr.: Aggregate;
+: signifikant (p<0,05) x: hoch-signifikant (p<0,01)

Signifikantes Verhalten zwischen den PAC I1-positiven Zellen und dem Vorliegen der
Thrombozyten in den verschiedenen beschriebenen Zellformen lédsst sich nicht herausstellen.
Im Hinblick auf die Mikropartikel mag sich ein eher negativer Trend abzeichnen, die
Aggregate betreffend liegen moglicherweise eher positive Zusammenhidnge vor. Beziiglich

der Singuletten ist kein Trend zu erahnen.
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3.3.1.5b Vergleich mit den Singuletten

Spearman p

% Sing % Sing, % Sing, % Sing, % Sing,
Tag 1 Tag 4 Tag 14 Tag 30 Tag 90
PAC1-Tag1 -0,10 -0,04 0,03 -0,13 0,01
PAC 1 -Tag4 -0,04 0,00 0,15 0,02 0,09
PAC 1 —Tag 14 0,09 0,20 0,22 0,13 0,22
PAC 1 - Tag 30 -0,11 0,04 -0,07 0,02 -0,02
PAC 1 -Tag 90 -0,21 -0,09 -0,13 -0,12 -0,12
9% MP - Tag 1 0,01 0,31 0,11 0,24 0,10
% MP - Tag 4 0,23 0,08 0,14 0,24 0,19
% MP - Tag 14 0,25 0,38 + | 0,18 0,45 x | 033 +
% MP - Tag 30 0,23 0,50 x | 0,30 0,39 + | 032
% MP - Tag 90 0,19 0,47 x | 0,24 0,37 + | 0,30
MP/ ul - Tag 1 0,11 0,43 x | 0,23 0,36 + | 0,21
MP/ pl - Tag 4 0,28 0,08 0,19 0,27 0,21
MP/ pul - Tag 14 0,39 + 1052 x | 0,32 0,57 x | 0,45 X
MP/ pl - Tag 30 0,31 0,54 x | 0,37 + | 049 x | 041 +
MP/ pl - Tag 90 0,33 0,55 x | 0,35 + | 0,51 x | 0,38 +
% Aggr. - Tag 1 -0,83 x [-0,81 x [-0,79 x [-0,87 x [-0,80 X
% Aggr. - Tag4 -0,80 x |-0,96 x |-0,78 x |-0,88 x |-0,81 X
% Aggr. - Tag 14 -0,79 x [-0,83 x [-0,81 x [-0,87 x [-0,79 X
9% Aggr. - Tag 30 -0,77 x |-0,84 x |-0,77 x |-0,89 x |-0,78 X
% Aggr. - Tag 90 -0,80 x |-0,84 x |-0,80 x |-0,85 x |-0,88 X
Aggr./ ul - Tag 1 -0,74 x [-0,64 x [-0,68 x [-0,73 x [-0,70 X
Aggr./ ul - Tag 4 -0,70 x |-0,78 x |-0,68 x [-0,78 x [-0,72 X
Aggr./ ul - Tag 14 -0,65 x [-0,68 x [-0,71 x [-0,77 x [-0,71 X
Aggr./ ul - Tag 30 -0,72 x |-0,73 x [-0,72 x [-0,77 x [-0,70 X
Aggr./ ul - Tag 90 -0,69 x [-0,73 x [-0,69 x [-0,70 x [-0,81 X

Tab. 3.25b: Vergleich der verschiedenen Variablen mit den Singuletten (Spearman’sche Rangkorrelation).
PAC 1: ,aktivierte“ Thrombozyten, Sing.: Singuletten (single platelets), MP: Mikropartikel, Aggr.: Aggregate;
+: signifikant (p<0,05) x: hoch-signifikant (p<0,01)

Zwischen PAC I-Positiven und Singuletten lassen sich in etwa gleichen Anteilen positive als
auch negative Zusammenhinge erahnen, werden aber in keinem der direkten Vergleiche
signifikant.

Mikropartikel und Singuletten zeigen wiederholt signifikant positive Zusammenhénge.

Der Vergleich der Aggregate mit den Singuletten fiel in allen Gegeniiberstellungen

hochsignifikant negativ aus.
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3.3.1.5¢_Vergleich mit den Mikropartikeln
Spearman p

% MP % MP % MP % MP % MP

Tag 1 Tag 4 Tag 14 Tag 30 Tag 90
PAC1-Tag1 -0,12 -0,28 -0,30 -0,03 -0,19
PAC 1 -Tag4 -0,24 -0,07 -0,12 -0,01 -0,12
PAC 1 —Tag 14 0,11 -0,14 -0,02 0,23 0,15
PAC 1 - Tag 30 0,06 -0,03 0,067 0,09 0,08
PAC 1 -Tag 90 0,22 0,09 0,00 0,16 -0,01
% Sing — Tag 1 0,01 0,23 0,25 0,23 0,19
% Sing — Tag 4 0,31 0,08 0,38 + | 0,50 x | 047 X
% Sing — Tag 14 0,11 0,14 0,18 0,30 0,24
% Sing — Tag 30 0,24 0,24 0,45 x | 0,39 + | 0,37 +
% Sing — Tag 90 0,10 0,19 0,33 + | 0,32 0,29
MP/ ul - Tag 1 0,86 x | 0,47 x | 0,62 x | 0,70 x | 0,71 X
MP/ ul - Tag 4 0,39 + | 0,95 x | 0,50 x | 0,38 + | 0,33 +
MP/ pul - Tag 14 0,66 x | 0,49 x | 0,88 x | 0,74 x | 0,76 X
MP/ ul - Tag 30 0,65 x | 0,45 x | 0,72 x | 0,91 x | 0,75 X
MP/ pul - Tag 90 0,76 x | 0,51 x | 0,81 x | 0,86 x | 0,90 X
% Aggr. - Tag 1 -0,48 x [-0,45 x [-0,58 x [-0,59 x [-0,60 X
9% Aggr. - Tag4 -0,45 x [-0,45 x |-0,60 x |-0,62 x |-0,61 X
% Aggr. - Tag 14 -0,42 + |-0,42 + [-0,63 x |-0,59 x |-0,56 X
9% Aggr. - Tag 30 -0,46 x |[-0,37 + [-0,63 x |-0,69 x |-0,62 X
% Aggr. - Tag 90 -0,40 + |-0,36 + |-0,56 x |-0,64 x |-0,61 X
Aggr./ ul - Tag 1 -0,45 x [-0,45 x [-0,57 x [-0,55 x [-0,56 X
Aggr./ ul - Tag 4 -0,53 x |-0,44 x |-0,67 x |-0,69 x |-0,72 X
Aggr./ ul - Tag 14 -0,47 x [-0,42 + [-0,69 x [-0,60 x [-0,57 X
Aggr./ ul - Tag 30 -0,43 x |-0,36 + |-0,61 x |-0,60 x |-0,60 X
Aggr./ ul - Tag 90 -0,43 x [-0,29 -0,51 x [-0,61 x [-0,63 X

Tab. 3.25¢: Vergleich der verschiedenen Variablen mit den Mikropartikeln (Spearman”sche Rangkorrelation).
PAC 1: ,aktivierte Thrombozyten, Sing.: Singuletten (single platelets), MP: Mikropartikel, Aggr.: Aggregate;
+: signifikant (p<0,05) x: hoch-signifikant (p<0,01)

Beim Vergleich der Mikropartikel mit den PAC I[-positiven Zellen zeigen sich keine

signifikanten Zusammenhénge.

Singuletten und Mikropartikel stehen mehrfach in signifikant positivem Zusammenhang.

Im Vergleich mit

den

Thrombozytenaggregaten

finden

sich in nahezu

Gegeniiberstellungen groBtenteils sogar hochsignifikante Zusammenhinge.

allen




Ergebnisse 67

3.3.1.5d Vergleich mit den Aggregaten

Spearman p

% Aggr. % Aggr. % Aggr. % Aggr. % Aggr.
Tag 1 Tag 4 Tag 14 Tag 30 Tag 90

PAC1-Tag1 0,16 0,11 0,10 0,07 0,03

PAC 1 -Tag4 0,15 0,06 -0,02 0,00 -0,01

PAC 1 —Tag 14 -0,13 -0,18 -0,17 -0,22 -0,28

PAC 1 - Tag 30 0,09 -0,01 -0,03 -0,05 -0,02

PAC 1 -Tag 90 0,12 0,13 0,14 0,08 0,12

% Sing — Tag 1 -0,83 x |-0,80 x |-0,79 x |-0,77 x |-0,80 X
% Sing — Tag 4 -0,81 x |-0,86 x |-0,83 x |-0,84 x |-0,84 X
% Sing — Tag 14 -0,79 x [-0,78 x |-0,81 x |-0,77 x |-0,80 X
% Sing — Tag 30 -0,87 x [-0,88 x |-0,87 x |-0,89 x |-0,85 X
% Sing — Tag 90 -0,80 x |-0,81 x [-0,79 x |-0,78 x |-0,88 X
9% MP - Tag 1 -0,48 x [-0,45 x (-0,42 + |-0,46 x [-0,40 +
9% MP - Tag 4 -0,45 x [-0,45 x [-0,42 + [-0,37 + [-0,36 +
% MP - Tag 14 -0,58 x |-0,60 x [-0,63 x [-0,63 x [-0,56 X
90 MP - Tag 30 -0,59 x |-0,62 x [-0,59 x |-0,69 x |-0,64 X
% MP - Tag 90 -0,60 x |-0,61 x [-0,56 x [-0,62 x |-0,61 X
MP/ pul - Tag 1 -0,53 x |-0,54 x |-0,48 x |-0,52 x |-0,47 X
MP/ ul - Tag 4 -0,46 x [-0,41 + [-0,40 + [-0,35 + [-0,34 +
MP/ pul - Tag 14 -0,70 x [-0,69 x [-0,73 x (-0,72 x |-0,66 X
MP/ ul - Tag 30 -0,62 x |-0,64 x |-0,64 x |-0,72 x |-0,67 X
MP/ pul - Tag 90 -0,70 x |-0,71 x |-0,69 x |-0,72 x |-0,69 X
Aggr./ ul - Tag 1 0,90 x | 0,83 x | 0,83 x | 0,82 x | 0,83 X
Aggr./ ul - Tag 4 0,89 x | 0,95 x | 0,90 x | 0,91 x | 0,91 X
Aggr./ ul - Tag 14 0,83 x | 0,84 x | 091 x | 0,87 x | 0,84 X
Aggr./ ul - Tag 30 0,85 x | 0,87 x | 0,85 x | 0,88 x | 0,86 X
Aggr./ ul - Tag 90 0,83 x | 0,83 x | 0,77 x | 0,82 x | 091 X

Tab. 3.25d: Vergleich der verschiedenen Variablen mit den Aggregaten (Spearman sche Rangkorrelation).
PAC 1: ,aktivierte” Thrombozyten, Sing.: Singuletten (single platelets), MP: Mikropartikel, Aggr.: Aggregate;
+: signifikant (p<0,05) x: hoch-signifikant (p<0,01)

Aggregate und PAC [-positive Zellen zeigen keine signifikanten Zusammenhénge.
Sowohl Singuletten als auch Mikropartikel stehen in simtlichen Gegeniiberstellungen mit den

Aggregaten in meist hochsignifikant negativem Zusammenhang.
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3.3.2 Geschlechtsunterschiede

3.3.2.1 PAC 1-positive Thrombozyten (%)

Betrachtet man im Rahmen der PAC 1-Analyse den Anteil ,aktivierter Pldttchen im

minnlichen und weiblichen Geschlecht getrennt voneinander, ergeben sich folgende Werte:

PAC 1-positive (‘“aktivierte*) Thrombozyten (%)

Messzeitpunkt Mittelwert Standardabw. Median | Stichprobe| U-Test
t M SD MED n p

Tag01 & 1,64 2,58 0,57 18

Q 2,25 3,30 0,80 20 0,52
Tag 04 & 1,03 1,12 0,48 18

Q 1,97 2,74 0,61 20 0,57
Tag 14 & 1,07 1,17 0,46 18

Q 1,68 1,81 0,83 20 0,50
Tag 30 J& 2,31 5,55 0,50 18

Q 2,61 4,64 1,06 20 0,11
Tag90 J& 1,65 2,20 0,68 17

Q 2,07 2,44 0,79 20 0,93
Alle & 1,54 2,97 0,54 89

Q 2,11 3,09 0,74 100 0,21

Tab. 3.26: PAC 1-positive (“aktivierte”) Thrombozyten (%) nach Geschlecht getrennt

Der geringste Anteil ,,aktivierter* Thrombozyten findet sich unter den weiblichen Probanden
bei einem Wert von 0,02% (Minimum, § 47J., Tag 01), der hochste bei 20,79% (Maximum,
Q 51J., Tag 30). Die Mittelwerte liegen bei den Probandinnen zwischen 1,68% (Tag 14) und
2,61% (Tag 30) der PAC 1-positiven Zellen. Der Median liegt jeweils im Intervall zwischen
0,61% (Tag 04) und 1,06% (Tag 30).

Beim minnlichen Probandengut findet sich ein Minimum von 0,07% (& 50J.,Tag 04 sowie &
48]., Tag 30) und ein Maximum von 22,39% (& 51J., Tag 30) ,,aktivierter Zellen. Die
Mittelwerte der einzelnen Beobachtungszeitpunkte befinden sich im Intervall zwischen 1,03%
(Tag 04) und 2,31% (Tag 30).

Der Median liegt jeweils zwischen 0,46% (Tag 14) und 0,68% (Tag 90).
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Im zweiseitigen U-Test konnten keine signifikanten Geschlechtsunterschiede aufgezeigt

werden.

3.3.2.2 Singuletten (single platelets) (%)

In der Betrachtung des weiblichen und des ménnlichen Geschlechts unabhéngig voneinander

beziiglich des Anteils singuldrer Thrombozyten, kann man folgende Beobachtungen machen:

Singuletten (single platelets) (%)

Messzeitpunkt Mittelwert Standardabw. Median | Stichprobe | U-Test
t M SD MED n p
Tag01 & 92,87 2,90 93,69 18
Q 93,94 3,00 94,74 20 0,12
Tag04 & 92,30 3,87 93,11 18
Q 94,09 3,01 95,00 20 0,08
Tag 14 J& 93,13 2,76 94,05 18
Q 94,05 2,77 94,49 20 0,20
Tag30 & 93,10 2,94 94,04 18
Q 94,06 3,30 95,01 20 < 0,05
Tag90 & 92,97 3,40 93,77 17
Q 94,08 3,10 94,78 20 0,27
Alle & 92,87 3,14 93,70 89
Q 94,05 2,98 94,81 100 < 0,01

Tab. 3.27: Singuletten (single platelets) (%) nach Geschlecht getrennt

Bei den weiblichen Probanden haben die einzeln vorliegenden Blutplittchen einen Anteil
zwischen 81,12% (Minimum, @ 24J., Tag 30) und 96,51% der gesamten Pldttchenmenge
(Maximum, 9 26J., Tag 04). Der Mittelwert liegt hier jeweils zwischen 93,94% (Tag 01) und
94,09% (Tag 04). Als Mediane werden zu den einzelnen Beobachtungszeitpunkten Werte
zwischen 94,49% (Tag 14) und 95,01% (Tag 30) berechnet.

Fiir das minnliche Geschlecht wurden Singuletten-Anteile zwischen 82,33% (Minimum, &
52J.,Tag 04) und 96,96% (Maximum, & 29J., Tag 90) bestimmit.

Die Mittelwerte konnen zwischen 92,30% am Tag 04 und 93,13% am Tag 14 festgelegt
werden. Der Median umfasst ein Intervall zwischen 93,11% (Tag 04) und 94,05% (Tag 14).




Ergebnisse 70

Im U-Test konnte ein signifikanter Geschlechtsunterschied zum Beobachtungszeitpunkt Tag
30 nachgewiesen werden. Auch bei der gepoolten Analyse aller Messzeitpunkte bestand ein

signifikanter Unterschied.

3.3.2.3a Mikropartikel (%)

Beobachtet man den Anteil der Mikropartikel nach Geschlechtern getrennt, kann man

folgendes feststellen:

Mikropartikel (%)
Messzeitpunkt Mittelwert Standardabw. Median | Stichprobe | U-Test
t M SD MED n p

Tag01 & 2,26 0,97 1,97 18

Q 2,09 0,99 1,99 20 0,60
Tag04 & 2,40 1,24 2,04 18

Q 1,89 0,83 1,82 20 0,35
Tag 14 & 1,97 0,62 1,89 18

Q 2,00 1,05 1,77 20 0,70
Tag 30 J& 1,97 0,78 1,79 18

Q 1,82 0,81 2,03 20 0,61
Tag90 & 2,08 0,93 1,80 17

Q 1,79 0,77 1,72 20 0,48
Alle (& 2,14 0,92 1,89 89

Q 1,92 0,88 1,82 100 0,18

Tab. 3.28: Mikropartikel (%) nach Geschlecht getrennt

Zwischen 0,58% (Minimum, ¢ 25J.,, Tag 30) und 4,66% der gesamten
Thrombozytenpopulation (Maximum, @ 47J., Tag 14) liegen bei den weiblichen Probanden in
Form von Mikropartikeln vor. Die Mittelwerte liegen hier zwischen 1,79% (Tag 90) und
2,09% (Tag 04). Der Median befindet sich jeweils in einem Bereich zwischen 1,72% (Tag 90)
und 2,03% (Tag 30).

Die minnlichen Probanden zeigten einen Anteil von zwischen 0,87% (Minimum, & 51J., Tag

04) und 5,40% Mikropartikeln (Maximum, & 47J., Tag 04). Als Mittelwerte lassen sich
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Anteile zwischen 1,79% am Tag 90 und 2,09% am Tag 01 bestimmen. Der Median liegt
jeweils bei Werten zwischen 1,72% (Tag 90) und 2,03% (Tag 30).

Signifikante Unterschiede zwischen den Geschlechtern lie3en sich nicht finden.

3.3.2.3b Mikropartikel / nl

Die Untersuchung der totalen Anzahl Mikropartikel/ pl nach Geschlechtern getrennt ergab

folgende Werte:
Mikropartikel / pl
Messzeitpunkt Mittelwert Standardabw. Median | Stichprobe| U-Test
t M SD MED n p

Tag01 & 5.812 2.635,71 5.628 18

Q 5.983 3.056,43 5.873 20 0,77
Tag 04 & 6.431 3.568,20 5.338 18

Q 5.594 2.565,67 5.339 20 0,64
Tag 14 & 4.987 1.641,14 4.946 18

Q 5.970 3.338,31 5.236 20 0,60
Tag 30 & 5.015 2.543,90 4.315 18

Q 5.213 2.791,64 5.001 20 0,77
Tag90 J& 4.940 2.957,51 4.198 17

Q 5.075 2.760,91 4.599 19 0,81
Alle & 5.443 2.742 4.857 89

Q 5.572 2.881 5.253 99 0,73

Tab. 3.29: Mikropartikel / ul nach Geschlecht getrennt

Bei den weiblichen Probanden wurden zwischen 1.230 (Minimum, § 25J., Tag 30) und
14.573 Zellen/ pl (Maximum, @ 47]J., Tag 14) als Mikropartikel identifiziert. Die Mittelwerte
umfassen Partikelzahlen zwischen 5.075/ pl am Tag 90 und 5.983/ pul am Tag O1. Der Median
ist jeweils zwischen 4.599 Zellen/ pl (Tag 90) und 5.873 Zellen/ pul (Tag 01) gelegen.

Zwischen 1.774 (Minimum, & 51J., Tag 04) und 14.814 Mikropartikel/ pl Vollblut
(Maximum, & 48J., Tag 04) konnten bei den minnlichen Probanden gezihlt werden. Die

Mittelwerte wurden fiir einen Bereich zwischen 4.940 (Tag 90) und 6.431 Partikeln/ pl (Tag
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04) berechnet. Der Median betridgt zwischen 4.198 (Tag 90) und 5.628 Mikropartikeln/ pl
(Tag 01).

Im U-Test konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Probanden verschiedenen

Geschlechts festgestellt werden.

3.3.2.4a Thrombozyten-Aggregate (%)

Der Anteil der aggregierten Blutplittchen betrug in den einzelnen Geschlechtern wie folgt:

Thrombozyten-Aggregate (%)

Messzeitpunkt Mittelwert Standardabw. Median | Stichprobe| U-Test
t M SD MED n p
Tag01 & 5,01 3,10 4,36 18
Q 4,16 3,23 2,85 20 0,27
Tag 04 & 5,43 3,88 4,39 18
Q 4,13 3,46 3,20 20 0,21
Tag 14 & 5,04 3,06 4,14 18
Q 4,07 3,15 3,35 20 0,20
Tag 30 J& 5,07 3,34 4,27 18
Q 4,23 3,72 3,09 20 0,20
Tag90 J& 5,08 3,77 3,99 17
& 4,25 3,45 2,92 20 0,54
Alle & 5,13 3,37 4,26 89
Q 4,17 3,34 3,00 100 < 0,05

Tab. 3.30: Thrombozyten-Aggregate (%) nach Geschlecht getrennt

Im weiblichen Geschlecht betrug der minimale Anteil von Aggregaten an der Gesamtmenge
der Thrombozyten 1,40% (Minimum, @ 53J., Tag 30), der maximale Anteil betrug 18,09%
(Maximum, ¢ 24]., Tag 30).

Die Mittelwerte der jeweiligen Beobachtungszeitpunkte sind zwischen 4,07% (Tag 14) und
4,25% (Tag 90) einzuordnen. Beim Median handelt es sich um Bereiche zwischen 2,85%
(Tag 01) und 3,35% (Tag 14).
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Die minnlichen Probanden wiesen einen Anteil von zwischen 1,40% (Minimum, & 29]., Tag
90) und 15,64% Aggregate (Maximum, & 52J., Tag 04) auf. Die Mittelwerte bewegten sich
zwischen 5,01% am Tag 01 und 5,43% am Tag 04.

Fiir den Median gilt ein Intervall zwischen 3,99% (Tag 90) und 4,39% (Tag 04).

Der zweiseitige U-Test zeigte an den einzelnen Untersuchungstagen keine signifikanten
Unterschiede zwischen dem ménnlichen und dem weiblichen Geschlecht, lediglich bei der
gepoolten Analyse aller Untersuchungen zeigten Frauen signifikant geringere

Thrombozytenaggregatanteile als Ménner.

3.3.2.4b Thrombozyten-Agsregate / ul

Die nach Geschlechtern getrennte Untersuchung der totalen Anzahl von Aggregaten/ pl ergab

folgende Ergebnisse:
Thrombozyten-Aggregate/ pl
Messzeitpunkt Mittelwert Standardabw. Median | Stichprobe U-Test
t M SD MED n p

Tag01 & 12.619 7.478.,42 11.163 18

Q 12.157 11.950,91 8.338 20 0,46
Tag 04 & 14.405 12.031,36 11.167 18

Q 12.285 10.892,77 10.344 20 0,45
Tag 14 & 12.597 7.496,10 9.748 18

Q 12.434 10.557,19 9.206 20 0,68
Tag30 & 12.038 7.621,27 10.612 18

Q 11.546 11.484,30 8.151 20 0,64
Tag90 & 10.950 7.759,98 8.039 17

Q 11.621 8.984,88 8.900 20 0,62
Alle 4 12.540 8.547 9.876 89

Q 12.012 10.622 8.726 99 0,34

Tab. 3.31: Thrombozyten-Aggregate/ ul (%) nach Geschlecht getrennt

Die weiblichen Probanden zeigten zwischen 3.321 (Minimum, ¢ 53J., Tag 30) und 58.485
Aggregate/ pl Vollblut (Maximum, @ 24J., Tag 01). Die Mittelwerte betreffend ergab sich ein
Bereich zwischen 11.546 (Tag 30) und 12.434 Aggregaten/ pl Vollblut (Tag 14). Der Median
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liegt mit 8.151 Aggregate/ pul Vollblut am Tag 30 am niedrigsten, den hochsten Wert erreicht

er mit 10.344 Aggregaten/ pl Vollblut am Tag 04.

Beim minnlichen Geschlecht wurden zwischen 3.797 (Minimum, & 29J., Tag 30) und 54.123

Aggregate/ pl Vollblut (Maximum, & 52J., Tag 04) gemessen.

Die Mittelwerte lagen im Bereich zwischen 10.950 (Tag 90) und 14.405 Aggregaten/ pl
Vollblut (Tag 04). Der Median liegt jeweils zwischen 8.039 (Tag 90) und 11.167 Aggregaten/

ul Vollblut (Tag 04).

Signifikante Unterschiede zwischen dem ménnlichen und dem weiblichen Geschlecht konnten

nicht nachgewiesen werden.

3.3.2.5 Geschlechtsunterschiede fiir alle Variablen gepoolt

Geschlechtsunterschiede

Messzeitpunkt Mittelwert Standardabw. Median |Stichprobe| U-Test
t M SD MED n p

PAC 1 (%)% 2,11 3,09 0,74 100

) 1,54 2,73 0,54 89 0,21
Sing.(%) 9 94,05 2,98 94,81 100

3 92,87 3,14 93,70 89 < 0,01
MP (%) 9 1,95 0,93 1,80 100

3 2,14 0,90 1,90 89 0,18
MP/ ul Q 5.572 2.881 5.253 99

) 5.443 2.742 4.857 89 0,73
Aggr.(%) 9 4,17 3,34 3,00 100

3 5,13 3,37 4,26 89 < 0,05
Aggr/ul @ 12.012 10.622 8.726 99

) 12.540 8.547 9.876 89 0,34

Tab. 3.32: Geschlechtsunterschiede, gepoolt fiir alle Variablen

PAC 1: ,aktivierte“ Thrombozyten, Sing.: Singuletten (single platelets), MP: Mikropartikel, Aggr.: Aggregate

Im Gesamt-Vergleich zwischen Minnern und Frauen stellten sich hochsignifikante

Unterschiede im prozentualen Anteil der einzeln vorliegenden Zellen (single platelets) sowie

signifikante Unterschiede im prozentualen Anteil der Thrombozytenaggregate heraus.
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3.3.3 Alterskorrelation

% PAC 1 % Sing. % MP % Aggr. | Aggr./ MP/ ul
MW +SD | MW£SD | MW+SD | MW+SD | MW £SD | MW + SD
Alter | <35 | 1,16 2,04 | 9341+ |1.81+085|492+378| 13.104+ | 4936+
Jahre 3,57 11.131 2.591
>45 |2.61£373 | 9358+ |226+092|428+284| 11304+ | 6.163+
Jahre 2.49 7.640 2.918
P <0,01 0.39 < 0,01 0.34 0.35 <0,01

Tab. 3.33: Bezichung der angegebenen Komponenten zum Alter der Probanden;

PAC 1: ,aktivierte“ Thrombozyten, Sing.: Singuletten (single platelets), MP: Mikropartikel, Aggr.: Aggregate;
n. s.: nicht signifikant

Zwischen dem Alter der Probanden und dem prozentualen Anteil von aktivierten

Thrombozyten und dem Anteil bzw. der Konzentration von Mikropartikeln fand sich ein

signifikanter Zusammenhang mit dem Alter.
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3.4 ADIAflo-MESSREIHE

341 CDh41

3.4.1.1 Vergleich simtlicher Probanden

Die Anzahl der CD 41-positiven Rezeptoren je Thrombozyt betrug in der gesamten
Probandenpopulation zwischen 23.069 (Minimum, Q@ 53J., Tag 90) und 70.562 (Maximum, &
25J., Tag 14). Hierbei lagen die Mittelwerte der einzelnen Messzeitpunkte zwischen 37.156
(Tag 90) und 42.391 Rezeptoren (Tag 14). Der Median bewegte sich zwischen 39.387 (Tag
90) und 42.490 Rezeptoren (Tag 4).

CD 41
Messzeitpunkt Mittelwert Standardabweichung Median Stichprobe

t M SD MED n
Tag 01 41.559 7.949 41.249 37
Tag 04 42.247 8.759 42.490 37
Tag 14 42.391 9.577 40.773 37
Tag 30 41.168 7.894 41.418 37
Tag 90 37.156 9.634 39.387 37

Tab. 3.34: CD 41-Rezeptorzahlen aller Probanden insgesamt (nur komplette Datensitze)

Der Friedman-Test (p = 0,0003) ergab einen signifikanten Unterschied aller Messzeitpunkte,
welcher im paarweisen Vergleich durch Vorzeichen-Rangtest als signifikanter Abfall am Tag

90 identifiziert werden konnte (siche 3.4.1.2).
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3.4.1.2 Geschlechtsunterschiede

Im Vergleich zwischen minnlichen und weiblichen Probanden ergaben sich folgende

Ergebnisse:
Ch 41
Messzeitpunkt Mittelwert Standardabw. Median | Stichprobe | U-Test
t M SD MED n p

Tag01 & 43.015 7.949 43.514 18

Q 39.830 7.856 40.043 20 0,19
Tag 04 & 42.579 8.557 42.763 18

Q 41.537 9.099 39.710 20 0,62
Tag 14 & 44.260 11.111 43.824 18

Q 40.181 7.792 38.567 20 0,24
Tag 30 & 41.112 7.637 41.582 18

Q 40.794 8.338 40.313 20 0,86
Tag90 & 38.103 6.499 39.514 17

Q 36.352 11.781 38.406 20 0,81
Alle & 41.856 8.576 41.977 89

Q 39.739 9.089 39.704 100 0,12

Tab. 3.35: CD 41 nach Geschlecht getrennt

Im weiblichen Geschlecht wurde ein Minimum von 23.069 (9 53J., Tag 90) und ein
Maximum von 56.238 (9 25J., Tag 04) CD 41-positiven Rezeptoren gezihlt.

Die Mittelwerte lagen zwischen 36.352 (Tag 90) und 41.537 (Tag 04) Rezeptoren. Der
Median bewegte sich zwischen 38.406 Rezeptoren am Tag 90 und 40.313 Rezeptoren am Tag
30.

Beim minnlichen Geschlecht lautet die minimale Anzahl CD 41-positiver Rezeptoren 24.951
(& 51]., Tag30), die maximale 70.562 (3 25]J., Tag 14).

Die Mittelwerte zeigen Zahlen zwischen 38.103 (Tag 90) und 44.260 (Tag 14) Rezeptoren
und liegen damit unter dem weiblichen Niveau. Der Median findet sich bei Werten zwischen

39.514 (Tag 90) und 43.824 Rezeptoren (Tag 14).

Im zweiseitigen U-Test zeigte sich kein signifikanter Geschlechtsunterschied.
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342 CD42b

3.4.2.1 Vergleich simtlicher Probanden

Die Anzahl der CD 42b-positiven Rezeptoren je Thrombozyt betrug in der gesamten

Probandenpopulation zwischen 12.967 (Minimum, Q@ 47J., Tag 01) und 43.875 (Maximum, &

25]., Tag 14). Hierbei lagen die Mittelwerte der einzelnen Messzeitpunkte zwischen 25.030

(Tag 90) und 27.848 Rezeptoren (Tag 30).

Der Median bewegte sich zwischen 25.915 (Tag 90) und 28.412 Rezeptoren (Tag 30).

CD 42b

Messzeitpunkt Mittelwert Standardabweichung Median Stichprobe

t M SD MED n

Tag 01 26.121 5.095 26.696 37

Tag 04 27.623 5.727 26.357 37

Tag 14 26.956 6.352 26.665 37

Tag 30 27.848 5.061 28.412 37

Tag 90 25.030 6.836 25.915 37

Tab. 3.36: CD 42b-Rezeptorzahlen aller Probanden insgesamt (nur komplette Datensitze)

Der Friedman-Test konnte zwischen den einzelnen Messtagen keine signifikanten

Unterschiede der Rezeptorzahlen herausstellen (p = 0,0916).




Ergebnisse 79

3.4.2.2 Geschlechtsunterschiede

Im Vergleich zwischen minnlichen und weiblichen Probanden ergaben sich folgende

Ergebnisse:
CD 42b
Messzeitpunkt Mittelwert Standardabw. Median | Stichprobe | U-Test
t M SD MED n p

Tag01 & 28.807 4.291 28.377 18

Q 23.708 4.443 24.199 20 < 0,01
Tag04 & 28.590 5.628 27.000 18

Q 26.575 5.693 24.990 20 0,18
Tag 14 & 29.170 6.688 27.395 18

Q 24.906 5.238 24.045 20 < 0,05
Tag 30 J& 28.814 4.899 28.308 18

Q 26.985 5.039 28.138 20 0,46
Tag90 & 27.379 4.505 28.435 17

Q 23.033 7.894 25.167 20 0,07
Alle & 28.565 5.198 27.665 89

Q 25.041 5.876 24.853 100 < 0,0001

Tab. 3.37: CD 42b nach Geschlecht getrennt

Im weiblichen Geschlecht wurde ein Minimum von 12.967 (@ 47J., Tag 01) und ein
Maximum von 41.396 (9 24J)., Tag 04) CD 42b-positiven Rezeptoren gezihlt. Die
Mittelwerte liegen zwischen 23.033 (Tag 90) und 26.985 (Tag 30) Rezeptoren. Der Median
bewegt sich zwischen 24.045 Rezeptoren am Tag 14 und 28.138 Rezeptoren am Tag 30.

Beim minnlichen Geschlecht lautet die minimale Anzahl CD 42b-positiver Rezeptoren
15.605 (& 50J., Tag 14), die maximale 43.875 (& 25J., Tag 14). Die Mittelwerte zeigen
Zahlen zwischen 27.379 (Tag 90) und 29.170 (Tag 14) und unterliegen somit weniger starken
Schwankungen, als beim weiblichen Geschlecht beobachtet wird. Der Median befindet sich
bei Werten zwischen 27.000 (Tag 04) und 28.435 Rezeptoren (Tag 90) und liegt hier etwas

hoher, als bei den weiblichen Probanden.

Im zweiseitigen U-Test zeigten sich signifikante Geschlechtsunterschiede am Messtag 14

(p=0,03) und am Tag 01 (p=0,001), sowie bei der gepoolten Analyse (p < 0,01).
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343 CDoe6l

3.4.3.1 Vergleich simtlicher Probanden

Die Anzahl der CD 61-positiven Rezeptoren je Thrombozyt betrug in der gesamten
Probandenpopulation zwischen 21.123 (Minimum, 9 53J., Tag 90) und 65.407 (Maximum, &
25J., Tag 14). Hierbei lagen die Mittelwerte der einzelnen Messzeitpunkte zwischen 36.021
(Tag 90) und 40.407 Rezeptoren (Tag 04).

Der Median bewegte sich zwischen 38.184 (Tag 90) und 41.143 Rezeptoren (Tag 30).

CD 61
Messzeitpunkt Mittelwert Standardabweichung Median Stichprobe

t M SD MED n
Tag 01 39.687 8.423 39.286 37
Tag 04 40.408 8.590 40.160 37
Tag 14 40.000 9.635 39.441 37
Tag 30 39.956 7.978 41.143 37
Tag 90 36.021 10.150 38.184 37

Tab. 3.38: CD 61-Rezeptorzahlen aller Probanden insgesamt (nur komplette Datensitze)

Im Friedman-Test wurde ein signifikanter Unterschied festgestellt (p < 0,01). Als
verursachender Messzeitpunkt wurde anhand paarweiser Vergleiche durch Vorzeichen-

Rangtest der Tag 90 identifiziert (p < 0,01) (siehe 3.4.3.2).




Ergebnisse 81

3.4.3.2 Geschlechtsunterschiede

Im Vergleich zwischen minnlichen und weiblichen Probanden ergaben sich folgende

Ergebnisse:
CD 61
Messzeitpunkt Mittelwert Standardabw. Median | Stichprobe | U-Test
t M SD MED n p

Tag01 & 41.477 8.285 43.965 18

Q 37.586 8.388 37.339 20 0,08
Tag 04 & 40.690 8.659 41.390 18

Q 39.515 8.965 38.480 20 0,60
Tag 14 & 41911 10.405 42.564 18

Q 37.679 8.803 37.413 20 0,20
Tag 30 & 39.649 7.944 41.413 18

Q 39.740 8.312 39.701 20 0,91
Tag90 & 36.942 6.919 38.184 17

Q 35.239 12.389 38.031 20 0,81
Alle & 40.170 8.523 41.206 89

Q 37.952 9.444 38.048 100 0,08

Tab. 3.39: CD 61 nach Geschlecht getrennt

Im weiblichen Geschlecht wurde ein Minimum von 21.123 (9 53J., Tag 90) und ein
Maximum von 55.378 (9 28J., Tag 01) CD 41-positiven Rezeptoren gezihlt.

Die Mittelwerte lagen zwischen 35.239 (Tag 90) und 39.740 (Tag 30) Rezeptoren. Der
Median bewegte sich zwischen 37.339 Rezeptoren am Tag 01 und 39.701 Rezeptoren am Tag
30.

Beim minnlichen Geschlecht lautet die minimale Anzahl CD 41-positiver Rezeptoren 23.152
(& 50]., Tag 30), die maximale 65.407 (& 25J., Tag 14). Die Mittelwerte zeigen Zahlen
zwischen 36.942 (Tag 90) und 41.911 (Tag 14) Rezeptoren und liegen damit unter dem
Niveau der weiblichen Probanden. Der Median findet sich bei Werten zwischen 38.184 (Tag
90) und 43.965 Rezeptoren (Tag 01).

Im zweiseitigen U-Test konnten keine signifikanten Geschlechtsunterschiede festgestellt

werden.
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344 CDe62p

3.4.4.1 Vergleich simtlicher Probanden

Die Anzahl der CD 62p-positiven Rezeptoren je Thrombozyt betrug in der gesamten
Probandenpopulation zwischen 50 (Minimum, ¢ 47 J., Tag 01) und 1.249 (Maximum, 947 J.,
Tag 14). Hierbei lagen die Mittelwerte der einzelnen Messzeitpunkte zwischen 451 (Tag 04)
und 534 Rezeptoren (Tag O1).

Der Median bewegte sich zwischen 493 (Tag 30) und 542 Rezeptoren (Tag 90).

CD 62p
Messzeitpunkt Mittelwert Standardabweichung Median Stichprobe

t M SD MED n
Tag 01 534 193,63 528 37
Tag 04 451 200,93 495 37
Tag 14 495 249,92 510 37
Tag 30 483 203,23 493 37
Tag 90 517 216,67 542 37

Tab. 3.40: CD 62p-Rezeptorzahlen aller Probanden insgesamt (nur komplette Datensitze)

Im Friedman-Test fanden sich keine signifikanten Unterschiede (p = 0,47).
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3.4.4.2 Geschlechtsunterschiede

Im Vergleich zwischen minnlichen und weiblichen Probanden ergaben sich folgende

Ergebnisse:
CD 62p
Messzeitpunkt Mittelwert Standardabw. Median | Stichprobe | U-Test
t M SD MED n p
Tag01 & 497 172 508 18
Q 569 205 564 20 0,23
Tag 04 & 417 253 468 18
Q 484 132 505 20 0,41
Tag 14 & 501 238 500 18
Q 488 260 506 20 0,954
Tag 30 & 465 270 515 18
Q 500 112 476 20 0,79
Tag90 & 520 123 537 17
Q 514 276 552 20 0,45
Alle & 480 217 514 89
Q 511 206 521 100 0,25

Tab. 3.41: CD 62p nach Geschlecht getrennt

Im weiblichen Geschlecht wurde ein Minimum von 50 (@ 47 J., Tag 01) und ein Maximum
von 1.249 (9 47 J., Tag 14) CD 62p-positiven Rezeptoren gezihlt.

Die Mittelwerte lagen zwischen 484 (Tag 04) und 569 (Tag 01) Rezeptoren.

Der Median bewegte sich zwischen 476 Rezeptoren am Tag 30 und 564 Rezeptoren am Tag
01.

Beim minnlichen Geschlecht lautet die minimale Anzahl CD 62p-positiver Rezeptoren 62 (3
27 J., Tag 14), die maximale 1.070 (J 48J., Tag 14). Die Mittelwerte ergeben Zahlen
zwischen 417 (Tag 04) und 520 (Tag 90) Rezeptoren. Der Median findet sich bei Werten
zwischen 468 (Tag 04) und 537 Rezeptoren (Tag 90).

Im zweiseitigen U-Test konnten keine signifikanten Geschlechtsunterschiede festgestellt

werden.
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3.4.5 Vergleich der verschiedenen Rezeptoren miteinander

3.4.5a Vergleich mit CD 41

Spearman p

CD 41 CD 41 CD 41 CD 41 CD 41

Tag 1 Tag 4 Tag 14 Tag 30 Tag 90
CD 42b - Tag 1 0,66 x | 0,53 x | 0,54 x | 0,38 + | 0,33 +
CD 42b — Tag 4 0,54 x | 0,80 x | 0,70 x | 0,57 x | 0,53 X
CD 42b — Tag 14 0,46 x | 0,58 x | 0,74 x | 0,52 x | 041 +
CD 42b — Tag 30 0,50 x | 0,68 x | 0,69 x | 0,75 x | 0,56 X
CD 42b - Tag 90 0,56 x | 0,69 x | 0,63 x | 0,56 x | 0,73 X
CD 61 -Tagl 0,97 x | 0,69 x | 0,63 x | 0,66 x | 0,60 X
CD 61 -Tag4 0,76 x | 0,97 x | 0,77 x | 0,84 x | 0,80 X
CD 61 - Tag 14 0,68 x | 0,71 x | 097 x | 0,79 x | 0,77 X
CD 61 - Tag 30 0,73 x | 0,84 x | 0,82 x | 0,96 x | 0,82 X
CD 61 - Tag 90 0,66 x | 0,75 x | 0,72 x | 0,77 x | 0,96 X
CD 62p-Tag1 -0,10 -0,13 -0,06 -0,23 0,03
CD 62p - Tag 4 -0,28 -0,05 -0,12 -0,06 -0,19
CD 62p - Tag 14 -0,22 -0,20 -0,10 -0,17 -0,22
CD 62p - Tag 30 0,06 0,01 -0,04 0,16 0,03
CD 62p - Tag 90 0,11 0,19 0,31 0,24 0,14

Tab. 3.42a: Vergleich der verschiedenen Rezeptoren mit CD 41 (Spearman’sche Rangkorrelation).

+: signifikant (p<0,05) x: hoch-signifikant (p<0,01)

Es bestehen signifikant positive Zusammenhinge zwischen den Rezeptoren CD 41 und CD
42b sowie CD 41 und CD 61. Ein signifikant gleich- oder gegensinniger Zusammenhang zu
CD 62p lieB sich nicht herstellen.
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3.4.5b Vergleich mit CD 42b

Spearman p

CD 42b CD 42b CD 42b CD 42b CD 42b
Tag 1 Tag 4 Tag 14 Tag 30 Tag 90

CD41-Tag1 0,65 x | 0,54 x | 0,46 x | 0,50 x |0,56 X
CD 41 -Tag4 0,53 x | 0,80 x | 0,58 x | 0,68 x (0,689 x
CD 41 —Tag 14 0,54 x | 0,70 x | 0,74 x | 0,69 x (0,63 X
CD 41 — Tag 30 0,38 + | 0,57 x | 0,52 x | 0,75 x |0,56 X
CD 41 —Tag 90 0,33 + | 0,53 x | 0,40 + | 0,56 x (0,73 X
CD 61 -Tag1 0,70 x | 0,50 x | 0,44 x | 048 x |0,56 X
CD 61 -Tag4 0,54 x | 0,81 x | 0,59 x | 0,71 x [0,71 X
CD 61 - Tag 14 0,52 x | 0,67 x | 0,76 x | 0,69 x (0,61 X
CD 61 - Tag 30 0,43 x | 0,64 x | 0,59 x | 0,76 x |0,61 X
CD 61 - Tag 90 0,34 + | 0,50 x | 0,39 + | 0,50 x |0,76 X
CD 62p - Tag 1 -0,24 -0,09 -0,18 -0,28 -0,16
CD 62p - Tag 4 -0,13 -0,02 -0,23 0,08 -0,22
CD 62p - Tag 14 0,01 -0,02 -0,07 0,001 -0,26
CD 62p - Tag 30 -0,25 -0,07 -0,05 -0,003 -0,17
CD 62p - Tag 90 -0,03 0,17 0,32 0,159 -0,09

Tab. 3.42b: Vergleich der verschiedenen Rezeptoren mit CD 42b (Spearman’sche Rangkorrelation).
+: signifikant (p<0,05) x: hoch-signifikant (p<0,01)

CD 42b weist neben einer gleichsinnigen Entwicklung seiner Rezeptorzahl verglichen mit CD
41 auch einen signifikant positiven Zusammenhang zur Anzahl der CD 61-Rezeptoren auf,

signifikante Zusammenhinge zur CD 62p-Zahl sind jedoch nicht nachweisbar.
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3.4.5¢ Vergleich mit CD 61

Spearman p

CD 61 CD 61 CD 61 CD 61 CD 61
Tag 1 Tag 4 Tag 14 Tag 30 Tag 90
CD41-Tagl 0,97 x | 0,76 x | 0,68 x | 0,73 x | 0,66 X
CD41-Tag4 0,69 x | 0,97 x | 0,74 x | 0,84 x | 0,75 X
CD 41 -Tag 14 0,63 x | 0,77 x | 0,97 x | 0,82 x | 0,72 X
CD 41 - Tag 30 0,66 x | 0,84 x | 0,79 x | 0,96 x | 0,76 X
CD 41 - Tag 90 0,60 x | 0,80 x | 0,77 x | 0,82 x | 0,96 X
CD 42b - Tag 1 0,70 x | 0,54 x | 0,52 x | 0,43 x | 0,34 +
CD 42b — Tag 4 0,50 x | 0,81 x | 0,67 x | 0,64 x | 0,50 X
CD 42b — Tag 14 0,44 x | 0,59 x | 0,76 x | 0,59 x | 0,39 +
CD 42b — Tag 30 0,48 x | 0,71 x | 0,69 x | 0,76 x | 0,50 X
CD 42b — Tag 90 0,56 x | 0,71 x | 0,61 x | 0,61 x | 0,76 X
CD 62p - Tag 1 -0,18 -0,16 -0,11 -0,24 0,04
CD 62p - Tag 4 -0,26 -0,07 -0,22 -0,08 -0,28
CD 62p - Tag 14 -0,18 -0,25 -0,08 -0,22 -0,27
CD 62p - Tag 30 -0,00 0,08 0,01 0,14 0,00
CD 62p - Tag 90 0,08 0,14 0,30 0,23 0,12

Tab. 3.42c¢: Vergleich der verschiedenen Rezeptoren mit CD 61 (Spearman”sche Rangkorrelation).
+: signifikant (p<0,05) x: hoch-signifikant (p<0,01)

Signifikante Zusammenhinge bestehen zwischen der nachgewiesenen Zahl der Rezeptoren

CD 61 und CD 41 sowie CD 61 und CD 42b, nicht aber zur CD 62p-Expression.
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3.4.5d Vergleich mit CD 62p

Spearman p

CD 62p CD 62p CD 62p CD 62p CD 62p

Tag 1 Tag 4 Tag 14 Tag 30 Tag 90
CD41-Tag1 -0,10 -0,28 -0,22 0,06 0,11
CD 41 -Tag4 -0,13 -0,05 -0,20 0,01 0,19
CD 41 - Tag 14 -0,06 -0,12 -0,10 -0,04 0,31
CD 41 - Tag 30 -0,23 -0,06 -0,17 0,16 0,24
CD 41 - Tag 90 0,03 -0,19 -0,22 0,03 0,14
CD 42b - Tag 1 -0,24 -0,13 0,01 -0,25 -0,03
CD 42b - Tag 4 -0,09 -0,02 -0,02 -0,07 0,17
CD 42b — Tag 14 -0,18 -0,23 -0,07 -0,05 0,32
CD 42b — Tag 30 -0,28 0,08 0,00 -0,003 0,16
CD 42b — Tag 90 -0,16 -0,22 -0,26 -0,17 -0,09
CD 61 -Tag 1 -0,18 -0,26 -0,18 -0,00 0,08
CD 61 - Tag4 -0,16 -0,07 -0,25 0,08 0,14
CD 61 - Tag 14 -0,11 -0,22 -0,08 0,01 0,30
CD 61 - Tag 30 -0,24 -0,08 -0,22 0,14 0,23
CD 61 - Tag 90 0,04 -0,28 -0,27 0,002 0,12

Tab. 3.42d: Vergleich der verschiedenen Rezeptoren mit CD 62p (Spearman’sche Rangkorrelation).
+: signifikant (p<0,05) x: hoch-signifikant (p<0,01)

Die quantitative CD 62p-Expression steht in keinem statistisch nachweisbaren
Zusammenhang zur Anzahl der Rezeptoren CD 41, CD 42b oder CD 61. Teils lassen sich
gegensinnige Entwicklungen der jeweiligen Anzahl erahnen, welche jedoch weder konstant

zu beobachten sind, noch signifikant wurden.
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3.4.5¢ Gepoolter Vergleich aller Rezeptoren miteinander

Spearman p

CD 41 CD 42b CD 61 CD 62p
CD 41 1,00 072 p<001 | 097 p<0,01 |001
CD 42b 072 p<001 | 1,00 075 p<0,01 [-0,09
CD 61 097 p<001 | 075 p<0,01 | 1,00 0,03
CD 62p 0,01 -0,09 0,03 1,00

Tab. 3.42e: Vergleich der verschiedenen Rezeptoren untereinander (Spearman’sche Rangkorrelation).

Die Rezeptorzahlen von CD 41, CD 42b und CD 61 verhielten sich jeweils gleichsinnig. Fiir

CD62p zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zur Zahl der sonstigen Rezeptoren.

3.4.6 Geschlechtsunterschiede fiir alle Variablen gepoolt

Geschlechtsunterschiede

Messzeitpunkt Mittelwert Standardabw. Median Stichprobe U-Test
t M SD MED n p
CDh41 Q 39.739 9.089 39.704 100
) 41.856 8.576 41.977 89 0,12
CD42b @ 25.041 5.876 24.853 100
3 28.565 5.198 27.665 89 <0,0001
CD61 Q 37.952 9.444 38.048 100
3 40.170 8.523 41.206 89 0,08
CD62p ¢ 511 206 521 100
3 480 217 514 89 0,25

Tab. 3.43: Geschlechtsunterschiede, gepoolt fiir alle Variablen.

Frauen verfiigen iiber eine signifikant geringere Anzahl des CD 42b-Rezeptors. Bzgl. CD 41,

CD 61 und CD 62p bestehen keine quantitativen Geschlechtsunterschiede.
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3.4.7 Alterskorrelation

CD 41 CD 42b CD 61 CD 62p
Alter | <35 | 44481 +7187 | 28668 + 5382 43097 £ 7019 1,30 £ 1,67
Jahre
=45 | 36527 +8770 | 24490+ 5530 34389 + 8922 1,94 £ 3,09
Jahre
p < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01

Tab. 3.44: Beziehung der Rezeptorzahl zum Alter der Probanden (U-Test); n. s.: nicht signifikant

Es bestehen signifikant negative Zusammenhénge zwischen dem Alter der Probanden und der

Anzahl der Rezeptoren CD 41, CD 42b sowie CD 61 mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit von

jeweils <1%. Beziiglich CD62p besteht ebenfalls ein signifikanter Zusammenhang mit dem

Alter.
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4 DISKUSSION

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die durchflusszytometrische Analyse der Aktivitit
von Thrombozyten in einem gesunden Probandenkollektiv im zeitlichen Verlauf.

Diese Studie ist Bestandteil einer Gesamtstudie, in welche des weiteren neurologische
Patienten mit hochgradigen Karotisstenosen sowie Patienten nach endovaskulérer
Ballonangioplastie mit Stent-Implantation eingeschlossen werden sollen, welche eine
thrombozytenaggregationshemmende Therapie anhand ASS oder Clopidogrel in
Monotherapie sowie ASS plus Clopidogrel in Kombination erhalten.

Da bisher unbekannt ist, in welchem Mafe eine Grundaktivierung der thrombozytiren
Gerinnung auch bei gesunden Personen ohne wesentliche Risikofaktoren vorliegt und wie
diese sich iiber die Zeit dndert, soll die vorliegende Arbeit diese Frage vorrangig kldren und
bildet somit die Grundlage, entsprechende Riickschliisse im o.g. Patientenkollektiv zu ziehen.

Die Beobachtung soll dariiber hinaus die Frage der Aktivititsfluktuation klédren.

Fir die Bestimmung der Thrombozytenaktivierung wurde zur Identifizierung der
Thrombozyten in der Vollblutprobe der GP Ib-Rezeptor (CD42b) genutzt. Als Marker der
Thrombozyten-Aktivierung dienten CD62p (=P-Selektin bzw. GMP 140), ein unter
Aktivierung aus Granula im Zellinneren freigesetzter Oberfldchenrezeptor, sowie PAC-1,
welcher ein durch Konformationsidnderung im Rahmen der Aktivierung auftretendes Epitop
markiert.

Aber auch andere Informationen koénnen zur Beurteilung der Aktivierung herangezogen
werden. So gilt beispielsweise der Thrombozytenabfall als einer der sensitivsten Marker™***?,
ist jedoch in vivo nicht ohne weiteres nachweisbar. Auch die Aggregatbildung, zeitlich
zwischen Thrombozytenabfall und CD 62p-Expression anzusiedeln, wurde bereits vermehrt

234,235,236

mit der Thrombozytenaktivierung in Zusammenhang gebracht und ihre Bestimmung

anhand durchflusszytometrischer Verfahren mehrfach etabliert' 200237

. Mikropartikel tragen
die thrombozytiren Membranproteine GP Ib, GP IIb/Illa und CD 62p und werden somit wie
Thrombozyten in die Aggregatbildung mit einbezogen, sodass es unter Aktivierung zu einem
Abfall der Partikelzahl kommt********_Die vorliegende Arbeit soll die Verhiiltnisse beziiglich
aller dieser Aktivierungsmarker beim Gesunden betrachten.

Ziel der ADIAflo-Messreihe war die Quantifizierung der Rezeptoren CD 41, CD 42b, CD 61

und CD 62p, ebenfalls in der gesunden Probandenpopulation.
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4.1 STUDIENDESIGN

Da neben der Aktivitdtsbestimmung des gesunden Probanden auch die Aktivitdtsfluktuation
eine zentrale Frage darstellt, wurde die Beobachtung im Léngsschnitt gewihlt. Alle
durchflusszytometrischen Untersuchungen wurden dazu jeweils zu  fiinf definierten
Zeitpunkten (Tag 1, Tag 4, Tag 14, Tag 30, Tag 90) wiederholt durchgefiihrt, dies gilt ebenso
fiir die jeweilige Bestimmung des aktuellen Blutbildes einschlieBlich der Thrombozytenzahl.

Hier bleibt anzumerken, dass sich die Durchfithrung exakt zum definierten Tag aufgrund
personlicher Verhinderung der Probanden oder aber aufgrund der Ausschlusskriterien (z.B.
Einnahme aggregationshemmender Medikamente innerhalb 7 Tage vor dem

Untersuchungstag) in Einzelfillen geringfiigig verzogert hat.

Die Probandenpopulation beinhaltet 38 Personen, welche entsprechend den
Ausschlusskriterien (Alter, regelmiBige Einnahme von Thrombozyten-
Aggregationshemmern, bekannte Gefidlerkrankungen) ausgewéihlt und den Gruppen zugeteilt
wurden (ménnlich 20-35 Jahre, ménnlich 45-57 Jahre, weiblich 20-35 Jahre, weiblich 45-57
Jahre).

Kritikpunkt diesbeziiglich bleibt sicher die Gruppengréfe. Hier wurde jedoch speziell darauf
Wert gelegt, alle Probanden den einzelnen Gruppen gleichmifig zuzuteilen, um fiir einen

moglichst repriasentativen Querschnitt zu sorgen.

42 BEWERTUNG DER METHODIK

Die Methode zur praktischen Durchfithrung der Untersuchungen zur CD62p-Expression
sowie der PAC-1-Epitope der vorliegenden Studie einschlieBlich der Methode zur
Probengewinnung basiert auf der Habilitationsschrift ,,Erkennung aktivierter Thrombozyten
mit Hilfe des a-Granula-Membran-Proteins CD 62p (GMP-140)***, 1999 vorgelegt von Priv.
Doz. Dr. med. A. Matzdorff an der Justus-Liebig-Universitit GieBen.

Die Durchfiihrung der ADIAflo-Messreihe erfolgte nach standardisierten Empfehlungen des

Herstellers.
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4.2.1 Probenentnahme

Da Thrombozyten sehr sensibel auf Aktivierungsinduktion reagieren, miissen bei
Probenpriparation und -analyse, aber auch bereits bei der Probengewinnung optimale
Bedingungen erfiillt sein, um eine artifizielle Verinderung der Zellen zu verhindern'™.

Es wurde nachgewiesen206, dass die mittlere Zahl CD 62p-positiver Thrombozyten sowie die
Schwankungsbreite in unaktivierten, frisch entnommenen Proben fiir die verwendete Methode

mit den Befunden anderer Gruppen'®* 207- 208 209 210

vergleichbar ist. Aulerdem wurde bereits
nachgewiesen, dass bis zur 2. Minute nach Probenentnahme mit der verwendeten Technik

keine vermehrte CD62p-Expression stattfindet.

4.2.2 Probenlagerung

Friithere durchflusszytometrische Untersuchungen fanden eine spontane Zunahme der CD62p-
Expression und Freisetzung von Mikropartikeln nach 20-30 Minuten bei Raumtemperatur’'"
212 Figr unfixierte Proben wird daher die unmittelbare Verarbeitung innerhalb weniger

Minuten nach Entnahme ernpfohlen213

. Dies wurde in der vorliegenden Studie bzgl. der
Untersuchung von PAC-1 beriicksichtigt und gilt ebenfalls fiir die CD62p-Expression, welche
an der fixierten Probe untersucht wurde.

Die Priparation der ADIAflo-Messreihe erfolgte nach standardisierter Methode entsprechend

der Empfehlungen des Herstellers, dies trifft auch fiir die Lagerungsfihigkeit zu.

4.2.3 Antikoagulation und Fixierung

Zur Untersuchung einer Vollblutprobe ist zur Verhinderung der zwangsldufig einsetzenden
Gerinnung die Antikoagulation unabdingbar. Hierbei muss den Eigenschaften der einzelnen

Antikoagulanzien und v.a. ihrer Wirkungen auf den Zustand der Zelle Aufmerksamkeit

geschenkt werden'* 2'°:

EDTA ist das am hiufigsten verwendete Reagenz zur Thrombozytenzdhlung, da es die

spontane Aggregation verhindert bzw. bestehende kleine Aggregate aufzuldsen vermag216’ 217,

Dennoch hat EDTA Auswirkungen auf Thrombozytenform und —groBe, sodass es fiir die

Beurteilung dieser als Aktivierungsmarker der Probe nicht beigefiigt werden darf*'” 2%,
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Gleiches gilt fiir die Untersuchung des Aggregationsverhaltens, da EDTA eine
Konformationsdnderung am GP IIb/Illa-Rezeptor herbei fiihrt und dariiber hinaus die
verminderte GP Ib- sowie vermehrte CD 62p-Expression bedingtm’ 220, 221, 222

Hier eignete sich am besten die Verwendung von Cirrar”', welches keine spontane,

220
. Zwar

artifizielle GroBeninderung oder Anderung am GP IIb/Illa-Komplex bewirkt
modifiziert Citrat die Thrombozytenreaktion auf bestimmte Agonisten214’ 213 doch spielt dies
fiir die vorliegende Arbeit keine Rolle, da keine Aktivierung vorgenommen wurde. Citrat war
Ausgangs-Medium der Wahl fiir die PAC-1-Analyse sowie die ADIAflo-Messreihe.

211, 212

Nachteile sind jedoch einerseits die nur kurzzeitig mogliche Probenlagerung und die

21 .
O, v.a. bei

spontane Aggregation216 sowie CD 62p-Expression bei Bewegungen der Probe
Korpertemperatur.

In diesem Zusammenhang bedurfte es zur CD62p-Bestimmung der Probenfixierung, welche
Aktivierung und Aggregation aufgrund noch in der Probe befindlicher Reste von Agonisten
oder aufgrund ldngerer Priparationszeiten wihrend der Weiterverarbeitung unterbinden

211, 214
sollte”

und auBerdem verhindert, dass sich agonisteninduzierte Verdnderungen wihrend
der Priparation zuriickbilden’”* ***. Schon allein durch die Pipetiervorginge, aber auch
wihrend Wasch- und Lyseverfahren konnen aktivierte Thrombozyten verloren gehen und
wiirden ohne Fixierung somit der Analyse nicht mehr zur Verfiigung stehen'®” 2%,
Kommerziell erhiltliche CD62p-Antikorper erkennen das Antigen auch auf fixierten
Thrombozyten und sind entsprechend gut geeignet. In der vorliegenden Arbeit wurde CyFix
III verwendet, da es bereits von mehreren Arbeitsgruppen erfolgreich eingesetzt wird,
nachdem kein storender Einfluss auf die CD 62p-Expression”® oder Erkennung CD 62p-

positiver Thrombozyten206 festgestellt werden konnte.

4.2.4 Laborchemische Genauigkeit

Durch die Markierung mit spezifischen Antikorpern ist eine optische Trennung der
Thrombozyten von anderen Partikeln gleicher GroBe in der Durchflusszytometrie sicher
moglich. Sie ermoglicht dariiber hinaus die Unterscheidung von aktivierten Thrombozyten,
Mikropartikeln  und Aggregaten206’ AL 2 was  fiir  die Bestimmungen zur
Thrombozytenaktivierung anhand CD 62p und PAC-1 genutzt wurde. Zur Kontrolle wurden

Isotyp-Messungen durchgefiihrt.
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Fiir die Berechnung der Rezeptorzahlen (CD 41, CD 42b, CD61 und CD 62p) im Rahmen der
ADIAflo-Messreihe wurde anhand der in der Reagenz-Originalpackung enthaltenen Beads
regelmiBig die zur Auswertung benotigte mittlere Fluoreszenz (Mean Fluorescence) ermittelt.
AuBlerdem wurden auch hier fiir jeden Probanden an jedem Messtag Isotyp-Kontrollen
angesetzt und bestimmt.

Die Geriteeinstellungen am FACSCalibur Durchflusszytometer wurden regelméBig tiberpriift

und justiert.
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43 BEWERTUNG DER VERSUCHSERGEBNISSE

4.3.1 Anzahl der Thrombozyten im Blutbild, Geschlechtsunterschiede und

Abhingigkeit vom Alter

Die Thrombozytenzahlen aller Probanden entsprachen mit sehr wenigen Ausnahmen
weitgehend den allgemeinen Normwerten der klinischen Chemie (150.000-350.000/pl) und
wiesen wihrend der gesamten Studie keine signifikanten Abweichungen zwischen den
einzelnen Beobachtungs-Zeitpunkten auf, es konnte keine Altersabhingigkeit festgestellt
werden. Dennoch wurde ein Geschlechtsunterschied deutlich, wobei im weiblichen Kollektiv

im Vergleich hochsignifikant hohere Thrombozytenzahlen festgestellt wurden.

4.3.2 CD62p-Expression auf aktivierten Thrombozyten und anteiliges Vorliegen der

Thrombozyten als singulire Plittchen, Mikropartikel oder Aggregate

Die CD62p-Expression auf der Thrombozytenoberfliche erfolgt durch Degranulation aus den
intrazelluldren Granula, nachdem ein aktivierender Stimulus, z.B. durch Thrombin, gesetzt
wurde. Nachgewiesen werden diese Rezeptoren durch Markierung anhand monoklonaler
Antikorper, welche unter Zusetzen fluoreszierender Marker im Durchflusszytometer erkannt
und Software-unterstiitzt graphisch sichtbar gemacht werden. Der Nachweis von CD62p ist
eine der am héaufigsten angewandten Methoden zur Erkennung aktivierter Thrombozyten im
Durchﬂusszytometern’ 146. 150, 207, 228, 229

In fritheren Untersuchungen hat sich gezeigt, dass CD62p auf ruhenden Thrombozyten mit
maximal 1.000-2.000 Molekiilen exprimiert wird>" **' und nach Aktivierung um das 10-

20fache ansteigt174’ 227, 230 81 Auf die Bedeutung der Mikropartikel und Aggregate wurde

bereits in der Einfiihrung néher eingegangen.

4.3.2.1 Quantitative Vergleiche aller Probanden im Verlauf bzgl. CD62p-Expression

und des Vorliegens der Thrombozyten in den verschiedenen Zellformen

Der quantitative Vergleich der CD62p-positiven Thrombozyten, alle Probanden

zusammengenommen, ergab im dreimonatigen Verlauf der vorliegenden Studie keinerlei
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signifikante Abweichungen zwischen den einzelnen Messtagen. Die gleiche Feststellung trifft
auch fiir die Untersuchung des gleichzeitig vorliegenden Anteils an Singuletten und
Mikropartikeln zu.

Hiervon wich allerdings der Aggregatanteil am Tag 90 ab, welcher hochsignifikant geringer
ausfiel, als an den zuvor beobachteten Messtagen. Die nidhere Betrachtung brachte im
Vergleich der einzelnen Untersuchungstage untereinander jedoch keine eindeutige Erkldrung
hierfiir, da in der prozentualen Betrachtung jeweils mindestens signifikant positive
Zusammenhinge zwischen allen Beobachtungszeitpunkten bestehen, wihrend in der
Betrachtung des Aggregatanteiles/pl fiir den paarweisen Vergleich in zwei Fillen kein solcher

herausgestellt werden konnte.

4.3.2.2 Abhingigkeiten zwischen dem Vorliegen der verschiedenen Zellformen und der

CD62p-Expression

Die Untersuchung, in welchem Verhiltnis zueinander CD62p-positive Thrombozyten,
Singuletten, Mikropartikel und Aggregate vorliegen, ergab Folgendes:

Bei steigendem Anteil CD62p-positiver, aktivierter Thrombozyten stieg auch der Anteil der
Thrombozytenaggregate hochsignifikant. Die Zellen in vereinzelter, ruhender Form
(Singuletten) jedoch waren in hochsignifikant geringerem Anteil nachweisbar. Diese
Beobachtung deckt sich mit den Erlduterungen zur Bedeutung der einzelnen Zellformen, wie
im einleitenden Teil der Diskussion beschrieben. Laut friiheren Publikationen hitte man
idealerweise noch einen Abfall der Mikropartikel erwartet, deren Anteil verdnderte sich in
dieser Untersuchung jedoch nicht signifikant.

Deutlich wurde aber, dass umso weniger Thrombozyten in Form von Mikropartikeln,
Aggregaten oder mit CD62p-Expression vorlagen, je hoher der Anteil der ruhenden,
vereinzelten Thrombozyten war. Dieser Zusammenhang ist hochsignifikant und deckt sich
weitgehend mit dem bisherigen Verstindnis der Thrombozytenaktivierung. Lediglich
beziiglich des gleichzeitigen Mikropartikel-Abfalls mit steigender Singulettenzahl wurden in

fritheren Publikationen gegenteilige Beobachtungen beschrieben.
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4.3.2.3 Geschlechtsunterschiede

Beziiglich des Anteils CD62p-exprimierender Zellen sowie der Mikropartikel ergaben sich im
Verlauf keine durch das Geschlecht bedingten Unterschiede.

Der Anteil der Singuletten hingegen war an drei der fiinf Untersuchungstage (01, 04, 90),
sowie bei der Betrachtung aller Messzeitpunkte gemeinsam, im weiblichen Geschlecht
gegeniiber den ménnlichen Probanden signifikant erhoht.

Bzgl. der Aggregate ist die Aussage zundchst nicht eindeutig zu werten, da nur die
prozentuale Auswertung signifikante Geschlechtsunterschiede an den Tagen 04 und 30
aufzeigte, Minner wiesen hier jeweils durchschnittlich hohere Anteile auf.

Aufkldrung bringt erst die Auswertung der einzelnen genannten Parameter fiir alle
Untersuchungstage gepoolt, denn hier ergeben sich hochsignifikante Geschlechtsunterschiede:
bei den minnlichen Probanden zeigte sich ein hoherer Anteil an Aggregaten, wihrend die
weiblichen Probanden einen hoheren Anteil an Singulédren Pléttchen aufwiesen. Inwiefern hier
beispielsweise hormonelle Unterschiede oder aber Lebensgewohnheiten (Rauchen,
Medikamente etc.) eine Rolle spielen, konnte in einer neu angelegten Studie zum Thema
werden. Die sonstigen Parameter verhalten sich entsprechend den Ausfithrungen in der

Verlaufsbetrachtung.

4.3.2.4 Abhingigkeit vom Alter

Mit zunehmendem Alter sank der Singuletten-Anteil deutlich ab, wihrend der Anteil an
Mikropartikeln sowie die Expression von CD62p hochsignifikant zunahmen. Der Anteil der

Aggregate verhielt sich unabhéngig.
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4.3.3 Nachweis von PAC-1-Epitopen und anteilhaftes Vorliegen der Thrombozyten als

singulire Plittchen, Mikropartikel oder Aggregate

PAC-1 stellt einen monoklonalen Antikorper dar, welcher im Zuge der
Thrombozytenaktivierung und Konformationsdnderung der Zelle die Fibrinogen-

Bindungsstelle des GP IIb/Illa-Rezeptors erkennt und markiert*'!

. Daher eignet er sich gut zur
Quantifizierung des Aktivierungszustandes, ist jedoch vergleichsweise noch wenig

umfangreich getestet.

4.3.3.1 Quantitative Vergleiche aller Probanden im Verlauf bzgl. GP IIb/I11a-

Markierung anhand PAC-1 und Vorliegens der Thrombozyten in den verschiedenen

Zellformen

Der quantitative Vergleich der PAC-I-positiven Thrombozyten aller Probanden ergab im
dreimonatigen Verlauf der vorliegenden Studie keine Abweichungen. Die gleiche Feststellung
trifft fiir die Untersuchung der Singuletten, Mikropartikel und Aggregate zu, deren jeweilige

Anteile an der Gesamtthrombozytenzahl {iber den gesamten Zeitraum stabil blieben.

4.3.3.2 Abhingigkeiten des Vorliegens der verschiedenen Zellformen und der

Gp IIb/IITIa-Markierung anhand PAC-1

Beziiglich der Anzahl PAC-I-positiver Thrombozyten konnte kein Zusammenhang zur
jeweiligen Verteilung der Gesamtplittchenzahl in die einzelnen Unterformen hergestellt
werden.

Deutlich wurde jedoch, dass umso weniger Thrombozyten in Form von Aggregaten vorlagen,
je hoher der Anteil der ruhenden, vereinzelten Thrombozyten war, welche wiederum mehrfach
in mindestens signifikant positivem Verhiltnis zum Anteil der Mikropartikel standen. Auch
Aggregate und Mikropartikel verhielten sich hochsignifikant gegenlédufig.

Dieses Ergebnis entspricht dem derzeitigen Verstdndnis der gleichzeitig mit der Aktivierung
und zunehmenden Aggregatbildung sinkenden Anteile an ruhenden Thrombozyten und

Mikropartikeln.
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4.3.3.3 Geschlechtsunterschiede

Der Anteil ,aktivierter, PAC-I-positiver Thrombozyten wurde zu den einzelnen
Beobachtungszeitpunkten bei beiden Geschlechtern in dhnlichem Malle gefunden, es lie3en
sich also keine signifikanten Unterschiede feststellen. Gleiches gilt fiir die jeweiligen Anteile
der Mikropartikel und Aggregate. Die Single Platelets zeigten einmalig am Tag 30 einen
signifikant hoheren Anteil beim weiblichen Geschlecht.

Wenn alle Messtage gepoolt betrachtet wurden, bestitigte sich nochmals die in den
Geschlechtern gleichsinnige Ausprigung der Aktivierung am GP IIb/Illa-Rezeptor. Der
Anteil der Singuletten an der Gesamtzellzahl stellte sich hier beim weiblichen Geschlecht
jedoch hochsignifikant hoher, der Anteil der Aggregate entsprechend signifikant geringer dar.
Diese Beobachtung deckt sich mit dem Ergebnis der CD62p-Bestimmung (siehe Kapitel
4.3.2.3).

4.3.3.4 Abhingigkeit vom Alter

PAC-1 zeigte in der Betrachtung der Abhingigkeit vom Alter einen hochsignifikant positiven
Zusammenhang, sodass mit zunehmendem Alter eine auch zunehmende Aktivitit am
GPIIb/IIa-Rezeptor diskutiert werden kann.

Die Zahl der Mikropartikel scheint ebenfalls mit steigendem Alter signifikant zuzunehmen.

Genauere Aussagen diesbeziiglich wiirde eine grof3ere Probandenpopulation zulassen.

4.3.4 ADIAflo-Messreihe: Quantitativer Nachweis von CD41, CD42b, CD61 und

CD62p

4.3.4.1 CD 41 (GP IIb/I1Ia)

Die Angaben iiber die pro Thrombozyt vorliegende Anzahl der verschiedenen Rezeptoren
sind sehr variabel, sodass Zahlen zwischen ca. 50.000 und 100.000 CD 41-Rezeptoren
angenommen werden konnen.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurden durchschnittlich ca. 41.000 CD 41-

Rezeptoren je Thrombozyt gezihlt. Die Anzahl unterlag keinen wesentlichen Schwankungen
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im Verlauf der dreimonatigen Beobachtungszeit, lediglich am Tag 90 wurde mit

durchschnittlich nur ca. 37.000 Rezeptoren eine signifikante Abweichung festgestellt.

4.34.2 CD 42b (GP Ib)

Fiir die Anzahl an CD 42b-Rezeptoren je Thrombozyt werden Zahlen zwischen 25.000 und
50.000 angenommen, auch hier sind die Angaben auBlerordentlich variabel.

In dieser Studie betrug die durchschnittliche Rezeptorzahl fiir CD 42b etwa 27.000 pro
Plittchen. Signifikante Schwankungen wurden im Verlauf der fiinf Beobachtungszeitpunkte

nicht deutlich.

4.3.4.3 CD 61 (GP IlIa)

In der Literatur wird die Zahl der CD61-Bindungsstellen mit um die 50.000 angegeben, z.T.
hoher und niedriger. Dies hingt wahrscheinlich von der Praparation und der Bindungsaffinitit
des verwendeten Antikorpers ab. Wir messen im Verlauf der dreimonatigen Beobachtungszeit
ca. 39.000 CD61-Bindungsstellen pro Thrombozyt und diese Zahl bleibt weitgehend konstant.
Am Tag 90 zeigte sich eine signifikante Abweichung (36.000 je Pléttchen) von den fritheren

Messtagen.

4.3.4.4 CD 62p (GMP-140)

Die Zahl der CD62p-Rezeptoren als Marker der Thrombozytenaktivierung betrug jeweils
etwa 500 pro Thrombozyt, andere Arbeitsgruppen beschreiben ebenfalls max. 1000-2000

Bindungsstellen pro Thrombozyt>**!

und Vervielfachungen um das 10-20fache nach
erfolgter Aktivierung. Erkldrbar ist diese Differenz moglicherweise dadurch, dass in der
vorliegenden Studie keinerlei Aktivierung iiber den jeweilig bestehenden Ausgangszustand
der Plittchen im Vollblut hinaus vorgenommen wurde und entsprechend nur ein Bruchteil der
bei Aktivierung erst aus dem Zellinneren exprimierten Rezeptoren auch nachweisbar werden

konnte. Schwankungen im Verlauf des Beobachtungszeitraumes traten nicht auf.
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4.3.4.5 Verhiiltnis der Rezeptorzahl-Anderungen in Abhéingigkeit der einzelnen

Rezeptoren untereinander

Fiir das Vorliegen der Rezeptoren CD 41, CD 42b und CD 61 als feste Bestandteile der
Thrombozyten-Oberfliche ergaben sich auch entsprechend gleichsinnige Verhiltnisse
beziiglich ihrer Anzahl. Ein signifikanter Zusammenhang zur Anzahl der erst im Rahmen der

Aktivierung exprimierten CD 62p-Rezeptoren konnte folglich nicht nachgewiesen werden.

4.3.4.6 Geschlechtsunterschiede fiir alle Variablen gepoolt

Alle Messtage insgesamt betrachtet, féllt als einziger bei den Geschlechtern hochsignifikant in
verschiedener Anzahl ausgepriagter Rezeptor CD 42b auf. Die Rezeptorzahl lag hier unter den
weiblichen Probanden mit 25.000 durchschnittlich niedriger als beim ménnlichen Geschlecht

(28.500).

4.3.4.7 Abhingigkeit der jeweiligen Rezeptor-Anzahl vom Alter

Mit zunehmendem Alter der Probanden fanden sich hochsignifikant geringere Ausprigungen
fir CD 41, CD 42b und CD 61. Einzig fiir CD 62p als flexibel exprimierten Rezeptor im
Rahmen der Plittchenaktivierung lie8 sich diesbeziiglich eine vermehrte Expression mit

zunehmendem Alter nachweisen.
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44 AUSBLICK

Als Teil einer Gesamtstudie, deren Ziel die zusitzliche Analyse der hier untersuchten
Rezeptor- und Aktivierungsverhéltnisse auch bei neurologischen Patienten mit hochgradigen
Karotisstenosen sowie nach stentgeschiitzter Ballonangioplastie unter
thrombozytenaggregationshemmender Therapie mit ASS und/ oder Clopidogrel in Mono-
oder Kombinationstherapie ist, liefert diese Arbeit wichtige Informationen iiber die
Verhiltnisse beim gesunden Erwachsenen. Dies schlie3t auch Geschlechtsunterschiede sowie
Verdnderungen mit zunehmendem Alter ein. Gemessen hieran wird es moglich sein, die
Thrombozytenaktivitit von Patienten vergleichend mit den hier erbrachten Ausgangswerten
zu beurteilen.

CD62p und PAC-1 als Aktivierungsmarker werden bei erhohter thrombozytidrer Aktivierung
im Rahmen der genannten Konstellationen in wesentlich hoherer Zahl auf der Zelloberflache
erwartet als beim gesunden Erwachsenen.

Ebenso wird der umgekehrte Zusammenhang zwischen dem Anteil der ruhenden, singuldren
Plittchen sowie dem Abfall der Mikropartikelzahl auf der einen Seite und dem Anteil der
CD62p-Expression, PAC-1-positiven Bindungsstellen sowie der Aggregate als Marker der
Aktivierung auf der anderen Seite deutlicher werden und Riickschliisse auf den Grad der
thrombozytdren Aktivierung zulassen.

Diese Erkenntnisse konnten moglicherweise sogar dienlich sein, um Therapie-Versagen unter
ASS und/ oder Clopidogrel =zu erkennen und =zu beobachten, bzw. die
thrombozytenaggregationshemmende Wirkung und Therapie neu zu beurteilen und ggf.

umzustellen.
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S ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der durchflusszytometrischen Analyse der Aktivitit
von Thrombozyten innerhalb eines gesunden Probandenkollektivs von 38 Personen (20
Frauen, 18 Minner, jeweils im Alter zwischen 20 und 35 Jahren sowie 45 und 57 Jahren). Sie
soll die Frage kldren, inwiefern eine Grundaktivierung der thrombozytiren Gerinnung auch
bei Personen ohne wesentliche Risikofaktoren, wie hidmodynamisch relevante
Karotisstenosen, vorliegt und ob im Rahmen einer Langsschnittbeobachtung iiber 5 definierte
Zeitpunkte innerhalb von 3 Monaten (Tag 1, Tag 4, Tag 14, Tag 30, Tag 90) Fluktuationen
der thrombozytdren Aktivitit auftreten. Eine manuell herbeigefiihrte, zusitzliche Aktivierung
erfolgte hierbei nicht.

Als Bestandteil einer Gesamtstudie, in welcher kiinftig auBerdem Probanden mit
hochgradigen Karotisstenosen sowie Patienten nach endovaskuldrer Ballonangioplastie mit
Stent-Implantation untersucht werden sollen, welche zudem eine
thrombozytenaggregationshemmende Therapie anhand ASS und/ oder Clopidogrel erfahren,

liefert diese Arbeit wichtige Ausgangsinformationen.

Fiir die Identifizierung der Thrombozyten aus der Vollblutprobe wurde der Gp Ib-Rezeptor
CD 42b genutzt, welcher durch Bindung eines fluorochrom-markierten, spezifischen
Antikorpers im Durchflusszytometer erkannt und quantifiziert werden kann. Als Marker der
Thrombozytenaktivierung dienten auf gleiche Weise CD 62p (P-Selektin bzw. GMP 140), ein
unter Aktivierung aus den im Inneren der Thrombozyten gespeicherten a-Granula
freigesetzter Oberflichenrezeptor, sowie PAC-1, ein Antikorper, welcher ein durch
Konformationsidnderung im Rahmen der Aktivierung freigesetztes Epitop am Gpllb/Illa-
Rezeptor (CD41/CD61) markiert. Durch die Markierung der Zellen anhand spezifischer
Antikorper ist eine Trennung der Thrombozyten von anderen Partikeln gleicher GroB3e, die
Unterscheidung der Zellformen singulidres Plidttchen, Aggregat oder Mikropartikel sowie die
Bestimmung deren prozentualer Anteile sicher moglich. Auch diese verschiedenen
Zellformen lassen Riickschliisse auf den Aktivierungszustand der Thrombozyten zu.

Des Weiteren wurde eine Quantifizierung der Rezeptoren CD 41, CD 42b, CD 61 und CD

62p vorgenommen.

Unsere Ausgangshypothese war, dass sich sowohl die Anzahl der Blutplittchen im Blutbild

der Probanden, als auch die Grundaktivitit im gesunden Kollektiv nach Einhaltung der
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Ausschlusskriterien (Alter, regelmifBige Einnahme von Thrombozytenaggregationshemmern
bzw. Einnahme innerhalb 7 Tagen vor dem Untersuchungstag, bekannte GefidBerkrankungen)

im zeitlichen Verlauf der beobachteten 3 Monate nicht veridndern diirften.

Es zeigten sich, wie erwartet, keine signifikanten Abweichungen von den allgemeinen
Normwerten beziiglich der Thrombozytenzahlen, auch waren diese nicht abhingig vom Alter.

Jedoch fielen die Zdhlungen im weiblichen Geschlecht insgesamt hoher aus.

Die Anzahl des zur Identifizierung der Blutplittchen sehr gut geeigneten und daher genutzten
CD 42b-Rezeptors betrug etwa 27.000 je Thrombozyt und blieb im zeitlichen Verlauf
konstant. Frauen scheinen iiber eine hohere Anzahl dieser Rezeptoren zu verfiigen als

Mainner.

CD62p als im Rahmen der Thrombozytenaktivierung aus dem Zellinneren freigesetzter und
an der Zelloberfliche exprimierter Rezeptor ist als Aktivierungsmarker sehr gut geeignet.
Seine Anzahl auf ruhenden, nicht aktivierten Plittchen konnte auf etwa 500 je Zelle
quantifiziert werden und blieb im zeitlichen Verlauf insgesamt stabil. Bei Abweichungen
bestdtigten sich die bereits frilher von anderen Arbeitsgruppen herausgestellten
Beobachtungen, nimlich ein umgekehrter Zusammenhang zwischen dem Anteil der ruhenden,
singuldren Pldttchen auf der einen Seite und dem Anteil der CD62p-Expression und
Aggregate als Marker der Aktivierung auf der anderen Seite. Der in fritheren Untersuchungen
deutlich gewordene Abfall der Mikropartikelzahl mit zunehmender Aktivierung konnte in
diesem Fall nicht gezeigt werden, moglicherweise spielt hier die niedrige Probandenzahl eine
entscheidende Rolle. Geschlechtsgebundene Unterschiede ergaben sich nicht, allerdings lagen
bei Frauen gleichzeitig durchschnittlich mehr Pléittchen in ruhender Form, bei Ménnern
hohere Anteile in aggregierter Form vor. Inwiefern hier hormonelle Unterschiede oder auch
Lebensgewohnheiten moglicherweise eine Rolle spielen, konnte eine neu angelegte Studie
klaren. Mit zunehmendem Alter fiel eine vermehrte Expression von CD62p an die

Thrombozytenoberfliche auf.

Die Quantifizierung von CD 41 und CD 61 als den Gpllb/Illa-Rezeptor bildende Variablen
ergab eine weitestgehend konstante Anzahl von ca. 41.000 je Zelle fiir CD 41 und ca. 39.000
je Zelle fiir CD 61.
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PAC-1 als im Zuge der Thrombozytenaktivierung und Konformationsinderung die
Fibrinogen-Bindungsstelle des Gpllb/Illa-Rezeptors markierender AntikOrper war zweiter
untersuchter Marker des Aktivierungsverhaltens. Auch hier zeigten sich stabile quantitative
Verhiltnisse iiber den Beobachtungszeitraum hinweg. Wie in der CD62p-Bestimmung fand
sich wiederum der gegenlidufige Zusammenhang zwischen ruhenden Plittchen einerseits und
der Aggregatbildung andererseits, sogar der Mikropartikelabfall mit zunehmendem Grad der
Aktivierung wurde diesmal deutlich.

Die Anzahl der PAC-I1-markierten Rezeptoren war nicht geschlechts-, aber sehr wohl
proportional positiv altersabhingig. Die Beobachtungen beziiglich geschlechtsgebundenem

Anteil der Aggregate und Singuletten aus der CD62p-Untersuchung bestitigte sich.

In der Gruppe mit hoherem Lebensalter wurden signifikant niedrigere Rezeptorzahlen pro
Thrombozyt fiir CD 41, CD 42b und CD 61 beobachtet. Inwiefern sich diese Beobachtung in

einem groBeren Kollektiv bestitigt, miisste eine erweiterte Studie zeigen.
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SUMMARY

This study is meant to analyze platelet activation of healthy people (20 women, 18 men at the
age of 20 to 35 years or 45 to 57 years) by flow cytometry. The questions to be answered are:
what is the basic level of platelet coagulation activity with people that do not have a higher
risk for stroke (for example hemodynamic relevant stenosis of the carotids) and how far is this
level changing in between an investigated period of 3 months (day 1-4-14-30-90). We did not
cause activation artificially.

As part of a comprehensive study that will also include patients with hemodynamic relevant
stenosis of the carotids and patients treated by endovascular angioplasty or stent implantation
that are treated with acetylsalicylacid and/ or clopidogrel afterwards, this study will supply

important basic information.

For platelet identification we used fluorescence marked anti-CD 42b-Mab that binds to the
Gpllb/IIla receptor and can easily be identified and counted by flow cytometry. The same
way we used anti-CD 62p-Mab (expressed from the platelet’s inside under activation) and
PAC-1 (marks an epitope of Gp IIb/Illa shown under activation). Because of the specific
antibodies and marking by fluorocrome flow cytometry is able to identify platelets out of
particles of the same size and it is also able to differentiate and count single platelets,
aggregates and microparticles what gives even more information about activation level.

Apart from that we quantified the count of CD 41, CD 42b, CD 61 and CD 62p on the platelet

surface.

We assumed there would not be found relevant changes in platelet count or basic activity with
healthy people that fitted in age, did not show hemodynamic relevant stenosis of carotids and

did not use platelet aggregation inhibitors for at least 7 days before analysis.

The results did not show variation from known standards concerning platelet count. Also

there was no dependence to the age. But we found higher platelet counts with women.

CD 42b, used for platelet identification, was quantified with about 27.000 receptors on each
platelet surface, these counts did not vary during the analyzed period. Women showed more

receptors of this type than men.
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CD 62p, expressed on the platelet surface from the platelet’s inside under activation, was
quantified with about 500 receptors/ platelet, these counts did not vary during the analyzed
period as well. Interesting was the phenomenon already watched by other study groups: the
less the amount of single platelets, the higher the amount of platelet aggregates and CD 62p
expression as activation markers. Only the watched decrease of micro particles under
activation could not be found. Possibly the amount of part taking people was not high enough
to figure this out, properly.

There could not be found any dependencies of the CD 62p count to the sex. Women showed
higher amounts of single platelets, men of aggregates. In what way hormones or lifestyle (for
example smoking) have an effect, could be analyzed in another study. We found increasing

CD 62p counts with increasing age.

Quantification of CD 41 and CD 61 (both are part of the Gp IIb/Illa receptor) counted
constantly about 41.000 CD 41 receptors and about 39.000 CD 61 receptors on each platelet’s
surface.

PAC-1 (marking the fibrinogen binding epitope of Gp IIb/Illa under activation) was also
analyzed and showed constant quantitative counts. Apart from equal results to the CD 62p
analysis concerning the amount of single platelets and platelet aggregates as activation
markers this part of the analysis even showed the expected decrease of micro particles.

The count of PAC-1 positive platelets was not dependent to the sex, but proportionally
dependent to the age. Again women showed higher amounts of single platelets, men of

aggregates (as the analysis of CD 62p had already shown).

Finally we found significantly decreasing receptor counts for CD 41, CD 42b and CD 61 with
increasing age. The validity of this result has to be shown in a new study with a larger cohort

size.
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7 ANHANG

7.1  VERSUCHSPROTOKOLLE

7.1.1 ADIAflo-Messreihe

- je Proband benotigte Menge Reagenz 1 (1:10 verdiinnt mit Aqua inj.): 10,55 ml
- zusitzlich 1x wochentlich 2 ml fiir Beads (fiir alle Probanden insgesamt)

Reagent Tube Setup

TI  SOU Reagenz L......c.ooiuiiiiiiii e, Puffer
T2 20U ReaeNZ 2a.....ccuviiiiiiiii i IgG Mouse
T3 20wl Reagenz 2b.......ccccovveviieeeiieeiieeieeeeeeee anti Gpllb/Illa Mab = CD 41a
T4 20U Reagenz 2C.......covvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineen, anti Gplb Mab = CD 42b
TS 20u Reagenz 2d.........ccoviviiiiiiiiiiiiiiiiniin, anti Gpllla Mab = CD61
T6 20u Reagenz 2e..........cccvviiiiiiiiiiniinnnnnnnnn anti GMP 140 Mab = CD62p
TB 40 pl vortexed Reagenz 3.........coouiiiiiiiiiiiiiiii i, Beads

Platelet “Activation”
T1 50 pl unfixiertes Citratblut — vortexen — 5 min Inkubation
T1 500 ul Reagenz 1 — vortexen

Immuno-labelling of samples
T2-T6 20l aus Tl — vortexen — 10 min Inkubation

Fluorescent Staining
T2-TB 20 ul Reagenz4 — vortexen — 10 min Inkubation
T2-TB 2 ml Reagenz 1 — vortexen

» Lagerung bis 4 Std. bei 2-8°C moglich!

Fixation vor Zugabe von Reag.1 mogl.: T2-TB 50 ul 1% PFA — vortexen — 10 min

» Lagerung bis 8 Std. bei 2-8°C moglich!
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7.1.2 CD 62p-Markierung (Fixierung nach Cyfix III-Protokoll)

Stabilisierungs-Losung (Cyfix III):

- 50 ul Glyoxallosung

- 400 pl Formaldehydlosung

- 9550 pl (9,5 ml + 50 pl) Phosphatpuffer

» Die Losung mub tiglich frisch angesetzt werden!

- Citratrohrchen (5ml) mit 2,5 ml der Cyfixlosung fiillen

Stabilisierung
- Citratrohrchen mit 2,5 ml Vollblut fiillen

- Inkubation: 10 min bei Raumtemperatur

- Verdiinnung der Probe im Verhiltnis 1:10 mit in PBS geloster Glycine

(50 pul Probe : 450 ul Glycineldsung)

» Lagerungsstabil fiir mindestens 24 Std. bei 4°C!

Immunmarkierung:
- Probe: - 50 ul verdiinnte Probe
- 10 pl anti CD 42b-PE
- 10 pl anti CD 62p-FITC

- Isotyp: - 50 pl verdiinnte Probe
- 10 pl anti CD42b-PE
- 10 pl anti IgG Mouse-FITC

- Inkubation fiir 15 min. bei Raumtemperatur im Dunkeln
- Zugabe von 450 ul Phosphatpuffer

7.1.3 PAC-1-Markierung

1. Verdiinnung
- 50 pl unfixiertes! Citratblut
- 950 wl Phosphatpuffer

Immunmarkierung

- 50 ul verdiinnte Probe

- 10 ul anti PAC-1-FITC
- 10 ul anti CD 42b-PE

Inkubation
30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln

2. Verdiinnung
500 ul Phosphatpuffer
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7.2  ABKURZUNGEN

A

A.

Abb.
ADP
ASS
AT III
ATP
ATPase

B
BRAVO!31132

C
cAMP
CAPRI'™

CAPTURE'"
CAST!?
CCT

CD

CLASSIC-S

cMRT

D
DD
DNA

E
EDRF
EFNS

EKG
ENS
EPIC''®

EPILOG!!!

EPISTENT'"®
ESC

EUSI
EXCITE!?’

Arteria

Abbildung
Adenosindiphosphat
Acetylsalicylsdure
Antithrombin ITI
Adenosintriphosphat
Adenosintriphosphatase

Design of the blockade of the glycoprotein IIb/I1la receptor to
avoid vascular occlusion.

cyclisches 37,5°-Adenosinmonophosphat

A randomized, blinded trial of clopidogrel versus aspirin in
patients at risk of ischemic events

¢7E3 Fab Antiplatelet Therapy in Unstable Refractory Angina
Chinese Acute Stroke Trial

cranielle Computertomographie

Cluster Determinants (internat. System fiir die Bezeichnung
von Differenzierungsantigenen)

The CLopidogrel ASpirin Stent International Cooperative
Study

cranielle Magnetresonanztomographie

Differenzialdiagnose
Desoxyribonukleinsiure (-acid)

endothelium-derived relaxing factor

Europdische Foderation Neurologischer Gesellschaften (-
Societies)

Elektrokardiographie

Europiische Neurologische Gesellschaft (-Society)
Evaluation of c7E3 for the Prevention of Ischemic
Complications

Evaluation in Percutaneous Transluminal Coronary
Angioplasty to Improve Long-Term Outcome with Abciximab
GP IIb/IIIa blockade

Evaluation of Platelet IIb/Illa Inhibition in STENTing
Europiische Schlaganfall-Council

Europdische Schlaganfall-Initiative

Evaluation of Oral Xemilofiban in Controlling Thrombotic
Events
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F
FANTASTIC*®
FITC

FSC

G

GDP

GP
G-Proteine
GTP

H
HIV
HLA

1
INR
IMPACT-II'*

ISAR?’
ISTIOS

K
KHK

L
LDL
LIBS
Lsg.

M
Mab
MATCH

MATTIS”

max.
min.

N
NO

(@)
OPUS-TIMI 16'%¢

The full anticoagulation versus aspirin and Ticlopidine
fluorescein isothiocyanate
Forward Angle Light Scatter = Vorwirtslichtstreuung

Guanosindiphosphat
Glycoprotein
Glycoproteine
Guanosintriphosphat

Human immunodeficiency virus
Human leucocyte antigen

International Normalized Ratio

Randomised placebo-controlled trial of effect of eptifibatide on
complications of percutaneous coronary intervention:
IMPACT-IIL.

Intracoronary Stenting and Antithrombotic Regimen

The International Stroke Trial (IST): A randomized trial of
aspirin, subcutaneous heparin, both, or neither among 19,435
patients with acute ischemic stroke.

Koronare Herzkrankheit

Low density lipoproteins
Ligand-induced Binding Sites
Losung

Monoclonal antibody

Management of Atherothrombosis in High-risk Patients with
Recent Transient Ischemic Attack or Ischemic Stroke

The multicenter aspirin and Ticlopidine trial after
intracoronary stenting

maximal

minimal

Stickoxyd (chem. Symbol)

Oral glycoprotein IIb/IIIa inhibition with orbofiban in patients
with unstable coronary syndromes trial
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P

pAVK
PDGF
PE
PerCP
PGF2a

PI
PRISM!!¢

PRISM-PLUS!"

PURSUIT!'P

R

RIBS
RNA
r-ProUK
rtPA

S
SSC
STARS!®

SYMPHONY %1%

T

Tab.
TOTO-1
TRAP
TXA2
T-Zellen

U

u.a.

A%
V.
vWF
vWS

periphere arterielle Verschlusskrankheit
platelet-derived growth factor

phycoerythrin

peridin-chlorophyl-A-protein

F2-isoprostane 8-iso-prostaglandine

propidium iodide

The Platelet Receptor Inhibition in Ischemic Syndrome
Management

The Platelet Receptor Inhibition in Ischemic Syndrome
Management in Patients Limited by Unstable Signs and
Symptoms

Platelet glycoprotein IIb/IIla in unstable angina: receptor
suppression using integrilin therapy

Receptor-Induced Binding Sites
Ribonucleinsdure (-acid)

Pro-Urokinase

recombinant tissue plasminogen activator

Side Angle Light Scatter = Seitwértslichtstreuung

Stent Anti-thrombotic Regimen Study

Sibrafiban versus aspirin to yield maximum protection from
ischemic heart events post-acute coronary syndromes

Tabelle

Dimere von thiazole orange
Thrombinrezeptor-aktivierendes Peptid
Thromboxan 2

= T-Lymphozyten

und andere bzw. unter anderem

Vena
von Willebrand-Faktor
von Willebrand-Syndrom

zum Beispiel

7-amino-actinomycin D
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Personliche Daten

Name:
Vorname:
Geburtsdatum:
Geburtsort:
Familienstand:

Eltern:

Geschwister:

Ausbildung

1983-1991

1991-1995
Juni 1995

September 1995 -
Miirz 1996

April 1996

April 1998
Mirz 1999

August 1999 -
April 2000

Februar-
August 2001 sowie
April - Juni 2002

LEBENSLAUF

Fromm

Annette

19. April 1977

Heilbad Heiligenstadt/ Thiiringen
ledig

Dipl. Ing. Gerhard Georg Fromm, selbstindig
Inge Christa Fromm, geb. Kaufhold, Angestellte

Astrid Fromm, Rechtsanwiltin

Polytechnische Oberschule I, spitere Lorenz-Kellner-Schule,
Heiligenstadt

Staatliches Gymnasium, Heiligenstadt
Allgemeine Hochschulreife, Hauptficher Deutsch und Englisch

Freiwilliges Soziales Jahr im Stiddtischen Krankenhaus
Miinchen-Harlaching

Beginn des Studiums der Humanmedizin an der Justus-Liebig-
Universitit GieBen

Arztliche Vorpriifung

Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung

Auslandsstudium an der Universitit Bergen, Norwegen
Studentisch-wissenschaftliche Hilfskraft, Neurochemisches

Labor des Universititsklinikum der Justus-Liebig-Universitét
GieB3en im Rahmen der Promotion
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April 2002

April - Juli 2002

Oktober 2002 -
September 2003

November 2003

Januar -
September 2004

01.10.2004
Oktober 2004 -

Januar 2006

seit Februar 2006

Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung

Studentisch-wissenschaftliche Hilfskraft an der Universitits-
Kinderklinik der Justus-Liebig-Universitit Gieen, Medithek

Praktisches Jahr mit den Tertialen:

I.  Innere Medizin an der Justus-Liebig-Universitit GieB3en

II.  Chirurgie am Spital Zollikerberg, Kanton Ziirich, Schweiz

III. Gynikologie und Geburtshilfe am Kantonsspital Luzern,
Kanton Luzern, Schweiz

Dritter Abschnitt der Arztlichen Priifung

Arztin im Praktikum im Zentrum fiir Neurologie und
Friithrehabilitation am SRH-Klinikum Karlsbad-
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