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Einleitung

1.  Einleitung

1.1. Thrombozyten und Thrombozytenfunktion

1.1.1. Thrombozytenmorphologie und Thrombopoese

Thrombozyten stellen den kleinsten korpuskularen Anteil unseres Blutes dar und sind
essentieller Bestandteil der primaren Hamostase. Die kernlosen, subzellularen Partikel
mit einer GroRe von 3 - 4 x 0,5 um und einem Volumen von 7 - 11 fl zirkulieren im
unstimulierten Zustand in diskoider Form (Abb. 1A)."23 Pro ul Blut gesunder Menschen
findet man 150.000 - 450.000 Thrombozyten. Die Bildung der Thrombozyten, die
Thrombopoese, findet Uberwiegend im Knochenmark statt. Hier reifen hamatopoetische
Stammzellen durch die Wirkung von Thrombopoietin (TPO) zu Megakaryozyten aus.*
Aus jedem Megakaryozyten gehen Proplatichen hervor, aus denen wiederum durch
Abschniirungen bis zu 1.000 Thrombozyten entstehen.® Knochenmarknischen, welche
durch Chemokine, Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktion Einfluss auf die Differenzierung
von der Stammzelle zum reifen Megakaryozyten haben, sind bisher nur wenig
charakterisiert.* Nach einer durchschnittlichen Uberlebenszeit von 7 - 10 Tagen werden
die Thrombozyten hauptsachlich in der Milz abgebaut.™’

Rezeptoren und Zellorganellen

In die Membran der Thrombozyten sind viele verschiedene Glykoproteine (GP) und
G-Protein gekoppelte Rezeptoren eingelagert, Uber die zahlreiche Signale vermittelt
werden.® ° Die wichtigsten Rezeptoren, ihre Eigenschaften und Liganden sind in
Tabelle 1 aufgeflihrt.
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Im Zytoplasma der Thrombozyten finden sich neben den Mitochondrien, Lysosomen und
einem dichten tubularen System (DTS) verschiedene Speichergranula.® ? Die a-Granula
(ca. 80 pro Plattchen) enthalten Adhasionsmolekile wie P-Selektin, von Willebrand-
Faktor (VWF), Fibrinogen, Fibronektin etc., Gerinnungsfaktoren (Faktor V, VIII,
Multimerin) und weitere Proteine wie z.B. Chemokine. Die &-Granula, oder auch dichte
Granula (ca. 3-9 pro Plattchen), enthalten lonen (Ca, Mg, P, Pyrophosphate), Nukleotide
(ATP, GTP, ADP, GDP), sowie die Membranproteine CD63 (LAMP-3) und LAMP-2.1:8.10
In den lysosomalen Granula ist neben CD63 und LAMP-2 auch das Membranprotein
LAMP-1 zu finden.

Tabelle 1 Rezeptoren der Thrombozyten und ihre jeweiligen Hauptliganden

GP / Name Eigenschaften Hauptligand / Agonist Kopien / Plattchen
GPllb-llla Integrin allbB3 Fibrinogen, vVWF 80.000 - 100.000
GPIb-IX-V leucinreich vWF 50.000
GPla-lla Integrin a231 Kollagen 2.000 - 4.000
GPVI Immunglobulin Kollagen ?

GPlc-lla Integrin a5B31 Fibronektin ?

GPlc-lla Integrin a6(31 Laminin ?
Vitronectin Rezeptor Integrin aVB3 Vitronectin wenige 100
PAR1 Gq, Gi, G12 gekoppelt Thrombin 2.000
PAR4 Gq, G12 gekoppelt Thrombin ?

P2Y1 Gq, G12 gekoppelt ADP 150

P2Y12 Gi gekoppelt ADP 600

TPa/B Gq, G12 gekoppelt Thromboxan A2 1.000
aza-adrenerg Gi gekoppelt Epinephrin 300

IP Gs PGI2 ?

1.1.2. Thrombozytenadhasion

Die Rezeptoren der Thrombozyten ubernehmen im Rahmen der Thrombusentstehung
verschiedene Aufgaben. Wird das Gefallendothel verletzt, tritt die subendotheliale
Matrix, welche Adhasionsmolekile wie Fibrinogen, Fibronektin, Laminin, vWF und
Kollagen enthalt, in Kontakt mit dem Blut und setzt so die Hamostase in Gang."
Diese unterteilt sich in eine primare (zellulare) und eine sekundare (plasmatische)
Komponente. Bei der primaren Hamostase binden Thrombozyten vor allem Uber den
GPIb-V-IX-Komplex an subendothelialen vWF und es kommt zur Translokation dieser an
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Abb. 2 Thrombozytenadhdsion. Die Thrombozyten binden Uber ihre Rezeptoren an die subendotheliale Matrix; es
kommt zur Aktivierung des Thrombozyten mit Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration, welcher zur Degranu-
lierung, Thromboxan-Generierung und Konformitatsanderung des Fibrinogenrezeptors in einen Zustand hoher Affinitat
fuhrt. (Abbildung modifiziert nach Wei et al. 2009™)

das Subendothel. Durch die Bindung von GPVI an Kollagen und den verschiedenen 31-
Integrinrezeptoren an ihre jeweiligen Liganden des Subendothels (siehe Tabelle 1) wird
die Adhasion stabilisiert und auRerdem verschiedene Signalwege aktiviert. So fuhrt die
Aktivierung der ,Src Family Kinase“ (SFKs), Syk und Pl 3-Kinase (PI3K) zur Aktivierung
der Phospholipase Cy (PLCy), welche zur Generierung von Inositol-(1,4,5)-trisphosphat
(IP,) fahrt (Abb. 2). Durch die Bindung von IP, an das dichte tubulare System werden
darin gespeicherte Calcium-lonen in das Zytoplasma entlassen. Der Anstieg der
intrazellularen Calciumkonzentration fuhrt (1) zur Generierung von Thromboxan A2
(TXA2), (2) zur Sekretion der Granula durch Verschmelzung der Granulamembran
mit der Thrombozytenmembran, (3) zur lokalen Thrombingenerierung und (4) zur
Uberfiihrung des Integrin allbB3 in ein Stadium hoher Affinitat fiir Fibrinogen und vVWF.
Die Bindung von Integrin allbB3 an subendothelialen VWF stabilisiert die Adhasion
zusatzlich. Das intrazellulare Calcium fuhrt auBerdem zur Phosphorylierung der ,Myosin
Light Chain® und damit zu kontraktilen Kraften, welche fur den ,Shape Change®, also
die Formveranderung der Thrombozyten notwendig sind. Durch den ,Shape Change*
nehmen die Thrombozyten eine spharische Form an und bilden Pseudopodien aus
(Abb. 1B).2
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1.1.3. Thrombozytenaggregation

Die Freisetzung des Granulainhaltes fuhrt zu einer so genannten zweiten Welle ,Second
Wave“ der primaren Hamostase, bei der weitere Thrombozyten rekrutiert werden.
Dieser Vorgang ist essentiell fur die Aggregation und stabile Thrombusbildung. ADP,
Thrombin und TXAZ2 binden zunachst an ihre Uberwiegend G -Protein gekoppelten
Rezeptoren. Uber die Aktivierung der Phospholipase CB (PLCB) kommt es zur
Generierung von Diacylglycerol (DAG) und IP,, was zur Aktivierung der Proteinkinase C
(PKC) und wiederum zur Calciummobilisierung fuhrt. ADP bindet aul3erdem an den
G-Protein gekopppelten P2Y12 Rezeptor, welcher die Adenylatcyklase inhibiert und
Uber PI3K die kleine GTPase Rap1b aktiviert. Uber das ,Rap1-GTP Interacting Adapter
Molecule” (RIAM) wird die Bindung von Talin und dessen Bindungsparameter Kindlin
an den zytoplasmatischen Teil des B3-Integrin getriggert und so der Integrin allb3
Rezeptor aktiviert und mit dem intrazellularen Aktin-Zytoskelett verbunden (Abb. 3).
Die Thrombozyten aggregieren uber Fibrinogen und vWF und bilden einen stabilen,
irreversiblen Thrombus, welcher den GefalRdefekt verschliel3t und die Blutung stoppt.
Dieser Thrombus wird im Rahmen der sekundaren Hamostase durch Fibrin zusatzlich
stabilisiert.

1.2. Stérungen der primaren Hamostase

Patienten mit einer Storung der primaren Hamostase leiden haufig unter mukokutanen
Blutungen wie Epistaxis, Menorrhagien und gastrointestinalen Blutungen, sowie unter
subkutanen Blutungen wie Petechien und Hamatomen. Auflerdem wird haufig von
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problematischen Blutungen wahrend und nach kleineren Verletzungen und Eingriffen
wie z.B. Zahnextraktionen oder Tonsillektomien berichtet. Milde Blutungsdiathesen
fallen haufig erst wahrend eines solchen Eingriffes auf und schranken den Patienten im
Alltag nicht ein. Einblutungen in Gelenke und ausgepragte Hirnblutungen, sowie innere
Blutungen sind die Seltenheit und sprechen eher fur einen Defekt der sekundaren
Hamostase.

Die Ursachen fur einen Defekt der primaren Hamostase sind aufgrund der Komplexitat
von Adhasion und Aggregation sehr vielfaltig. Grundsatzlich kann die Stérung Folge
einer Fehlfunktion der Thrombozyten, also eine Thrombozytopathie sein oder durch eine
zu geringe Anzahl von Thrombozyten, eine Thrombozytopenie, ausgeldst werden. Von
beiden Kausalitaten sind angeborene und erworbene Formen bekannt.

1.2.1. Thrombozytopathien

Angeborene Thrombozytopathien

Die am haufigsten diagnostizierten angeborenen Thrombozytenfunktionsstérungen sind

das autosomal-rezessiv vererbte Bernard-Soulier-Syndrom (BSS) und der ebenfalls
autosomal-rezessiv vererbte Morbus Glanzmann (MG). Beide Erkrankungen sind
durch Defekte der Membranrezeptoren fur Adhasionsmolekile gekennzeichnet und
Betroffene zeigen eine milde bis schwere Blutungsneigung. So ist beim Bernard-Soulier-
Syndrom der GPIb-IX-Komplex stark vermindert (Typ I) oder fehlt (Typ Il). AuBerdem
findet man haufig Riesenthrombozyten und verminderte Plattchenzahlen.’? Bei einem
MG liegt ein Strukturdefekt des GPlIb/llla vor, welcher sich durch eine komplett fehlende
Aggregationsfahigkeit in der Funktionsdiagnostik bemerkbar macht.”* Eine dritte
Funktionsstorung dieser Gruppe ist das von-Willebrand-Syndrom vom Plattchentyp
(VWS Typ 2B), bei dem eine ,gain-of-function“-Mutation auf Chromosom 17p13 vorliegt,
welche das GPlba des VWF-Rezeptors betrifft. Die Plattchen dieser Patienten neigen zur
Spontanaggregation, die Blutungsneigung ist mild."* Das Montreal-Plattchen Syndrom,
welches fruher als eigenstandiges Krankheitsbild gesehen wurde, konnte ebenfalls dem
vWS Typ 2B zugeordnet werden.'s

Milde Blutungsneigungen werden auch bei Defekten der Membranrezeptoren fir 16sliche
Agonisten beobachtet. Hier sind z.B. Defekte der ADP-Rezeptoren, des a-adrenergen
Rezeptors und der Kollagenrezeptoren bekannt.

Eine weitere grol’e Gruppe der angeborenen Thrombozytopathien umfasst Defekte der
Thrombozytengranula. Die Verminderung der dichten Granula, welche als ,,6-storage
pool disease” (0-SPD) bekannt ist, spielt in dieser Gruppe die grofte Rolle. Die
fehlende Ausschuttung von ATP, ADP, Serotonin und Calcium flihrt zu moderaten
Blutungsneigungen. Weiterhin sind Defekte der dichten Granula mit den seltenen

5
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Chediak-Higashi- und dem Hermansky-Pudlak-Syndrom assoziiert. Die a-Granula
sind beim ,,Gray-Platelet*“ Syndrom zwar vorhanden, aber leer. Verminderte a-Granula
finden sich beim ,,a-storage pool disease* (a-SPD) oder beim Quebec-Syndrom.®

Sehr selten sind Defekte der Signaltransduktion. Hierzu zahlen z.B. Storungen der

Zyklooxygenase oder Thromboxan-
Synthase. Die Leukozyten-Adhasions-
Defizienz Typ Il (LAD-IIl) entsteht durch
Mutationen im FERMT3-Gen welches
das Kindlin-3 Protein codiert.””'® Kindlin-3
bindet an den zytoplasmatischen Teil der
B-Untereinheit des Fibrinogenrezeptors
und ist malgeblich an der Integrin-
Aktivierung beteilligt.” Die Aktivierung des
Fibrinogenrezeptors fehlt bei Patienten
mit einer LAD-IlIl somit vollstandig und sie
zeigen eine gestorte Aggregation, wie sie
auch bei Patienten mit MG zu finden ist.
Aufgrund der schweren Blutungen leiden
die Patienten aufRerdem haufig an einer
Thrombozytopenie.

Erworbene Thrombozytopathien

Den groRten Anteil an den erworbenen

Thrombozytopathien haben
medikamenten-induzierte Defekte
der Thrombozytenfunktion.? Aus

diesem Grund st eine ausfluhrliche
Medikamentenanamnese bei der
Diagnostik einer unklaren Blutungsneigung
unerlasslich. Dabei ist darauf zu
achten, dass z.B. Aspirin auch in vielen
Kombinationspraparaten  enthalten ist.
Tabelle 2 gibt einen Uberblick tber die
wichtigsten Medikamente mit  einem
Einfluss auf die Thrombozytenfunktion.

Eine komplexe Thrombozytopathie
entsteht im Rahmen einer Uramie, doch
lebensbedrohliche Blutungen sind aufgrund

Tabelle 2 Medikamente mit Einfluss auf die
Thrombozytenfunktion

Zyklooxygenaseinhibitoren
» Acetylsalicylsaure
» Nichtsteroidale Antitheumatika/
Antiphlogistika (Indomethazin, Ibuprofen,
Naproxen)
ADP- bzw. GPlIb-llla-Rezeptorantagonisten
» Clopidogrel, Ticlopedin
» Abciximab
Antibiotika, Antimykotika
» Penicilline, Cephalosporine
» Nitrofurantoin
» Hydroxychloroquin
» Miconazol
Chemotherapeutika
» Daunorubicin, Mitomycin, Carmustin
Kardiovaskulare Medikamente
» Propranolol
» ACE - Hemmer
» Nitroprussid, Nitroglyzerin
» Furosemid
» Quinidin
Weitere Medikamente und Substanzen
» NO
» Dextrane
» Clofibrate
» Antihistaminika
» Nahrungsmittel und -erganzungsmittel
(Vitamin E, Fischol mit Omega-3-

Fettsauren, Zwiebeln, Knoblauch, Ingwer,
Ginko-Extrakt u.a.)
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der verbesserten Therapie der niereninsuffizienten Patienten nur noch selten zu
beobachten. Dennoch ist die Frage nach dem Blutungsrisiko z.B. vor Nierenpunktionen
in diesem Zusammenhang immer noch relevant.

Im Erwachsenenalter kommt es im Rahmen von Tumoren oder myeloproliferativen
Erkrankungen manchmal zur Bildung von Antikdrpern gegen Membranglykoproteine,
was zu einer Dysfunktion der Thrombozyten fihrt, welche haufig dem MG ahnelt.

1.2.2. Thrombozytopenien

Neben Thrombozytopathien, welche auch, z.B. beim BSS, mit Thrombozytopenien
einhergehen konnen, sind auRerdem Thrombozytopenien bekannt, die nicht primar mit
einem Funktionsdefekt assoziiert sind. Von einer Thrombozytopenie spricht man bei
Thrombozytenzahlen unter 150 Thrombozyten/nL, wobei klinische Symptome meist erst
bei Zahlen unter 30 Thrombozyten/nL auftreten.

Angeborene Thrombozytopenien

Das ,, Thrombocytopenia-absent-radii’-Syndrom (TAR) ist mit einer Inzidenz
von 1-2:1.000.000 auRerst selten. Durch einen Mangel an Megakaryozyten im
Knochenmark?' kdnnen nicht gentigend Thrombozyten gebildet werden und die Patienten
sind vor allem in den ersten beiden Lebensjahren stark thrombozytopen, danach steigt
die Thrombozytenzahl an, erreicht aber selten den Normbereich.?2 AuRerdem ist das
TAR-Syndrom durch eine bilaterale Radiusaplasie gekennzeichnet und ist mit anderen
skeletalen Verformungen wie z.B. Ulnaveranderungen und Humerusaplasie sowie
renalen und kardialen Fehlbildungen assoziiert. Klinisch weisen die Patienten eine
Blutungsneigung auf, die von Petechien und milden Schleimhautblutungen bis hin zu
schweren Hirnblutungen reicht. Die autosomal-rezessiv vererbte Amegakaryozytare
Thrombozytopenie (CAMT) ist ebenfalls durch einen Mangel an Megakaryozyten
im Knochenmark bedingt, geht aber nicht mit skeletalen Fehlbildungen einher. Der
Megakaryozytenmangel wird durch Mutationen im TPO-Rezeptor c-Mpl verursacht.? Im
weiteren Verlauf des Krankheitsbildes kommt es haufig zur aplastischen Anamie und
einer damit verbundenen Panzytopenie.

Das Wiskott-Aldrich-Syndrom (WAS) wird wie die X-chromosomale
Thrombozytopenie (XLT) durch eine Mutation im Gen des WAS-Proteins (WASP)
auf dem kurzen Arm des X-Chromsoms vererbt und ist gekennzeichnet durch eine
Mikrothrombozytopenie mit vermehrter Blutungsneigung und progredient verlaufender
T- und B-Zell-Defizienz.** Durch eine Mutation im GATA-1 Gen kommt es zur
X-chromosomal vererbten Makrothrombozytopenie mit haufigen Blutungen und
Riesenthrombozyten im Blutausstrich. Autosomal-dominant vererbte Mutationen im
MYH9-Gen sind assoziiert mit der May-Hegglin-Anomalie sowie den Sebastian-,
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Fechter-, und Epstein-Syndromen. Die Erkrankungen sind durch die Trias
Riesenthrombozyten, Thrombozytopenie und charakteristische Leukozyteneinschlisse
(Dohle-Korper ahnlich) gekennzeichnet und unterscheiden sich im Auftreten
verschiedener zusatzlicher Symptome, wie z.B. Katarakt.

Erworbene Thrombozytopenien

Erworbene Thrombozytopenien treten deutlich haufiger auf als angeborene. Die
Thrombozytopenie kann Folge einer verminderten Bildung, eines vermehrten Abbaus
oder einer verstarkten Speicherung von Thrombozyten sein.

Durch Bildung von Autoantikdrpern gegen Oberflachenmolekile der Thrombozyten
kommt es zum verfrihten Abbau und damit zur Thrombozytopenie. Eine der haufigsten
Ursachen fur eine immunologische Thrombozytopenie ist die Inmunthrombozytopenie
(ITP), ursprunglich als Morbus Werlhof bekannt. Im Kindesalter tritt sie haufig als zeitlich
begrenzte akute Form nach viralen Infekten auf. Die Patienten fallen mit Petechien
und Hamatomen nach nicht relevanten Traumen auf. Die neu diagnostizierte ITP
wird als akut bezeichnet, nach 3 Monaten als persistierend. Dauert die ITP langer als
12 Monate wird sie als chronisch (cITP) definiert.2>2 Die oft schleichend beginnende
und haufig durch Zufall diagnostizierte chronische ITP betrifft sowohl Erwachsene
als auch Kinder. Eine sekundare ITP ist aulRerdem haufig beim systemischen Lupus
erythematodes, dem Evans-Syndrom, chronisch Iymphatischen Leukamien, HIV-
Infektionen und Kollagenosen zu finden. Auch eine Schwangerschaft, die Gabe von
Thrombozytenkonzentraten und bestimmte Medikamente (z.B. Goldsalze) kdnnen
die Bildung von Autoantikérpern gegen Thrombozyten auslosen. Die haufigste
durch Medikamente ausgeloste Thrombozytopenie ist die Heparin-induzierte
Thrombozytopenie (HIT). Hier werden zwei Typen unterschieden: fur den ungefahrlichen
Typ 1 wird die proaggregatorische Wirkung von Heparin verantwortlich gemacht. Beim
gefahrlichen, zeitverzogerten Typ 2 kommt es durch Antikorper, welche in den meisten
Fallen gegen einen Komplex aus Heparin und Plattchenfaktor 4 (PF4) gerichtet sind, zu
deren Aktivierung und zur Bildung massiver Thromben.?’

Nicht immunologisch  bedingte Thrombozytopenien, ausgelost durch eine
Umsatzstorung, sind haufig im Rahmen von Infektionskrankheiten v.a. in septischen
Stadien zu beobachten. Dem gesteigerten Thrombozytenumsatz liegt haufig ein
erhohter peripherer Verbrauch durch eine disseminierte intravasale Gerinnung (DIC)
zu Grunde.

Patienten mit der Thrombotisch-thrombozytopenischen Purpura (TTP) weisen
neben Zeichen einer hamorrhagischen Diathese fluktuierende neurologische Ausfalle
bedingt durch Mikrothromben auf. Bei der erworbenen idiopathischen Form liegen
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Autoantikérper gegen die Protease ADAMTS13 vor. Es ist aullerdem auch eine
autosomal-rezessiv vererbte Form der TTP bekannt mit Mutationen im ADAMTS13-
Gen auf Chromosom 9q34.22 Das Hamolytisch-uramische Syndrom (HUS) weist
Ahnlichkeiten zur TTP auf und ist gekennzeichnet durch die Symptomtrias: akutes
Nierenversagen, Thrombozytopenie und hamolytische Anamie.

1.3. Aktuelle Diagnostikmethoden bei Verdacht auf eine Stérung der primaren
Hamostase

1.3.1. Blutungsanamnese und korperliche Untersuchung

Die Anamnese ist eines der wichtigsten und einfachsten Bausteine bei der Abklarung
unklarer Blutungsneigungen. Zunachst sollten die charakteristischen Blutungszeichen
wie Schleimhautblutungen, Purpura oder Hamatome ohne adaquates Trauma,
Menorrhagien und Blutungskomplikationen bei OPs erfragt werden. Diese Symptome
konnen in Blutungsscores quantifiziert werden und bei Bedarf reevaluiert werden.
Aulerdem ist eine umfassende Erhebung der Eigen- und Familienanamnese, sowie der
aktuellen Medikamentenanamnese obligat.?

Bei der korperlichen Untersuchung ist vor allem auf Stigmata, die auf bestimmte
syndromale Erkrankungen hinweisen zu achten. Es empfiehlt sich auRerdem Hamatome
und Petechien genau zu dokumentieren.

1.3.2. Basis-Laborparameter

Bei jedem Verdacht auf eine Stérung der primaren Hamostase werden zunachst
verschiedene Basis-Laborparameter bestimmt. Die Thrombozytenzahl deckt eine
thrombozytopene Ursache der Blutungsneigung auf. Die Thrombozytenzahl kann durch
das Vorhandensein von Riesenthrombozyten und sehr kleinen Thrombozyten verfalscht
werden, da diese nicht im beurteilten Analysefenster liegen und deswegen vom
Zahlautomaten nicht erkannt werden. Aulierdem kann es zu Pseudothrombozytopenien
aufgrund der Verwendung von EDTA-Blut kommen, was in manchen Fallen eine
Aggregation der Thrombozyten auslést. Deshalb muss eine neu aufgetretene
Thrombozytopenie immer anhand von Citrat-Blut auch im Blutausstrich kontrolliert
werden. In sehr seltenen Fallen kommen aber auch Pseudothrombozytopenien im
Citrat-Blut vor.*°

Das ,Mean Platelet Volume* (MPV) gibt Hinweise auf eine Makro- oder Mikro-
thrombozytopenie. Zum Ausschluss einer leukamischen Blutungsursache sollte
auch immer die Morphologie aller Zellen des Blutes beurteilt werden. Eine Stérung
der sekundaren Hamostase kann durch Gerinnungstests wie INR (Quick) und aPTT
ausgeschlossen werden.
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In wenigen Laboratorien ist es aulderdem moglich, die ,Immature Platelet Fraction®
(IPF) zu bestimmen. Die IPF ist ein Mal fir die Thrombopoeserate und beruht auf dem
RNA-Gehalt der Thrombozyten. Die Bestimmung der IPF sollte bei Thrombozytopenien
durchgefuhrt werden, um zwischen einer Bildungsstérung (IPF erniedrigt) und einem
gesteigerten peripheren Umsatz von Thrombozyten (IPF erhéht) zu unterscheiden.?’

Da diese Parameter allein meist noch nicht ausreichend fur eine Diagnosestellung
sind, werden die Patienten haufig in spezialisierte Zentren Uberwiesen, an denen eine
erweiterte Diagnostik moglich ist.

1.3.3. PFA-100®

Der PFA-100° (,Platelet Function Analyser®) simuliert die kapillare Blutstillung in vitro
und wird als Screening-Methode bei Verdacht auf Stérungen der primaren Hamostase
eingesetzt. Im Analyse-Gerét befindet sich eine Membran mit einer kleinen Offnung.
Die Membran ist mit den Thrombozyten-aktivierenden Substanzen Kollagen/Epinephrin
oder Kollagen/ADP beschichtet. Das antikoagulierte Blut flie3t Gber eine Kapillare durch
diese Offnung und wird aufgrund der Adhasion und Aggregation von Thrombozyten
verschlossen. Die Zeit bis zum vollstandigen Verschluss der Offnung wird in Sekunden
gemessen und als Verschlusszeit ,CT” (,Closure Time”) angegeben.??

Far die weit verbreitete PFA-100® Analyse ist nur eine geringe Menge an Material
notwendig und sie ist schnell und einfach durchzufiuhren. Da der Test sehr sensitiv
ist, aber wenig spezifisch, stellt er ein gutes Screening-Instrument da, um den
Verdacht auf eine Stérung der primaren Hamostase zu erharten, aber bietet nicht die
Moglichkeit den Defekt genauer zu charakterisieren. Aufderdem wird der Test durch eine
Thrombozytopenie oder einen erniedrigten Hamatokrit verfalscht. Defekte, die nur zu
einer leichten Blutungsneigung fuhren, wie z.B. eine Sekretionsstérung, resultieren nicht
in einer Verlangerung der Verschlusszeit und werden so haufig ibersehen.3?

1.3.4. Aggregometrie

Die Aggregometrie erlaubt die Beurteilung der Aggregationsfahigkeit von Thrombozyten.
Die Aggregation kann durch (1) die Messung der Lichttransmission in plattchenreichen
Plasma (PRP) erfolgen, oder (2) durch die Messung der Impedanz im Vollblut. Obwohl
aufwendiger und zeitintensiver, ist die Licht-Transmissions-Aggregometrie verbreiteter
und soll deshalb hier betrachtet werden.

Fir diese Methode ist zunachst die Herstellung von PRP notwendig, fur das ca. 40 ml
Vollblut bendtigt wird. Wahrend der Messung bei 37 °C wird der Probe ein Plattchen
aktivierender Agonist zugesetzt. Durch die Aggregation der Thrombozyten kommt es zu
einer Veranderung der Lichttransmission, welche durch einen Photomultiplier detektiert
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wird. Die Anderung der Lichttransmission wird in einer fur die Aggregometrie typischen
Kurve aufgezeichnet. Um die Reaktion auf verschiedene Agonisten abzubilden, werden
den Proben starke Agonisten wie Kollagen und Arachidonsaure, sowie schwache
Agonisten wie Epinephrin und ADP zugesetzt. Jedes Labor verwendet hierflir andere
Konzentrationen, was einen Vergleich zwischen verschiedenen Laboren schwierig
macht.

Zusatzlich ist es bei manchen Aggregometern moglich per Lumiaggregometrie die
Degranulierung von Thrombozyten zu beurteilen. Hierzu wird die Biolumineszenz
erfasst, welche durch die Reaktion von freigesetztem ATP mit Luciferin und Luciferase
entsteht.3

Obwohl die Licht-Transmissions-Aggregometrie sehr zeitintensiv ist und die
Arbeitsschritte zu vielfaltigen Artefakten fliihren kdnnen, gilt sie als Goldstandard zur
Abklarung unklarer Thrombozytenfunktionsstérungen. Das Blut von Patienten mit einer
ausgepragten Thrombozytopenie kann durch diese Methode nicht evaluiert werden, da
fur die Herstellung des PRP gréliere Mengen Vollblut bendtigt werden. Das steht vor
allem bei Kleinkindern, Sauglingen und Neugeborenen oft nicht zur Verfiugung. Auch
die Plattchenfunktion von Patienten mit Riesenthrombozyten, wie z.B. beim BSS, kann
nur eingeschrankt beurteilt werden, da grol’e Thrombozyten durch die Zentrifugation
abgereichert werden.33

1.3.5. Durchflusszytometrie

Mittels Durchflusszytometrie konnen verschiedenste Untersuchungen zur Beurteilung
der Thrombozyten und Thrombozytenfunktion durchgefihrt werden:3®

» Expression der Oberflachenrezeptoren
» Expression von Aktivierungsmarkern nach Stimulation
* Degranulierung

+ Vorhandensein von Leukozyten-Plattchen-Aggregaten, Plattchen-Plattchen-
Aggregaten und Mikropartikeln

» Anteil der retikulierten Thrombozyten

+ HPA-Typisierung

* Vorhandensein von Thrombozytenantikorpern
+ Signaltransduktion durch Calciummobilisierung

Shattil et al. fihrten 1987 die durchflusszytometrische Analyse im Vollblut ein.*® Sie
I6ste die fehleranfallige und aufwandigere Analyse an gewaschenen Plattchen oder im
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PRP ab. Die Thrombozyten werden zur Messung im Vollblut zunachst verdunnt und mit
einem fluoreszenten Marker inkubiert. In der Regel werden hierfur fluoreszensmarkierte,
monoklonale Antikérper oder fluoreszierende Farbstoffe verwendet. Um die
Thrombozytenfunktion zu beurteilen, werden diese mit physiologischen Agonisten
wie z.B. ADP aktiviert und anschliefend mit Antikdrpern gegen verschiedene
Aktivierungsmarker markiert. Im Durchflusszytometer wird die Probe dann durch eine
Messkammer geleitet, die Zellen vereinzelt und die Fluorophore durch einen Laser
angeregt. Das emittierte Licht und die Brechungseigenschaften der Zelle werden
vom Durchflusszytometer gemessen und aufgezeichnet, so kénnen in kurzer Zeit die
Eigenschaften einer sehr groRen Zellzahl beurteilt werden.

FUr durchflusszytometrische Analysen sind nur geringe Blutvolumina im pl-Bereich
notwendig, und auch die Analyse von Blut stark thrombozytopener Patienten ist
maglich. Da die meisten Tests im Vollblut durchfuhrbar sind, und somit in einem nahezu
physiologischen Milieu, werden Artefakte durch Manipulation auf ein Minimum reduziert.
FUr die Durchfuhrung der Analysen ist allerdings gut geschultes Personal notwendig, die
bendtigten Antikorper sind zudem teuer.

1.3.6. Sonstige Diagnostikmethoden

Neben den bisher aufgefihrten Diagnostikmethoden kommen bei speziellen
Fragestellungen noch folgende Methoden zum Einsatz:

+ Thrombelastographie, Rotationsthrombelastometrie
+ ,Plateletworks*

» Elektronenmikroskopie

* Genetische Diagnostik

» Molekularbiologische Analysen

* Multimerenanalyse des VWF

» Ristocetin-induzierte Agglutination

12
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1.4. Diagnostische Herausforderung ,,Unklare Blutungsneigung/Thrombozyto-
penie/Thrombozytopathie*

1.4.1. Verschiedene Diagnostik-Algorithmen

Um die Abklarung unklarer Blutungsneigungen oder unklarer Thrombozytopenien zu
vereinfachen und den Weg von der Anamnese, uUber die Diagnostik zur endgultigen
Diagnose zu strukturieren, entwickelten verschiedene Arbeitsgruppen Diagnostik-
Algorithmen. Diese Algorithmen sind in lhrem Umfang sehr unterschiedlich, beruhen
aber im Grundsatz auf den im Kapitel 1.3. aufgefuhrten Methoden. Eine relativ
einfach gehaltene Ubersicht zur Diagnostik-Strategie bei Verdacht auf primare
Hamostasestoérung gibt Mani et al. 2010, hier dargestellt in Abbildung 4.3 In dieser
Ubersicht finden sich keine klaren differentialdiagnostischen Angaben, sondern sie gibt
ausschlieBlich die Richtung der moglichen Krankheitsentitat und einen sinnvollen Ablauf
zur Durchfuhrung der verschiedenen Diagnostikinstrumente vor.

Kottke-Marchant und Corcoran verdffentlichen 2002 einen etwas genaueren
Algorithmus, in dem die verschiedenen Differentialdiagnosen bereits eingearbeitet
sind.?® Balduinis Arbeitsgruppe publizierte 2003 einen sehr detaillierten Algorithmus,
in dem die verschiedenen Differentialdiagnosen und v.a. die endglltig beweisenden
Diagnostikmethoden einzeln aufgeschliisselt werden.*®* Obwonhl es Ziel der Arbeitsgruppe
war, einen Algorithmus zu entwickeln, welcher auch in nicht spezialisierten Laboratorien
Anwendung findet, tauchen auch hier Spezialuntersuchungen wie z.B. Aggregometrie

4 N
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und Durchflusszytometrie auf. Einen sehr ahnlichen Algorithmus aus GroRbritannien
veroffentlichten 2006 Bolton-Maggs et al. Bei allen Algorithmen steht am Beginn
der Diagnostik die Anamnese und die Basis-Labordiagnostik wie im Kapitel 1.3.
beschrieben.*

Aus den Angaben der Anamnese und dem klinischen Bild kdnnen haufig bereits
angeborene, angeborene syndromatische und erworbene Stdrungen der primaren
Hamostase unterschieden werden. Als weiteres wichtiges Diagnostikkriterium wird haufig
die Thrombozytenzahl und die Thrombozytenmorphologie heran gezogen. Im nachsten
Schritt werden dann schon spezielle Diagnostikmethoden wie Aggregometrie, PFA-100®
etc. vorgeschlagen, um verschiedene Differentialdiagnosen zu evaluieren. Schwerpunkt
aller Publikationen ist die Diagnostik von angeborenen Thrombozytendefekten.
Auch die Deutsche Gesellschaft fur Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin
(DGKL) publizierte im Jahr 2004 zum Thema Diagnostikstrategien zur Abklarung einer
Thrombzytendysfunktion.?® Die hier vorgelegte Strategie basiert auf der Auswertung
verschiedener Befundkonstellationen, die sich aus den drei Pfeilern Thrombozytenzahl
und -morphologie, PFA-100® und Aggregometrie ergeben. Die neueste Publikation zum
Thema Diagnostik von Thrombozytendefekten bei Kindern stammt von Israels et al.
aus Kanada.*' Im Gegensatz zu den friheren Algorithmen werden hier auch erworbene
Defekte mit in den Algorithmus einbezogen und dafur auf die Auffuhrung endgultig
beweisender Methoden fur die einzelnen Differentialdiagnosen verzichtet.

1.4.2. Aktuelle Probleme in der Diagnostik

Trotz vorhandener Diagnostikinstrumente und -algorithmen gibt es bei der
Diagnostik von Thrombozytenfunktionsstérungen viele Schwierigkeiten. Ein Problem
ist die Verfugbarkeit der meist komplizierten und zeitaufwendigen speziellen
Diagnostikmethoden. Im Rahmen der THROMKID-Studie der Deutschen Gesellschaft
fur Thrombose- und Hamostaseforschung (GTH) wurden 41 klinische Zentren im
gesamten deutschsprachigem Raum identifiziert, die eine Spezialdiagnostik anbieten.?
37 Zentren beantworteten Fragen zu den eingesetzten Diagnostikmethoden. In
allen Zentren wird die Aggregometrie durchgefiihrt, in 76 % der PFA-100® und in
73 % die Durchflusszytometrie. Die Durchfuhrung der Methoden war allerdings sehr
unterschiedlich. Ein Grund hierfur ist die fehlende Standardisierung der Methoden,
die in vielen Publikationen kritisiert wird. Speziell flr die Durchflusszytometrie ist zwar
ein ,Konsensus-Paper® vorhanden, dieses enthalt aber beispielsweise keine klaren
Angaben uber Konzentrationen von Agonisten.*®* Durch die fehlende Standardisierung
ist es auRerdem nicht moglich, Befunde der einzelnen Laboratorien untereinander zu
vergleichen. Weiterhin fallt auf, dass einem Grol3teil der Laboratorien (44 %) fur die
durchflusszytometrische Diagnostik nur ein FACS Scan oder ein EPICS XL oder XL/MCL
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Coulter zur Verfugung steht, welche max. 2-3 Fluorophore, die durch den 488nm Laser
angeregt werden, simultan messen kdénnen. Das heildt, fur eine wirklich umfangreiche
Diagnostik mussen diese Laboratorien eine grofde Anzahl an Proben aufbereiten und
messen.

Ein weiteres grof3es Problem ist die immer noch hohe Anzahl an Patienten mit ungeklarter
Blutungsneigung. Der Diagnostik-Algorithmus fur angeborene Thrombozytopenien von
Balduini et al.*® wurde retrospektiv bei 46 Patienten angewandt.** Bei 18 Patienten, also
39 %, blieb die Ursache der Thrombozytopenie weiter unklar.

In einer prospektiven Studie untersuchten Quiroga et al.*® 280 Patienten mit
Schleimhautblutungen. Neben den Basisuntersuchungen wurde eine Aggregometrie
mit Beurteilung der Sekretion, ein PFA-100® Screening, sowie eine Untersuchung
hinsichtlich von-Willebrand-Syndrom durchgefiihrt. Die Durchflusszytometrie kam nicht
zum Einsatz. Hier blieb bei 167 der Patienten, also bei knapp 60 %, die Blutungsursache
weiterhin unklar.
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1.5. Zielsetzung

Die Diagnosefindung fur Patienten mit einer anamnestischen Blutungsneigung ist
komplex und bleibt in vielen Fallen immer noch ergebnislos. Dies ist unter anderem
der Vielzahl der Defekte, die dieses Symptom bedingen kénnen, und der schwierigen
Diagnostik geschuldet. Es stehen zwar verschiedene Instrumente zur Abklarung einer
Blutungsdiathese zur Verflgung, aber diese sind meist wenig standardisiert, gehoren
nicht zur Routinediagnostik und werden, wie oben beschrieben, nur von spezialisierten
Laboratorien ausgefuhrt. AuRerdem ist beispielsweise die Aggregometrie bei
Neugeborenen, Sauglingen und Kleinkindern, sowie bei Patienten mit ausgepragten
Thrombozytopenien gar nicht durchfihrbar. Aus diesem Grund ist es notwendig,
verbesserte, einfachere und vor allem standardisierte Diagnostik-Methoden zu
entwickeln.

Die Multi-Farben-Durchflusszytometrie ist ein geeignetes Instrument, um die Expression
der Oberflachenrezeptoren und die Reaktivitat der Thrombozyten schnell und mit wenig
Material zu beurteilen. Ziele der vorliegenden Arbeit sollten sein:

|. Etablierung und Optimierung einer durchflusszytometrischen Untersuchung der
Thrombozyten zur Beurteilung der Expression von Oberflachenrezeptoren und
der Thrombozytenfunktion mittels Multi-Farben-Durchflusszytometrie.

[I. Entwicklung eines Algorithmus mit mehreren Modulen zur Abklarung
einer unklaren, anamnestischen Blutungsneigung mittels Multi-Farben-
Durchflusszytometrie.

[ll. Etablierung weiterer Diagnostikmodule zur Beurteilung kurzfristiger Signalwege,
wie der Calciummobilisierung, und der Degranulierung.
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2. Material und Methoden

2.1. Gesundspender und Patienten

Die gesunden Kontrollen fur diese Arbeit stammen aus zwei Quellen: zum einen wurde
Blut von anonymen Stammzellspendern verwendet, zum anderen konnten aus dem
naheren Laborumfeld gesunde Personen zur Analyse auf freiwilliger Basis gewonnen
werden. Das Blut der Stammzellspender wird nach HLA-Typisierung normalerweise
verworfen. Einige Gesundspender gaben mehrmalig Blut zur Analyse.

Das Patientenkollektiv setzte sich aus mehreren Gruppen zusammen. Fur die
an Leukamie erkrankten Patienten wurde Blut zur Phanotypisierung zwecks
Stammzellspende analysiert und das nicht bendtigte Material fur diese Arbeit
weiter verwendet. Das Blut der TAR-Patienten wurde im Rahmen einer Studie zur
Charakterisierung der Erkrankung analysiert. Alle anderen Proben wurden im Rahmen
der diagnostisch-experimentellen Abklarung (LAD-III, WAS, unklare Thrombozytopenie)
und Vorstudien (SCA, cITP) analysiert.

Da fur die Analysen keine zusatzlichen Blutentnahmen notwendig waren und die
Probanden keine zusatzlichen Termine wahrnehmen mussten, wurde kein Ethikvotum
beantragt. Eine allgemeine Einwilligung der Probanden lag vor.

Tabelle 3 Ubersicht iiber die Gesundspender und die Patientenkollektive.

Erkrankung Abkiirzung n w/m Alter
(Jahre)
Gesundspender Erwachsene - 35 19/16 18-62
Thrombozytopenie mit Radiusaplasie-Syndrom TAR 7 7/0 1-37
Leukozyten-Adhasions-Defizienz Typ llI LAD-III 2 2/0 17
Wiskott-Aldrich-Syndrom nach Stammzelltransplantation tWAS 2 0/2 4
Akute myeloische Leukamie, I. Induktion AML 15 4/11 30-73
Sichelzellanamie SCA 5 41 6-17
Chronische Immunthrombozytopenie clTP 3 2/1 15-17

2.2. Verwendete Gerate und Software

FACS Canto |l Beckton Dickinson, Heidelberg
FACSDiva Beckton Dickinson, Heidelberg
FlowJo 7.6.3 Tree Star, Ashland
Kdhlschrank Bosch, Munchen
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Multipipette plus

Numbers 2.1

Pipetten, verschiedene

TiefkUhler

Tischzentrifuge Galaxy MiniStar

Vortex Genie 2

Zentrifuge GS-15R

2.3. Verwendete Chemikalien und Biochemikalien

Eppendorf, Hamburg

Apple Inc., Cupertino

Gilson, Middelton

Bosch, Miinchen

VWR, Darmstadt

Carl-Roth, Karlsruhe

Beckmann Coulter, Krefeld

Antikorper fiir die Durchflusszytometrie

Tabelle 4 Antikorper fiir die Durchflusszytometrie

Antigen Beschreibung Spezies Klon Isotyp Fluorophore Firma
CD41a Integrin allbB3 / GPlIb-llla Maus HIP8 IgG1, k | APC, Pe-Cy5, PE BD

CD61 Integrin B3 / GPllla Maus VI-PL2 IgG1, K FITC BD
CD42a GPIX Maus Beb1 1gG1, K Per-CP BD
CD42b GPIba Maus HIP1 1gG1, K APC BD

CD29 Integrin B1 / GPlla Maus MAR4 1gG1, K PE BD
CD49%9b Integrin a2 / GPla Maus AK-7 1gG1, K FITC BD
CD49%e Integrin a5 / GPIc Maus [1A1 1gG1, K PE BD
CD4of Integrin a6 / GPIc Maus GoH3 19G2a, K PE-Cy5 BD
CD62P P-Selektin der a-Granula Maus AK-4 1gG1, K APC BD
CD63 Granulophysin der Maus H5C6 1gG1, K PE BD

Lysosomen und &-Granula
PAC-1 Epitop des aktivierten Maus PAC-1 IgM, k FITC BD
Integrin allbB3
CD45 Panleukozytenmarker Maus HI30 IgG1, FITC BD

Agonisten fur die Thrombozytenaktivierung

TRAPG6
ADP
U46619

Bachem, Weil am Rhein

DiaMed, Munchen

Sigma Aldrich, Minchen
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Haufig verwendete Puffer

PBS - Puffer

137 mM
2,7 mM

10 mM
5,5 mM

NaCl
KCI
Na,HPO
KH,PO,
Il pH 7,2

4

HEPES-Tyrodes Puffer

10,0 mM
129,0 mM
8,9 mM
0,8 mM
5,6 mM

HEPES

NaCl

NaHCO,

KH,PO,

Glucose

/I pH 7,4 partikelfrei filtriert

Modifizierter HEPES-Tyrodes Puffer fiir die Messung der Calciummobilisierung

10,0 mM
137 mM
2,8 mM

1 mM
12 mM
0,4 mM
55mM
0,35 %

FACS Puffer

0,5 %
0,1 %

HEPES

NaCl

KCI

MgCl,

NaHCO,

Na,HPO,

Glucose

BSA (w/V)

Il pH 7,4 partikelfrei filtriert

PBS
BSA
/I steril filtriert

Sonstige Chemikalien und Biochemikalien

Fluo-3 AM
Probenecid

Mepacrin

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
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2.4. Charakterisierung der Thrombozyten mittels Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist heute fester Bestandteil der klinischen Diagnostik und
erlaubt eine qualitative und quantitative Vermessung und Immunphanotypisierung
intakter, apoptotischer und toter Zellen. In der Routine findet diese Methode z.B.
Anwendung in der Leukamietypisierung. Durch die Analyse einer groRen Zellzahl in
kirzester Zeit und mit minimalem Materialeinsatz eignet sich diese Methode nicht nur
zur Subklassifizierung von Lymphomen und Leukamien, sondern ist auch in der Lage,
minimale Resterkrankungen zu identifizieren.

Das hier verwendete Durchflusszytometer FACSCanto Il der Firma Becton Dickinson ist
ein Gerat der neueren Generation und ermdglicht die simultane Messung von bis zu 8
Fluorochromen, die durch drei Laser angeregt werden.

2.4.1. Aufbau und technische Grundlagen

Das  Multi-Farben-Durchflusszytometer FACSCanto |l  beinhaltet (1) die
Stromungselemente, (2) das optische System und (3) eine elektronische Einheit. Die
Stromungseinheit generiert einen Hullstrom um eine Suspension von Zellen, verdunnt
und vereinzelt diese und leitet sie fokussiert und im rechten Winkel an einer Lichtquelle
(Messpunkt) vorbei. Anhand der Streuung des Anregungslichts (in Vorwarts- und
Seitwartsrichtung) und der Detektion von Fluoreszenz durch Anregung von Fluorophoren
werden physikalische (GroRe und Granularitat) und molekulare Eigenschaften jeder
einzelnen Zelle am Messpunkt simultan analysiert.

roter Laser 633 nm () 6 8

% blauer Laser 488 nm () 9 | 10
F( violetter Laser 405 nm O E}_q,,a w 910 11

J
Abb. 5 Weg des Lichtes durch das Durchflusszytometer.1 Glasfaserkabel, 2 Prismen, 3 Fokussierungslinse, 4
Fihrungsplatte, 5 Fluoreszenzgefarbte Zelle am Messpunkt, 6 Durchflusskammer, 7 Diodendetektor, fiir den Vorwarts-
scatter, 8 Sammellinse, 9 Langpassfilter, 10 Bandpassfilter, 11 Photomultiplier Detektor (Bildquelle: BD)
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Die optische Einheit des FACSCanto Il besteht aus 3 Lasern (488nm-blau, 633nm-
rot, 405nm-violett). Wie in Abbildung 5 dargestellt, wird Laserlicht Uber Glasfaserkabel
durch verschiedene Prismen und Linsen gebundelt und zum Messpunkt geleitet. Die
vorbeistromenden Zellen streuen das Laserlicht und fluoreszieren. Das Streu- und
Fluoreszenzlicht wird durch Linsen in die Sammeleinheiten des Zytometers geleitet,
passiert dort verschiedene Filter, die Licht einer bestimmten Wellenlange separieren
und wird von Photomultipliern detektiert. Die Photomultiplier verstarken das Signal und
generieren einen elektrischen Strom, dessen Starke direkt mit der Fluorophordichte
korreliert und der in der elektronischen Einheit digitalisiert, umgewandelt und an den
Computer gesendet wird.

2.4.2. Optische Messung, Auswahl der Fluorochrome und Kompensation

Das Laserlicht wird am Messpunkt abhangig von den physikalischen Eigenschaften der
Zelle gebrochen. Die Intensitat des Vorwartsstreulichts (FSC ,Forward Scatter®) ist ein
Mal fur die GroRe der brechenden Zelle. Das Seitwartsstreulicht (SSC ,Side Scatter®)
ist ein Mal fur die Granularitat und die Dichte der brechenden Zelle. Zur Bestimmung
des SSC wird das Licht gemessen, was von

s a
A Seitwartsscatter den Zellen im rechten Winkel gebrochen

(Granularitat)

wird. Thrombozyten konnen anhand ihrer
e e geringen GroRe im Punktewolkendiagramm

sl il Fluoreszenz

(28, FITC) (Dotplot) klar von anderen Zellen des Blutes

Laser
'Y A

abgegrenzt werden (Abb. 6).

Vorwirtsscatter

—a  (Grole) Neben dem Streulicht kdnnen mit dem
Durchflusszytometer membranstandige
10° ] oder intrazytoplasmatisch gebundene,
; fluoreszierende Farbstoffe gemessen
werden. Fluoreszenz ist die kurzzeitige,

2| Wz_ spontane Emission von Licht beim Ubergang
10 eines elektronisch angeregten Systems (im
1“‘*_ Falle der Durchflusszytometrie durch den
100 10° 100 100 10° entsprechenden Laser) in einen Zustand

Fsc ) niedriger Energie, wobei die Wellenlangen

Abb. 6 Charakterisierung der Thrombozyten der eingehenden Photonen im Sinne des

durch Scattereigenschaften und Fluoreszenz. e« . .
A Schematische Darstellung des Vorwarts- (FSC) und ~Stokes-Shifts immer  klrzer sind als

Seitwartsscatters (SSC). B Dotplot: CD41 positive die der ausgehenden_ Die Intensitat der
Thrombozyten (griin, eingekreist) grenzen sich sehr

gut durch ihre Scattereigenschaften von den anderen ~ Fluoreszenzsignale entspricht der Menge

Zellen des Blutes ab. Thrombozytenaggregate weisen . .
die gleichen Scattereigenschaften wie die anderen an Fluomphoren oder den biochemischen

Blutzellen auf. Eigenschaften der Zelle, wie z.B. der
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5 vor Kompensation 5 | nach Kompensation

PE

B wmm o owwow o 10° 10° 10" 10

Abbildung erstellt mit BD Fluorescence Spectrum Viewer FITC

Abb. 7 Spektrumiibersicht eingesetzter Fluorochrome. A Fir die Thrombozytendiagnostik sind aktuell direkt mar-
kierte Antikérper mit den Fluorochromen FITC, PE, PerCP, PE-Cy5 (nicht dargestellt, im gleichen Kanal mit PerCP)
und APC verfiigbar. Die Fluorochrome werden durch einen Laser (vertikale Linie) mit einer Wellenlange innerhalb des
Anregungsspektrums (gestrichelte Linie) angeregt. Das Licht des Lasers wird vom Fluorochrom absorbiert, sodass ein
energiedrmeres Licht emittiert wird (gefillte Kurve). Das emittierte Licht wird nach Passage entsprechender Filter (brei-
te Streifen) in ein elektrisches Signal umgewandelt. B Durch Uberlagerung des emittierten Lichtes der Fluorochrome
FITC und PE kommt es zu falsch positiven Ergebnissen im PE Kanal einer ausschlieBlich FITC gefarbten Probe (links).
Durch die Kompensation kann dieser Effekt ausgeglichen werden (rechts).

intrazellularen Calciumkonzentration. Die Auswahl des Filters richtet sich nach dem
Spektrum des emittierten Lichtes des eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffes. Ein
Langpassfilter dient hier dazu, Licht ab einer bestimmten Wellenlange (z.B. LP590
> 590 nm) zu separieren, ein Bandpassfilter separiert das Licht eines bestimmten
Wellenlangen-Spektrums (z.B. BP 500/50 475-525 nm). In Abbildung 7A sind die
Spektren und Filter der in dieser Arbeit eingesetzten Fluorochrome dargestellt.

Die Auswahl der Fluorochrome fiir die verschiedenen Antikorper erfolgte nach den
folgenden Grundsatzen:

* so weit moglich immer das hellste bzw. sensitivste verfugbare Fluorochrom fur
das am niedrigsten exprimierte Antigen wéahlen (CAVE: durch Uberstrahlung
vermindert sich die Sensitivitat)

* niedrig exprimierte Antigene moglichst nicht mit hoch exprimierten Antigenen
simultan analysieren

« fur die Einstellung der Instrumente und die Kompensation der Fluorochrome
immer Antikdrper gegen hoch exprimierte Antigene nutzen

« eine Uberlappung der Spektren méglichst vermeiden

* bei Verwendung von Tandem-Konjugaten (z.B. PE-Cy5, PerCP) Proben
umgehend analysieren, denn diese sind besonders anfallig fur Hitze und Licht

Durch die simultane Messung mehrerer Fluorochrome kommt es zu Uberlagerungen
der Emissionsspektren, was zu falsch positiven Ergebnissen flhrt. In Abbildung 7B wird
die Uberlappung der Emissionsspektren der beiden hadufig genutzten Fluorochrome
FITC und PE gezeigt. Die Kompensation der einzelnen, angeregten Fluorochrome
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gleicht diese Uberlappung aus und verhindert falsch positive Ergebnisse. Wahrend
die Kompensation von bis zu drei Fluorophoren noch von Hand durchgeflihrt werden
kann, ist dies bei multiplen Fluorophoren praktisch nicht mehr moglich. Die Software
FACSDiva stellt einen Algorithmus zur Verfligung, welcher die Kompensation von bis
zu 8 Fluorochromen anhand von Positiv- und Negativkontrollen automatisch berechnet.
Alternativ ist auch eine nachtragliche Kompensation mittels der Auswertungssoftware fur
FACS-Daten FlowJo moglich.

2.4.3. Kontrollen

Um unspezifische Bindung der Antikorper auszuschlie®en, werden Isotypkontrollen
eingesetzt. Eine Isotypkontrolle ist eine Farbung mit einem Antikorper vom gleichen
Subtyp wie der spezifische Antikorper, welcher jedoch gegen ein nicht relevantes Antigen
gerichtet ist. Isotypkontrollen sollten vom gleichen Hersteller wie die spezifischen
Antikdrper sein und mussen aquivalent zu den eingesetzten Fluorochromen der
spezifischen Antikdrper simultan gemessen werden. Da der Einsatz von Isotypkontrollen
kostspielig und zeitaufwendig ist, muss die Notwendigkeit dieser gut bedacht sein.

In der Multi-Farben-Analyse ist es auRerdem ublich, ,Fluorescence-Minus-One* (FMO)
Kontrollen einzusetzen. Dabei wird das Fluorochrom, welches kontrolliert werden soll,
weggelassen. Anhand der FMO-Kontrollen kénnen falsch positive Ergebnisse durch
Uberstrahlung aus anderen Kanalen ausgeschlossen werden. AulRerdem dienen sie als
Leerkontrolle, um bei der Auswertung eindeutig positive Signale zu identifizieren.

FUr Funktionstests von Patientenblut ist es wichtig, immer eine Gesundspenderkontrolle
mitzufUhren. So konnen Funktionsverluste von eingesetzten Stimulanzien und
systematische Messfehler kontrolliert werden.

2.4.4. Datenauswertung

Die Auswertung der Daten erfolgte nach Datenexport aus der FACSDiva Software mittels
Flowdo 7.6.3. von Treestar. Hier wurden die Thrombozyten zunachst anhand eines
eindeutigen Markers, z.B. CD41a, identifiziert und die zu untersuchende Population im
Punktewolkendiagramm (Dotplot) ,gegatet®. Beim ,Gating” wird Gber ein Analysefenster
,Gate” eine Population festgelegt, welche einer (,Gating“ im Histogrammplot) oder
mehreren (,Gating“ im Dotplot) bestimmten Eigenschaften entspricht. Zur Analyse
der Fluoreszenzintensitat fur die verschiedenen Antikorper wurde die mittlere
Fluoreszenzintensitat ,MFI” bestimmt. Es gibt keine klare Vorgabe, ob die MFI den
Median oder den Mittelwert ,Mean” einer Wertemenge meint. In dieser Arbeit beschreibt
die MFI ausschlie3lich den Median, welcher der 50. Perzentile entspricht und robuster
gegenuber Ausreilern ist.
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Fur die Analyse der Reaktion [ R
] . ] . Datenexport
auf eine Stimulierung der FACSDiva — FlowJo (FCS 3.0)
Thrombozyten wurde aul3erdem l
. . Identifizierung der Thrombozyten
der Anteil an Zellen bestimmt, mittels eindeutiger Marker (z.B. CD41a)
. . . o im Hist
die nach Stimulierung positiv i 'Sig”’mm
fir einen bestimmten Marker
.Gating” der Population von Interesse im - Setzen des Thresholds in der
werden, also den “Percent Punktewolkendiagramm FMO-Kontrolle

over Threshold”. Hierzu wird l
anhand der FMO-Kontrolle \-Percentovermreshold'\

der Schwellenwert ,Threshold” Abb. 8 Ablauf der Datenauswertung

fir den 2zu untersuchenden

Antikorper gesetzt (entspricht der 98.-100. Perzentile) und dann auf alle anderen Proben
Ubertragen. Allgemein ist zu sagen, dass alle ,Gates®, die anhand von Perzentilen
definiert wurden, fir jeden Probanden neu gesetzt wurden. Alle anderen ,Gates",
wurden einmalig anhand einer durchschnittlichen Thrombozytenpopulation eines
Gesundspenders gesetzt und dann auf alle Proben Ubertragen.

Zum statistischen Vergleich der Stichproben aus der Gesundspender- und
Patientenpopulation wurde der zweiseitige Student'sche t-Test angewandt. Eine
Signifikanz wurde ab einem p-Wert von < 0,05 (*) angenommen, als stark signifikant
galten p-Werte < 0,01 (**).

Um die Variabilitat der Ergebnisse in Abhangigkeit von der Lagerungsdauer zu
quantifizieren, wurde der Variabilitdtskoeffizient als Quotient von Standardabweichung
und Mittelwert berechnet.

2.5. Farbe- und Messprotokolle

2.5.1. Immunfluoreszenzfarbung und Funktionsbeurteilung der Thrombozyten

Citrat-Vollblut wird zunachst im Verhaltnis 1:10 mit HEPES-Tyrodes Puffer verdinnt
und in 49 ul Proben aliquotiert. Fur die Beurteilung der Reaktivitat wird den Proben
1 ul eines Agonisten in der gewlnschten Konzentration (siehe Tabelle 6,
Kapitel 3.1.1) zu gegeben und flr 5 min bei

. i . . . Tabelle 5 Eingesetztes Volumen der Antikorper.
Raumtemperatur stimuliert. Fur die reine
Immunphanotypisierung  entfallt  dieser Antikorper Volumen
Schritt. Anschlieend werden den Proben | cD49b, CD49e, CD49f 1 ul

die gewulnschten Antikorper zu gegeben.

CD41a, CD61, CD42a, CD42b, 5 pl
Die bendtigten Volumina flr ein optimales | cp29 cp63. cDe2P

Farbeergebnisse wurden austitriert und

PAC-1 15 ul

kdnnen der Tabelle 5 entnommen werden.
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Die Proben werden fur 20 min bei Raumtemperatur und in Dunkelheit mit den Antikérpern
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wird die Reaktion mit 1,5 ml FACS-Puffer
abgestoppt und die Proben sofort analysiert oder bis zur Messung in Dunkelheit auf Eis
gelagert.

2.5.2. Messung der intrazellularen Calciummobilisierung

Der Anstieg der intrazellularen Calcium-Konzentration nach Stimulation mit einem
Agonisten kann durch den Calcium-Chelator Fluo-3 in der Durchflusszytometrie
sichtbar gemacht werden. Ein Defekt in der frihen SignalUbertragung der Zelle kann so
aufgedeckt werden.

Zur Messung der intrazellularen Calcium-Mobilisierung wird zunachst Citrat-Vollblut mit
modifizierten HEPES-Tyrodes Puffer im Verhaltnis 1:10 verdinnt. Um eine mdglichst
homogene Farbung zu erreichen, wird die Probe mit 2,5 mM Probenecid, einem Hemmer
des Typ1-Transporters fur organische Anionen, versetzt. Die Proben werden damit
30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend werden die Zellen mit dem
Calcium-Chelator Fluo-3 in einer Konzentration von 5 uM beladen und fir 35 min bei
37°C inkubiert (Abb. 9). Nun werden die Proben in 25 ul Proben aliquotiert und mit
einem Antikorper zur eindeutigen Identifizierung der Thrombozyten, meist CD41a, fur
15 min in Dunkelheit bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proben werden anschlieRend
auf ein Volumen von 720 ul mit modifizierten HEPES-Tyrodes Puffer aufgeflllt und am
FACSCanto Il analysiert. Die folgenden Zeiten und Einstellungen der Durchflussrate
mussen wahrend des gesamten Messvorgangs genau eingehalten werden. Wahrend
der ersten 90 sec der Analyse bei einer Durchflussrate von 120 pl/min werden die
Einstellungen optimiert und die Thrombozyten ,gegatet®, die Daten werden allerdings
noch nicht aufgezeichnet. Fluo-3 ist im ungebundenen Zustand wenig fluoreszent;
dieses basale Signal wird nun fir exakt 50 sec bei einer Durchflussrate von 60 ul/min
aufgezeichnet. Anschlieliend wird die Probe entnommen, um sie mit dem Agonisten

e _ A
Fluo-3 10°-
Inkubation 35', 37°C 1

¢ ] 10‘_ s
K ; s B =)
= =t —t =

. | 1
N Agonist N 0345 3
- Ca 1 2 3 0 200 400 600

Zeit (sec) P,

Abb. 9 Messung der Calciummobilisation. Nach Beladung der Thrombozyten mit dem Calciumchelator Fluo-3 wird
das Ausgangssignal fur 50 sec aufgezeichnet (1). AnschlieRend wird der Probe ein Agonist hinzugefligt, der zu einem
rasanten Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration flhrt und damit zur Bindung von Fluo-3 an Calcium. Fluo-3
beginnt zu fluoreszieren, was im Dichteplot eindeutig nachvollzogen werden kann (2). Die Calciumkonzentration sinkt
anschlieRend wieder ab und das Fluoreszenzsignal fallt auf das Ausgangsniveau zurtck (3).

25



Material und Methoden

in der gewunschten Konzentration zu versetzen. Die Zugabe von 10 pl des Agonisten
entspricht zu diesem Zeitpunkt einer Verdunnung von 1:50. Die Proben werden
kurz gemischt und so schnell wie moglich in der Messvorrichtung arretiert, um die
Messung wieder frei zu geben. Durch die Zugabe des Agonisten steigt die intrazellulare
Calciumkonzentration. Die Calcium-lonen gehen mit Fluo-3 eine Chelat-Bindung ein und
bringen den Farbstoff zum Fluoreszieren. Dieser Anstieg des Fluoreszenzsignals und
die sich anschlielRende langsame Abnahme wird fur weitere 5 min aufgezeichnet.

2.5.3. Mepacrin-Assay

Die Degranulierung der ©0-Granula kann durch den Fluoreszenzfarbstoff
Chinacrindihydrochlorid, bekannter unter dem Namen Mepacrin, im Durchflusszytometer
gemessen werden. Mepacrin wurde ursprunglich als Arzneistoff gegen Malaria
entwickelt und wird von thrombozytaren d-Granula Uber eine Bindung an ATP, GTP etc.
gespeichert.

Die Blutproben werden zunachst im Verhaltnis 1:10 mit HEPES-Tyrodes Puffer verdinnt
und zu 45 pl-Proben aliquotiert. AnschlieRend werden die Proben mit 5 pl eines
p . Antikérpers zur eindeutigen Identifizierung
Mepacrin ATP der Thrombozyten, z.B. CD41a, 15 min bei
IHKUbati°f15"RT Raumtemperatur in  Dunkelheit inkubiert.
Fur die Beladung der Thrombozyten mit
=1 . Mepacrin werden den Proben der Farbstoff
T mit einer Konzentration von 65 uM zugesetzt
Agent ) und 30 min bei 37 °C in Dunkelheit inkubiert
(Abb. 10). Zum Schluss werden die Proben
mit 1,5 ml FACS-Puffer aufgeflllt und am

Duchflusszytometer analysiert.

350-_
3104
260 Hierzu wird zunachst das basale Signal
216 | fur Mepacrin fur 50 sec aufgezeichnet.

Mepacrin FITC

1604 s Y AnschlieRend wird die Probe entnommen,
b e TV K TN 490 pl der Probe in ein neues R&hrchen
0 200 400 600 . - . .

Zeit (sec) uberfuhrt und 10 pl des Agonisten in der

Y, .. . .

Abb. 10 Prinzip des Mepacrin-Assays. Die gewunschten Konzentration hinzugegeben,
Thrombozyten werden zunéchst mit Mepacrin be- ~ kurz gemischt und sofort weiter analysiert.
laden. (1) Die Grundbeladung wird fiir 50 s aufge- . . .
zeichnet. Dann wird den Proben ein Agonist hinzu ~ Durch die Ausschuittung der Granula und somit
g?gf:lea"t; (2) Durch die Degranulierung nimmt das 5,01y des Farbstoffes ergibt sich eine Abnahme
des Fluoreszenzsignals, welche gemessen

und dokumentiert werden kann (Abb. 10).
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3. Ergebnisse

3.1. Basismodul zur Inmunphéanotypisierung und Funktionsbeurteilung der

Thrombozyten

3.1.1. Konzept

Es ist ein Ziel dieser Arbeit, ein Basismodul fur die durchflusszytometrische Analyse
von Thrombozyten zu entwickeln, welches primar durchgefihrt wird, wenn Blut eines
Patienten mit Verdacht auf Stérung der primaren Hamostase unklarer Genese untersucht
werden soll. Dieses Basismodul soll schnell und einfach durchfihrbar sein und eine
Vergleichbarkeit sowie Dokumentationsfahigkeit der erhobenen Daten gewahrleisten.
Aulerdem soll dieses Modul in der Lage sein, mdglichst viele Thrombozytopathien zu
identifizieren und richtungsweisend fur alle anderen Stérungen der primaren Hamostase
sein. Zu beachten ist weiterhin, dass Standarddiagnostik wie Blutbild, Gerinnungstests,
PFA-100®, Aggregometrie etc. zu diesem Zeitpunkt meist schon erfolgt sind; es sei denn,
es steht nicht gentigend Material fir diese Tests zur Verfigung (z.B. Neugeborene und
Kinder, Patienten mit ausgepragter Thrombozytopenie).

Um die beiden haufigsten Thrombozytopathien MG und BSS zu identifizieren, soll
zunachst die Expression des Fibrinogen- und vWF-Rezeptors beurteilt werden. Fur die
Beurteilung des Fibrinogenrezeptors werden Antikdrper gegen den gesamten Integrin-
Rezeptor (CD41a) und gegen die B3-Untereinheit (CD61) eingesetzt. Ein BSS wird
durch Antikorper gegen die beiden am haufigsten betroffenen Glykoproteine des vWF-
Rezeptors GPIX (CD42a) und GPIba (CD42b) ausgeschlossen. CD41a und CD42b
sind auRerdem geeignete Linienmarker zur spateren eindeutigen Identifizierung der
Thrombozyten.

- B\ ,
A : B 1000 Des  Weiteren  soll
] I . .
300 i die Expression der
. Ijﬂl = Integrinrezeptoren  fur
2 Ilf ‘ = . .
= 200 3
g Illll? . 2w Kollagen,  Fibronektin
£ Ny || E und Laminin
100 4 AN _— .
f i o5 analysiert werden.
,;: I'. 'II 1.0 )
s A \ sa Hierzu kommen
0 e & : - 10,0 I - i : 3 : 5
' 100 100 10 10° °o 2 4 6 8 10 Antikorper gegen die
Floureszenzintensitit PE (CD49%e) Volumen in pl .
~ diesen Rezeptoren

Abb. 11 Titration des Antikorpers CD49e. A Die Thrombozyten eines Ge-

sundspenders wurden mit verschiedenen Volumina des Antikdrpers CD49e inku- gemeinsame B1'

biert. B Anhand der MFI wurde das kleinste Volumen ermittelt, mit dem noch ein Untereinheit (CD29)

optimales Farbeergebnis erreicht wurde (durchgezogene Linie). ]
und gegen die
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jeweils spezifische a-Untereinheit (CD49b, CD49e, CD49f) zum Einsatz. Um ein
optimales Farbeergebnis zu erhalten, wurde fur jeden Antikorper eine Titrationsreihe
angelegt. Als optimal wurde die geringste Konzentration angenommen, die das beste
Fluoreszenzsignal lieferte wie beispielhaft fir CD49e in Abbildung 11 dargestelit.

Die Analyse der Thrombozytenfunktion erfolgt in vitro durch die Stimulation mit Agonisten
und der anschlieBenden Beurteilung der Reaktivitat durch die Expression bestimmter
Marker. Fur das Basismodul werden zur Stimulation der Thrombozyten die beiden haufig
verwendeten Agonisten ADP, als schwacher Agonist, und TRAPG, als starker Agonist,
ausgewahlt. Diese Agonisten aktivieren unterschiedliche Signalwege: TRAPG 16st Uber
eine starke Erhohung der intrazellularen Calciumkonzentration die Degranulierung und
somit die ,Second Wave® aus, welche die Wirkung anderer Agonisten verstarkt. ADP
ist dagegen hauptsachlich fur die Aktivierung des Fibrinogenrezeptors verantwortlich.
Zur Beurteilung der a-Degranulierung werden Antikorper gegen P-Selektin der
a-Granulamembran (CD62P) eingesetzt. Die Degranulierung der lysosomalen und zum
Teil auch der d-Granula wird durch Antikdrper gegen ,Lysosome-associated membrane
glycoprotein 3 (CD63) nachgewiesen. Der Antikorper-Klon PAC-1 bindet an ein
Epitop des aktivierten Fibrinogenrezeptors und bildet so die Integrinaktivierung ab. Die
jeweiligen Agonisten sollen in einer suboptimalen und einer optimalen Konzentration
zum Einsatz kommen. Um diese zu ermitteln, wurde eine Titrationsreihe angelegt wie
beispielhaft fur TRAPG in Abbildung 12 zu sehen ist.

Die Wahl der geeigneten Fluorochrome fir die ausgewahlten Antikérper wurde
nach den Grundsatzen wie im Kapitel 2.4.2. aufgefuhrt getroffen. Die VerfUgbarkeit
direkt-gekoppelter Antikorper war dabei ein begrenzender Faktor, es wurde aber
versucht, so viele Fluorophore wie moglich simultan zu messen, um die Probenanzahl

moglichst gering zu halten.
10000 . |\ Fir eine gute Auswertbarkeit
: | der Messungen sollten ins
X E Pipettierschema aulRerdem FMO-
>< Kontrollen integriert werden.
= Nach diesen Vorgaben wurde
100 ] f ein Analyseschema (Tabelle 6)

entwickelt, welches simultan 4
, : Fluorochrome (FITC, PE, PerCP
o 1 2 3 4 s 6 7 8 9 1 | oder PE-Cy5 APC) einbezieht,

cin M
- welche durch den 488nm oder den
Abb. 12 Titration der TRAP6-Konzentration. Die Thrombozyten

eines Gesundspenders wurden mit TRAP6 in verschiedenen Kon-  633nm  Laser angeregt werden,
zentrationen stimuliert und anhand der MFI fiir die Aktivierungs-

marker CD62P (e), CD63 (X) und PAC-1 ( A) die suboptimale (ge-

strichelte Linie) und die optimale Konzentration (durchgezogene

Linie) fur die Stimulation ermittelt.

1000

MFI (Median)
4

10
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Tabelle 6 Analyseschema des Basismoduls

# Antiko6rper Agonist Rationale der Messung
1 CD61 CD29 CD42a CD42b _ Beurteilung der Rezeptorexpression zum
PerCP Ausschluss des Bernard-Soulier-Syndroms,
CD49f dem Morbus Glanzmann und von Defekten des
2 | CD49%b | CD49%e PE-Cy5 CD41a - Kollagen-, Laminin- und Fibronektinrezeptors
CD41a Beurteilung der Grundexpression von
3 | PAC-1 CD63 PE-Cv5 CD62P - Aktivierungsmarkern (Frage nach einer evtl.
y Voraktivierung)
4 ) ) CD41a CD62P ADP
PE-Cy5 2uM Funktionsbeurteilung durch Expression von
CD41a FMO ADP Aktivierungsmarkern nach Stimulation mit
5| PAC-1 CD63 PE-Cy5 APC 5uM Agonisten zum Ausschluss von Defekten:
* des PAR1- und ADP-Rezeptors
6  PAC-1 FMO CD41a cpeop | TRAPG 1L ger Degranulierung
PE PE-Cy5 1M « der Aktivierung des Fibrinogenrezeptors
FMO CD41a TRAP6 * Hypo- und Hyperreaktivitat
7 FITG CD63 PE-Cy5 CD62P 5uM

und aus insgesamt 7 Proben besteht. FUr das Basismodul werden 50 pl Citrat-Vollblut
bendtigt.

Fur die simultane Messung der vier Farben wird eine Kompensation durchgefihrt
(je mit PerCP oder PE-Cy5) und eine Messvorlage angelegt. Die Einstellungen
am FACS-Gerat wird fur alle Messungen des Basismoduls beibehalten. Pro Probe
werden 5.000-10.000 CD41a- oder CD42b-positive Ereignisse aufgezeichnet und eine
maximale Durchflussrate von 10.000 events/sec eingehalten. Alle Parameter werden
mit logarithmischer Verstarkung aufgenommen. Die Aufarbeitung der Proben mit
anschliellender Messung (eine Kontrolle + ein Patient, ohne Auswertung) dauert im
Schnitt eine Zeitstunde.

3.1.2. Auswertungsstrategie

Charakterisierung der Thrombozytenpopulation

Am Anfang jeder Analyse von Zellen steht die Beurteilung der Zellzahl und der
Morphologie. Die Thrombozytenzahl wird bei einem kleinen Blutbild immer mit bestimmt,
ebenso das MPV. Allerdings ist die Bestimmung des MPV bei einer ausgepragten
Thrombozytopenie aus technischen Grinden an Sysmex-Geraten nicht maoglich. In
diesem Fall kann die Morphologie im Blutausstrich beurteilt werden. Eine quantitative
Auswertung ist bei dieser Methode aber nicht mdglich. Da die Morphologie aber
richtungsweisend in der Diagnostik ist, sollte diese unbedingt in die Datenauswertung
integriert werden.
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Abb. 13 Gatingstrategie zur Charakterisierung der Thrombozytenpopulation. A Punktewolkendiagramm (Dot-
plot) Vollblut. B Identifizierung der Thrombozyten im Vollblut anhand der CD41a-Expression im Histogrammplot. C
Dotplot-Overlay von CD41a-positiven Ereignissen (griin) und CD41a-negativen Ereignissen (grau). Die Abgrenzung
einzelner Thrombozyten (1) von Thrombozytenaggregaten (2) erfolgte anhand der Scattereigenschaften der CD41a-
positiven Ereignisse. Die MFI von FSC und SSC im Gate 1 charakterisiert die Population.

Zur quantitativen Beurteilung der Thrombozytenmorphologie werden zunachst einzelne
Thrombozyten von Thrombozytenaggregaten getrennt und die MFls des Vorwarts- und
Seitwartsscatters der einzelnen Thrombozyten dokumentiert (Abb. 13). Aus diesen
beiden Werten wird der Quotient (SSC/FSC) gebildet. AulRerdem wird der Anteil der

Aggregate an der gesamten CD41a-positiven Population dokumentiert.

Quantifizierung der Rezeptor-Expression

Die Expression der Rezeptoren korreliert mit der MFI des Rezeptor-markierenden
Antikorpers. Es ist bekannt, das diese MFI stark von der durchschnittlichen Grélze der
beurteilten Zelle abhangig ist. Das bedeutet, je groRer die Zelle, desto mehr Rezeptoren
sind oft auf der Oberflache, desto hdher ist die MFI. Dieser Fakt wirde bei Patienten mit
Makro- oder Mikrothrombozytopenie zu falsch hohen oder niedrigen MFIs fihren. Um
dies zu vermeiden, werden die Thrombozyten flr die Analyse der Rezeptorexpression
in ein enges von FSC und SSC abhangiges ,Gate” gesetzt und die MFIs der jeweiligen
Fluorophore dokumentiert (Abb. 14).

4 7
A coar B 108 C 100
at i Thrombozyten
800
5,64% 4] 79.9% 80
R 10 4 # »
— 600 T
w Q 3 = 60+
£ @3 5
< 400 2] = 40]
10 4
200 1' 20
10
0"‘11"'12"13'"'14‘Is ||1||2||3|14 |5 o"!_illz"‘lsll4lls
10 10 10 10 10 10" 10" 100 10 10 10 107 1 10 10
CD41a APC FsSC CD49f Pe-Cy5

Abb. 14 Gatingstrategie zur Analyse der Rezeptorexpression. A Identifizierung der Thrombozyten anhand der
CD41a-Expression im Histogrammplot. B Gating der CD41a-positiven Thrombozytenpopulation (grtin) im Dotplot.
C Expression des CD49f Rezeptors (griin) mit der dazugehdrigen FMO-Kontrolle (grau) im Histogrammplot.
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Analyse der Thrombozytenfunktion

Das ,Gating“ fur die Analyse der Reaktivitat erfolgt [ h
grundsatzlich auf gleiche Art und Weise wie fir die
Beurteilung der Population (s.0.). Im Histogrammplot fir
die Fluoreszenzintensitat der Thrombozytenpopulation
erkennt man eine deutliche Zunahme des Signals nach
Stimulation (Abb. 15).

s 8

% of Max

8. 8

o

Um diese Zunahme zu quantifizieren, wird in der FMO- i) s and '1;;,4 107

Kontrolle ein Schwellenwert gesetzt, welcher der 98. PAC-1FITC

Perzentile der Fluoreszenzintensitat des jeweiligen Abb.15Analyse der Reaktivitat
L . . anhand des Aktivierungsmarkers
Aktivierungsmarkers  entspricht (Abb. 15). Dieser pac-1 im Histogrammplot. An-
. = .. hand der 98. Perzentile der FMO-

Schwellenwert wird auf alle gefarbten Proben Ubertragen o oie () wird ein Schwellen-

und beschreibt so den Anteil an fir den Farbstoff wert gesetzt, welcher den Anteil an
PAC-1 positiven Zellen in den ande-

positiven Zellen ,Percent over Threshold“. AuRerdem ren Proben beschreibt. - unstimuliert
werden die MFIs der einzelnen Thrombozyten flr den - TRAPE TuM -ADP 5 uM.

jeweiligen Kanal dokumentiert.

3.1.3. Qualitatskontrollen

Da die durchflusszytometrische Diagnostik der Thrombozytenfunktion nur in sehr
wenigen spezialisierten Laboratorien moglich ist, stellt sich haufig die Frage wie schnell
eine Probe aufbereitet und analysiert werden muss, um ein verlassliches Ergebnis
zu erhalten, und wie die Blutprobe bis zur Analyse transportiert und gelagert werden
muss. Es ist bereits bekannt, dass eine Lagerung der Thrombozyten bei Temperaturen
unter 10°C zur Stérung der Thrombozytenfunktion fihrt, weshalb das Citratblut bis zur
Analyse streng bei Raumtemperatur gelagert werden muss. Uber den Zeitrahmen, in
dem eine Blutprobe analysiert werden muss, ist man sich immer noch uneinig. Fur die
Funktionsbeurteilung durch Lichttransmissionsaggregometrie wird in den Leitlinien der
GTH zum Beispiel eine Analyse der Proben innerhalb von 4 Stunden empfohlen.3*

Um den Einfluss der Lagerungsdauer auf die Messergebnisse zu evaluieren, wird
Citratblut von zwei Gesundspendern Uber einen Zeitraum von 48h in unterschiedlichen
Intervallen mit dem entwickelten Basismodul analysiert. Die Blutproben werden bei
Raumtemperatur in Ruhe gelagert und zur Analyse nach mehrmaligen Schwenken
der Probe die bendtigte Blutmenge entnommen. Zusatzlich wird das Basismodul
bei einem dritten Gesundspender zum Zeitpunkt O dreimal parallel analysiert, um
intraexperimentelle Abweichungen beurteilen zu kdnnen.

In Abbildung 16 ist die MFI des Vorwarts- und Seitwartsscatters, sowie der Rezeptoren
zu den unterschiedlichen Zeitpunkten der Messung aufgetragen. Die MFI wurde auf
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die maximal gemessene MFI des jeweiligen Antikérpers normiert (MFI__=1), um eine

gute Vergleichbarkeit zu gewahrleisten. In Tabelle 7 sind die Variationskoeffizienten

fur die einzelnen Parameter dargestellt. Im intraexperimentellen Vergleich zeigen die

MFIs fir den Vorwarts- und Seitwartsscatter, sowie flr die einzelnen Antikorper nur
einen geringen Variationskoeffizienten von max. 2,8 % (CD29). Das heil3t der Fehler
durch intraexperimentelle Einflisse wie Pipettiergenauigkeit und Messbedingungen

ist vernachlassigbar. Im zeitlichen Verlauf zeigen
die MFIs von Vorwarts- und Seitwartsscatter nur
eine geringe Variabilitat mit einem maximalen

Tabelle 7 Variationskoeffizienten fiir die
inter- und intraexperimentelle (IE) Re-
produzierbarkeit der Rezeptorexpression.

Anti-

" N ) Korper IE @29 J 304
Variationskoeffizienten von 5,9 %. Betrachtet man FSC 19%  47% 2.8 %
die MFls fur die einzelnen Antigene, fallen groRere |ssc 21%  37% 5,9 %

: e : : . CD41a 1,9 % 7,1 % 8,4 %
Schwankungen auf, jedoch kdnnen diese in keinen T 13%  50%  99%
klaren Zusammenhang mit der Lagerungsdauer |cp42a 16% 183%  6,1%
. . 0, 0, 0,
der Probe gebracht werden. Die MFls nehmen im CD4zb  1.7%  137%  151%
. ) . CD29 2,8 % 4,0 % 21,0 %
Laufe eines Messtages tendenziell ab, das wird |cp4eb 15% 52% 47 %
vor allem bei den Antigenen CD49b, CD49e und |CP4%  10%  43%  85%
. ) CD49f 1,2 % 6,8 % 6,7 %
CD49f deutlich. Es ist also anzunehmen, dass
e N
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q-_l *, = 2 Abb. 16 Einfluss der Lagerungsdauer auf die interexperimen-
— X 8 telle Reproduzierbarkeit der Rezeptorexpression. Blut von zwei
i Gesundspendern wurde (ber einen Zeitraum von 48h analysiert
0,75 [« (- @ 29 Jahre; - & 30 Jahre). AuRerdem wurden intraexperimentelle
¥y = " Abweichungen durch die dreimalige Messung derselben Blutprobe
eines Gesundspenders (- &, 40 Jahre) beurteilt. Die MFI wurde auf
0,5 die maximal gemessene MFI| des jeweiligen Antikdrpers normiert
: e B (MFI__=1).
Zeitin h Y,
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die abweichenden Messergebnisse auf andere, bislang nicht beeinflussbare Faktoren
zuruckzufihren sind. Auflerdem koénnen diese Ergebnisse Ausdruck der intrinsischen
Variabilitat der Spender sein. Vergleicht man die Rezeptorexpression der Probanden
untereinander, fallt eine unterschiedliche Grundexpression der entsprechenden Antigene
auf, was wiederum fur die Variabilitat der Rezeptorexpression der einzelnen Individuen
spricht.

Die Reaktivitat der Thrombozyten zeigt hingegen eine starkere Abhangigkeit von der
Lagerungsdauer der Proben wie in Abbildung 17 zu sehen ist. Hier wurde zur Auswertung
der Anteil der positiven Zellen gewahlt; der Kurvenverlauf in einem Diagramm mit den
MFIs der Proben sieht fast identisch aus. Vergleicht man die Korrelationskoeffizienten in
Tabelle 8 von ,Percent over Threshold“ und MFI untereinander, so ist die Variabilitat fur
den ,Percent over Threshold® in den meisten Fallen geringer. Dieser Parameter ist also
im zeitlichen Verlauf robuster als die MFI. Die Stimulation mit der optimalen Dosis TRAP6
fuhrt nach 24 h und

Tabelle 8 Variationskoeffizienten fiir die inter- und intraexperimentelle (IE)

teilweise auch nach Reproduzierbarkeit der Thrombozytenfunktionsanalyse.
48 h zu einer k‘?‘d'r‘;:r Agonist IE Q204 g 304
adaquaten De- % MFI % MFI % MFI
. - o o o 0 0 0
granulierung (CD62P, |CP62P 27% 64% 689% 231% 356% 431%
"’ |cD62P ADP2uM  37% 97% 200% 331% 233% 419%
CD63). Auch die |cpe2p TRAP61M 31% 37% 393% 36,7% 464% 758%
Aktivierung des |CD62P TRAP65uM 06% 08% 86% 196% 16% 109%
o CD63 - 74% 104% 189% 186% 327% 33,7 %
Fibrinogenrezeptors |cpes ADP5uM  18% 7,7% 199% 323% 19.6% 30,3%
nach Stimulation mit |CD63 TRAP65uM 03% 55% 92% 353% 25% 185%
_ _ PAC-1 - 102% 152% 628% 752% 436% 56,3%
ADP in  optimaler |pac.t ADP5uUM  04% 79% 199% 655% 23% 201 %
Dosis ist nach 24h |PAC-1 TRAP61uM 1,1% 131% 545% 1024% 364% 87,3%
f cD62P CD63 PAC-1 )
100 % ——
- e, x;:_ ¢ —— Lo T —— B
= ] .
of 5% : -
7] -_ *
¢ 'S
= { - - . 3
| sow| i = |
o " . a [ & -+ '
= L™ '.'l ¥ A . -
S| 25% — a4 4 g
@ L + g - |
o TN - * - .
0% L=t~ 5
0 24 48 0 24 48 0 24 48
Zeit in Stunden
+ unstimuliert ®ADP 2uM m ADP 5uM # TRAPE 1uM = TRAPE 5pM )

Abb. 17 Einfluss der Lagerungsdauer auf die Thrombozytenfunktion. Blut von 2 Gesundspendern wurde Uber
einen Zeitraum von 48h immer wiederholt analysiert (- 9 29 Jahre; - & 30 Jahre). Dargestellt ist die Veranderung des
.Percent over Threshold“ in Abhangigkeit von der Lagerungsdauer.
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noch aussagekraftig. Die Reaktion auf eine Stimulation mit Agonisten in suboptimaler
Konzentration nimmt nach 3-6 h deutlich zu und erreicht nach etwa 24 h wieder das
Niveau der Reaktion direkt nach Blutentnahme. Den gleichen Kurvenverlauf findet man
auch bei der Grundexpression des aktivierten Fibrinogenrezeptors. Die Grundexpression
von CD62P und CD63 nimmt mit dem Alter der Proben tendenziell zu, bei CD63 ist diese
Zunahme am deutlichsten zu erkennen. Dieses Ergebnis spricht fur eine Zunahme der
Voraktivierung je langer die Probe gelagert wurde. Der Vergleich der Messergebnisse
der Spender untereinander zeigt auch hier wieder die Variabilitat in der Reaktivitat der
einzelnen Individuen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Lagerungsdauer der Blutproben vor
allem einen Einfluss auf die Reaktion der Thrombozyten nach Stimulation mit Agonisten
in suboptimalen Konzentrationen sowie auf die Voraktivierung der Plattchen hat. Die
Reaktivitat auf Agonisten in optimalen Konzentrationen und die Rezeptorexpression sind
hingegen weniger von der Lagerungsdauer der Blutprobe abhangig.

Aus diesen Ergebnissen ergibt sich, dass die Blutentnahme vom Patienten und vom
Gesundspender im Optimalfall zur gleichen Zeit vorgenommen und die Proben bis zur
Messung unter gleichen Bedingungen gelagert werden sollten. Die Messung sollte
idealerweise am Abnahmetag erfolgen, eine Analyse am Folgetag innerhalb von 24 h ist
auch akzeptabel. Eine Analyse zu einem spateren Zeitpunkt ist nur noch eingeschrankt
beurteilbar.

3.1.4. Variabilitat der Rezeptorexpression und Thrombozytenfunktion von Ge-
sundspendern

Wie ansatzweise schon im Experiment zur interexperimentellen Reproduzierbarkeit
gesehen, ist die Rezeptorexpression und die Reaktivitdt der Thrombozyten nicht
bei jedem Menschen genau gleich, sondern zeigt eine naturliche Variabilitdt. Diese
Variabilitat wird anhand von Blut von insgesamt 35 erwachsenen Gesundspendern
quantifiziert. Davon werden 23 am Tag der Blutentnahme, sechs am Tag 1, jeweils zwei
am Tag 2 und 3, und jeweils einer am Tag 4 und 7 nach Blutentnahme analysiert. Das
Blut von einem Probanden wird zu sechs unterschiedlichen Zeitpunkten und von zwei
Probanden zu drei verschiedenen Zeitpunkten analysiert.

Variabilitat der Rezeptorexpression

In Abbildung 18 ist zu erkennen, dass die Variabilitat der Antigenexpression
unterschiedlich stark ausgepragt ist. Die Variabilitat ist in Tabelle 9 anhand des
Variationskoeffizienten quantifiziert. Man sieht, dass der Variationskoeffizient fur CD61
oder CD41a geringer ist als beispielsweise von CD49b. Die MFls der Probanden, die zu
verschiedenen Zeitpunkten analysiert werden, sind gut miteinander vergleichbar.
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Abb. 18 Relative Rezeptorexpression in der Gesundspenderpopulation. Insgesamt wurde die Rezeptorexpressi-
on von 35 Gesundspendern (#) analysiert, davon wurde das Blut von einem Probanden zu 6 verschiedenen Zeitpunk-
ten (@) und von 2 Probanden zu 3 verschiedenen Zeitpunkten (¢ ) analysiert. Die Werte wurden fiir den Graph relativ
zur 50. Perzentile (=1) der MFI berechnet.

Fur die MFIs der einzelnen Antikorper werden vorlaufige Normwerte (Tabelle 9),
die den Werten der 5. bis 95. Perzentile entsprechen, festgelegt. Anhand dieser
Normwerte sollen bei der Analyse von Patientenblut pathologische von physiologischen
Messergebnissen abgegrenzt werden.

Variabilitdt der Thrombozytenreaktivitat

Auch die Variabilitat der Thrombozytenreaktivitat ist abhangig vom Agonisten und
dessen Konzentration unterschiedlich ausgepragt. Die geringste Variabilitat ist bei
der Reaktion auf einen starken Agonisten in optimaler Konzentration zu verzeichnen
(Abb.19). Hierbei konnen aullerdem die von den verschiedenen Agonisten ausgelosten
Reaktionswege nachvollzogen werden. tapelle 9 Vorlsufige Normwerte und Variations-

. . . . . koeffizienten (VK) der Thrombozytenmorphologie und
SO Zleht dle StImU|atI0n mlt TRAP6 Rezeptorexpr(essi)on_ y p g

maximale MFls far die Marker der Parameter  Vorlidufige Normwerte n VK
Degranulierung (CD63, CD62P) nach |FSC 1556 - |2365 34 7%
, ) , , , _ ssc 553 - 1091 34 26%
sich, wahrend die Stimulation mit ADP |ssc/Fsc 0,302 - 0,521 34  199%
maximale Ergebnisse bei der Aktivierung |Aggregate 465 - 1936 33 39%
g CD41a 7.809 - 10.700 33 M%

des Fibrinogenrezeptors (PAC-1) erzeugt. |cpe1 5331 - 7134 32 10%
. _ . _ . CD42a 7.318 - 11.235 3 15%
Die Reaktion auf die Agonisten in |cpa2p 4145 - 8913 35 229
suboptimaler Konzentration und auf |€D29 1.045 - 2.031 3 19%
_ ) CD49b 277 - 539 34 24%

schwache Agonisten (fir TRAP-6 |cpage 250 . 383 4 16%
PAC-1, fir ADP CD62P und CDG63) ist |CD4of 1436 - 2395 3B 17%
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Abb. 19 Thrombozytenfunktion der Gesundspenderpopulation. Insgesamt wurde die Thrombozytenfunktion von
32 Gesundspendern analysiert, davon wurde das Blut von 20 Probanden am Tag der Blutentnahme (), von 6 Proban-
den am Tag 1 (#), von jeweils 2 Probanden am Tag 2 (¢) und Tag 3 (#), und von jeweils einem Probanden am Tag 4
(®) und Tag 7 () nach Blutentnahme analysiert.

wesentlich variabler. Am ausgepragtesten ist die Variabilitat bei der Aktivierung des
Fibrinogenrezeptors nach Stimulation mit TRAP6 in suboptimaler Konzentration. Zu
beachten ist, dass flur die Integrinaktivierung nach suboptimaler Stimulation mit TRAP6
die Ausschuttung von ADP und ATP aus den d-Granula notwendig ist und dieser Aspekt
hier indirekt mitbeurteilt wird.
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Die Expression der Aktivierungsmarker auf unstimulierten Zellen ist vor allem im Fall des
aktivierten Fibrinogenrezeptors (PAC-1-Bindung) sehr hoch. AuRerdem fallt eine relativ
hohe Grundexpression von CD63 auf unstimulierten Plattchen auf.

Betrachtet man abschliel3end noch die Ergebnisse der Probanden, die nicht am Tag der
Blutentnahme analysiert wurden, so erkennt man, dass die Rezeptorexpression in den
meisten Fallen den Ergebnissen der am ersten Tag analysierten Proben ahnlich ist.

Auch fur die Reaktivitdt wurden vorlaufige Normwerte Uber die Werte der 5.-95.
Perzentile definiert (Tabelle 10). Werte, die nicht im Rahmen der Ergebnisse vom
Tag 0 lagen und Ausrei3er wurden ausgeschlossen. Anhand der MFI kann die Bindung
von PAC-1 nach Stimulation mit einer suboptimalen Dosis TRAP6 in 3 Kategorien
eingeordnet werden: Low, Middle und High Responder.

Tabelle 10 Normwerte und Variationskoeffizienten fiir die Analyse der Thrombozytenfunktion.

kl}ntl- Agonist ,»Percent over threshold“ MFI
orper
Normwerte n VK Response Normwerte n VK
CD62P - 3% - 20% 23 62 % 132 495 30 42 %
CD62P ADP 2 uM 32% - 2% 31 27 % 582 1628 32 32%
CD62P TRAP6 1pM 59% - 92% 29 22% 1121 3855 28 38 %
CD62P TRAP6 5uM 84% - 96% 29 4 % 3249 5258 25 18 %
CD63 - 22% - 42% 24 24 % 43 174 26 39 %
CD63 ADP 5 puM 45 % 76 % 32 17 % 158 428 32 33 %
CD63 TRAP6 5uM 92 % 97 % 25 2% 1.139 2142 29 66 %
PAC-1 - 1% 37 % 28 38 % 14 89 30 70 %
PAC-1 ADP 5 uM 69 % 97 % 28 12 % 719 3426 20 54 %
Low 86 185 13 27 %
PAC-1 TRAP6 1uM 52 % 95 % 25 21% Middle 320 689 6 42 %
High 1155 3351 9 32%
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3.2. Zusatzliche Module

3.2.1. Mepacrin-Assay

Da der Aktivierungsmarker CD63 nur bedingt in der Lage ist, einen Defekt der 6-Granula
aufzudecken, wurde zusatzlich zum Basismodul die Messung des ,Mepacrin-Uptake®
etabliert. Durch Bindung des fluoreszenten Farbstoffes Mepacrin an Purinnukleotide,
welche in den &-Granula gespeichert sind, kann die Degranulierung der d-Granula
mittels Durchflusszytometrie gemessen werden. 1999 etablierten Ramstrom et al.*®
diese Methode bereits an 22 gesunden Probanden; dieses Vorgehen diente als
Grundlage fur den Assay und wurde modifiziert. Wahrend Ramstrom et al. eine Farbung
der Zellen nach erfolgter Stimulation vorsehen, postulierten Wall et al. die Farbung vor
der Agonistenstimulation vorzunehmen.*” Um eine maximale Degranulierung herbei zu
fuhren, wurde der starke Agonist TRAPG in optimaler Konzentration fur die Stimulation
gewahlt. In Vormessungen konnten mit beiden Methoden vergleichbare Ergebnisse
erzielt werden. Allerdings bringt die Farbung vor Stimulation einen entscheidenden
Vorteil mit sich: durch Zugabe des Agonisten wahrend der Messung ist es mdglich,
eine Kinetik-Kurve, welche den MFI fur Mepacrin Uber die Zeit beschreibt, fur die
Degranulierung zu erstellen (Abb. 20B). Das heil3t die Degranulierung der d-Granula
kann in Echtzeit am Durchflusszytometer verfolgt werden.

Zur Auswertung werden die Thrombozyten in das gleiche Analysefenster wie flr die
Analyse der Rezeptorexpression gesetzt (siehe Kapitel 3.1.2.). Die Quantifizierung der
Analyse erfolgt durch Dokumentation des ,Percent over Threshold“ (Abb. 20A) und die
MFI fir Mepacrin vor und nach Degranulierung sowie der Differenz der jeweiligen Werte
(Bsp. MFI vor Stimulation - MFI nach Stimulation). Der MFI vor Degranulierung steht fur
das Vorhandensein von Purinnukleotiden. Sind die Granula leer oder nicht vorhanden, ist
dieser Wert erniedrigt, so kdnnen Erkrankungen wie Storage-Pool-Defekte diagnostiziert
werden. Die Differenz steht flir die Fahigkeit der Thrombozyten, die Granula
auszuschitten. Die Mepacrin-Messung wurde bei insgesamt 12 Gesundspendern
durchgefuhrt und ergab fur die Differenz des MFI im Mittel einen Wert von 159154 und

A qomo] B TRAPE 5 uM

360
' Abb. 20 Auswertung des Mepacrin-
Assays. A Setzen des Thresholds
260 anhand der 95. Perzentile der FMO-
Kontrolle (-) und Mepacrin-Signal vor
210+ (-) und nach (-) Zugabe des Agonis-
2 J | L ten. B Kinetik-Kurve: nach 50 s wurde
/ 160 A der Probe 5 uM TRAP6 hinzugefiigt
ojgE=m_m M\ : | und dadurch die Degranulierung aus-
10 10° 10° 107 10° 0 200 400 600 geldst. Zur Auswertung wird der MFI
Mepacrin FITC Zeit (sec) der ersten und der letzten 50 s der

) Messung herangezogen.

310
60

% of Max

40+ | |

Mepacrin FITC
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fur die Differenz des ,Percent over Threshold 23+5 unter Stimulation mit TRAP6 5 uM.
Insgesamt wird fir den Mepacrin-Assay ein Volumen von nur 3 ul Citratblut bendétigt und
der Test ist parallel zum Basismodul durchfiihrbar (der Zeitaufwand verlangert sich dann
etwa um 30 min auf 1,5 h).

3.2.2. Messung der intrazellularen Calciummobilisation

Die Messung der intrazellularen Calciummobilisation im Vollblut wird zur Zeit von
fast keinem Labor im Rahmen der Routinethrombozytendiagnostik eingesetzt.*
Aber durch diese Methode kann die Reaktivitat der Thrombozyten, speziell die
frihen Signalwege, die fur die Calciummobilisierung notwendig sind, sehr gut
unter physiologischen Bedingungen beurteilt werden. So konnten z.B. Defekte des
Thrombinrezeptors aufgedeckt werden. Grundlage des Assays ist die Fahigkeit des
Farbstoffs Fluo-3 mit Calcium eine Chelatbindung einzugehen, unter welcher der
Farbstoff eine hohere Fluoreszenz entwickelt. Auch hier wird der Fluo-3 gefarbten
Probe erst wahrend der Messung ein Agonist hinzugegeben und der Anstieg der
intrazellularen Calciumkonzentration in einer Kinetikkurve sichtbar gemacht. ,Gating®
und Quantifizierung der Messung erfolgte genau wie beim Mepacrin-Assay. Grundlage
des Experiments bildete das Protokoll von Monteiro et al. aus dem Jahr 2003.48

Auch fur die Messung des Calciumfluxes sind nur wenige Mikroliter Citratblut notwendig,
allerdings ist der Zeitaufwand flr diese Methode etwas hdher. Da Puffer frisch angesetzt
werden mussen und mehrere Inkubationsschritte notwendig sind, muss fur die
Durchfihrung ein Zeitaufwand von mindestens 2 h kalkuliert werden.

39



Ergebnisse

3.3. Analyse von Patienten mit Thrombozytopathie

3.3.1. Leukozyten-Adhasions-Defizienz Typ Ill (LAD-II)

Um die Funktionalitat des Basismoduls zu untersuchen, wurde Blut von 17 jahrigen
weiblichen eineiigen Zwillingen mit bekannter LAD-III analysiert. Durch einen Defekt des
Kindlin-3 Proteins fehlt die Aktivierung des Fibrinogenrezeptors vollstandig.'”'® Dieser
Defekt sollte bei guter Funktion des Basismoduls durch eine fehlende Bindung von
PAC-1 an den aktivierten Fibrinogenrezeptor nachweisbar sein. Patient A hatte 3 Tage,
Patient B 5 Tage vor der Analyse ein Thrombozytenkonzentrat erhalten. Zur Analyse
wiesen sie Thrombozytenzahlen von 190/nL und 81/nL auf.

(" N

A
FSC wh cD42a He )~
sSC o o+ CD42b —
SSC/FSC off F— cD29 v—
Aggregate l—izlj——l * CD49b |—E|:|—o-|
CD41a «« o CD49e ) |
CD61 v+ o[ CDA49f o —{J} ¢
1,0
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CDhe6z2P CcD63 PAC-1
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Abb. 21 Rezeptorexpression und Thrombozytenfunktion von LAD-llI-Patienten. A Insgesamt wurde die Rezep-
torexpression von n=2 LAD-IlI-Patienten untersucht (¢ Kontrolle, ¢ Patient B, ¢ Patient A) und die MFIs mit der
Gesundspenderpopulation verglichen (Whisker: 5.-95. Perzentile, Balken: Median). Die Thrombozyten zeigen eine
verminderte Expression des Fibrinogen- (CD41a, CD61), sowie des Fibronektin- (CD29, CD49¢e) und Lamininrezeptors
(CD29, CD49f). B Insgesamt wurde die Thrombozytenfunktion von n=2 LAD-IlI-Patienten untersucht (¢ Kontrolle,
¢ Patient B, ¢ Patient A) und der ,Percent over Threshold“ mit der Gesundspenderpopulation verglichen (Whisker:
5.-95. Perzentile). Die Thrombozyten zeigen keinen Anstieg des Aktivierungsmarkers PAC-1, auch nicht auf
»High Dose" Stimulation.
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Abb. 22 Calciummobilisation in Thrombozyten von Patienten mit LAD-III. Kinetik-Kurve: nach 50 sec wurden den
Proben verschiedene Agonisten zugegeben, um den friihen Signalweg der Calciummobilisierung zu analysieren. Der
Calciumflux war bei beiden Patienten unauffallig.

Die Thrombozytenpopulation beider Patienten sind weitgehend unauffallig, bis auf einen
gering verminderten Wert des Seitwartsscatters gegenuber der Kontrollpopulation bei
Patient B (Abb. 21A). Bei der Analyse der Rezeptoren fallt bei beiden eine verminderte
Expression des Fibrinogenrezeptors (CD41a, CD61) sowie des Fibronektin- und
Lamininrezeptors (CD29, CD49e, CD49f) auf. Die Expression des vVWF- und des
Kollagenrezeptors ist unauffallig.

Wie zu erwarten, kommt es bei beiden Patienten nach Stimulation mit ADP oder TRAP6
nicht zur Bindung von PAC-1 an den aktivierten Fibrinogenrezeptor (Abb. 21B). Dieses
Ergebnis wurde zusatzlich durch eine Stimulation mit einer sehr hohen Dosis ADP
10 yM und TRAP6 10 uM, sowie mit dem Thromboxan-Analogon U46619 bestatigt
(Daten nicht dargestellt). Bei Patient B ist aulerdem die Degranulierung aller Granula
grenzwertig vermindert, was der Verminderung des Seitwartsstreulichts entspricht und
wahrscheinlich durch einen héheren Anteil an Eigenthrombozyten erklarbar ist. Patient A
zeigt keine Auffalligkeiten bei der Degranulierung der a-Granula (CD62P) und der
lysosomalen, sowie &-Granula (CD63). Der Mepacrin-Assay war zum Zeitpunkt der
Messung noch nicht verfugbar und wurde somit nicht durchgefuhrt.

Einen Defekt im frihen Signalweg der Thrombozytenaktivierung wurde durch die
zusatzliche Messung des Calciumflux ausgeschlossen. Es kann bei beiden Patienten
keine Verminderung der Calciummobilisierung nach Stimulation mit TRAP6, ADP oder
U46619 nachgewiesen werden (Abb. 22).

Die Analyse der Blutproben mit dem Basismodul ergab die zu erwartenden Ergebnisse.
Der prinzipielle Nachweis der Funktionalitat des Moduls ,Proof-of-principle“ wurde somit
gefuhrt. Die Thrombozytenzahl stellt bei der Analyse mit dem Basismodul kein Problem
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dar. Die Kinetikkurve des Calciumfluxes zeigt bei den Patienten groRere Schwankungen
als beim Gesundspender, ist aber auswertbar.

3.3.2. Wiskott-Aldrich-Syndrom (WAS) nach Stammzelltransplantation

Das Wiskott-Aldrich-Syndrom beruht auf einem Defekt des WAS-Protein-Gens auf
dem kurzen Arm des X-Chromosoms. Als Schlusselregulator der Aktin-Polymerisation
in hamatopoetischen Stammzellen fuhrt ein Fehlen des WAS-Proteins u.a. zu einer
verminderten Thrombozytopoese. Betroffene werden durch eine mikrozytaren
Thrombozytopenie, sowie durch Ekzeme, wiederkehrende Infektionen und maligne
Erkrankungen auffallig. Neben der Splenektomie ist bei Patienten mit schweren
kombinierten Immundefekten allein die hamatopoetische Stammzelltransplantation
(HSCT) Therapie der Wahl. #°

- A
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SsC s+ P 4 CD42b —F
SSC/FSC H —= CcD29 — [}
Aggregate l—El:l——l * CD4%b -—B:I—I
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Abb. 23 Rezeptorexpression und Thrombozytenfunktion bei tWAS-Patienten. A Insgesamt wurde die Rezeptor-
expression von n=2 WAS-Patienten nach HSCT untersucht (¢ Kontrolle, ¢ Patient A, ¢ Patient B) und die MFIs mit
der Gesundspenderpopulation verglichen (Whisker: 5.-95. Perzentile, Balken: Median). Die Thrombozyten sind klein
(verminderter FSC) und zeigen eine verminderte Expression des Fibronektin- (CD49e) und Lamininrezeptors (CD49f).
B Insgesamt wurde die Thrombozytenfunktion von n=2 tWAS-Patienten untersucht (¢ Kontrolle, ¢ PatientA, ¢ Patient
B) und der ,Percent over Threshold“ mit der Gesundspenderpopulation verglichen (Whisker: 5.-95. Perzentile). Die
Thrombozyten zeigen eine Hyporeaktivitat v.a. bei Stimulation mit TRAP6.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde Blut von zwei nicht verwandten, vierjahrigen Jungen mit
bekanntem WAS analysiert. Beide Kinder erhielten bereits im ersten Lebensjahr eine
HSCT. Wahrend sich die Zahl der Leukozyten und Lymphozyten bei beiden Patienten
nach Transplantation verbesserte, besteht auch noch 3 Jahre nach HSCT eine deutliche
Mikrothrombozytopenie. Grund hierflr ist, dass der so genannte Chimarismus, also
der Spenderanteil je nach Zelllinie zwischen 10 und 90 % liegen kann. Bei den hier
untersuchten Kindern liegt der Spenderanteil der Thrombozyten bei nur ca. 20 %. Die
Mikrothrombozytopenie sollte sich im Basismodul durch einen verminderten Vorwarts-
und Seitwartsscatter bemerkbar machen.

Die Thrombozytenpopulation beider Patienten fallt tatsachlich durch ein deutlich
vermindertes Vorwarts- und Seitwartsstreulicht im Sinne der Mikrothrombozytopenie auf
(Abb. 23A). Die Expression des vVWF- und Kollagenrezeptors, sowie der .-Untereinheit
ist unauffallig oder nur gering vermindert. Die Expression des Fibrinogenrezeptors ist bei
Patient A, die des Fibrinonektin- und Lamininrezeptors bei beiden vermindert. Bei den
Reaktivitatstests wird eine Hyporeaktivitat der Thrombozyten v.a. nach Stimulation mit
TRAPG deutlich (Abb. 23B). Die Reaktivitat auf ADP ist dagegen normal.

Um eine Aussage uber den Spenderanteil der Thrombozyten der beiden Patienten
machen zu kénnen, wurde zusatzlich eine CD36 (GPIV) Cofarbung durchgeflihrt. Es ist
bekannt, dass CD36 auf Thrombozyten von WAS-Patienten vermindert exprimiert wird.%°
Der Chimarismus von Monozyten oder Lymphozyten kann durch die Menge an WASp
durch zytoplasmatische Bindung eines Fluorophor-markierten Antikorpers bestimmt
werden.’' Diese Methode konnte bisher nicht auf Thrombozyten Ubertragen werden.
Leider grenzten sich durch die CD36-Cofarbung die Thrombozyten des Patienten nicht
von denen des Knochenmarkspenders ab (Daten nicht dargestellt).

3.3.3. Akute Myeloische Leukamie (AML) mit Transplantationsindikation

Fir Patienten mit AML sind in der Literatur verschiedene Thrombozytenfunktionsdefekte
im Sinne einer Hyporeaktivitat beschrieben. Diese sollten im Basismodul bei einer guten
Funktionalitatssensitivitat nachweisbar sein. Im Rahmen dieser Arbeit wurde Blut von
15 erwachsenen Patienten mit AML untersucht. Diese Patienten befanden sich zum
Zeitpunkt der Analyse unter Induktionstherapie, welche in der Regel eine Medikation
mit Cytosin-Arabinosid (ARA-C) und Anthrazyklinen umfasst, und sind der Gruppe der
Hochrisiko-Patienten zugeordnet.

Bei der Charakterisierung der Thrombozytenpopulation mittels Vorwarts- und
Seitwartsscatter fallen grole Schwankungen auf, obwohl die meisten Thrombozyten
dieser Patienten tendenziell kleiner erscheinen (Abb. 24A). Die Expression des
Fibrinogenrezeptors ist im Vergleich zur Gesundspenderpopulation signifikant
vermindert. Auch der Laminin- und Fibronektinrezeptor ist nur in einer reduzierten
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Abb. 24 Rezeptorexpression und Thrombozytenfunktion bei AML-Patienten. A Insgesamt wurde die Rezeptor-
expression von n=15 AML-Patienten untersucht () und die MFIs mit der Gesundspenderpopulation verglichen (Box:
25.-75. Perzentile, Whisker: 5.- 95. Perzentile, Balken: Median). Die Thrombozyten zeigen vorallem eine verminderte
Expression des Fibrinogen- (CD41a, CD61), sowie des Fibronektin- (CD49e) und Lamininrezeptors (CD49f). B Insge-
samt wurde die Thrombozytenfunktion von n=15 AML-Patienten untersucht (¢) und der ,Percent over Threshold® mit
der Gesundspenderpopulation verglichen (Box: 25.-75. Perzentile, Whisker: 5.-95. Perzentile, Balken: Median). Die
Thrombozyten zeigen eine Hyporeaktivitat in Hinblick auf alle Agonisten und Aktivierungsmarker. * p < 0,05, ** p < 0,01
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Abb. 25 Calciummobilisation in
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ten. A Kinetik-Kurve: nach 50 sec
wurde den Proben 5 yM TRAP6
(gestrichelte  Linie) zugegeben,
um den friihen Signalweg der Cal-
ciummobilisation zu analysieren.
B Der Calciumflux war in allen un-
tersuchten Patienten im Vergleich
zur Kontrolle unauffallig.

#T #18

Anzahl zu finden. Bei einigen Patienten fallt auflerdem eine verminderte Expression

des Kollagenrezeptors auf. Die Expression des VWF-Rezeptors ist bei allen Patienten

ungestort.

Die Thrombozyten der AML-Patienten sind im Vergleich zur Gesundspenderpopulation
hyporeaktiv, denn weder auf die Stimulation mit ADP noch auf die Stimulation mit TRAP6
erfolgt eine adaquate Expression der Aktivierungsmarker CD63, CD62P und PAC-1
(Abb. 24B). Besonders fallt auf, dass bei einigen Patienten fast keine Aktivierung des
Fibrinogenrezeptors nach Stimulation mit suboptimalen Dosen TRAP6 nachweisbar ist.
Dieser Fakt spricht wahrscheinlich flr eine verminderte Ausschuttung von ADP und ATP
aus den d-Granula, welche flr eine effektive Integrinrezeptor-Aktivierung notwendig ist.
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Abb. 26 Mepacrin-Release der Thrombo-

zyten von AML-Patienten. Die Thrombozy-
ten von n=3 Patienten wurden mit Mepacrin
inkubiert und nach 100 s Messung mit 5 uyM
TRAPG stimuliert (gestrichelte Linie). Wie hier
beispielhaft abgebildet, ist die Anfarbbarkeit der
Thrombozyten von AML-Patienten mit Mepac-
rin vermindert, die Abnahme des Signals nach
Stimulation im Sinne der Degranulierung aber
vorhanden.

Aufgrund der beobachteten Hyporeaktivitat

sollten Stérungen der frihen Signalwege
zusatzlich bei 4 Probanden mittels Messung der
Calciummobilisierung nach optimaler TRAPG-
Stimulation ausgeschlossen werden. Wie
Abbildung 25 dargestellt, steigt bei allen Patienten
die nach

Stimulation adaquat an, womit ein Defekt der

in

intrazellulare Calciumkonzentration

frhen Signaltransduktion ausgeschlossen ist.

Bei 3 Patienten wurde zusatzlich ein Mepacrin-
Assay durchgefihrt, um den Hinweis auf
eine ineffektive ©-Degranulierung genauer zu
untersuchen. Hier zeigt sich eine verminderte
Anfarbbarkeit der Thrombozyten mit Fluo-3,
was flr eine verminderte VerflUgbarkeit von
Pruinnukleotiden in den ©&-Granula sprechen
kann. Die Degranulierung an sich zeigt sich
ungestort (Abb. 26).
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3.4. Analyse von Patienten mit vermuteter Thrombozytenfunktionsstérung

3.4.1. Thrombozytopenie mit Radius-Aplasie-Syndrom (TAR)

Das TAR-Syndrom ist mit 1-2 Fallen/1.000.000 Geburten eine seltenes angeborenes
Syndrom, das mit einer Thrombozytopenie einhergeht. Betroffene weisen eine
Mikrodeletion auf Chromosom 1 im Bereich g21.1 auf, welche aber nicht allein fur das
Syndrom verantwortlich sein kann, da auch gesunde Trager mit dieser Deletion bekannt
sind.%? Die Thrombozytopenie ist im Sauglings- und Kindesalter am ausgepragtesten
und normalisiert sich im Schulkindalter mit Thrombozytenzahlen im unteren
Normbereich.?? Im Rahmen von chirurgischen Interventionen kommt es immer wieder
zu Blutungskomplikationen, welche sich nicht nur auf die reduzierte Thrombozytenzahl
zuruckfuhren lassen, sondern einen zusatzlichen Funktionsdefekt der Thrombozyten
vermuten lassen. Bisherige Studien in unserem Labor ergaben einen Defekt im JAK-
STAT-Signalweg, der sich durch eine fehlende Jak-2 Phosphorylierung nach TPO-
Stimulation auszeichnet. Dieser Defekt konnte jedoch nicht bei allen untersuchten
Patienten nachgewiesen werden.?? Um die Blutungsneigung besser zu charakterisieren
und eine eventuelle zusatzliche Funktionsstorung aufzudecken, wurden Blutproben
von sieben Patienten mit TAR-Syndrom untersucht. Die Analyse der Blutproben von 6
Patienten erfolgte am Tag der Blutenthahme und von einem Patienten am Tag 2 nach
Blutentnahme.

Die Thrombozyten der TAR-Patienten fallen durch deutlich verminderte Werte im
Vorwarts- und Seitwartsscatter auf, dies spricht fur kleine, wenig granulierte Plattchen
(Abb. 27A). Bei der Analyse der Rezeptorexpression fallt eine signifikant verminderte
Expression des GPIX des von-Willebrand-Rezeptors, sowie eine verminderte
Expression der a- und B-Untereinheit des Fibronektin- und Lamininrezeptors auf. Die
Verminderung dieser Glykoproteine ist unabhangig von der Thrombozytenzahl und tritt
sowohl bei den noch stark thrombozytopenen als auch bei den Patienten mit schon
normalen Thrombozytenzahlen auf (Daten nicht dargestellt).

AuRerdem lasst sich bei Thrombozyten der Patienten im unstimulierten Zustand
eine normale Expression von CD62P und Bindung von PAC-1 an den aktivierten
Fibrinogenrezeptor beobachten (Abb. 27B). Die Expression von CD63 hingegen ist im
nichtaktivierten Zustand deutlich erhoht. Die Reaktivitat ist nach Stimulation mit ADP
unauffallig, die Stimulation mit TRAP6 fuhrt nur zu einer unzureichenden Erhohung der
CDG63-Expression. Auch die Bindung von PAC-1 ist nach TRAP6 Stimulation gering
vermindert.

Der Mepacrin-Assay war zum Zeitpunkt der Messung noch nicht verfigbar und wurde
nicht durchgefihrt. Der Messung des Calciumflux konnte aus logistischen Grinden nicht
durchgefiihrt werden.
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Abb. 27 Rezeptorexpression und Thrombozytenfunktion bei TAR-Patienten. A Insgesamt wurde die Rezeptorex-
pression von n=7 TAR-Patienten untersucht () und die MFIs mit der Gesundspenderpopulation verglichen (Box: 25.-
75. Perzentile, Whisker: 5.-95. Perzentile, Balken: Median). Die Thrombozyten sind klein (verminderter FSC) und fallen
vor allem mit einem verminderten Fibronektin- (CD49¢e) und Lamininrezeptor (CD49f) auf. B Insgesamt wurde die
Thrombozytenfunktion von n=6 TAR-Patienten untersucht (#) und der ,Percent over Threshold“ mit der Gesundspen-
derpopulation verglichen (Box: 25.-75. Perzentile, Whisker: 5.-95. Perzentile, Balken: Median). Besonders auffallig ist
die erhdhte Grundexpression von CD63 und im Gegensatz dazu die verminderte CD63-Expression nach Stimulation
mit optimalen TRAP6 Konzentrationen. * p < 0,05 ** p < 0,01.
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Anhand des Basismoduls konnten also, neben verschiedenen Auffalligkeiten der
Rezeptorexpression, auch ein pathologisches Muster in der CD63-Expression
nachgewiesen werden.

3.4.2. Sichelzellanamie (SCA)

Die autosomal-kodominant vererbte Sichelzellanamie (SCA) beruht auf einer
Punktmutation, welche zur Bildung des abnormen Sichelzellhamoglobin fuhrt. Die SCA
geht in der Regel nicht mit einer veranderten Thrombozytenzahl einher, Patienten neigen
aber zu Thrombosen. Im klinischen Alltag wird als Grund dafur u.a. eine Hyperreaktivitat
der Thrombozyten angenommen. Diese musste sich als gesteigerte Reaktion auf
Stimulation mit Agonisten in suboptimalen Konzentrationen bemerkbar machen oder mit
einer erhohten Grundexpression der Akivierungsmarker im Sinne einer Voraktivierung.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Blut von finf Patienten mit SCA im Alter von 5-17
Jahren mittels Basismodul und Mepacrin-Assay analysiert. Die Thrombozyten weisen
ein deutlich vermindertes Signal sowohl im Vorwarts- als auch im Seitwartsscatter auf
(Abb. 29A). Ein erhohter Anteil an Aggregaten kann nicht nachgewiesen werden. Die
Expression des Kollagen- und Fibronektinrezeptors ist signifikant vermindert, die Anzahl
aller anderen Rezeptoren ist, bis auf ein gering vermindertes CD41a, normal.

Die Expression der Aktivierungsmarker von unstimulierten Plattchen ist nur bei
CDG62P geringfugig erhoht. Die Reaktion auf eine Stimulation mit den verschiedenen
Agonisten ist nicht Uberschiefend sondern eher etwas vermindert (Abb. 29B). Im
Mepacrin-Assay fallt eine verminderte Anfarbbarkeit der Thrombozyten mit Mepacrin
auf, die Degranulierung verlauft aber immer ungestort. Die verminderte Anfarbbarkeit
ist vermutlich mit den sehr kleinen Thrombozyten zu erklaren, welche weniger Granula
enthalten.

3.4.3. Chronische Immunthrombozytopenie (cITP) ( s )
10 4 ~

Die Immunthrombozytopenie ist die haufigste 104' l/?{p':\‘l

Thrombozytopenie und ist auf das Vorhandensein g g 4
1074 :

von Antikérpern gegen verschiedene Glykoproteine -

der Thrombozytenmembran zuriickzufiihren. Da im 10° ]

klinischen Umfeld immer wieder die Frage nach der f°1~_

Funktion der Blutplattchen von ITP Patienten im Sinne 10" 102 10° 10t 10°
einer Hyperreaktivitat im Raum steht, wurde im Rahmen s y

. . . . . . Abb. 28 Leukozyten-Plattchen-
dieser Arbeit Blut von drei Patienten mit chronischer ITP - to " bei oITP. Cofarbung der

im Alter von 15-17 Jahren und Thrombozytenzahlen Thrombozyten eines Patienten mit ITP
. . . mit CD41a und CD45. grin: CD41a+/
zwischen 34-75/nL mit dem Basismodul und dem cD45- rot: CD41a+/CD45+, durchge-

i . zogener Kreis: Aggregate, gestrichelter
Mepacrln Assay analySlert' Kreis: einzelne Thrombozyten.
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Abb. 29 Rezeptorexpression und Thrombozytenfunktion bei SCA-Patienten. A Insgesamt wurde die Rezeptor-
expression von n=5 SCA-Patienten untersucht (¢) und die MFls mit der Gesundspenderpopulation verglichen (Box:
25.-75. Perzentile, Whisker: 5.-95. Perzentile, Balken: Median). Die Thrombozyten sind sehr klein (verminderter FSC)
und fallen mit einem verminderten Kollagen- (CD29, CD49b) und Fibronektinrezeptor (CD29, CD49¢) auf. B Insge-
samt wurde die Thrombozytenfunktion von n=4 SCA-Patienten untersucht () und der ,Percent over Threshold* mit
der Gesundspenderpopulation verglichen (Box: 25.-75. Perzentile, Whisker: 5.-95. Perzentile, Balken: Median). Die
Thrombozytenfunktion ist weitgehend unauffallig, neigt aber zur Hyporeaktivitat.
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Die Thrombozyten der Patienten sind im Vorwartsscatter grof, wahrend der
Seitwartsscatter gegentber der Gesundspenderpopulation nicht verandert ist.
In der Gesamtpopulation fallt ein relativ hoher Anteil an Aggregaten auf, welcher
sich hauptsachlich aus Thrombozyten-Leukozyten-Aggregaten zusammensetzt. In
Abbildung 28 wird diese Beobachtung durch eine Cofarbung mit dem Pan-Leukozyten-
Marker CD45 deutlich. Die Expression der Rezeptoren ist weitgehend unauffallig bis
auf eine gering verminderte Anzahl des Fibronektinrezeptors (Abb. 30A). Die Reaktion
auf die Stimulation mit den verschiedenen Agonisten ist von Fall zu Fall unterschiedlich,
tendiert aber eher zur Hyporeaktivitat (Abb. 30B). Auch der Mepacrin-Assay ergibt keine
auffalligen Befunde.
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Abb. 30 Rezeptorexpression und Thrombozytenfunktion bei ITP-Patienten. A Insgesamt wurde die Rezeptor-
expression von n=3 ITP-Patienten untersucht (¢ Patient A, ¢ Patient B, ¢ Patient C) und die MFIs mit der Ge-
sundspenderpopulation verglichen (Whisker: 5.-95. Perzentile, Balken: Median). Die Thrombozyten sind in zwei
Fallen sehr groR (erhdhter FSC) und zeigen eine verminderte Expression des Fibronektinrezeptors (CD49e).
B Insgesamt wurde die Thrombozytenfunktion von n=3 ITP-Patienten untersucht (¢ PatientA, ¢ Patient B, ¢ Patient C)
und der ,Percent over Threshold“ mit der Gesundspenderpopulation verglichen (Whisker: 5.-95. Perzentile). Die
Thrombozyten zeigen unterschiedliche Reaktivitatsmuster.
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3.5. Zusammenfassung aller Ergebnisse des Basismoduls

Im Folgenden sind noch einmal alle Ergebnisse der Messungen des Basismoduls
dargestellt (Tabelle 11). Zusammenfassend ist festzustellen, dass nicht nur die Stérung
spezieller Rezeptorfunktionen, beispielsweise des Fibrinogenrezeptors bei der LAD-
[l in dem neuen Basismodul der 4-Farben-Analyse bestatigt wurde, sondern generell
bei den meisten Erkrankungen eine verminderte Expression des Fibronektin- und
Lamininrezeptors vorlag.

Tabelle 11 Zusammenfassung aller Ergebnisse des Basismoduls

Krankheitsbild LAD-IIl [ WAS AML TAR SCA | cITP

Patientenzahl 2 2 15 7 5 3
FSC n l () l ! 1
SSC ) ! n ! I n
SSC/FSC n n n n 1 ()
Anteil Aggregate n n n ) ) 1
CD41a l (1) ! n (1) n
CD61 ! () l ! n n
CD42a n n n ! n (1)
CD42b n n n () n n
CD29 ) n () l | n
CD49b n n () n () n
CD49e L () 4 4 ! !
CD4of ! ! ! ! n (1)
CD62P / unstimuliert n n m n @) n
CD63 / unstimuliert n n @) 1 n n
PAC-1 / unstimuliert n n n n n n
CD62P / ADP 2 uM ) n ) n n n
CD62P / TRAP6 1 uM ) ! | n n n
CD62P / TRAP6 5 pM A1) | | n n n
CD63 /ADP 5 uM 0) n | ™) n n
CD63 / TRAP6 5 uM 0) | ! ! 0) n
PAC-1/ADP 5 uM 11 n ! n n n
PAC-1/TRAP6 1 uM 1l ! ! ) n n
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3.6. Analyse unklarer Thrombozytopenien und Thrombozytopathien im klini-
schen Kontext

Da das Basismodul zur Thrombozytenfunktionsdiagnostik in Zukunft zur besseren
Diagnostik bei unklaren Blutungsneigungen flhren soll, wurden im Rahmen dieser
Arbeit auch Proben von Patienten mit unklaren Thrombozytopenien, -pathien und
Blutungsneigung untersucht, zwei Falle sind hier beispielhaft dargestellt.

3.6.1. Fall 1

Ein reifes mannliches Neugeborenes war seit Geburt mit einer Thrombozytopenie von
20 Thrombozyten/nL und einem erhéhtem IPF von 18% auffallig. Bei der Mutter des
Neugeborenen war ebenfalls eine Thrombozytopenie von um die 100 Thrombozyten/nL
bekannt. Die Eltern tlrkischer Abstammung sind nicht konsanguin, der Vater ist gesund.
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Abb. 31 Rezeptorexpression und Thrombozytenfunktion einer Familie mit Thrombozytopenie unklarer Gene-
se. A Insgesamt wurde die Rezeptorexpression von n=3 Familienmitgliedern untersucht (¢ Kontrolle, ¢ Vater, ¢ Mut-
ter, ® Kind) und die MFls mit der Gesundspenderpopulation verglichen (Whisker: 5.-95. Perzentile, Balken: Median).
Die Thrombozyten der Eltern sind eher klein. Das Kind zeigt einen sehr hohen Anteil an Aggregaten. B Insgesamt wur-
de die Thrombozytenfunktion von n=3 Familienmitgliedern untersucht (¢ Kontrolle, ¢ Vater, ¢ Mutter, ¢ Kind) und der
,Percent over Threshold“ mit der Gesundspenderpopulation verglichen (Whisker: 5.-95. Perzentile). Die Eltern zeigen
keine Auffalligkeiten in der Reaktivitat. Die Thrombozyten des Kindes zeigen eine Hyporeaktivitat.
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Mutter und Kind zeigen trotz der Thrombozytopenie keine Blutungsneigung. Zum
Ausschluss einer immunvermittelten Thrombozytopenie fiel eine Antikdrperdiagnostik
bei der Mutter im Vorfeld negativ aus. Im Ausstrich des Neugeborenen wurden
Riesenthrombozyten gefunden. Zur Abklarung der Thrombozytopenie wurde die gesamte
Familie mittels Basismodul und Mepacrin-Assay analysiert. Alle Familienmitglieder
zeigen keine Veranderungen im Vorwarts- und Seitwartsscatter im Vergleich zur
Gesundspenderpopulation, wobei das Neugeborene einen sehr hohen Anteil an
Aggregaten aufweist. Die Expression der Rezeptoren ist, bis auf eine Reduktion der
Anzahl an Kollagen- und Fibronektinrezeptoren, bei allen Familienmitgliedern unauffallig
(Abb. 31A). Die Thrombozytenfunktion war bei Vater und Mutter unauffallig (Abb. 31B).
Das Neugeborene hingegen zeigt keine adaquate CD63-Expression nach TRAP6 oder
ADP-Stimulation. Auch die Degranulierung der a-Granula und die Integrinaktivierung
ist nach Stimulation mit TRAP6 nur unzureichend. Die Integrinaktivierung und
Degranulierung der a-Granula ist hingegen ungestort. Auch im Mepacrin-Assay zeigte
das Neugeborene fast keine Reaktion auf die Stimulation mit TRAP6. Aulierdem
fallt auf, dass die Thrombozyten der Mutter und des Kindes schwacher mit Mepacrin
anzufarben sind als die Gesundspenderkontrolle. Der Mepacrin-Assay des Vaters
ist unauffallig. Die Interpretation der Ergebnisse ist aufgrund fehlender Normwerte
in diesem Fall schwierig, da fur Neugeborene eine Hyporeaktivitdt der Thrombozyten
beschrieben ist (siehe Kapitel 4.1.3). Eine Thrombozytopenie, Riesenthrombozyten,
Hyporeaktivitat auf Thrombinstimulation und vermehrte Aggregatbildung wurden aber
auch im Zusammenhang mit dem Montreal-Plattchen-Syndrom, welches spater als vWS
Typ 2B identifiziert wurde, gefunden und sollte bei Riesenthrombozyten auch immer in
Erwagung gezogen werden.%® Deshalb wurde eine Multimerenanalyse des vWF und
eventuell eine molekulargenetische Untersuchung des Neugeborenen empfohlen. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen lagen bisher noch nicht vor.

3.6.2. Fall 2

Bei Fall 2 handelt es sich ebenfalls um ein frihgeborenes Kind, das mit einer schweren
Thrombozytopenie von minimal 5 Thrombozyten/nL auffallig war. Das Kind wurde
wegen einer CMV-Infektion mit Valganciclovir behandelt. Auch die Mutter leidet
unter einer Makrothrombozytopenie, thrombozytare Antikorper wurden aber bereits
ausgeschlossen. Mutter und Kind zeigten keine Blutungsneigung.

Die Analyse im Basismodul zeigt einen hohen Anteil an Thrombozyten-Aggregaten im
Blut des Kindes. Besonders auffallig ist die verminderte Expression des Fibronektin- und
Lamininrezeptors v.a. bei Mutter und Kind (Abb. 32A). Wie auch im ersten Fall, sind die
Thrombozyten des Kindes hyporeaktiv (Abb. 32B). Aufgrund der sehr ahnlichen Befunde
wurde die gleiche Empfehlung wie im Fall 1 gestellt.
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Abb. 32 Rezeptorexpression und Thrombozytenfunktion einer Familie mit unklarer Thrombozytopenie. A Ins-
gesamt wurde die Rezeptorexpression von n=3 Familienmitgliedern untersucht (¢ Vater, ¢ Mutter, ¢ Kind) und die
MFIs mit der Gesundspenderpopulation verglichen (Whisker: 5.-95. Perzentile, Balken: Median). Die Thrombozyten
zeigen bei allen Familienmitgliedern eine stark verminderte Expression des Fibronektin- (CD49e) und Lamininrezep-
tors (CD49f). Das Kind fallt mit einem sehr hohen Anteil an Aggregaten auf. B Insgesamt wurde die Thrombozytenfunk-
tion von n=3 Familienmitgliedern untersucht (¢ Kontrolle, # Patient A, ¢ Patient B) und der ,Percent over Threshold®
mit der Gesundspenderpopulation verglichen (Whisker: 5.-95. Perzentile). Die Thrombozyten des Kindes zeigen eine
Hyporeaktivitat v.a. bei suboptimalen TRAP6-Konzentrationen.

Die beiden hier dargestellten Falle zeigen, dass das Basismodul kombiniert mit dem
Mepacrin-Assay dazu geeignet ist, haufige Erkrankungen wie den MG, das BSS
und SPDs bei Patienten mit unklaren Thrombozytopenien/-pathien auszuschliel3en.
Schwierig war die Interpretation der Thrombozytenfunktion von Neugeborenen, sowie
der Reduktion der B1-Integrine.
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4. Diskussion

4.1. Verbesserte Diagnostik bei unklaren Blutungsneigungen durch die Multi-
Farben-Durchflusszytometrie

Rationale

Die durchflusszytometrische Analyse der Thrombozytenfunktion im Vollblut ist ein
geeignetes Instrument, um diese in einer moglichst physiologischen Umgebung zu
beurteilen.*® Durch ein Minimum an Arbeitsschritten werden Artefakte durch in vitro
Stimulation reduziert, und Subpopulationen, wie z.B. sehr groRe Thrombozyten,
die sonst durch Zentrifugation verloren gehen wuirden, bleiben erhalten. Zudem
kann bei einem nur sehr geringen Probenvolumen eine grol3e Anzahl an Zellen in
kUrzester Zeit gemessen und beurteilt werden. Durch die moderne Multi-Farben-
Durchflusszytometrie ist es moglich, mehrere Antikorper simultan anzuwenden, was den
Zeit- und Materialaufwand nochmal herabsetzt. Im klinischen Alltag kommt es immer
wieder vor, dass fur den ,Goldstandard®, die Aggregometrie, nicht genugend Material
zur Verfugung gestellt werden kann und so die Abklarung unklarer Blutungsneigungen,
vor allem in der Neonatologie, Padiatrie und bei Patienten mit ausgepragter
Thrombozytopenie, unbefriedigend verlauft. Die Multi-Farben-Durchflusszytometrie
ist in diesen Fallen die ideale Alternative, um auch mit wenig Probenvolumen eine
Aussage zur Krankheitsursache treffen zu kdénnen. Trotz der vielen Vorteile ist die
durchflusszytometrische Analyse bei der Abklarung von Blutungsneigungen aber immer
noch zweitrangig und kommt in vielen Kliniken nur bei besonderen Fragestellungen
zur Anwendung.*?%+% Einheitliche Standards fur die Thrombozytenfunktionsanalyse
gibt es bisher nicht, was u.a. dazu fuhrt, dass in den verschiedenen Laboratorien
unterschiedliche  Agonisten in  unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt
werden.#545529 Beispielsweise wird der Agonist ADP in der Durchflusszytometrie im
deutschen Sprachraum mit Konzentrationen zwischen 0,1 und 20 pM eingesetzt;*
in Nordamerika ist das Intervall mit 0,5 bis 1000 uM sogar noch weiter.5* Aus diesem
Grund koénnen Testergebnisse verschiedener Laboratorien unter- und miteinander nicht
gut verglichen werden.

Ziel dieser Arbeit war es, mittels Multi-Farben-Durchflusszytometrie ein Verfahren zu
entwickeln, welches durch den Einsatz verschiedener Module zur Abklarung unklarer
Blutungsneigungen beitragt und auRerdem die Testergebnisse durch standardisierte
Prifmethoden auch von verschiedenen Messtagen vergleichbar zu machen.
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4.1.1. Optimierung der Methode

Voraussetzungen

Zu Beginn dieser Arbeit war es notig, die bis dato im Labor eingesetzten Verfahren
zur durchflusszytometrischen Diagnostik der Thrombozytenfunktion zu beurteilen,
anzupassen und zu standardisieren. Bisher wurden die Messungen an einem FACScan
mit 2 Farben durchgefuhrt und die Analyse konzentrierte sich auf die wichtigsten
Thrombozytenantigene CD41a und CD42a, sowie die Analyse der Expression des
aktivierten Fibrinogenrezeptors mittels PAC-1 Bindung und den Aktivierungsmarker
CD62P nach Stimulation mit ADP oder TRAP6. Die Messungen erfolgten wenn
moglich im Vollblut; haufig war es aber technisch notwendig, die Messungen im PRP
durchzufihren. Begleitend wurde bei jeder Messung immer eine Gesundspenderkontrolle
mitgeflhrt. Das Aufbereiten der Proben und die Messung war vor allem bei Patienten
mit Thrombozytopenien bisher sehr zeitaufwendig. Die Messungen sollten deshalb in
Zukunft an einem FACSCanto Il mit simultaner Analyse mehrerer Farben durchgefihrt
werden. Das bisher gut funktionierende Farbeprotokoll flr die Immunphanotypisierung
der Thrombozyten veranderte sich dahingehend nur durch den simultanen Einsatz
von direkt markierten Antikérpern in 4 anstatt 2 Farben. Um Artefakte durch in vitro-
Stimulation zu vermeiden und die Analyse in einem moglichst physiologischen Milieu
durchzufihren, wurden alle Untersuchungen im Vollblut und ohne vorherige Fixierung
durchgefuihrt. Die verwendeten Fluorophore FITC, PE, PerCP oder PE-Cy 5 und APC
ergaben sich aus der Verflgbarkeit von direkt markierten Antiképern der Firma BD. Um
die fur die Multi-Farben-Analyse typische Uberstrahlung der eingesetzten Fluorophore
zu reduzieren, wurde zu Beginn der Arbeit eine Kompensation anhand hochexprimierter
Antigene durchgefiihrt.5¢%"%8 Die einzusetzenden Volumina fiir ein optimales
Farbeergebnis wurden austitriert.*> Durch die Umstellung von einem 2 Farben- auf ein
4 Farben-System kénnen nun mehr Antikorper als bisher bei weniger experimentellem
Aufwand simultan analysiert werden. Wirde man alle mit dem Basismodul erfassten
Informationen durch ein 2-Farben-System abbilden, waren anstatt 7 Proben ca. 17
Proben notwendig. Daruber hinaus ist es moglich, mit dem FACS Canto Il 10.000
Ereignisse/s zu analysieren, wahrend das FACScan nur maximal 5.000 Ereignisse/s
aufzeichnen kann. Fir die Messung wird also weniger Zeit als bisher bendétigt, was sich
vor allem bei der Messung von Proben von Patienten mit Thrombozytopenie bemerkbar
macht.

Wahl der Kontrollen

Zum Ausschluss unspezifischer Bindung von Antikérpern z.B. an Fc-Rezeptoren werden
in der durchflusszytometrischen Analytik haufig Isotypenkontrollen, d.h. ein in seiner
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Spezifitat irrelevanter Antikorper des gleichen Isotyps, eingesetzt.®® Da der Einsatz von
Isotypenkontrollen teuer ist und zudem die Aufbereitung zusatzlicher Proben notwendig
macht, wurde hier darauf verzichtet. Dies wird auch in der Literatur so vorgeschlagen.%643
Stattdessen kommen in der Multi-Farben-Analyse FMO-Kontrollen zum Einsatz, welche
hauptsachlich Fehler durch Uberstrahlung aus anderen Kanalen identifizieren.56-5859
Diese Kontrollen wurden fir die Fluorophore FITC, PE und APC in das Basismodul
integriert (Tabelle 6). Anhand der FMO-Kontrollen ist spater auRerdem die genaue
Abgrenzung positiver von negativen Ereignissen maoglich.®6%® Da im Kanal fir PE-Cy5
hauptsachlich hochexprimierte Antigene gemessen werden, ist fur diesen Kanal keine
FMO-Kontrolle notwendig.

4.1.2. Probenvorbereitung und Messbedingungen

Abnahmebedingungen

Die Analyse der Thrombozytenfunktion kann von verschiedenen aufieren Faktoren
beeinflusst, wie z.B. den Blutabnahme- und Lagerungsbedingungen oder der Zeit
zwischen Abnahme und Analyse. Im Allgemeinen wird empfohlen, das Blut fur die Analyse
aus einer Armvene unter moglichst geringer Stauung mit einer 21-G Nadel abzunehmen.
Die ersten 2 ml sollten verworfen werden.®¢' Durch Einhaltung dieser Regeln, soll die
Aktivierung der Thrombozyten durch Gewebsfaktoren und Hamolyse méglichst gering
gehalten werden. Bei einem Erwachsenen mit guten Venenverhaltnissen ist dies
moglich, aber in der Klinikrealitdt sind diese Bedingungen haufig nicht einzuhalten.
Vor allem bei Kleinkindern, Sauglingen und Neugeborenen ist die Blutabnahme
ohne eine adaquate Stauung nicht moglich. Auch das Verwerfen der ersten 2 ml ist
beispielsweise in der Neugeborenenmedizin wenig praktikabel. AuRerdem ist man
in manchen Fallen, wie z.B. bei Patienten mit Skelettanomalien wie TAR-Patienten,
gezwungen, an ungewodhnlichen Stellen Blut abzunehmen. Eine fur die Voraktivierung
typische erhdhte Expression des P-Selektin im unstimulierten Zustand konnte auf
Thrombozyten von TAR-Patienten aber nicht nachgewiesen werden (Abb. 27B).
Ebenso konnte allenfalls ein gering hoéherer Anteil an Thrombozytenaggregaten
nachgewiesen werden. Die Abnahmebedingungen hatten demnach keinen grolien
Einfluss auf die Verwertbarkeit der Ergebnisse. Die Funktionsdiagnostik im Basismodul
kann also generell auch nach erschwerter Blutentnahme durchgefiihrt werden.

Wahl des Antikoagulans

Auch die Wahl des Antikoagulans hat einen Einfluss auf die Ergebnisse der
Thrombozytenfunktion. Ublicherweise wird fiir die Thrombozytenfunktionsanalyse
Blut mit 10,6 mM des Calciumchelator Citrat versetzt. Die durchflusszytometrische
Beurteilung der Bindung von PAC-1 an das aktivierte Integrin allbp3 ist nur mit Citrat
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als Antikoagulans durchfiihrbar.6? Durch erschwerte Bedingungen bei der Blutentnahme
und die Verwendung handelsublicher Vakutainer oder Monovetten kommt es
aulRerdem vor, dass das Verhaltnis von Antikoagulans zu Blut nicht eingehalten werden
kann. Die Analyse solcher Proben war auch bei nur halb oder sogar noch weniger
gefillten Monovetten problemlos méglich und es zeigten sich keine Einbul3en bei der
Funktionsanalyse im Basismodul (Daten nicht gezeigt). Eine genauere Untersuchung
z.B. im Rahmen einer Verdinnungsreine wurde im Rahmen dieser Arbeit aber nicht
durchgefuhrt. Um eine falsche Verdlinnung zu umgehen, kdnnte man das Antikoagulans
dem Blut erst kurz nach der Blutenthnahme in der richtigen Konzentration zufligen.
Im Klinikalltag ware dies wenig praktikabel; stattdessen sollte man versuchen, Citrat-
Roéhrchen mit einem moglichst kleinen Volumen zu verwenden (z.B. kleine Roéhrchen
aus der Neonatologie).

Lagerungsdauer

Fur die Aggregometrie ist bekannt, dass die Lagerungsdauer einen Einfluss auf die
Thrombozytenfunktion hat. Die Platichen sind ca. 15-30 min nach der Zentrifugation
fur die Herstellung des PRP hyporeaktiv und zeigen nach dieser Zeit und innerhalb
der ersten 3 h eine gleichbleibend gute Thrombozytenfunktion.’* Deshalb soll bei
dieser Methode eine maximale Lagerungszeit von 3 h nach Blutentnahme eingehalten
werden.?* Um eine solch kurze Lagerungsdauer einzuhalten, ware es notwendig, die
Blutentnahme direkt vor Ort durchzufiihren. Da es aber nicht immer mdglich ist, dass die
Patienten direkt ins Spezial-Labor kommen kénnen und wollen, sondern das Blut durch
einen Boten oder die Post ins Labor transportiert wird, ist es wichtig, den Einfluss der
Lagerungsdauer auf die Thrombozytenfunktion genau zu kennen.

Im Langzeitexperiment konnte eine kontinuierliche Zunahme der Expression von
CD62P und CD63 mit der Lagerungszeit nachgewiesen werden (Abb. 17). Mody et al.®®
fuhrten dies auf die Antikoagulation mit Citrat zurick. Die Thrombozyten zeigen
bei der Funktionsdiagnostik aul’erdem nach 3h Lagerungsdauer einen Peak in der
Reaktion auf suboptimale Agonistenstimulation. Das heil3t, die fur die Aggregometrie
beschriebene Hyporeaktivitat in den ersten 15-30 min nach Blutenthahme kann auch
in der Durchflusszytometrie nachvollzogen werden. Es kdnnte aber auch sein, dass die
Thrombozyten zum Zeitpunkt O nicht hyporeaktiv sind, sondern nach 3 h hyperreaktiv.
Die Reaktivitdt der Thrombozyten auf eine optimale Thrombozytenstimulation
zeigt keinen solchen Peak und ist auch noch 30 h nach Blutenthahme adaquat.
Wie auch Mody et al. zeigten, hat die Lagerungsdauer auf die Expression der
Oberflachenrezeptoren ruhender Plattchen keinen Einfluss (Abb. 16). Die Untersuchung
der Thrombozytenfunktion und der Expression der Oberfldchenrezeptoren ist also
auch einen Tag nach Blutentnahme noch aussagekréftig und sogar der Versand von
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Proben (ber Nacht bei Raumtemperatur méglich. Dadurch erschlieRt sich fur jedes
Labor ein wesentlich groRerer Patientenkreis. Um die Beurteilung der Ergebnisse der
diagnostischen Thrombozytenfunktionsanalyse zu sichern, sollte dennoch immer
eine zeitgleich abgenommene Gesundspenderkontrolle mit analysiert werden.
Aulerdem muss neben dem genauen Abnahmedatum und -zeit auch die Analysezeit
dokumentiert werden. Beides wird im entwickelten Anforderungsschein fir die
Thrombozytenfunktionsanalyse erfasst (Abb. 37, Seite 75).

4.1.3. Wahl der Kontroll- und Patientenpopulationen

Kontrollpopulation

Die Etablierung des neuen 4-Farben-Systems sollte an einer geeigneten
Kontrollpopulation durchgeflihrt werden. Anhand dieser Population sollen spater
aullerdem physiologische von pathologischen Ergebnissen abgegrenzt werden. In
dieser Arbeit wurde hauptsachlich nicht mehr bendtigtes Citrat-Blut von anonymen
Gesundspendern fur die Stammzelltransplantation verwendet, welches bis zur Analyse
sicher bei Raumtemperatur gelagert wurde. Das Alter und das Geschlechterverhaltnis
der Gesundspender verteilte sich ausgeglichen. Die Auswahl von Stammzellspendern
unterliegt strengen Ausschlusskriterien, sodass davon auszugehen ist, dass es sich
um Blut von gesunden Erwachsenen handelt. Eine Einnahme von Medikamenten mit
Einfluss auf die Thrombozytenfunktion wie z.B. ASS innerhalb der letzten 10 Tage vor
Blutentnahme kann in diesem Kollektiv allerdings nicht sicher ausgeschlossen werden.
Die aus der Gesundspenderpopulation gebildeten Normwerte sind somit als vorlaufig zu
betrachten.

Experimente zur Agonisten- und Antikorpertitration, sowie dem Einfluss der
Lagerungsdauer wurden ausschlieBlich an Gesundspendern durchgefuhrt, bei denen
eine Blutungsneigung als auch die Einnahme von Medikamenten sicher ausgeschlossen
werden konnte.

Patienten mit bekannten Thrombozytenfunktionsstérungen

Um zu evaluieren, inwiefern das entwickelte Basismodul und die verschiedenen
Zusatzmodule wie die Analyse der Calciummobilisierung und der Mepacrin-Assay in der
Lage sind, pathologische von physiologischen Ergebnissen zu unterscheiden, sollten
Blutproben von Patienten mit bereits bekannten Thrombozytenfunktionsstérungen
untersucht werden.

An erster Stelle wurden zwei Patienten mit einer LAD-lIl im Basismodul analysiert. Durch
einen Defekt des Kindlin-3 Proteins® kann dieses nicht mehr an den zytoplasmatischen
Teil der B3- und der B1-Integrine binden und die Transformation des Rezeptors mit Hilfe
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Signalwege von diesem Defekt nicht beeinflusst werden. Es ist also mdglich durch die
Kombination des Basismoduls mit der Analyse der Calciummobilisierung die Ebene des
Defekts genauer einzugrenzen.

Als zweites wurde Blut von zwei Patienten mit bekanntem WAS nach HSCT untersucht.
Bei beiden Patienten besteht trotz der Transplantation eine Mikrothrombozytopenie,
d.h. die Bildung der Thrombozyten geht nicht vollstdndig aus den Stammzellen des
Spenders hervor. Diese Mikrothrombozytopenie konnte auch deutlich anhand des
verminderten FSC nachvollzogen werden (Abb. 23A). Der Nachweis einer gro3tenteils
normalen Expression der Oberflachenrezeptoren zeigt, dass der Einfluss der Grol3e der
Thrombozyten durch das gewahlte enge Analysefenster keine falschen Ergebnisse in
Bezug auf die Rezeptorexpression liefert. Wie Semple et al. zeigten, ist die Expression
der Aktivierungsmarker CD62P und CD63 nach Stimulation mit TRAP6 vermindert,
wahrend sie nach Stimulation mit ADP normal erscheint (Abb. 23B).°° Auch die
beschriebene verminderte Expression des Integrin allbflll konnte bei einem Patienten
nachvollzogen werden.

Um diese noch sehr kleine Gruppe von Patienten mit bekannten
Thrombozytenfunktionsstérungen zu erweitern, wurde auf3erdem Blut von Patienten mit
AML analysiert. Flr diese Patienten sind ebenfalls Defekte der Thrombozytenreaktivitat
in der Literatur beschrieben. In den 70er Jahren untersuchten Cowan und Mitarbeiter
Thrombozyten von an AML und chronischen Leukamien erkrankten Patienten wahrend
der Blastenkrise.®* Sie fanden damals starke Variationen in der GroRe der Plattchen,
sowie in der Anzahl der a-Granula. AuRerdem war die Konzentration von intrazellularen
ATP und ADP bei den Patienten stark vermindert. 2004 charakterisierten Leinoe et al. die
bisher bekannten Thrombozytendefekte mittels Durchflusszytometrie an 50 Patienten mit
AML bei Diagnosestellung und fanden eine verminderte Expression von CD62P, CD63
und PAC-1 nach Stimulation mit hohen Dosen TRAP und ADP. Eine Voraktivierung der
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Thrombozyten konnte ausgeschlossen werden.®>%4 Die in der Literatur beschriebenen
Funktionsdefekte konnten mit dem entwickelten Basismodul und den Zusatzmodulen
genau wie beschrieben nachvollzogen werden, was wiederum flr die Sensitivitat der
hier entwickelten Methoden spricht. Das analysierte Blut von Probanden dieser Gruppe
ist nicht mehr bendtigtes Material aus der HLA-Analyse und Gewebetypisierung fur die
Suche nach einem Stammzellspender. Wie bei den Gesundspendern auch, wurde Alter,
Geschlecht und Abnahmedatum dokumentiert. Es besteht allerdings keine Information
uber die genaue medikamentose Therapie, sodass nicht genau geklart werden kann, ob
die gefundenen Defizite der Thrombozytenfunktion ihre Ursache in der medikamentdsen
Therapie oder in der Erkrankung an sich haben. AuRerdem kann keine Aussage uber
eine Assoziation der nachgewiesenen Defekt mit den FAB-Subtyp der AML gemacht
werden, da hierfur keine ausreichenden Angaben zu den untersuchten Patienten
verfugbar waren. Dies sollte aber auch nicht Gegenstand dieser Arbeit sein. In Zukunft
ware es interessant, ob es Unterschiede in der Thrombozytenfunktion von Patienten mit
unterschiedlichen FAB-Subtypen gibt, da es vor allem bei den FAB-Subtypen M3 und
M5 vermehrt zu Blutungskomplikationen kommt.56:67

Anhand der gewéhlten Patientengruppen mit bekannten  Stérungen der
Thrombozytenfunktion =~ konnte  gezeigt  werden, dass das  entwickelte
Basismodul unabhéngig von einer Thrombozytopenie und einer verédnderten
Thrombozytenmorphologie in der Lage ist, diese Stérungen nachzuvollziehen. Die
gute Abgrenzbarkeit pathologischer von physiologischen Ergebnissen in dieser Gruppe
spricht auBerdem fiir eine gleichméllig gute Qualitdt der Proben aus der gewdéhlten
Gesundspenderpopulation.

Patientengruppen mit vermuteter Thrombozytenfunktionsstérungen

In der Klinik und der Literatur werden fur verschiedene Erkrankungen wie z.B. flr das
TAR-Syndrom, die SCA oder die ITP immer wieder Thrombozytenfunktionsstérungen
diskutiert. Nachdem im Kapitel 3.3 gezeigt wurde, dass das entwickelte Basismodul
grundsatzlich in der Lage ist, Storungen der Thrombozytenfunktion zu erkennen,
solite Blut von Patienten mit diesen Erkrankungen analysiert und so die bisherigen
Vermutungen objektiviert werden.

Chirurgen berichten immer wieder, dass Blutungen wahrend und nach operativen
Eingriffen zur Radiusrekonstruktion bei TAR-Patienten haufig nicht allein durch die
Thrombozytenzahl zu erklaren ist. Ein zusatzlicher Funktionsdefekt der Thrombozyten
ist somit anzunehmen. Eine systematische Analyse der Thrombozytenfunktion mittels
Durchflusszytometrie ist derzeit in der Literatur nicht beschrieben. Fur diese Patienten
ist bisher lediglich eine verminderte Aggregationsfahigkeit nach Stimulation mit
Kollagen, sowie eine fehlende sekundare Aggregationswelle nach Stimulation mit ADP
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und Adrenalin bekannt. Die fehlende Aggregation kénnte durch das Vorliegen eines SPD
erklart werden.®® Wahrend der Aktivierungsmarker CD62P und die Bindung von PAC-1
keine signifikanten Veranderungen zeigten, ergab sich fir CD63 ein ungewdhnliches
Expressionsmuster (Abb. 27B). Das Antigen ist auf ruhenden Thrombozyten im
Vergleich zur Gesundspenderpopulation wesentlich hoéher exprimiert, wahrend die
Stimulation mit einer optimalen Dosis TRAP6 nicht zum optimalen Ergebnis flhrte.
Auch die Aktivierung des Fibrinogenrezeptors nach Stimulation mit suboptimalen
Dosen TRAP6 war vermindert. Dies kdonnte durch eine fehlende ADP-Ausschittung
aus den 8-Granula bedingt sein. Beide Ergebnisse unterstitzen die Vermutung eines
zusatzlichen SPD. Dies musste in Zukunft durch den Einsatz des Mepacrin-Assays, der
zum Zeitpunkt der Analyse noch nicht verfugbar war, weiter evaluiert werden. Neben
den Funktionsdefekten zeigten sich auch verminderte Werte im FSC und SSC als
Hinweis auf eine Mikrothrombozytopenie (Abb. 27A). Diese konnte bei den wenigen
Patienten, fiur die MPV-Werte verfligbar waren, aber nicht nachvollzogen werden.
Dabei ist allerdings zu beachten, dass der MPV ein Mittelwert ist und somit anfallig
fur AusreilRer, wahrend fur die Analyse des FSC der robustere Median gewahlt wurde.
Beide Parameter bilden aber nicht die Verteilungsbreite des Thrombozytenvolumens
ab. Mikrothrombozytopenien sind haufig im Rahmen von Bildungsstérungen zu
beobachten; da auch beim TAR-Syndrom eine Bildungsstdrung vorliegt, ist eine gewisse
Mikrothrombozytopenie also durchaus zu erwarten.

Fir Patienten mit SCA wird aufgrund der erhdhten Thromboseneigung eine
Uberschielende Thrombozytenfunktion vermutet. Wun et al. fanden 1997 eine
erhohte Anzahl an Mikropartikeln und Plattchen-Erythrozyten-Aggregaten im Blut
von SCA-Patienten.®® Es konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, dass die
Thrombozyten von Patienten mit SCA eher klein und wenig granuliert sind (Abb. 29A).
Da diese Patienten nicht unter einer Thrombozytopenie leiden, waren MPV-Werte
verfugbar, welche erniedrigt waren und somit dieses Ergebnis unterstitzen. Dies
spricht ebenfalls flr die Sensitivitdt des Vorwartsscatters in Bezug auf die Grole der
Thrombozyten. AulRerdem wurde eine erhohte Expression der Aktivierungsmarker CD63,
CD62P und Bindung von PAC-1 auf unstimulierten Plattchen beschrieben.®® Diese
Beobachtung konnte bei den analysierten Patienten so nicht nachvollzogen werden; die
Thrombozytenfunktion war unauffallig und tendierte entgegen den Erwartungen eher zur
Hyporeaktivitat (Abb. 29B). Eine Hyperreaktivitat, welche die erhdhte Thromboseneigung
der Patienten erklaren konnte, konnte mit den durchgefuhrten Untersuchungen nicht
gefunden werden.

Als letzte Gruppe wurde Blut von Patienten mit cITP analysiert. Die haufig von Arzten
geaulerte Vermutung, die Thrombozyten dieser Patienten seien hyperreaktiv, konnte
hier nicht bestatigt werden. Die Thrombozytenfunktion zeigte bei den untersuchten
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Patienten unterschiedliche Muster (Abb. 30B). Um eine genaue Aussage Uber die
Thrombozytenfunktion machen zu kénnen, musste also ein grof3eres Patientenkollektiv
untersucht werden. Auffallig war ein deutlich erhéhter FSC bei zwei Patienten, welcher
bei clTP-Patienten vermutlich aus einem erhdhten Anteil an grofien, RNA reichen
Thrombozyten, also einen erhohten Anteil der ,Immature Platelet Fraction® resultiert.”®

Anhand der analysierten Patientengruppen konnte gezeigt werden, dass das entwickelte
Basismodul in der Lage ist, neue Erkenntnisse in Bezug auf die Thrombozytenfunktion
zu liefern. Es zeigte sich aullerdem, dass die mitunter deutlich verédnderten Werte im
FSC und SSC nicht in allen Féllen mit pathologischen MPV-Werten korrelieren. In
Zukunft musste untersucht werden, ob FSC und SSC ggf. sensitiver fiir Verédnderungen
der Thrombozytenmorphologie sind als das MPV.

Patienten mit unklarer Blutungsneigung

Um die Praktikabilitat der entwickelten Methoden im klinischen Alltag zu testen, wurde
Blut von Patienten mit unklarer Blutungsneigung und Thrombozytopenien analysiert und
zwei Falle in dieser Arbeit beispielhaft dargestellt. Durch die Analyse war es mdglich,
verschiedene Erkrankungen auszuschlieBen und jeweils eine Verdachtsdiagnose
zu aullern, bzw. Anregungen zur weiteren Diagnostik zu geben. Als schwierig erwies
sich jedoch die Auswertung der Thrombozytenfunktion von Neu- und Frihgeborenen.
Es ist bekannt, dass Thrombozyten von Neugeborenen und vor allem Frihgeborenen
hyporeaktiv sind und die Thrombozytenzahl sowie -funktion in den ersten Lebenstagen
variiert.”"2 Da die Gesundspenderkontrollen aber ausschliellich von Erwachsenen
Probanden stammen, war es hier schwierig physiologische von pathologischen
Ergebnissen abzugrenzen. Um eine gute Auswertbarkeit der Analysen auch bei diesen
Patienten zu gewahrleisten, mussen unbedingt Normwerte flr diese Patientengruppe
etabliert werden.

4.2. Einsatz von Basis- und erweiterten Diagnostikmodulen

Um eine umfassende Diagnostik bei Stérungen der primaren Hamostase mittels Multi-
Farben-Durchflusszytometrie zu gewahrleisten, wurden im Rahmen dieser Arbeit
mehrere Module entwickelt. Diese Module sollen spater selektiv nach einem bestimmten
Algorithmus durchgefihrt werden, um mdglichst schnell und effizient zu einem
aussagekraftigen Ergebnis zu gelangen (Abb. 36, Seite 74).

4.2.1. Aussagekraft des Basismoduls

Das Basismodul sollte als erster diagnostischer Grundstein (1) schnell und einfach von
jedem ausflhrbar sein und (2) die wichtigsten Stérungen der primaren Hamostase wie
das BSS, den MG und SPDs identifizieren konnen. Um Punkt 1 zu erflllen, wurden fur
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das Basismodul ausschlief3lich direkt gekoppelte Antikorper gewahlt, die ein moglichst
breites Spektrum der Fluoreszenzkanale abdecken. Aufwendige Farbeschritte fallen
so weg und die Anzahl der Proben wird gering gehalten. Die Zeit und der Aufwand
fur die Vorbereitung und Messung konnte so auf ein Minimum reduziert werden. Die
Verfugbarkeit direkt gekoppelter Antikdrper war dabei aber auch einschrankender Faktor.
So konnten anstatt der moéglichen 8 ,nur‘ 4 Fluoreszenzen simultan gemessen werden.
Hier besteht also noch Optimierungspotential, z.B. durch Verwendung von Fluorophoren
die vom bisher nicht genutzten blauen Laser angeregt werden.

Thrombozytenmorphologie

Viele Stoérungen der primaren Hamostase gehen auch mit einer veranderten
Thrombozytenmorphologie einher. Obwohl nicht allein die Grélke der Zelle einen
Einfluss auf den Vorwartsscatter hat,”® ist es trotzdem mdglich, im Basismodul z.B.
eine Mikro- oder Makrothrombozytopenie anhand des FSC zu identifizieren und somit
erste Hinweise auf die Entitat der Erkrankung zu bekommen. Beispielhaft konnte bei
beiden Patienten mit WAS, welches mit einer Mikrothrombozytopenie einher geht,*
eine Verminderung des FSC gegentber der Gesundspenderpopulation nachgewiesen
werden (Abb. 23B). Fur die Patienten mit SCA kann auRerdem eine gute Korrelation
zwischen verminderten MPV und FSC beobachtet werden. Bei einem Patienten mit
bekannter Makrothrombozytopenie (MPV erhoht) konnte hingegen eine deutliche
Erhéhung des FSC nachgewiesen werden (Daten nicht dargestellt). Es ist also
anzunehmen, dass der FSC gut mit dem Thrombozytenvolumen Korreliert.

Eine Verminderung des SSC als Mal} flir die Granulierung des Thrombozyten kann
aullerdem auf eine Verminderung der a-, - oder lysosomalen Granula hinweisen. Die
Reduktion des FSC geht allerdings in allen Fallen auch mit einer Verminderung des SSC
einher. Darum sollen diese beiden Werte im Verhaltnis betrachtet werden (SSC/FSC).

Zu beachten ist auRerdem, dass die Gatingstrategie ein begrenzender Faktor bei
der Beurteilung der Scattereigenschaften ist (Abb. 12). Durch die Abgrenzung von
Aggregaten und einzelnen Thrombozyten kann es passieren, dass ganz besonders
grolle Thrombozyten bei der Berechnung des MFI fir die Scattereigenschaften
nicht berucksichtigt werden. Allerdings sollte eine Makrothrombozytopenie trotzdem
erkennbar sein.

Das Integrin allbB3 (CD41a/CD61)

Der MG wird verursacht durch einen Defekt des Integrinrezeptors allb3,4” und wird
typischerweise durch die Durchflusszytometrie oder Aggregometrie nachgewiesen.’®’”
Eine Verminderung des Rezeptors wird im Basismodul durch den Antikérper CD41a,
welcher sich gegen den gesamten Rezeptorkomplex richtet und den Antikorper
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CD61 welcher sich ausschlielllich gegen die B3-Untereinheit richtet, untersucht. Der
Integrinrezeptor allbB3 ist auf Thrombozyten der Patienten residual noch nachzuweisen,
jedoch betragt die maximale Expression ca. 20%,”* sodass die Erkrankung in einer
deutlichen Reduktion der MFIs fur die beiden Rezeptoren resultieren sollte. Auch bei
Patienten, welche heterozygot fur die Erkrankung sind, ist die Expression des Rezeptors
noch reduziert.”®’” Neben der Reduktion (Typ 1) und dem Fehlen des Integrinrezeptors
(Typ 2) ist allerdings noch eine dritte Variante der Glanzmann Thrombasthenie bekannt,
bei dem ein Funktionsdefekt des Integrinrezeptors vorliegt, die Expression aber nur
wenig vermindert oder sogar normal ist.”® Der Antikorper CD41a wird im Basismodul fiir
die Funktionsdiagnostik zur eindeutigen ldentifizierung der Thrombozyten verwendet,
da der Rezeptor ausschlieRlich auf Thrombozyten exprimiert wird. Beim Vorliegen eines
MG ist dieser Antikorper naturlich fUr die Identifizierung ungeeignet und muss ersetzt
werden. Um das Vorliegen einer Glanzmann Thrombasthenie zu erkennen, werden die
Thrombozyten in Probe 2 (Tabelle 6) alternativ Uber den Antikérper CD42b identifiziert
und die Expression von CD61 untersucht (eine isolierte Reduktion des Integrin allb ist
fur diese Patienten bisher nicht beschrieben). Zu beachten ist, dass sich der Antikdrper
CD61 gegen das Integrin B3 richtet, welches auch Teil des Vitronectin-Rezeptors aVp3
ist, welcher auf Thrombozyten aber im Vergleich zum Fibrinogen-Rezeptor mit nur
wenigen 100 Kopien zu vernachlassigen ist.®

GPIb-IX-V (CD42a/b/c/d)

Das BSS ist ein autosomal-rezessiv vererbter Defekt des GPIb-IX-V-Komplexes und
wird ebenfalls an erster Stelle durch die Durchflusszytometrie nachgewiesen.”®’” Es sind
verschiedene Mutationen in den Genen fir die Untereinheiten GPlba (CD42b), GPIbB
(CD42c) und GPIX (CD42a) beschrieben. Der Defekt einer Untereinheit fihrt zumeist zur
Reduktion der Expression des gesamten Komplexes.” Zur Identifizierung der Reduktion
werden im Basismodul die Antikérper CD42a und CD42b eingesetzt. Die MFIs sind
beim Vorliegen eines BSS deutlich reduziert.?® Diese beiden Antikorper zahlen zu den
am haufigsten eingesetzten Antikorpern zur Identifizierung eines BSS.*? In Probe 1
(Tabelle 6) des Basismoduls werden die Thrombozyten Gber CD42b identifiziert. Ist
die Expression von CD42b reduziert, so fallt dies bereits bei der Messung auf und die
Identifizierung muss dann anhand von CD61 vorgenommen werden. CD61 wird z.B.
auch auf Osteoklasten oder Endothelzellen exprimiert, diese sind aber normalerweise
nicht im Blut lokalisierbar, sodass der Antikdrper zur alternativen Identifizierung
verwendet werden kann.
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B1-Integrine (CD29/CD49b,¢,f)

Obwohl direkt gekoppelte Fluorophor-Antikérper gegen alle auf Thrombozyten
exprimierte B1-Integrine verflgbar sind, ist bisher wenig Uber deren Expression
im Zusammenhang mit Stérungen der primaren Hamostase bekannt. In der
durchflusszytometrischen Routine-Diagnostik werden bisher nur, und das auch
nur selten, Antikérper gegen die B1-Untereinheit und gegen die a2-Untereinheit
zur Diagnostik berucksichtigt. Die Expression der Integrine a5 und a6 wird von
keinem Labor im deutschen Sprachraum untersucht.*2 Um diese Licke in der
durchflusszytometrischen Diagnostik zu schlieRen, wurden die Integrine o231, a5B1 und
a6p1 in das Basismodul aufgenommen und ihre Expression bei den unterschiedlichen
Krankheitsentitaten untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression des [31-
Integrin (CD29) bei einem Grolteil der Patienten zwischen der 5. und 25. Perzentile der
Gesundspenderpopulation und teilweise auch darunter liegt. Die Integrine a5 und a6
sind bei allen thrombozytopenen Patienten vermindert, wahrend bei der SCA eher die
a2-Untereinheit (CD49b) des Kollagenrezeptors reduziert zu finden ist.

Die B1-Integrine sind im Rahmen der primaren Hamostase verantwortlich fur die
Adhasion der Thrombozyten an die subendothelialen Matrixproteine und bilden
Rezeptoren fur Kollagen (a2B1), Laminin (a6p1) und Fibronektin (a581). Obwohl in der
Literatur Fallbeschreibungen zu finden sind, bei denen eine vollstandige oder teilweise
Reduktion des a2B1-Integrin zu milden Blutungsneigungen und einer fehlenden
Aggregation nach Kollagenstimulation fuhrt,®' zeigten Holtkotter et al. 2002,%? dass a2-
defiziente Mause normal entwickelt sind. Sie zeigen keine Thrombozytopenie und keine
verlangerte Blutungszeit. Die a2-reduzierten Patienten mit SCA zeigen ebenfalls keine
verminderten Plattchenzahlen und neigen anstatt zu Blutungen eher zu Thrombosen,
was die Ergebnisse von Holtkotter et al. unterstitzt.

Inwiefern die reduzierte Expression der Laminin- und Fibronektinrezeptoren bei den
untersuchten thrombozytopenen Erkrankungen fir eine Blutungsneigung relevant ist,
kann aus der aktuellen Literatur nicht eindeutig geklart werden. Piotrowicz und Mitarbeiter
konnten bereits 1988 zeigen, dass der Integrinrezeptor a5p31 die Adhasion an Fibronektin
vermittelt, und zwar im Gegensatz zum Fibrinogenrezeptor allbf3 unabhangig vom
Aktivierungsstatus der Thrombozyten.® AuRerdem unterstiitzt der Fibronektinrezeptor
auch die Ausbildung von Filopodien im Rahmen des Thrombozytenspreading. Die
Arbeitsgruppe von Bernhard Nieswandt untersuchte 2002 die Thrombozyten von
Mausen mit einem Knockout des B1-Integrins in Megakaryozyten.?* Der Knockout
hatte zur Folge, dass auch die Integrine a2, a5 und a6 nicht mehr auf der Oberflache
der Thrombozyten nachgewiesen werden konnte. Die B1-defizienten Mause zeigten
normale Plattchenzahlen und Blutungszeiten. Wie Holtkotter auch zeigte, ist die
Aggregation nach Stimulation mit fibrillarem Kollagen unbeeintrachtigt. Die Mause
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wurden zusatzlich mit einem Antikérper gegen den zweiten Kollagenrezeptor GPVI
behandelt, was dazu fuhrte, dass die Thrombozyten die Aggregationsfahigkeit
nach Stimulation fur fibrillares Kollagen verloren. Diese Studie zeigte auch, dass der
Kollagenrezeptor a2B1 eine eher unterstitzende Rolle bei der Thrombozytenadhasion
an Kollagen einnimmt und GPVI die eigentliche essentielle Hauptrolle spielt. Auch Steve
Watsons Arbeitsgruppe zeigte 2006, dass der Lamininrezeptor a6f1 nach Adhasion
an Laminin das ,spreading” der Thrombozyten, also die Ausbildung von Filopodien und
Lamellopodien, durch die Aktivierung des GPVI-Rezeptors initiiert; der GPVI-Rezeptor
ist aber allein nicht ausreichend fur die Adhasion an Laminin. Patienten mit einem
Defizit des GPVI-Rezeptors zeigen in diesem Sinne auch eine milde Blutungsneigung.
Die B1-Integrine spielen also insgesamt eine eher supportive als essentielle Rolle
bei der Thrombusentstehung. Aufgrund dieser Ergebnisse ist eine Blutungsneigung
wahrscheinlich nicht durch eine Verminderung der p1-Integrine zu erklaren.

Es bleibt die Frage, warum bei den untersuchten Thrombozytopenien unterschiedlicher
Atiologie die Expression des Laminin- und Fibronektinrezeptors vermindert ist, wéahrend
die Expression des Kollagenrezeptors normal ist. Die Rezeptoren spielen nicht nur bei
der primaren Hamostase eine Rolle, sondern sind auch von wichtiger Bedeutung fur die
Thrombopoese. Megakaryozyten kommen bei ihrer Differenzierung in den verschiedenen
Knochenmarknischen hauptsachlich mit den Matrixproteinen Kollagen, Laminin und
Fibronektin in Kontakt. Dabei steht die Adhasion an Fibronektin im Vordergrund,® welche
in den frGhen Stadien der Ausreifung von VLA-4 (Integrin a431) vermittelt wird. Dieser
Rezeptor ist auf der Oberflache von reifen Thrombozyten nicht mehr exprimiert. Das
VLA-4 wird im spateren Stadium der Reifung von VLA-5, also dem Integrin a5p1, ersetzt.
Die Adhasion an Laminin wird durch das VLA-6 (Integrin a6B1) vermittelt. Die Expression
des Laminin-, sowie auch des Kollagenrezeptors nimmt mit der Megakaryozyten-
Differenzierung zu. Aus diesen Ergebnissen kdnnte man zu der Vermutung gelangen,
dass die Expression der 31-Integrine den Megakaryozyten als Navigationssystem durch
das Knochenmark dient. Dem widerspricht aber die Beobachtung von Holtkotter, dass
B1-defiziente Mause nicht unter einer Thrombozytopenie leiden. AulRerdem zeigen
clTP-Patienten, bei denen die Thrombozytopenie durch einen vermehrten Umsatz
bedingt ist, ebenfalls eine verminderte Expression des Fibronektinrezeptors. Es ist
also wahrscheinlicher, dass nicht die Reduktion der B1-Integrine die Thrombozytopenie
bedingt, sondern, dass eine Thrombozytopenie eine reduzierte Expression der 1-
Integrine zur Folge hat und dass fur die Migration der Megakaryozyten in die vaskulare
Nische auch andere Mechanismen verantwortlich sind.

Da die Relevanz der 31-Integrine bislang noch nicht ausreichend geklért werden konnte,
ist eine Analyse dieser Rezeptoren im Basismodul nicht unbedingt notwendig und kann
bei Bedarf weggelassen werden. Um die bisherigen Beobachtungen weiter zu evaluieren
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und zu quantifizieren, sollte die Analyse dieser Rezeptoren in Pilotstudien allerdings mit
héheren Fallzahlen durchgefiihrt werden.

Grenzen bei der Beurteilung der Oberflachenrezeptoren

Aufgrund fehlender kommerziell erhaltlicher primar gekoppelter Antikérper konnten
einige Rezeptoren, fur die aber Stérungen beschrieben sind, nicht in das Basismodul
integriert werden (Abb. 34). Hierzu zahlt u.a. der schon im voran gegangenen
Abschnitt diskutierte zweite, und eigentlich wichtigere Kollagenrezeptor GPVI1.8* Dieser
sollte aufgrund seiner essentiellen Funktion bei der Thrombozytenadhasion, sobald
verfugbar, in das Basismodul integriert werden. Aul3erdem wird die Expression der
ADP-Rezeptoren P2Y1 und P2Y12 nicht direkt mit analysiert. Deren Funktion wird aber
durch die Stimulation der Thrombozyten mit ADP in der Funktionsdiagnostik indirekt
evaluiert. Auch die Expression der Thrombinrezeptoren PAR1 und PAR4 wird nicht direkt
analysiert. Indirekt wird die Funktion von PAR1 aber Uber die Stimulation mit TRAP6
beurteilt. Nicht primar analysiert werden auf3erdem der Thromboxan-Rezeptor und der
adrenerge Rezeptor. Auch deren Funktion kann aber indirekt durch die Stimulation mit
U46619 (Abb. 36 Modul lic) und Epinephrin evaluiert werden.

Des Weiteren wurde auch die Expression des TPO-Rezeptors c-Mpl bisher nicht
analysiert. Fur diesen Rezeptor waren bereits direkt-gekoppelte Primarantikdrper
kommerziell erhaltlich, wurden aber wegen einer nicht ausreichenden Spezifitat wieder
vom Markt genommen. Deshalb ist die Analyse des Rezeptors aktuell nur durch den
Einsatz von unkonjugierten Primar mit Fluorophor-markierten Sekundarantikdrpern
moglich. Eine Reduktion von c-Mpl ist z.B. fur die CAMT beschrieben, wahrend z.B. fur
das TAR-Syndrom unterschiedliche Angaben in Bezug auf die Rezeptorexpression zu
finden sind. Mitunter ware es aulierdem hilfreich, neben der c-Mpl-Expression auch den
TPO-Spiegel im Blut zu analysieren.?’
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Mehrwert der genauen Bestimmung der Rezeptoranzahl ist in diesem Zusammenhang
fraglich.

Funktionsanalyse - Stimulation mit ADP und TRAP6

Der Schwerpunkt des zweiten Teils des Basismoduls (Probe 3 bis 7) liegt auf der Analyse
der Thrombozytenfunktion (Abb. 35). Die Stimulation der Thrombozyten mit verschiedenen
Agonisten und die anschlieBende Analyse verschiedener Aktivierungsmarker ist
eine lang bekannte Methode zur Evaluation der Thrombozytenfunktion.843 Eine klare
Empfehlung, welche Agonisten in welchen Konzentrationen fir die Funktionsdiagnostik
verwendet werden sollen, wurde allerdings bisher nicht gegeben.t®43 Im Basismodul
kommen die Agonisten ADP und TRAP6 zur Anwendung, diese werden in Deutschland
am haufigsten zur Thrombozytenstimulation bei durchflusszytometrischen Verfahren
eingesetzt.*? Die Verwendung von Kollagen, U46619 oder Epinephrin spielen hier eine
eher untergeordnete Rolle. ADP und TRAP6 kommen jeweils in einer suboptimalen und
einer optimalen Konzentration zum Einsatz. Die Titration korreliert dabei nicht immer mit
den wenigen Konzentrationsangaben in der Literatur. 20 yM ADP entsprechen in der
Literatur beispielsweise haufig einer optimalen Konzentration,®® wahrend die Titration
im Rahmen dieser Arbeit schon bei 5 pM eine maximale Stimulation ergab. Durch
die Verwendung einer optimalen und einer suboptimalen Konzentration lasst sich die
Dynamik der Thrombozytenfunktion und damit eine Hyper- oder Hyporeaktivitat der
Thrombozyten abbilden. Hyporeaktive Thrombozyten konnten z.B. bei AML-Patienten
gefunden werden. ADP und TRAPG6 stol3en aul’erdem jeweils einen anderen Signalweg
im Thrombozyten an; dies ist bei der Auswertung der Ergebnisse zu beachten.
Folgt beispielsweise auf die Stimulation mit ADP keine adaquate Expression der
Aktivierungsmarker, wahrend die Stimulation mit TRAP6 normale Ergebnisse zeigt, so ist
von einem Defekt auf Ebene
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die genaue Medikamenten-Anamnese der Patienten zu kennen. Umgekehrt funktioniert
es mit TRAPG6: ist die Reaktion auf ADP normal, aber die Reaktion auf TRAP6 fehlt,
so ist die Signalibermittlung gestort. Bei beiden Fallen empfiehlt sich die Analyse der
Calciummobilisierung (Abb. 36 Modul Ilb), um den Defekt weiter einzugrenzen (siehe
Kapitel 4.2.2.). Nicht betrachtet wird im Basismodul die Reaktivitat auf das Thromboxan-
Analoga U46619, Epinephrin oder z.B. Kollagen.

Aussagekraft der Aktivierungsmarker

Neben der Evaluierung der Signalwege werden Uber die Aktivierungsmarker im
Basismodul auRerdem verschiedene essentielle Funktionen der Thrombozyten Uberprift.
Als Aktivierungsmarker kommen Antikérper gegen CD62P, CD63 und die Bindung von
PAC-1 an den aktivierten Fibrinogenrezeptor zur Anwendung. Die Analyse der CD62P-
Expression wird in Deutschland haufig flr die durchflusszytometrische Diagnostik
von a-SPD eingesetzt.*? Ist die Expression von CD62P nach Stimulation mit ADP und
TRAP6 nicht adaquat, so sind entweder keine a-Granula vorhanden oder die
Degranulierung ist gestort. Verminderte a-Granula finden sich beim Quebec-Syndrom
und beim ad-SPD. Beim ,Gray-platelet*-Syndrom kann die Expression von P-Selektin
nach Stimulation hingegen auch normal sein.®

CD63 ist ein lysosomales Glykoprotein und ist teilweise auch in den &-Granula
enthalten.®! Ein fehlender Nachweis von CD63 nach Stimulation ist beispielsweise mit
dem Hermansky-Pudlak-Syndrom assoziiert.®" Eine Verminderung der CD63-Expression
kann aber auch auf ein fehlen der 6-Granula hinweisen. In diesem Fall ist es sinnvoll,
einen Mepacrin-Test (Abb. 36 Modul lla) anzuschlie3en (siehe Kapitel 4.2.2.).

Als letztes wird der Aktivierungsmarker PAC-1 im Basismodul analysiert. Dieser
Klonantikdrper bindet an ein mit dem aktiven Integrin allbB3 assoziiertes Epitop.%
Wird der Fibrinogenrezeptor nicht aktiviert, wie das z.B. bei der LAD-IIl der Fall ist, so
kann dieser Akivierungsmarker nach Thrombozytenstimulation nicht nachgewiesen
werden (Abb. 21B). Es ist davon auszugehen, dass der Nachweis der PAC-1-Bindung
nach Stimulation auch bei Patienten mit MG ausbleibt. Dies wurde zu einem friheren
Zeitpunkt in unserem Labor auch gezeigt werden.

Weiterhin kann nach einer effektiven Aktivierung der Thrombozyten eine erhohte
Expression von CD41a auf der Oberflache nachgewiesen werden. Fehlt der Anstieg,
konnte dies ein Hinweis fir eine Stérung der a-Granula oder deren Ausschittung
sein. Der CD41a-Anstieg wurde in dieser Arbeit nicht primar mit analysiert. Da die
Identifizierung der Thrombozyten aber auf diesem Marker beruht, ware eine Verwendung
dieses Parameters grundsatzlich moglich und in bestimmten Fallen auch sinnvoll.
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Ein weiterer Marker fur die Thrombozytenaktivierung ist die Analyse des GPlba
(CD42b). Dieses GP wird im Rahmen der Thrombozytenaktivierung durch die
Metalloprotease ADAMS10 und ADAMS17 ,gesheddet” und die Verminderung kann in
der Durchflusszytometrie mittels Epitop-spezifischer Antikbrper nachgewiesen werden.
Gleichzeitig kann das freie Glykocalicin im Blut nachgewiesen werden.®® In dieser Arbeit
wurde auf diesen Marker aber verzichtet.

Einsatz weiterer Agonisten

Besteht der Verdacht auf einen Defekt der Thromboxan-Generierung, also einen
sogenannten ,Aspirin-like Defekt®, ist es sinnvoll, zunachst einmal die Reaktivitat der
Thrombozyten auf eine Stimulation mit dem Thromboxan-Analogon U46619 (Abb. 36
Modul lic) zu testen (Abb. 21B). Ist diese normal, so ist ein Defekt des TXA2-Rezeptors
gewissermalden ausgeschlossen. Inwiefern sich ein Defekt der Thromboxan-Synthese
in der durchflusszytometrischen Funktionsanalyse der Plattchen bemerkbar macht
ist bisher nicht beschrieben. In der Literatur findet man aber verschiedene Studien, in
denen der Einfluss von Acetylsalicylsaure, welche die fir die Thromboxan-Synthese
wichtige Cyclooxygenase hemmt, auf die Thrombozytenfunktion durchflusszytometrisch
untersucht wird. Gurbel et al. untersuchten die Expression der Aktivierungsmarker CD41,
CD62P und die PAC-1 Bindung nach Stimulation mit Arachidonsaure oder ADP auf mit
Acetylsalicylsdure inkubierten Thrombozyten.** Die Reaktivitdt auf Arachidonsaure
war wie zu erwarten vermindert, die Reaktivitat auf die Stimulation mit ADP war wider
erwarten sogar gesteigert.®* Chronos et al. wiederum untersuchten die Expression
der Aktivierungsmarker CD62P und CD63 nach Stimulation mit ADP und Thrombin
und konnten keinen Effekt von Aspirin nachweisen.®® Diese Ergebnisse sprechen
daflr, dass zumindest das Basismodul auch bei Patienten, welche Aspirin einnehmen,
aussagekraftig ist und dass Defekte der Thromboxan-Generierung durch eine
Funktionsanalyse mit Arachidonsaure evaluiert werden konnen. Dieser Agonist wurde
bisher noch nicht in die Methodenetablierung aufgenommen und der Einsatz muss zu
gegebenen Zeitpunkt nachgeholt werden.

Des Weiteren sollte bei einer Hyporeaktivitat der Thrombozyten auf die Stimulation
mit ADP im Basismodul, die Expression entsprechender Rezeptoren (P2Y12, P2Y1)
untersucht werden. Da vor allem flr den P2Y12-Rezeptor Defekte bekannt sind,®® ware
es wunschenswert, wenigstens hierfur einen fur die Durchflusszytometrie entwickelten
Antikorper zur Verfugung zu haben. Dies ist aber aktuell nicht der Fall und man ist somit
gezwungen auf alternative Nachweismethoden wie z.B. den ELISA auszuweichen.
Mittels Durchflusszytometrie kann also aktuell nur die Verdachtsdiagnose ADP-
Rezeptordefekt gestellt werden, es sei denn, man arbeitet mit sekundaren Antikdrpern.
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Bereits diskutiert wurde die Notwendigkeit der Analyse des Kollagenrezeptors
GPVI, fur den aktuell auch nur fur den ELISA geeignete Antikorper verfigbar sind. In
diesem Zusammenhang ware in der erweiterten Diagnostik die Untersuchung der
Thrombozytenreaktivitat auf Kollagen winschenswert. Eine grof3e Herausforderung
stellt die Vielfalt der angebotenen Kollagene und Kollagenanaloga wie CRP oder
Convulxin dar. Wird Kollagen zur durchflusszytometrischen Diagnostik verwendet, so
fehlen in Publikationen haufig genaue Angaben welcher Typ verwendet wurde. Auch
im Rahmen dieser Arbeit wurden die Thrombozyten mit verschiedenen Kollagenen
stimuliert, die Ergebnisse waren aber bisher unbefriedigend, sodass hier flr die Zukunft
noch eine Losung gefunden werden muss.

4.2.2. Einsatz und Aussagekraft erweiterter Diagnostikmodule

Neben dem einfach und schnell durchzufihrenden Basismodul wurden im Rahmen
dieser Arbeit weitere Diagnostikmodule etabliert, welche bei speziellen Fragestellungen
zum Einsatz kommen.

Der Mepacrin-Assay (Abb. 36 Modul Ila)

Als erstes ist hier der Mepacrin-Assay zu nennen. Dieser Test wird in deutschsprachigen
Laboratorien haufig zur Diagnostik von 8-SPD eingesetzt und beruht auf der Einlagerung
des Fluoreszenzfarbstoffes Mepacrin in die dichten Granula.*? Zur Etablierung des Tests
wurden die zwei in der Literatur vorhandenen Protokolle von Wall et al.*” und Ramstréom
et al.*® modifiziert und ein Verfahren entwickelt, welches ermdglicht, die Degranulierung
der 0-Granula als Kinetik-Kurve darzustellen (Abb. 10). Der Standardagonist TRAP6
wurde gewahlt, weil dieser Agonist unter physiologischen Bedingungen zu einer
maximalen Degranulierung fuhrt. Anhand von 3 AML-Patienten konnte gezeigt werden,
dass die Methode in der Lage ist, einen Defekt der 8-Granula nachzuweisen (Abb. 26).
Da CD63 ein relativ unspezifischer Marker fiir die d-Granula darstellt und der Mepacrin-
Assay sehr schnell und einfach auch zusétzlich zum Basismodul durchfiihrbar ist,
sollte dieser auch grof3ziigig zur Anwendung kommen. Auf jeden Fall sollte er bei einer
Verminderung der CD63-Expression oder des Seitwartsscatters durchgefuhrt werden.
Da SPD zu den 5 haufigsten Diagnosen der Thrombozytopathien gehdren,® ist die
Aufnahme des Tests in das Basismodul zu erwagen.

Die Calciummobilisierung (Abb. 36 Modul 1Ib)

Der zweite etablierte Test ist die Analyse der intrazellularen Calciummobilisierung
nach Stimulation der Thrombozyten mit einem Agonisten. Dieser Test zeigte sich als
sehr zeitaufwendig, weshalb er nur bei speziellen Fragestellungen zur Anwendung
kommen sollte. Durch die Messung des Calciumfluxes ist es moglich, Defekte sehr

72



Diskussion

frher Signalwege, also z.B. Rezeptordefekte, zu identifizieren. Trotzdem kommt er in
der Thrombozytenfunktionsdiagnostik bisher nicht zum Einsatz. Fuhrt beispielsweise
die Stimulation der Thrombozyten mit TRAP6 im Basismodul nicht zu einer adaquaten
Reaktion, so kann man durch den Nachweis einer ungestorten Calciummobilisation
einen Rezeptordefekt von PAR1 ausschlielen. Der Defekt tritt dann also zu einem
spateren Zeitpunkt auf, z.B. bei der Generierung von Thromboxan. Bei der LAD-III
konnte beispielsweise sehr gut die Ebene des Defektes in der Signaltransduktion
lokalisiert werden.

4.2.3. Algorithmus zur Abklarung unklarer Blutungsneigungen mittels Durchfluss-
zytometrie

In der Einleitung wurden unter Punkt 1.4.1 bereits einige Diagnostikalgorithmen
vorgestellt. Diese Algorithmen beziehen sich auf die Abklarung unklarer
Blutungsneigungen mittels verschiedenster Untersuchungsverfahren. Hier steht in den
meisten Fallen die Aggregometrie im Vordergrund und die Durchflusszytometrie wird
nur marginal betrachtet. Damit sind diese Algorithmen in der Neonatologie, der Padiatrie
sowie bei thrombozytopenen Patienten haufig nicht anwendbar. Auch in Publikationen,
welche sich speziell mit der Thrombozytenfunktionsdiagnostik beschaftigen, ist nur eine
Aufzahlung der verschiedenen diagnostischen Mdoglichkeiten zu finden.®® Keine der
Publikationen setzt diese Moglichkeiten im Sinne eines Algorithmus zusammen. Die im
Rahmen dieser Arbeit etablierten Module, sowie auch zukunftig noch zu entwickelnde
Module wurden in Abbildung 36 zu einem Algorithmus, der sich ausschlieBlich auf die
durchflusszytometrische Diagnostik bezieht, zusammengesetzt.

Dokumentation und Auswertung

Der vorgeschlagene Algorithmus, soll in Zukunft nicht nur einen klaren Weg in der
durchflusszytometrischen Diagnostik vorgeben, sondern auch zur Orientierung bei der
Interpretation der Ergebnisse dienen. Bisher zeigte die Praxis, dass die Analyse von
Patienten mit unklaren Blutungsneigungen nicht immer ein eindeutiges Ergebnis lieferte.
Um so wichtiger ist es, die Ergebnisse im Zusammenhang mit der Klinik der jeweiligen
Patienten und deren Angehdrigen zu interpretieren. Um einen guten Uberblick ber
die Anamnese und die klinischen Auffalligkeiten des Patienten zu bekommen, soll in
Zukunft der in Abbildung 37 vorgestellte Anforderungsschein durch den behandelnden
Arzt ausgefullt werden. In diesem Anforderungsschein werden nahezu alle Daten, die
fur die Interpretation der Ergebnisse notwendig sind, erfasst. Da die Ergebnisse der
durchflusszytometrischen Thrombozytenfunktionsdiagnostik nicht immer eindeutig
sind und die Beurteilung eine genaue Kenntnis der biochemischen Prozesse der
Thrombozyten voraussetzt, bleibt die Auswertung der Ergebnisse letztendlich weiterhin
dem Experten vorbehalten. Um so wichtiger ist es fur die Befundlibermittlung an den
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anfordernden Arzt, eine geeignete Form der Darstellung und Interpretation zu finden.
Aus einigen Gesprachen mit Arzten unterschiedlicher Fachrichtungen ging hervor, dass
das Wissen um Thrombozytopathien und deren Diagnostik im Klinikalltag meist gering
ist. Deswegen ist es notwendig, die Befunde nicht nur in reiner Zahlenform, sondern
zusatzlich auch immer ausformuliert zu Gbermitteln. Zudem sollte der Befund neben
der Diagnose oder Verdachtsdiagnose auch Vorschlage flr das weitere diagnostische
Vorgehen oder die Therapie beinhalten.

4.3. Ausblick

In Zukunft sollten durch die Analyse einer groReren Gesundspenderpopulation
Normwerte flir Erwachsene, Kinder und Neugeborene definiert werden, um so
physiologische Ergebnisse genauer von pathologischen Ergebnissen abgrenzen zu
konnen. Die Sensitivitat und die Spezifitdt der Module sollte weiterhin durch die Analyse
von Patienten mit bekannten Thrombozytopathien wie z.B. dem MG, aber auch mit
unklaren Thrombozytopathien noch besser evaluiert werden. Interessant ware in
diesem Sinne auch, inwiefern die Durchflusszytometrie die Aggregometrie zumindest
teilweise ersetzen kann. Dabei ist zu beachten, dass bei der Durchflusszytometrie
der Fokus auf die Analyse spezifischer biochemischer Meilensteine wahrend
der Thrombozytenaktivierung gelegt wird, wahrend die Aggregometrie die reale
Aggregatbildung der Thrombozyten betrachtet.

Aulerdem sollten die erweiterten Diagnostikmodule weiter ausgebaut und essentielle
Antikdrper gegen GPVI sobald verfligbar integriert werden.

Durch die Etablierung des Basismoduls und verschiedener erweiterter Module flr
die durchflusszytometrische Analyse der Thrombozytenfunktion ist es mdglich,
dass in unserem Labor Blut von Patienten mit unklaren Thrombozytopenien und
Thrombozytopathien in Zukunft weitgehend standardisiert analysiert werden kann. Die
Ergebnisse dieser Arbeit werden derzeit auch bei der Erstellung der Leitlinie ,Diagnostik
bei Thrombozytopathien der Standigen Kommission Padiatrie der GTH berilcksichtigt.
Durch eine Vereinheitlichung der durchflusszytometrischen Diagnostik auf diesem Gebiet
soll so in Zukunft auch der Vergleich von Ergebnissen unterschiedlicher Laboratorien
erleichtert werden. Es ware denkbar, dass das einfach gehaltene Basismodul auch in
weniger spezialisierten Laboratorien zur Anwendung kommt und so der Zugang zu einer
guten Diagnostik bei Verdacht auf Thrombozytopathie erleichtert wird.
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5. Zusammenfassung

Thrombozyten spielen die wichtigste Rolle beim Wundverschluss im Rahmen der
primaren Hamostase. Bei einer Verletzung des BlutgefalRes adharieren sie an das
Subendothel, bilden durch Aggregation einen Thrombus und fuhren so zum Verschluss
des verletzten Gefalles. Patienten mit einer Storung der primaren Hamostase
leiden haufig unter Petechien, Hamatomen, Epistaxis, Menorrhagien oder konnen
durch Blutungskomplikationen bei chirurgischen Interventionen auffallig werden. Die
Storung der primaren Hamostase kann durch eine verminderte Thrombozytenzahl
(Thrombozytopenie) oder durch einen Defekt der Thrombozytenfunktion
(Thrombozytopathie) bedingt sein. In diesem Zusammenhang sind zahlreiche
Krankheitsentitaten bekannt. Zur Abklarung einer gestorten primaren Hamostase stehen
verschiedene Diagnostikinstrumente zur Verfugung. Trotzdem ist der Anteil unklarer
Blutungsdiathesen hoch. Neben dem klassischen Blutausstrich sowie der Bestimmung
von Thrombozytenzahl und MPV, gilt die Aggregometrie und der PFA-100® als
Goldstandard. Bei Patienten mit Thrombozytopenien, Kindern und Neugeborenen steht
jedoch oft nicht genigend Material zur VerfUgung um eine Aggregometrie durchzufuhren.
Fir durchflusszytometrische Analysen wird nur wenig Blut bendtigt, trotzdem nimmt
diese Methode bisher in der Praxis einen untergeordneten Stellenwert ein.

In der vorliegenden Arbeit sollten die Vorteile der Durchflusszytometrie genutzt werden
und ein aus mehreren Modulen bestehender Diagnostikalgorithmus entwickelt werden.
Hierzu wurden im Labor bereits vorhandene Protokolle flr die basale Analyse der
Thrombozytenfunktion im 2-Farben-System, auf ein modernes Multi-Farben-System
umgestellt. Durch die simultane Messung von 4-Farben konnten im Basismodul die
wichtigsten Rezeptordefekte, wie der Morbus Glanzmann (CD41a/CD61) und das
Bernard-Soulier-Syndrom (CD42a/b), sowie haufige Storage-Pool-Defekte mit geringen
Zeit- und Materialaufwand diagnostiziert werden. Aulierdem wurden auch die bisher
wenig untersuchten B1-Integrine (CD29/CD49b,e,f) im Basismodul betrachtet. Zur
Stimulation der Thrombozyten wurden im Basismodul die Agonisten ADP und TRAP6
verwendet und die Reaktivitat der Thrombozyten anhand der Aktivierungsmarker CD62P,
CD63 und der Bindung von PAC-1 evaluiert. Fur die erweiterte Diagnostik wurden die
Analyse der Calciummobilisierung, zur Beurteilung der Funktionalitat friher Signalwege
wie z.B. die Signaltransduktion Uber Rezeptoren, sowie der Mepacrin-Assay, zur
Beurteilung der 6-Granula, etabliert. Die Funktionalitat der Methode wurde anhand von
Gesundspendern, als auch anhand verschiedener Patienten mit Stérungen der primaren
Hamostase evaluiert. Durch die Analyse der Gesundspender konnten vorlaufige
Normwerte gebildet werden. In den Patientengruppen konnten mit den Methoden bereits
bekannte Thrombozytopathien bestatigt werden und neue Defekte nachgewiesen
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werden. AulRerdem zeigte sich eine generelle Verminderung des Fibronektin- und
Lamininrezeptors bei allen untersuchten Patienten mit Thrombozytopenie.

Durch die Etablierung der durchflusszytometrischen Thrombozytenfunktionsanalyse
im Multi-Farben-System ist es nun moglich, Blut von Patienten mit unklaren
Blutungsdiathesen und Thrombozytopenien in einem standardisierten Rahmen zu
analysieren. Das schnell und einfach durchzufihrende Basismodul kann je nach Bedarf
durch verschiedene Module erganzt werden. In Zukunft soll so die Zahl der unklaren
Blutungsdiathesen verringert werden. Weiterhin soll Patienten mit Thrombozytopenien
und Neugeborenen eine hinreichende Diagnostik moglich gemacht werden, um auch
hier schneller zu einer gesicherten Diagnose zu kommen.
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6. Abstract

Platelets are the main actors in primary hemostasis. In injured vessels, platelets adhere
to newly exposed subendothelial matrix proteins and form wound sealing aggregates.
Patients with defects in primary hemostasis suffer from petechia, hematoma, epistaxis,
menorrhagia or show overall prolonged bleeding tendencies especially after surgery.
These defects are typically caused by reduced platelet humbers (thrombocytopenia)
or platelet function defects (thrombocytopathy). In this context many etiologies are
known and the availability of several distinct diagnostic tools help to find the underlying
cause of disease. However, patients often present with an unclear bleeding diathesis.
Gold standard in diagnostics are among blood smear analysis and platelet number
determination the measurement of the mean platelet volume (MPV), aggregometry and
platelet function tests like PFA-100®. In case of thrombocytopenic patients, infants and
neonates material is too limited to perform aggregometry. Flow cytometry, in contrast,
requires only small amounts of blood, but this method still plays a secondary role.

In this thesis the advantages of multi-color flow cytometry have been exploited to develop
a multiple module diagnostic algorithm for thrombocytopenia and thrombocytopathy. Due
to the simultaneous measurement of four fluorophores in the basic module we are able
to evaluate the most significant platelet defects like Morbus Glanzmann (CD41a/CD61),
Bernard-Soulier-Syndrom (CD42a/b) and frequent Storage Pool Diseases in a material-
and time-saving manner. Additionally, less well characterized B1-integrins (CD29/
CDA49b, e, f) were analyzed. Platelet reactivity was measured in response to agonists
ADP and TRAP6 by neo-expression of activation markers CD62P, CD63 and binding
of PAC-1 antibody to the high affinity fibrinogen receptor. For advanced diagnostics
several additional modules were implemented: (i) early signal transduction by analysis
of intracellular calcium concentration, (ii) a time-resolved mepacrine assay for the
evaluation of d-granules release and (iii)) a module to measure additional agonists like
U46619 or collagen. The methods was validated by analysis of blood withdrawn from
healthy controls and patients with known defects of primary hemostasis. Preliminary
standard values for all parameters were determined by analysis of blood withdrawn
from healthy donors. Both already or newly diagnosed defects were examined and
confirmed by multi-color-analysis. Unexpectedly, a general reduction of fibronectin- and
laminin receptors in nearly all thrombocytopenic patients was found. By establishing
the multi-color-flow-cytometry-analysis for platelet function tests we are now able to
analyze minimal amounts of blood from patients suffering from bleeding diathesis and
thrombocytopenia in a standardized manner. If needed the fast and easy basic module
can be combined with the advanced modules. We hope that the number of patients with
unclear bleeding diathesis can be reduced to some extent in the foreseeable future by
this approach.
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