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1 Einleitung

Die Bestimmung der Thrombozytenfunktion ist aufgrund der Entwicklung neuer
Medikamente, die in der Lage sind, die Thrombozytenfunktion zu besseih, immer
bedeutsamer geworden. Vier Methoden zur Bestimmung der Throreh@ayktion,

mit ihren Vor- und Nachteilen, sollen in der hier vorliegenden Arkerglichen
werden. Sie beschaftigt sich mit dem tatséachlichen Einfluss vomghéinfyesetzten
nichtsteroidalen  Antiphlogistika (Acetylsalicylsaure, Ibuprofen, raBetamol,
Diclofenac, Rofecoxib) auf die Thrombozytenfunktion. AuRerdem solkegéstellt
werden, welche der hier angewandten Methoden (Durchflusszytometrie,
Aggregometrie, Thrombelastographie und Platelet Function Analg$gr-Zur
Darstellung der Thrombozytenfunktion nach Einnahme von NSAIDs die
empfindlichste und praktikabelste ist.

Die Bedeutung der Thrombozytenfunktion

Die Thrombozyten sind kernfreie Zellen, die bei GefaRRverletzungeerhalb
kirzester Zeit aggregieren und den ersten Wundverschluss erzideneiner
GefalRverletzung werden endotheliale Kollagenfasern freigelegt, arsiche die
Thrombozyten sofort anheften. Dies geschieht durch das von den Endothelzelle
gebildete Protein von Willebrand-Faktor. Der von Willebrand-Fakitdteb eine
Briicke zwischen den Kollagenfasern des Endothels und dem fir den VvWF
spezifischen Rezeptor GPIb auf der Thrombozytenmembran. Die &king der
plasmatischen Gerinnung fiihrt dann zu einer Konsolidierung des Wundvessshlus
durch Fibrin. Den Abbau des Fibringerinnsels Ubernimmt das fibrinchgis
Plasminsystem des Plasmas. Die Wundheilung erfolgt durch lokaje$edrzte
Wachstumsfaktoren, die von Thrombozyten, Makrophagen und Endothelzellen
abgegeben werden.

Der Thrombozyt

Die Thrombozyten entstehen durch Abschnirung aus den Megakaryozyten des
Knochenmarks. Aus jedem Megakaryozyt entstehen bis zu 500 Thrombozygen. D
normale Thrombozytenzahl liegt zwischen 150.00-30000@lut. Fallt die
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Thrombozytenzahl unter 50.0Q0/ Blut, muss mit Stérungen in der initialen
Blutstillung gerechnet werden.

Aus den glatten, scheibenformigen Thrombozyten werden bei Aktivierung kugelige
Gebilde mit langen Fortséatzen, die es den aggregierten Thrombaayteglichen,

ein eng verzahntes Netz auszubilden. Bei der Ca2+ - vermittettenvEranderung
kommt es gleichzeitig zur Sekretion des Inhaltscd&ranula.

Die Primare Hamostase

Bei einer Verletzung, z.B. der oberflachlichen Haut, kommt die uBmytim

Allgemeinen nach wenigen Minuten zum Stillstand. Dies beruh¢iaef regelrechten
Vasokonstriktion der verletzten Gefale, einer raschen Thrombozyteimadhas —

aktivierung mit nachfolgender Thrombozytenaggregation an der Verletzutgy3ts|
einem Defekt eines der genannten Systeme kommt es zu einechldeetliéngerten
Blutungszeit.

Die Thrombozytenadhasion

Die Thrombozyten adhé&rieren bereits kurze Zeit nach einer @eféfilan der
Verletzungsstelle. Dies ist bedingt durch den Kontakt der Plattchén m
subendothelialen Strukturen, wie zum Beispiel Kollagen. Die Thronwoeaghésion
wird durch Glykoproteinrezeptoren der Familie der Integrine ermogli€rds
Glykoprotein GP Ib ist der wichtigste Adhasionsrezeptor der Thronozjir den
Von-Willebrand-Faktor, der als Verbindung zwischen Thrombozyt und risicbleel
dient.

Die Thrombozytenaggregation

Unter Thrombozytenaggregation versteht man das Zusammenlagern dezrtektivi
Thrombozyten. Die Aggregation wird durch die aktivierten Glykoprot&Rellb/llla,

die Fibrinogen als Briicke zwischen den Thrombozyten binden, ermdglictge Die
Vernetzung ermoglicht so die Bildung eines instabilen Plattchepigins, z.B. an

einer Verletzungsstelle. Die Aggregation kann Uber verschiedene &tbelwege
ausgeldst werden. Das geschieht zum einen Uber ADP aus stiemuliéntombozyten,

zum anderen Uuber den plattchenaktivierenden Faktor und auf3erdem (ber das
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Prostaglandin-Thromboxan-System sowie Uber Substanzen wie Adre®eiotonin,
Kollagen und Thrombin.

Die Aggregation ist zunachst reversibel, bevor es zur viskdséanMephose, einem
Verschmelzen der Plattchen unter Membranverlust, kommt.

Wirkungsmechanismus der nichtsteroidalen Antiphlogistika

Die nichtsteroidalen Antiphlogistika wirken analgetisch, antipyehtisund
entzindungshemmend. Als Wirkprinzip der Entzindungshemmung wird die
Hemmung der Cyclooxigenase (Isoenzyme COX-1 und COX-2) und damit der
Prostaglandinsynthese (durch Hemmung des Arachidonsaurestoffwechsedghange
Prostaglandine werden in geschadigten Geweben vermehrt freigesgtzaben eine
sensibilisierende Wirkung auf periphere Nozizeptoren; dies erfliéranalgetische
Wirkung der NSAIDs. Die entzindungshemmende Wirkung beruht darauf, dass
Prostaglandine wichtige Mediatoren der Entztindungsreaktion sind (Maatidih und
Erhohung der Gefal3permeabilitat). Auch bei der Vermittlung der Fielbdioe sind
Prostaglandine beteiligt, jedoch ist ihre genaue Funktion in deothglamischen
Temperaturregulation noch nicht erklart.

NSAIDs binden in der Nahe des aktiven Zentrums der Cyclooxigamaséemmen
dadurch den Zugang der Arachidonsaure und die Synthese von Prostaglandinen. In den
letzten Jahren wurden verschiedene Isoenzyme der Cyclooxigenase mit
unterschiedlicher Funktion und pharmakologischer BeeinfluRbarkeit entdeakt. D
Isoenzxm Cyclooxigenase COX-1, ein uberwiegend konstitutiv exptasigtnzym,
ubiquitar vorhanden, reguliert die Magenprotektion, die Bronchodilatation, die
Nierendurchblutung und die Thrombozytenaggregation. Das Isoenzym CQXi8 is
Uberwiegend induzierbares Enzym (durch Interleukine und Tumornekktizets,

vor allem in Makrophagen und Monozyten vorkommend, das wesentlich an der
Vermittlung der Entziindungsreaktion beteiligt ist.

Der Arachidonsaurestoffwechsel

Der Arachidonsaurestoffwechsel ist der zentrale Angriffspunktnigrtsteroidalen
Antiphlogistika. Arachidonsdure ist eine ungesattigte Fettsdure wgr
Doppelbindungen. Bedeutung besitzt die Arachidonséure als Ausgangssubsthaz fir
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Synthese der Prostaglandine, der Leukotriene und von Thromboxandié
Funktionen als Gewebsmediatoren wahrnehmen.

Der Arachidonsaurestoffwechsel ist fur das Prostaglandin-Throamsgstem wichtig.
Hier wird aus der Plattchenmembran durch die Phospholipas&rashidonsaure
freigesetzt. Freie Arachidonsaure wird durch die Cyclooxigenaseeirindtabilen
zyklischen Endoperoxide (PGGPGH) Uberfiihrt. Diese sind Ausgangsprodukte ftr
eine Reihe antagonistisch wirkender Substanzen. In den Thrombozytezhtemtst
allem durch die Thromboxan-Synthetase das instabile Thromboxada8 spontan
mit einer Halbwertzeit von 30 Sekunden zum stabilen, biologisch urammds
Thromboxan hydrolisiert wird. Thromboxan A das Hauptprodukt des
Arachidonséaurestoffwechsels im Thrombozyten, kann die Thrombopgesgation
und die Thrombozytensekretion sowie die Vasokonstriktion induzieren.

In  Endothelzellen wird aus den im Arachidonséurestoffwechsel gebildeten
Endoperoxidasen vorrangig durch die Prostazyklinsynthetase Prdstazyk
(Prostaglandinz) gebildet.

Gewebeverletzung, oxidativer Stress, Zytokine, und Wachstumsfaktoreierakt die
Phospholipase 4 die wiederum die Membranphospholipide zu freier Arachidonséure
hydrolisiert*. Die Cyclooxigenase, auch bekannt als Prostaglandin G/H Synthase, ist
das geschwindigkeitsbestimmende Enzym in der Metabolisierung vohidoaséure

zu Prostanoiden (Prostaglandine und Thromboxane). Die Cyclooxigenasa hiegt
Isoenzymen vor. Die Enzyme katalysieren eine Cyclooxigenasemeakiei der
Arachidonséaure zu Prostaglandin-@xygeniert wird, und eine Peroxidasereaktion, bei
der Prostaglandin45 zu Prostaglandin-H reduziert wird. Gewebespezifische
Synthetasen wandeln Prostaglandin-l2u Prostaglandin-) Prostaglandin-g&
Prostaglandin-#&, Prostaglandinzl (Prostazyklin) oder ThromboxanzA (in
Thrombozyten) uni 3. Die Prostaglandine beeinflussen viele physiologische wie auch
pathologische Vorgdnge im Organismus. Sie stellen wichtige Medmatin
Signaltransduktionskaskaden dar, beeinflussen Entztindungsreaktionen und reguliere
den GefaRtonus und die Durchblutung verschiedenster Otdane

Die Cyclooxigenase wird durch Acetylsalicylsaure und andere stehbidale
Antiphlogistika, sowie die neueren COX-2 spezifischen Blocker getiérhfi Neben



Einleitung 15

dem Cyclooxigenase-Weg wird die Arachidonsaure auf3erdem durchpdigebhiase
zu Leukotrienen umgewandelt

Arachidonsaurestoffwechsel
Memhranphosphnolipide

Phospholipase C|
Phophspholipase A2 Dizzylglycerid
D G-Lipase

Arachidonsiure

ASS -=IZyclooxigenase | .
Isoenzyme Cox1/2 Lipmcrganase
PGG2 5-HPETE

(Endoperoxid)y

l LTiaq

PGH2
. (Endoperoxi
Prostazyklinsynihetase l i) Thromhoxansyntheiase
hJ

PO Ao TR LTes Lrcs
v v LTE4
-F'GI2
l i-Keto-PGFla TXB2 Leukotriene
Prostaglandine Thromhoxane in Leukozyten

in Endothelzellen in Thrombozyten

Abbildung 1:Der Arachidonsaurestoffwechsel

Die Hauptprodukte des thrombozytdren und endothelialen Arachidonsaure-
metabolismus, das Thromboxanz Aind das Prostaglandinz, | stellen zwel
antagonistisch wirkende  Substanzen dar. Das ThromboxarveAmittelt die
Thrombozytenaktivierung, wahrend das Prostaglandin die GefalRwand vor
UberschieRender Aggregation und Thrombusbildung schitzt.

Da in den kernlosen Thrombozyten eine irreversible Hemmung der Cygtomse
eine verminderte Thromboxanproduktion - und damit eine Verschiebung des
Gleichgewichts zwischen Thromboxan und Prostaglandinen - hervorruft, da die
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Thrombozyten nicht wie andere Zellen Cyclooxigenase neu synthetidiérenen,
kommt es zu einer Hemmung der Thrombozyten (Abb. 1).

Die Methoden

Die Durchflu3zytometrie ermoéglicht eine Untersuchung an Vollblut unae ei
Multiparameteranalyse einzelner Plattchen, so dass die cHagrolie,
Plattchengranularitat und Glykoproteinexpression dargestellt werdwrekoDadurch
konnen heterozygote Merkmalstrager von Rezeptordefekten unterschieden werden.

PFA-100 ist ein Analysesystem, in dem der Prozess der Throneipezitasion und
Thrombozytenaggregation, der nach einer Gefassverletzung eimseity simuliert

wird. Dieses System ermdglicht das Erkennen von ererbten, erworbeneduocter
Thrombozytenaggregationshemmer induzierte Thrombozytenfunktionsstérungen.

Bei der Aggregometrie wird plattchenreiches Plasma (PRP)ianKdvette eines
Photometers gegeben und durch einen Magnetrihrer in stidndige Bewegund. versetz
Die Lichtdurchlassigkeit des PRP wird mit Hilfe eines aniglessenen Schreibers
kontinuierlich aufgezeichnet. Die Aggregation der Plattchen wirdrdaB. ADP und
Kollagen induziert. Der angeschlossene Schreiber zeichnet die daréggliegation

der Plattchen erhohte Lichtdurchlassigkeit auf. Durch die Verwendunghiestener
Aggreganzien (ADP, Kollagen) in unterschiedlichen Konzentrationen sioltige
Ruckschliisse auf die Atiologie der Thrombozytopathie moglich.

Die Thrombelastographie ist in der Lage, die Geschwindigkeit dempl@schen
Gerinnung, der Koagelbildung und die Festigkeit des Blutgerinnsels zu messen.

Fragestellung

Tumorpatienten bendétigen aufgrund von Tumorschmerzen und/oder Fieber in
erhohtem Mal3e Analgetika bzw. Antiphlogistica. Wahrend der gelegentkinsatz
dieser Medikamente bei Nicht-Tumorpatienten in der Regel unpralioh ist,
besteht bei Tumorpatienten haufig eine krankheits- oder medikamentayteedi
Thrombozytopenie, dariiber hinaus missen die Substanzen oft prolongiede&zng
werden. Dies bedeutet wegen der mdglichen thrombozytenfunktionshemmenden
Effekte dieser Substanzen, dass die betroffenen Patienten einemteerhth
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Blutungsrisiko unterliegen. Wahrend die Thrombozytenaggregationshemmung fur
Acetylsalicylsdure schon lange bekannt ist, sind Daten oder Aerszageiner Reihe

von anderen als Mono- oder Kombinationssubstanz verwendeten Analgetikaieaach
vor recht unklar. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es daher, ae@gdr
wichtiger Thrombozytenfunktionstests zu untersuchen, ob und wie lange leinitig
verwendete Analgetika zur Beeintrdchtigung der Thrombozytenfunktiorerfiihn
diesem Zusammenhang interessierte besonders, inwieweit der Thyoemboz
funktionsanalyser PFA 100 fir solche Fragestellungen als Screeningtest giséigne

Die nachfolgenden Medikamente priften wir an 25 gesunden Probanden.
Acetylsalicylsaure (Aspirin) 500mg p.o.

Ibuprofen 400mg p.o.

Paracetamol (Benuron) 500mg p.o.

Diclofenac dispers (Voltaren) 75mg p.o.

Rofecoxib (Vioxx) 25mg p.o.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1  Probandenkollektiv

Bei 25 gesunden Probanden im Alter zwischen 22 und 58 Jahren (w:13, m:#i2) wur
der Einfluss von den haufig in der Hamatologie und Onkologie verabreichten
nichtsteroidalen Antiphlogistika (NSAID), Acetylsalicylsadue, lfpn, Paracetamol,
Diclofenac und Rofecoxib auf die Funktion der Thrombozyten untersucht. Die
Probanden nahmen an drei aufeinander folgenden Tagen eine jewgétetge Dosis

der oben aufgefuhrten Medikamente ein. Die Thrombozytenfunktion der Probanden
wurde mittels Durchflusszytometrie, PFA-100-Analyse, Aggregoeetund

Thrombelastographie untersucht.

2.2  Wahl der Messzeitpunkte

Von den Probanden wurde zunachst die Thrombozytenfunktion als Ausgaingsmwer
Einnahme der Medikamente untersucht. Die Medikamente wurden dardrean
aufeinander folgenden Tagen (Tag 1-3) eingenommen und am vierten, flinften und
sechsten Tag jeweils mit den 0.g. Methoden die Thrombozytenfunktion gemessen.

2.3 Die Medikamente

Nichtsteroidale Antiphlogistika werden routinemallig in der Schimerapie
eingesetzt. lhre analgetische, antipyretische und antiphlogistisockangy beruht auf
einer Hemmung der Cyclooxigenase und infolgedessen auf einer derteim
Prostaglandinsynthe¥e Da in Thrombozyten nur das Isoenzym COX-1 vorkommt
und nicht das Isoenzym COX-2, interessierte uns, ob der spezifiS2Ke2 GHHemmer
Rofecoxib tatsachlich keinen Einfluss auf die Funktion der Thrombozyten hat.
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2.4  Die DurchfluRzytometrie

2.4.1 Prinzip der Durchflul3zytometrie bei Thrombozyten

Die Durchflul3zytometrie von Thrombozyten stellt eine in-vitro@ystichung dar, bei

der mit Hilfe von Antikorpertt *? und Farbstoffeli'* die Oberflachendichte von
Membranproteinen auf einzelnen Blutplattchen analysiert wird uncayes Uber
ihren Aktivierungsgrad gewonnen werden konnen. Dartber hinaus ist die direkte
Messung des intrazellularen Kalziumspiebelsvdahrend der Plattchenstimulation
sowie der Nachweis ribosomaler RNA-Bestandteile von jugendiidi@ombozyten
moglich.

Das Prinzip der DurchflulBzytometrie besteht darin, dass Zellem lezelnen
Passieren eines fokussierten Laserstrahls detektiert wer@ahei kdnnen
verschiedene Eigenschaften der Zellen erfasst werden. Die d3lgvird durch das
Ausmald der Vorwartsstreuung des Laserlichtes (Forward-S€&®@) bestimmt, die
Zellgranularitat durch das Ausmald der Seitwartsstreuung (Setee6&SC). Diese
beiden Parameter ermoglichen im Vollblut bereits eine grobderBiizierung
zwischen Thrombozyten und Erythrozyten bzw. Leukozyten. Die Verwendung
fluoreszierender Antikorper und Farbstoffe macht diese Diffeeemag sensitiver und
erlaubt aulRerdem eine Untersuchung von thrombozytdren Membranproteinen und
intrazellularen Granula. Die jeweilige Starke des Fluoresmpmais gibt Aufschluss
Uber die Haufigkeit der untersuchten Thrombozytenstrukturen. Das von uns
verwendete Durchflul3zytometer FACScan der Firma Becton Dicki(tderelberg)
beinhaltet als zentrales Element einen Argonlaser mitr dinereszenzanregenden
Wellenlange von 488 nm. Dabei kbnnen bis zu drei verschiedene
Fluoreszenzfarbstoffe auf drei Kanalen gleichzeitig aufgezeichereten, sofern diese
sich in ihren emittierenden Wellenlangen unterscheiden. Diekbatswellenlange

von Kanal 1 liegt bei 530 nm, die von Kanal 2 bei 585 nm und die von Kanal 3 bei 650
nm. An Fluoreszenzfarbstoffen verwendeten wir Fluoreszein-Isoc{fii&t, mittlere
Emissionswellenlange = 525 nm), Mepakrin (535 nm) und Annexin V (515 nen), di
wir auf Kanal 1 mafien, sowie Phycoerythrin (PE, 575 nm), dasawiiKanal 2
registrierten.
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2.4.2 Probenansatze

Alle Messungen wurden in Vollblutproben mit unfixierten, voll funktiésgen
Thrombozyten durchgefihrt. Gegentber der Analyse von Thrombozyten in
plattchenreichem Plasma hat dies zwei entscheidende Vortedeentfallt der
Arbeitsschritt des Zentrifugierens, der bei unfixierten Thrombozgtee Aktivierung
induzieren kann; des weiteren kann es beim Abpippetieren des pidtichen
Plasmas zu einer ungleichen GroR3enverteilung der Thrombozyten kordaneich
grol3e, schwere Plattchen im Zentrifugat weiter unten absetzen.

Mit Hilfe eines Cell-Counters (H 6000 Analyser, Coulter, USAurde die
Thrombozytenzahl bestimmt und mit & warmem PBS-Puffer auf 10 G/L
Thrombozyten verdinnt. Zur eindeutigen ldentifikation der Thrombozytengagula

im Durchflul3zytometer wurden in allen Probenanséatzen die Blidp&it mit dem
IgG1-Anti-CD41-Antikoper in einer Konzentration von 5 pg/ml gefarbt (ki@ PE-
gelabelt, Firma Becton Dickinson, Heidelberg). In Abhangigkeit vom zu
untersuchenden Antigen wurde ein entsprechender zweiter FITC-makierte
(Funktions-) Antikdrper und gegebenenfalls ein Thrombozytenaktivator zugegeb
Die Endmenge eines Losungsansatzes betrug jeweils 50 pl. Anstitrestimulierten
Plattchen wurden 5 Minuten bei &7 in Dunkelheit inkubiert, die Antikorper-
Antigen-Bindungsreaktion mit 2 ml PFA-LOsung (0,2 Vol %) gestoppt und im
Durchflul3zytometer gemessen. Ansatzen, bei denen wir die Bluk@atstimulierten,
ging zusatzlich eine 10-minutige Inkubationszeit mit dem Stimulan3HéC der
Antikorperzugabe voraus. Wie wir in Vorversuchen zeigen konnten, sind diese in
PFA-LOsung fixierten Proben in Dunkelheit — um ein Ausbleichen desr&$zenz-
farbstoffe zu vermeiden — bis zu 24 Stunden stabil.

2.4.3 Geréateeinstellungen

Die Proben wurden im Durchflul3zytometer mit einer Geschwindigkeit60ul/min
eingesogen, so dall maximal 500 Zellen pro Sekunde eingelesen wurden. Um die
eingelesene Datenmenge nicht unnétig zu vergrof3ern, legten wir aufSferKhal

eine Schwelle bei 10 [AU] fest, unter der die mitregistriekiemsten Luftblasen und
Verunreinigung in den Probenansatzen nicht gespeichert wurden. Diéarieng der
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Signale auf den einzelnen Registrierkanalen wurde in logarithmifdrstellung im
Bereich 0 bis 10 000 [AU] so gewahlt, dass die Thrombozytenwakeer Zellen im
Vorwarts-Scatter zwischen 20 und 1000 [AU] sowie im Seit-Scé88C) zwischen

10 und 200 [AU] zu liegen kam; die Fluoreszenssignale auf den Kanalen 1,2 und
wurden soweit verstarkt, dass 99 % der singuléren, unstimulierten uratkigren
Thrombozyten im Bereich 0 bis 10 [AU] lagen (Abb. 2 u. 3).

A0*

1I:I3_

..1|:|:.

FL2 - Height

1I:I'_

10°

10°

SSiC-Height

Abbildung 2:SSC-FI 2-Diagramm zur Auswetung der Probenansatze

CD 41,PE-positive Einzelzellen befinden sich in der Region R1; Throtbozy
Thrombozyt- und Thrombozyt-Leukozyt-Aggregate kommen in den Regionen R2 und
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R3 zu liegen. Erythrozyten und Leukozyten sind CD 41,PE-negativ und ficklem si
Diagramm rechts unten. Links unten werden Verunreinigungen und kleine Luftblase
registriert, die wir unter einer SSC-Gr6Re von 10 [AU] fur dieswertung nicht
mitspeicherten

16

Everts

10" 102 107 10+
FLA -Height

Abbildung 3:Fl 1-Histogramm

Von der singularen Thrombozytenpopulation aus der Region R1 (in Abbildung 3) wird
in einem Fl 1 - Histogramm die mittlere Fluoreszenzstasd® FEunktionsantikdrpers
berechnet, in diesem Beispiel die Fluoreszenzstarke der gegenki@trSgézichteten
Antikdrper von unstimulierten Thrombozyten einer gesunden Person

2.4.4 Auswertung der Messungen

In Abbildung 1 ist die von uns im Computerprogramm CELL-Qlegtrstellte
Auswertungsmaske als SSC-F| 2-Diagramm dargestellt. EII2 gabei die auf Kanal
2 gemessene Fluoreszenzstarke des PE-gelabelten Anti-CD41-Antkorpe
eindeutigen ldentifikation von Thrombozyten dar. In der Region R1 findenafieeh
singularen, CD 41-positiven Zellen (=Thrombozyten), klar abgegreoat allen
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anderen Zellen bzw. Zellaggregaten. Von dieser Thrombozyten-Fopuhairde die
mittlere Fluoreszenzstarke FI 1 des Funktionsantikorpers ameidl 1-Histogramm

im Bereich 1,0 bis 7500 [AU] bei logarrhythmischer Darstellungedtenet
(Abbildung 2). Die Bereiche dartber bzw. darunter wurden bewul3t nicht
mitberiicksichtigt, um Storsignale durch Zelldebris nicht miteinzeben. Zur
Identifikation von Thrombozyten-Aggregaten, die sich im SSC-FI2-Diagramfeld
R2/R3 der Abbildung 1 darstellen, verwendeten wir den FITC-markiéméi-CDA45-
Leukozyten-Antikorper. Mit Hilfe dieses Funktionsantikorpers istréglich, die in

der Region R2/R3 zusammengefassten Aggregate nach Thrombozyt-lteukody
Thrombozyt-Thrombozyt-Aggregaten aufzutrennen: In einem SSC-F| 1-dbmegr
(Abbildung 4) liegen in der Region R2 die Aggregate aus Leukozyten und
Thrombozyten, in der Region R3 finden sich die CD 45-negativen Thrombozyt
Thrombozyt-Aggregate.

10+

I’IIII3

FL1-Height
1 02

I1I:II
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10%

10° 10! 107 10° 10*
SEC-Height

Abbildung 4:Differenzierung der Thrombozytenaggregate im SSC-FI1-Diagramm

Zur Unterscheidung von Thrombozyten-Aggregaten wurde der Anti-CD45-Leukozyten-
Antikorpers eingesetzt; im Feld R2 finden wir die Thrombozyt-Lgt#kagregate im
Feld R3 die Thrombozyt-Thrombozyt-Aggregate
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2.4.5.Detektierbare thrombozytare Antigene

Thrombozyten besitzen insgesamt flnf verschiedene Rezeptortypese #idltision:
Rezeptoren fir Kollagen (1), Laminin (2), Fibronektin (3), Throrpbaslin (4) und

den von Willebrand-Faktor (5). Der Fibrinogenrezeptor vermittelt digrégation.
Diese Rezeptoren sind bereits auf ruhenden Thrombozyten mittsisremftender
Antikorper nachweisbar. In ruhenden Blutplattchen finden sich auf3emdiem
verschieden Granulatypen, die bei Thrombozytenaktivierung exozytiert werigan: D
Granula beinhalten in ihrer Membran P-Selektin, Lysosomen und das
Membranglykoprotein gp 53. Beide werden durch Aktivierung der Blutplattchen an
die Zytoplasmamembran transportiert und sind dann fir gegen siehtgeic
Antikdrper zuganglich. Der dritte Granulatyp sind die€Granula, die Uber kein
spezifisch durch Antikorper erkennbares Antigen verfiigen. Es ist jedadtilfeides
Farbstoffs Mepakrin moglich, auch diesen Granulatyp durchflulRzytisictet zu
erfassen. Mepakrin kann im Gegensatz zu Antikorpern die Zytoplasniaarewon
Thrombozyten permeieren und wird spezifisch in @e@Granula gespeichert. Bei
Thrombozytenstimulation ~ wird  dieser  Farbstoff zusammen mit den
Granulainhaltsstoffen freigesetzt, so dass diese PlattchenStachlation weniger
stark fluoreszieren. In Abbildung 5 sind alle an der Zelloberflachmeeierten
Rezeptoren und intrazellularen Granula dargestellt, die wir durchflfzyrisch
erfassten. Die Klassifikation, Anzahl wund Liganden der verschiedenen
Thrombozytenrezeptoren sind in Tabelle 1 zusammengefasst. $ienniar nachsten
Kapitel genauer beschrieben.

In Abbildung 5 sind oben links im Bild die funf Adh&asionsrezeptoren, die siclex
Oberflache  ruhender  Thrombozyten  befinden, dargestellt. Bei einer
Plattchenaktivierung durchlauft der Fibrinogenrezeptor (im Bildoleen) mehrere
Aktivierungsstufen, wobei schrittweise Neoepitope fir den Pac-1 undLdES-
Antikorper zuganglich werden. Zugleich werden P-Selektin und GP 53 durch
Granulafusion mit der Zytoplasmamembran an die Oberflache tramspaortid ind-
Granula gespeichertes Mepakrin wird freigesetzt (im Bild unten).
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Abbildung 5 Schematische Darstellung eines Thrombozyten
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Phoretische Integrin- CD - Kopien- Liganden

Klasse Klasse Klasse anzahl

la Ila a2 1 49b/29 1000 Kollagen

lc lla a5 31 49e /29 1000 Fibronektin

Ic” lla a6 31 49f/ 29 1 000 Laminin

bV IX 42al 42b 25 000 von Willebrand Faktor

b 36 25000 Kollagen, Thrombospondin

lIb Illa allb 33 41/61 100 000 Fibrinogen

P-Selektin 62 P 10 000 Rezeptoren auf neutrophilen
Granulozyten und
Makrophagen
GMP-53 63 650 ?
9 (Signaltransduktion)

Tabelle 1:Rezeptorklassifikation thrombozytarer Glykoproteine
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2.5 Die thrombozytaren Glykoproteine und ihre markierenden
Antikorper

2.5.1 Markierung der Thrombozytenoberflachenrezeptoren

2.5.1.1 Thrombozytenidentifikation: CD 41

Zur eindeutigen Identifikation der Thrombozytenpopulation im Vollblut wudde
PE-gefarbte Anti-CD 41-Antikorper (Klon P2, Immunotech, Hamburg) gadet, der
an Glykoprotein Ilb im intakten Komplex mit GP llla bindet. Bei stefgender
Antikorper-Konzentration bestimmten wir die mittlere Fluoresz&itke FlI 2 der
singularen Thrombozyten in einem FSC/SSC-Diagramm. Die Abbildungigh in
logarithmischer Darstellung die Antigen-Antikorper-Bindungskurve des@Dt41-
PE-Antikorpers nichtaktivierter Blutplattchen mit einem Feszenzmaximum bei 5
png/ml. Auffallig ist ein Fluoreszenzintensitatsabfall bei Antpehkonzentrationen
uber 5 pg/ml. Dieser Effekt eines Intensitatsabfalls nach Uberschediter optimalen
Antikorperkonzentration zeigte sich auch bei allen anderen von uns tmteste
Antikorpern. Fur unsere weiterfihrenden Versuche benutzten wir eine Katmant
im Sattigungsbereich von 5 pg/ml.
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Abbildung 6:Bindungskurve des Anti-CD 41,PE - Antikorpers

2.5.1.2 GPIb/V/IX

Der Gplb/V/IX-Rezeptoren Komplex gehort zur Familie der leuzomen
Glykoproteine. Das Glykoprotein GP V lagert sich dabei im VerlglinR2 den
anderen Strukturen des Rezeptorkomplexes®. aBtwa 25.000 Kopien dieses
Rezeptors existieren auf der Thrombozytenoberffdch®Plb, ein heterodimeres
Protein, ist die dominierende Komponente des RezeptorkomplexdgMBR. Es
besteht aus einer groRarUntereinheit GPlb, und einer phosphorilierten, kleineren
GPIB3-Untereinheit. Die aminoterminale, globulare Domane von GHRitellt einen
essentiellen Rezeptor fur den von Willebrand Faktor dar und verfugtedesen tber
eine Bindungsstelle von hoher Affinitat fiir Thromtjin

Die Bindungsfahigkeit des GPIb/V/IX-Rezeptorkomplexes an den von Mélhel

Faktor macht Ihn besonders wichtig fur die Thrombozytenadhasion.
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Die Markierung des Rezeptors GPIb/V/IX erfolgte in der Durchiiysnetrie mit
dem monoklonalen IgG2a Antikorper anti-CD 42a-FITC (Klon: SZ1) sonitedem
Antikdrper anti-CD 42b-FITC. Beide Antikdrper bezog unser Labor vanFiena

Immunotech in Hamburg.

Der Antikorper anti-CD 42a-FITC bindet spezifisch an GPIX, wenesali im
komplexierten Zustand mit GPIb vorliegt. Der Antikdrper anti-CD-&#2TC hingegen
lagert sich an GPIb im Komplex mit GPIX an.

Folgende Konzentrationen entsprachen den Fluoreszenzmaxima:
anti-CD 42a-FITC-Antikorper:  ®/ml

anti-CD 42b-FITC-Antikorper:  38y/ml

2.5.1.3 Gpllb/llla

Das Gpllb/llla Molekll gehort zu der Famile der Adhasionsrezeptoren, den Integrine

Der Gplla/lllb-Komplex ist das derzeit am besten charakéstes Glykoprotein. Es
setzt sich aus einenllb-Integrin-Kette (= Gpllb) und einef3-Integrin-Kette
zusammen (s. Abb. 7). Dieser Rezeptorkomplex findet sich auss@bhesuf
Thrombozyten und MegakaryozyfénMit tiber 50.000 Kopien pro Thrombozyt an
der Oberflache ist er der haufigste Rezeptor auf der Thrombozgtebrar’. Es
befindet sich ein eigener Rezeptorpool im surface connectedrnsiis&CS) sowie in
dena-Granula, aus welchem bei Aktivierung und Degranulierung weitere Reeap
auf der Thrombozytenoberflache bereitgestellt wettfénDer Gplib/llla Rezeptor ist
in der Lage, eine Reihe wichtiger, adhasiver Proteine zu binden. Zendgehort
Fibrinoged® , Fibronektii* %, Vitronektir’®, Von Willebrand-Faktd¥ und
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Thrombospondiff. Uber den Liganden Fibrinogen stellt der Gplib/llla-Komplex die

Vernetzung der Thrombozyten her. Dadurch kommt es zur Thrombozytenaggregation.

Florinogen

Fiorinogen

RIBS

La

runenc

Abbildung 7:Das Glykoprotein lib/llla

Mit drei verschiedenen monoklonalen Antikérpern stellten wir den Gp#b/

Rezeptor in der Durchflusszytometrie dar (s. Abb. 7).

Im Vollblut verwendeten wir den PE-gelabelten Antikérper anti-CD41(lRIEn P2)
der Firma Immunotech aus Hamburg. Dieser Antikdrper bindet an das-Gpll

Glykoprotein im intakten Komplex mit Gpllla auf Thrombozyten.

Weitere Antikdrper zur Markierung des Gpllb/llla-Komplexes waaati-CD41/SZ-
22-FITC (Klon SZ 22) sowie der Antikorper anti-CD61/P2-FITC (Klah Z), beide

wiederum von der Firma Immunotech aus Hamburg. Der Antikorper &mtit(SZ-
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22-FITC bindet mit Gpllb unabhangig von Gpllla. Der Antikdrper anti-CIP@-
FITC (Klon SZ 22) hingegen setzt sich an das Glykoprotein Gpllla.

Zum Nachweis aktivierter Thrombozyten verwendeten wir den Antik@pg-PAC-1
(IgM-Antikorper) der Firma Becton Dickinson aus Heidelberg. DieAstikorper
bindet spezifisch an aktivierten Gpllb/llla-Komplex. Das Fluoreszemmmum der
0.9. Antikdrper und der daraus abgeleiteten Versuchskonzentrationen lag bei

folgenden Werten:
Anti-CD41/PE: 10g/ml
Anti-CD41/SZ 22-FITC: pg/ml
Anti-CD61/P2-FITC:  gg/ml

Anti-PAC-1-FITC: 1Q/ml

2.5.1.4 CD154

Der Rezeptor CD154 ist eine transmembranare Proteinstruktur,itdteem Zytokin
TNF-o verwandt ist. Den passenden Liganden findet CD154 auf Endothelzellen, B-

Zellen, Monozyten und Makrophagen.

CD154 induziert bei der Bindung an Endothelzellen die Ausschittung derokimem
IL-8 und MCP-1, welche die Chemotaxis von Neutrophilen und Leukozyten

verursache?? .

Des weiteren werden Endothelzellen dazu stimuliert,
Adhasionsmolekiile wie ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin zu exprimiéteSomit
ist es den Plattchen mdglich, tber CD 154 eine direkte inflamisetter Antwort der
GefaRwand zu induzieren. Die Markierung des Rezeptors CD 154 erfolgtetnCD
154-FITC. Die ermittelte sigmoide Bindungskurve zeigte ihr Flumneamaximum

bei folgender Konzentration:

Anti-CD 154-FITC-Antikorper: 2Qg/ml
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2.5.1.5 GP la/lla, GP Ic/lla, GP Ic’/lla

Das Glykoprotein GP lla ist Bestandteil mehrerer Rezeptorerh der
Zytoplasmamembran der Thrombozyten. Dazu zahlen das GP \Wwltdnes Kollagen
bindef?, zum anderen das Glykoprotein GP Ic/lla, das als Fibronektin-ReZept
fungiert, und ausserdem das Glykoprotein GP Ic’/lla, welches inadgr ist, Laminin
zu binder”.

Das Integrin GP la/lla ist mit etwa 2000 Kopien an der Thromieomperflache
vertreten und Uber die Bindung an Kollagen fur die Thrombozytenadh&sion und —
aggregation von Bedeututig

Der Fibronektinrezeptor GP Ic/lla scheint bei der Thrombozdie@sion eine Rolle
zu spielen, allerdings ist sein Wirkungseinfluss noch nicht geklauf der
Thrombozytenoberflache ist er mit 1000 Kopien sehr gering vertreten.

Gp Ic/lla ist ebenfalls mit 1000 Kopien auf der ThrombozytenoberflachestentrDie
Funktion des Lamininrezeptors bei der Plattichenadhéasion ist ebenfalls nocfunklar

Markiert werden der Rezeptoranteil GP lla mit anti-CD 28I Das Glykoprotein
GP la des Kollagenrezeptors ist Zielstruktur des Antikorpers Ginti49b-FITC
(Klasse 1gG1, Klon Gi9).

Die Fluoreszenzmaxima fanden sich bei:
anti-CD 29-FITC-Antikorper:  10g/ml

anti-CD 49b-FITC-Antikorper:  dg/ml

2.5.1.6 GP IlIb (CD36)

CD 36, ein aul3erst kompaktes, hydrophobes Molekul, wird auf der Oberflache
Thrombozyten, Monozyten, Epithel- und Endothelzellen exprimiert. Einendese
Eigenschatft ist die Resistenz des Moleklls gegen proteolytisetiazierung in der
Plattchenmembran. Das Glykoprotein GP lllb ist in der Lage, Threpdralin und
Kollagen zu bindefl. Ein Mangel an CD36 kann allerdings aufgrund anderer
Kompensationsmechanismen ohne Effekt bleiben.
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Das Glykoprotein GP Illb wird mit dem Antikdrper anti-CD 36-FITKlasse 1gG1,
FA6-152) detektiert. Das Fluoreszenzmaximum fand sich bei:

Anti-CD 36-FITC-Antikorper:  fg/ml

2.5.2 Detektion der Thrombozytengranula

2.5.2.1 a-Granula

Die a-Granula sind Speicherorgan fir eine Anzahl verschiedener ProtSiee
enthalten Fibrinogen, Fibronektin, PDGF (platelet derived growittof), PF 4
(platelet factor 4),3-Thromboglobulin, sowie das P-Selektin. Bei Freisetzung der
Inhaltsstoffe deni-Granula nach Aktivierung der Thrombozyten kommt es durch die
Inhaltsstoffe der Granula zu einer weiteren Aktivierung der ThrogibozBei einem
Defekt dera-Granula (Gray platelet syndrom) kommt es typischer Weisesiner
milden Blutungsneigung von Haut und Schleimh&uten, Petechien, Epistaxis und ggf.
Menorrhagien. Nachzuweisen sind neben einer mafiigen Thrombozytopenie relat
grol3e Thrombozyten und eine inkomplette Aggregationsantwort auf Kollage
Thrombin, selten auf AD®,

Um herauszufinden, ob unter dem Einfluss nicht steroidaler Antiphlogiga
Entleerung deo-Granula in veréanderter Weise stattfindet, haben wir das Glykaprote
P-Selektin zu Hilfe genommen. Das P-Selektin ist ein transnastales
Glykoprotein, das auf der Oberflache inaktivierter Thrombozyten in gauinger
Menge vorhanden ist. Es ist vor allem in deGranula membranstandig internalisiert.
Bei Thrombozytenaktivierung fusionieren dieGranula mit der Plasmamembran,
und der Rezeptor erscheint schlagartig an der Thrombozytenoberflaaiteodkde

und Monozyten kénnen uber Glykolipide und Glykoproteine an exponierteiekite
adharieref? “°. Das P-Selektin spielt eine bedeutende Rolle in Hamostase und bei de
inflammatorischen Antwort auf Gewebsverletzurigen

Das Glykoprotein P-Selektin markierten wir mit dem Antikérpei-@m 62P-FITC
(Klon CLB-Thrombo/6) der Firma Immunotech (Hamburg). Er dient 2Nashweis
aktivierter Thrombozytef.
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Das Fluoreszenzmaximum des Antikorpers lag bei folgender Konzentration:

anti-CD 62P-Antikorper: fg/ml

2.5.2.2 Lysosomen

Bei dem Glykoprotein GP 53 handelt es sich um ein Membranglykoproteifetia-
Span-TM4-Superfamilie, bestehend aus den zwei Untereinteedghund a6p1 ** /.

Es befindet sich in Monozyten, Makrophagen, Neutrophilen und vor allem in
Thrombozytef?. In der ruhenden Zelle findet sich GP 53 fast nur in den Lysosomen
und erscheint erst nach Aktivierung der Zelle durch Exozytose an de
Plattchenoberflache.

Die exakte physiologische Funktion des GP 53 ist noch ungeklartiafle wird eine
Mitbeteiligung bei der transmembranaren Signaltransduktion via
Thyrosinphosphatasen sowie an der Regulation der Zellproliferation und
Zelldifferenzierung vermutét

Der Antikdrper anti-CD 63-FITC (Klon CLB-granl2) der Firma Iommotech
(Hamburg) reagiert vor allem mit dem auf der Thrombozytenoberfléxpemiertem
GP 53 und ist somit zum Nachweis aktivierter ThromboZytereeignet. Das
Fluoreszenzmaximum lag bei:

Anti-CD 63-Antikorper:  1@ug/ml

2.5.2.3 o-Granula

In den &-Granula speichern die Thrombozyten ADP, ATP, Serotonin und andere
Amine. ADP fordert durch die Freisetzung von Oberflachenrezeptoren und de
Sekretion von Granula eine weitere Thrombozytenaggregation. Die ADRHWYI

wird durch eine Reihe purinerger Rezeptoren vermittélt

Die Freisetzung von ADP wiesen wir mit dem fluoreszierendanbdtoff Mepakrin
(Quinacrine der FIRMA Sigma, Deisenhofen) nach, geldst in PBS+Pifelers als
die Antikorper besitzt Mepakrin die Fahigkeit, die Zellmembrametmeieren und



Material und Methoden 35

somit intrazellular an died-Granula ruhender Thrombozyten zu binden. Bei
Freisetzung ded-Granula sinkt der membrangebundene Mepakrinanteil.

Fluoreszenzmaximum: Mepakrin: pmol/|

2.5.3 Aktivatoren der Thrombozyten

2.5.3.1 ADP (Adenosindiphosphat)

Adenosinphosphat ist ein schwacher Plattchenaktivator. Es wurde voRirdex
Sigma (Deisenhofen) bezogen, in PBS-Puffer gelost und bei —30°C gelagbrhd-
Granula der Thrombozyten wird ADP gespeiclarnd bei Stimulation zum Beispiel
durch Thrombin oder Kollagen mittels Exozytose freigesetzt. Es iadutioer
purinerge Rezeptoren der Familie®P?Z eine zytoplasmatische Calciummobilisation,
die eine weitere Thrombozytenaggregation bewirkt und zudem dierevEitdleerung
derd-Granula fordert.

2.5.3.2 TRAP-6 (Thrombinrezeptor-Aktivator-Protein-6)

TRAP-6 bezogen wir von der Firma Bachem (Bubendorf, Schweiz). Dieteizbs
wurde in PBS-Puffer gelést und bei —30°C gelagert. TRAP-6 ist tErkes
Thrombozytenaktivator, der an den Thrombinrezeptor (Protease-adtivateptor)
bindet. Der Thrombinrezeptor ist ein Rezeptor mit sieben transraegren
Doménen, wobei sich an dem extrazellular gelegenen Teil eine
Thrombinbindungsstelle befinddtWenn sich nun Thrombin an den Rezeptor heftet,
spaltet es den Rezeptor an einer bestimmten AminosauresequenzhDamsteht im
Rezeptor ein neues N-terminales Ende, das selbst als Ligand flie
Rezeptoraktivierung fungiéft TRAP-6 stellt eine Sequenz von sechs Aminosauren
dar, die genau diesem rezeptoreigenen Liganden entsprechen und dadurch ohne
Spaltung den Thrombinrezeptor aktivieren.

Der Rezeptor vermittelt seine Wirkung Uber IP3 (Inositol(1,4,5)-triphal mit
folgender Calciummobilisation. Dadurch kommt es zur Thrombozyteaggtion und
zur weiteren Freisetzung von Granula.
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2.5.3.3 Adrenalin

Adrenalin ist ein schwacher Thrombozytenaktivator. Es wurde unter dem
Handelsnamen Suprarenin von der Firma Hochst (Frankfurt am Main) bezogen.
Adrenalin bindet an die adrenergem2-Rezeptoren, welche (Uber cAMP und
Calciummobilisation die Thrombozytenaggregation und Sekretion férdern. Da
Adrenalin nur  unter  Vorstimulation mit ADP  eine  erkennbare
Thrombozytenaktivierung auslost, stimulierten wir die Thrombozytemor mit
5ug/ml ADP. Als Aktivierungsmarker wahlten wir die Antikérper anb®&2P und
anti-CD 63.

2.5.4 Vorbereitung der Blutproben fir die FACS-Analyse

Wir nahmen stets das Blut in zwei in Eiswasser (4°C) gakganl-Citratréhrchen

Uber einen peripheren vendsen Zugang ab. Die Zeit zwischen Blutabnattime
Verarbeitung betrug ca. 30-45 Minuten. Zunachst wurde das Blut mit BB&in,
Bovine Fraction V der Firma Sigma, Deisenhofen), verdinnt mit P&S&r
(Apotheke Klinikum Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Universitéliinchen), auf
10G/I Thrombozyten verdinnt. Daraufhin wurden 23 Messansdtze nach dem
Pipetierschema, siehe Tabelle, erstellt. Die Messansatzdemwwamuf Eis in Falcon-
Rohrchen (FALCON-Tubes, 5ml Polystyrene Round-Bottom Tube, 12n0i/5Style,
Firma Becton Dickinson Labware, USA) pipetiert, um eine Béesting der
Thrombozyten durch Warme auszuschliessen.

12 Falcon-Rohrchen wurden zunachst mit einer bestimmten Menge des auf 10G
Thrombozyten verdinnten Blutes geflllt. Zudem wurden allen Ro6hrchen der
Detektionsantikdrper CD 41-PE sowie der Zielantikérper (CD9, CBCEZ949b, CD

41, CD 61, CD 42a, CD 42b, CD 62P, CD 63, CD 154, PAC-1, CD 45) beigefugt.
Daraufhin wurden die Messréhrchen bei 37°C funf Minuten inkubiert und
anschliessend mit 2ml Paraformaldehyd (0,2% Paraformaldat§8$, 0,1M, pH7,3-

7,4 aus der Apotheke Klinikum Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Usiiée
Miinchen) gestoppit.

In zwei weiteren Falconréhrchen stimulierten wir das Blut zustaciit ADP (10QM)
und liessen sie 10 Minuten bei 37°C inkubieren. Nach der Inkubation negteine
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Thrombozyten zusatzlich mit Adrenalin und einer weiteren Inkubation von 10 Minuten
nochmals an. Anschliessend wurden die Antikdrper CD 62 und CD 63 sowie de
Detektionsantikorper CD 41-PE hinzugegeben. Nach einer Inkubation voneneiter
Minuten wurden auch diese Réhrchen mit 2 ml Paraformaldehyd gestoppt.

In zwei anderen Messrohrchen wurde das Blut gleich pM/bversetzt und dann 30
Minuten in den Inkubator bei 37°C gestellt. Nach dieser Zeit stopptetiawieine der
beiden Rohrchen mit 5Q0Paraformaldehyd. Das zweite R6hrchen wurde mit TRAP-
6 (LmM) angeregt und anschliessend 10 Minuten inkubiert. Danach wuchelgese
Probe mit 500l Paraformaldehyd gestoppt.

Um eine Sekretion de¥-Granula nachzuweisen, verwenden wir den fluoreszierenden
Farbstoff Mepakrin. Mepakrin besitzt die Fahigkeit, die Zellmembradurchdringen
und intrazellular an died-Granula ruhender Thrombozyten zu binden. Bei einer
Exozytose ded-Granula sinkt der membrangebundene Mepakrinanteil.

2.6 PFA-100

2.6.1 Melprinzip

PFA-100 ist ein Analysesystem, in dem der Prozess der Throneipaezitasion und
Thrombozytenaggregation, der nach einer Gefal3verletzung einsetitpi simuliert

wird. Dieses System ermdglicht das Erkennen von ererbten, erworbeneduocter
Thrombozytenaggregationshemmer induzierte Thrombozytenfunktionsstorungen.

Das PFA-100 System gestattet die rasche Bewertung der Tozgtabfunktion an
kleinen antikoagulierten Vollblutproben. Die dazu verwendeten Einmalelkssz
bestehen aus mehreren integrierten Bauteilen wie der Kapilane Probenreservoir
und der biologisch aktiven Membran mit einer zentralen Offnung. DitoMtgrobe
wird aus dem Probenreservoir durch die Kapillare aspiriert, wobeT ltiombozyten
hohen Scherkraften ausgesetzt sind. Die Membran ist mit dem suberadetheli
Protein  Kollagen beschichtet, das die anfangliche Matrix fir die
Thrombozytenadhasion bildet. Die Membran ist zusatzlich mit desiglbgischen
Agonisten Epinephrin oder ADP beschichtet, die der Thrombozyterexking
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dienen. Durch die hervorgerufene Thrombozytenaggregation bildet sichelan
Offnung ein Thrombozytenpfropf, der den Blutfluss schlieRlich zum dg&tiebringt.
Das PFA-100 misst die Zeit vom Beginn des Tests bis zum vuligiEn
Membranverschluss. Diese Zeit wird als Verschlusszeit angegeben.

2.6.2 Vorbereitung der Blutproben zur Bestimmung der PFA-100-
Verschlusszeit

Fir die Analyse im PFA-100 (Platelet Function Analyzer) wurde 38 ml —
R6hrchen, gefillt mit 0,38 ml Zitronensaure-Natriumcitrat-Puffad 0,129 mol/l
Zitrat, Uber eine Nadel peripher abgenommen und bei 4°C gelagdit Messzellen
mit Kollagen/Epinephrin bzw. Kollagen/ADP der Firma DADE BelQriwurden
jeweils 80Qul Blut eingefulit.

2.6.3 Durchfuhrung der PFA-100-Analyse

Die Blutungsverschlusszeit untersuchten wir mit dem Platelettidar8nalyzer der
Firma DADE Behring. Vor jeder Untersuchung wurde ein Wartungssedbstte
durchgefihrt. Zunéachst wurden §0@les mit Zitronensaure-Natriumcitrat-Puffer und
Zitrat versetzten Vollblutes in eine Messzelle, die eihaskapillare enthalt, gefulit.

Die Messung wurde mit zwei verschieden beschichteten Glaskapilturchgefihrt.

Die eine Glaskapillare war mit Kollagen/Epinephrin, die andere Kuilagen/ADP
beschichtet. Beide imitieren somit eine verletzte Endothew®as Blut und die
Messzelle werden bei 37°C inkubiert. Wird nun das Blut durch die lKepitjezogen,
kommt es zur Thrombozytenadhasion und daraufhin zur Thrombozytenakittyieru
und -aggregation. Durch den in der Kapillare wachsenden Thrombozytenpfropf
gelangt immer weniger Blut durch die Kapillare, bis der Blutstgémzlich versiegt.

Das PFA-100 kontrolliert den Blutstrom vom ersten Kontakt mitGlaeskapillare bis

zum Versiegen des Stromes, also bis zum Verschluss der KagdlaAbb. 8). Das
Zeitintervall bis zum vollstandigen Verschluss der Kapillaredvals Verschlusszeit
bezeichnet und représentiert die Funktionsttichtigkeit der ThromimoZyer untere
Grenzwert fur die Kollagen/Epinephrin beschichteten Kapillaremt libei 85
Sekunden, der obere Grenzwert bei 165 Sekunden. Fiur die Kollagen/ADP -
beschichteten Kapillaren liegt der Normbereich zwischen 71-118 Sekuvideten
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Kollagen/Epinephrin-beschichteten Messzellen ist es mdglich, &ma#e von
Thrombozytenfunktionsstérungen wie z. B. das von Willebrand-Jirgen-Syrattem

das  Bernard-Soulier-Syndrom  oder  Funktionsstérungen  aufgrund  von
Thrombozytenaggregationshemmern  aufzudecken. Die mit Kollagen/ADP-
beschichteten Messzellen eignen sich zum Nachweis von durch Aspéaimanderen
Medikamenten verursachten Thrombozytopathien.

Pumpe fur Sog‘l‘ﬁ’

Blutplattchen
Kollagen mit

o ADP / Epi

Kapillare

N A Blut

Abbildung 8:Schematischer Aufbau zur Messung der in-vitro-Blutungszeit

2.7 Die Aggregometrie

Seit der Erstbeschreibung durch Born 1962 ist die Untersuchung der
Thrombozytenaggregation ein wichtiges Instrument zur Erfassung angehore
erworbener und auch medikamentds induzierter Funktionsstbérungen der
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Thrombozyten. Bei der Untersuchung zur Wirksamkeit von Aggregationshenisher
die Methode gut einsetzbar.

2.7.1 Das Messprinzip

Plattchenreiches Plasma wird bei 37°C und definierter Geandigkeit in einer
Kivette gerthrt, die zwischen einer Lichtquelle und einer Photop#ditziert wird.
Nach Zugabe der Aggregantien (ADP oder Kollagen) aggregieren diehlit und
die Lichtdurchlassigkeit durch die Kivette nimmt zu. Diese Anderung de
Lichtdurchlassigkeit wird von einem angeschlossenen Schreiber aufgezeichnet.

Die Reagenzien ADP und Kollagen binden an spezifische Membranrezgptore
aktivieren dadurch die Thrombozyten und l6sen eine Serie spezifiBdadtionen
aus, die als Gestaltanderung (shape change), Sekretion des Granslaimhlt
Aggregation bezeichnet werden. Gemessen wird die Menge der benétidfenand
Colagenmengen, um eine gleich starke Aggregationsreaktion auszulosen.

2.7.2 Durchfihrung

Von jedem Probanden wurden zwei Gerinnungsréhrchen mit Zitratblut (840
jeweils vor der Einnahme des jeweiligen Medikamentes, sowi€ag 4, Tag 5 und
Tag 6 nach der Medikamenteneinnahme, gewonnen. Es wurde plattchen(PiRiRg
und plattchenarmes Plasma (PAP) aus den Blutproben hergestslftldtahenreiche
Plasma wurde auf eine Anzahl von 200/nl Thrombozyten eingestel. Di
Untersuchung erfolgte eine Stunde nach der Blutentnahme.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Aggregometer Apac der FicAbor
verwendet. Das Ausmald der Aggregation wurde in Prozent der optischhte Di
angegeben. Die Eichung der optischen Dichte erfolgt mit dem jewails
untersuchenden plattchenreichen Plasma als 100% und des plattchenarmes Blgs
0%.
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2.8 Die Thrombelastographie

2.8.1 Melprinzip

Fur die Aufzeichnung eines Thrombelastogramms wird Zitratblut imene
oszillierenden Zylinder (Cup) durch Zugabe von Kalzium béC3Zur Gerinnung
gebracht. In den Zylinder ragt ein frei beweglicher Stift (Pinysda Auslenkung bei
Bildung von Fibrinstrdngen zwischen Zylinderwand und Stift auf Pagertiagen
wird. Abbildung 9 zeigt schematisch den Aufbau eines TEG-Gerates. Damstbe
beispielhaft ein Thrombelastogramm dargestellt, das durch folgeadameter
charakterisiert ist:

r-Zeit: die sog. Reaktionszeit wird vom Start der Gerinnung bis zer @émplitude
von 2 mm gemessen und hangt fast ausschlief3lich von der plasmatisiramucy
ab.

k-Zeit: die k-Zeit ist durch die Wegstrecke definiert, innerhalbdierAmplitude des
TEG von 2 mm auf 2 cm anwachst, und entspricht der Geschwindigkeit der
Koagelbildung; die k-Zeit wird etwa zu gleichen Teilen von dersmpitischen
Gerinnung und der Thrombozytenzahl bzw. -funktion bestimmt. Ein anderer
Parameter zur Bestimmung der Koagelentstehung ist der Winket vom Startpunkt

der k-Zeit an das Thrombelastogramm angelegt wird.

ma ma steht fir die maximale Amplitude des TEG und spiegelindimale Grél3e
und Festigkeit des Blutgerinnsels wider, die zu etwa 80 Prozent von der
Thrombozytenzahl und -funktion und zu etwa 20 Prozent vom Fibrinogenspiegel
abhangt. Danach beginnt die Phase der Fibrinolyse. Der Wert A 60 dabsatie

AmplitudengréfRe 60 Minuten nach dem ma-Wert.
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Torsionsaufhdngung

Cup

Fibrinstrange

J

Abbildung 9 Mel3prinzip und Auswertung eines Thrombelastogramms

2.8.2 Durchfuhrung

Von jedem Probanden wurden 340 pl Zitratblut innerhalb einer Stunde nach
Blutabnahme mit 20 pl einer 0,2-molaren Kalziumchloridlosung direkinem Cup
gemischt, wodurch die Gerinnung in dem von uns verwendeten Thrombograph der
Firma Thrombomed gestartet wurde. Als Verdunstungsschutz Uberstérchtr den
Ldosungsansatz mit 200 ul Paraffin6l. Die Geschwindigkeit dessRapschubs war

auf 2 mm/min eingestellt. Nach sichtbarem Uberschreiten demmaded Amplitude

und beginnender Fibrinolyse wurde die TEG-Aufzeichnung beendet.



Ergebnisse 43

3 Ergebnisse
3.1 Statistisch signifikante Ergebnisse aus der FACS-Aalyse

3.1.1 Statistisch signifikante Ergebnisse aus der FACS-Analyseum Rezeptor
P-Selektin mit dem Antikdrper anti-CD 62p, ohne Stimulation durch
ADP oder TRAP, nach Einnahme der untersuchten Medikamente.

3.1.1.1 FACS, ASS, anti-CD-62p, ohne Stimulation

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied mit einem Signifikareau von jeweils
p=0,043 der Messung ohne Medikament im Vergleich zu Tag vier, funf und sechs
nach dreimaliger Einnahme von ASS im Sinne eines AnstiegeExgeession des
Rezeptors P-Selektin in der Thrombozytenmembran aus der Waind-@eanula (s.

Abb. 10).
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Abbildung 10:P-Selektin-Oberflachendichte, bestimmt mit Hilfe der Fluorestérke
des Anti-CD62p-Antikdrpers ohne Stimulation durch ADP oder TRAP, nadaltine
von ASS.

3.1.1.2 FACS, Ibuprofen, anti-CD-62p, ohne Stimulation

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied mit einem Signifikaveau von p=0,043
der Messung ohne Medikament im Vergleich zu Tag funf nach dreiméligpahme
von lbuprofen im Sinne eines Anstieges der Expression des Rezegietskin in
der Thrombozytenmembran aus der Wandodggranula, bestimmt mit dem Anti-CD
62p (s. Abb. 11).
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Abbildung 11:P-Selektin-Oberflachendichte, bestimmt mit Hilfe der Fluorestérke
des Anti-CD62p-Antikodrpers ohne Stimulation, nach Einnahme von Ibuprofen
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3.1.1.3 FACS, Diclofenac, anti-62p, ohne Stimulation

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied mit einem Sigmifzk@&eau von p=0,043
der Messung ohne Medikament im Vergleich zu Tag vier nach dreim&igeahme
von Diclofenac im Sinne eines Anstiegs des Rezeptors P-Selektirder
Thrombozytenmembran aus der Wand deGranula, dargestellt mit dem Anti-CD-

62p (s. Abb. 12).
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20 9
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Abbildung 12:P-Selektin-Oberflachendichte, bestimmt mit Hilfe der Fluorestarke
des Anti-CD62p-Antikdrpers ohne Stimulation, nach Einnahme von Diclofenac.

Nach der Einnahme von Paracetamol und Rofecoxib kam es nicht zu einer
signifikanten Beeinflussung der P-Selektinexpression (s. Tab. 2).
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ASS Ibuprofen Paracetampl Diclofenac  Rofecoxi

P-Selektin- + + 0

Expression

ohne

Stimulation der

Thrombozyten

Tabelle 2 Auswirkungen der untersuchten Medikamente auf die P-Seleltiregsion
ohne Stimulation der Thrombozyten mittels ADP und PAF; + Mehrexpre$siain

signifikanter Unterschied, - verminderte Expression
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3.1.2 Statistisch signifikante Ergebnisse aus der FACS-Analyseum Rezepzor
P-Selektin, nach Stimulation der Thrombozyten durch ADP, nach
Einnahme der untersuchten Medikamente.

3.1.2.1 FACS, Diclofenac, anti-62p, nach Stimulation durch ADP

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied mit einem Signifikareeni von jeweils
p=0,043 der Messung ohne Medikament im Vergleich zur Messung an Tagahund
Tag 6 nach dreimaliger Einnahme von Diclofenac im Sinne ein Ayestieles
Rezeptors P-Selektin aus der WandaleGranula (s. Abb. 13).
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Abbildung 13:P-Selektin-Oberflachendichte, bestimmt mit Hilfe der Fluoresrénke
des Anti-CD62p-Antikdrpers mit Stimulation der Thrombozyten durch, AlaEh
Einnahme von Diclofenac.

Nach der Einnahme von ASS, Ibuprofen, Paracetamol und Rofecoxib kaichegu
einer signifikanten Beeinflussung der P-Selektinexpression (s. Tab. 3)
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ASS

Ibuprofen

Paracetam

ol

Diclofena:

C

Rofecoxi

P-Selektin-
Epression nach
Stimulation der
Thrombozyten

durch ADP

0

0

0

Tabelle 3:Auswirkungen der untersuchten Medikamente auf die P-Selelgredsion
mit Stimulation der Thrombozyten mittels ADP; + Mehrexpression, i ke

signifikanter Unterschied, - verminderte Expression.
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3.1.3 Statistisch signifikante Ergebnisse aus der FACS-Analgszum Rezeptor
CD-63, ohne Stimulation der Thrombozyten durch ADP oder TRAP,
nach Einnahme der untersuchten Medikamente

3.1.3.1 FACS, Paracetamol, anti-CD-63, ohne Stimulation

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied mit einem Signittkareau von p=0,043
der Messung ohne Medikament im Vergleich zur Messung an Tag 6 reactaliyer

Einnahme von Paracetamol im Sinne eines Anstiegs des Rezeptd@8 &k den
thrombozytaren Lysosomen (s. Abb. 14).
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Abbildung14:GP-53-Oberflachendichte, bestimmt mit Hilfe der Fluoreszarkes des
Anti-CD63-Antikorpers ohne Stimulation der Thrombozyten durch ADP DE&P,

nach Einnahme von Paracetamol.
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3.1.3.2 FACS, Diclofenac, anti-CD-63, ohne Stimulation

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied (p=0,043) der Messung Mbadi&ament
im Vergleich zur Messung an Tag 4 nach dreimaliger Einnahme vdof@nac im
Sinne eines Anstieges des Rezeptors GP 53 aus den Lysosomémoseinazyten (s.
Abb. 15).

Nach Einnahme der anderen untersuchten Medikamente kam es zu keinen

signifikanten Veranderungen (s. Tab. 4)
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Abbildung 15: GP-53-Oberflachendichte, bestimmt mit Hilfe der Fluoreszarkes
des Anti-CD63-Antikdrpers ohne Stimulation der Thrombozyten durch édp
TRAP nach Einnahme von Diclofenac.
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Tabelle 4:Auswirkungen der untersuchten Medikamente auf die Expression des GP-53
ohne Stimulation der Thrombozyten mittels ADP oder TRAP; + Mehissipre O
kein signifikanter Unterschied, - verminderte Expression

3.1.4 Statistisch signifikante Ergebnisse aus der FACS-Analyseum Rezepzor
CD 63, mit Stimulation durch TRAP, nach Einnahme der untesuchten
Medikamente

3.1.4.1 FACS, Diclofenac, anti-CD-63, Stimulation mit TRAP

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied (p=0,043) der Messung Mbadi&ament
im Vergleich zur Messung an Tag 4 nach dreimaliger Einnahme vdof@nac im
Sinne eines Anstieges des Rezeptors GP 53 aus den Lysosomémoseinazyten (s.
Abb. 16).
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Abbildung 16: GP-53-Oberflachendichte, bestimmt mit Hilfe der Fluoreszarkes
des Anti-CD63-Antikdrpers mit Stimulation der Thrombozyten durcAPTRach
Einnahme von Diclofenac.
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Nach Einnahme der anderen untersuchten Medikamente kam es zu keinen
signifikanten Veranderungen (s. Tab. 5)

ASS

Ibuprofen

Paracetam

ol

Diclofena:

C

Rofecoxi

GP-53-
Expression nach
Stimulation der
Thrombozyten

durch TRAP

0

0

0

Tabelle 5:Auswirkungen der untersuchten Medikamente auf die Expression des GP-53
nach Stimulation der Thrombozyten mittels TRAP; + Mehrexpressiongi® k

signifikanter Unterschied, - verminderte Expression.
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3.1.5 Statistisch signifikante Ergebnisse aus der FACS-Analgszum Rezeptor
CD 41, mit Stimulation durch TRAP, nach Einnahme der untesuchten
Medikamente

3.1.5.1 FACS, Paracetamol, anti-CD-41, Stimulation mit TRAP

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied mit einem Signifikaveau von p=0,043
der Messung ohne Medikament im Vergleich zur Messung an Tag 4 rectaliyer
Einnahme von Paracetamol im Sinne einer Verminderung der Expressi@Pdib
auf der Thrombozytenmembran (s. Abb. 17).
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Abbildung 17:GP llIb-Oberflachendichte, bestimmt mit Hilfe der Fluoreszénks
des Anti-CD41-Antikérpers mit Stimulation der Thrombozyten dufRAPT nach
Einnahme von Paracetamol
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3.1.5.2 FACS, Rofecoxib, anti-CD-41, Stimulation mit TRAP

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied mit einem Signifikaveau von p=0,043

der Messung ohne Medikament im Vergleich zur Messung an Tag sechs nac
dreimaliger Einnahme von Rofecoxib im Sinne einer Verminderung xereEsion

des GP Ilb auf der Thrombozytenmembran (s. Abb. 18).
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Abbildung 18:GP IIb-Oberflachendichte, bestimmt mit Hilfe der Fluoresz@nikzs
des Anti-CD41-Antikdrpers mit Stimulation der Thrombozyten dufAPT nach
Einnahme von Rofecoxib.

Nach Einnahme der anderen untersuchten Medikamente kam es rzen kei
signifikanten Veranderungen (s. Tab. 6).
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ASS Ibuprofen Paracetampl Diclofenac  Rofecoxip

GP-lIb- 0 0 - 0 -
Expression nach
Stimulation der
Thrombozyten

durch TRAP

Tabelle 6:Auswirkungen der untersuchten Medikamente auf die ExpressionRdes G
[Ib nach Stimulation der Thrombozyten mittels TRAP; + Mehrexmes$ kein
signifikanter Unterschied, - verminderte Expression.
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3.1.6 Statistisch signifikante Ergebnisse aus der FACS-Analyseum Rezepzor
PAC-1, ohne Stimulation, nach Einnahme der untersuchten Medikaente

3.1.6.1 FACS, Rofecoxib, PAC-1, ohne Stimulation

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied mit einem Signifikaveau von p=0,043

der Messung ohne Medikament im Vergleich zur Messung an Tag sechs nac
dreimaliger Einnahme von Rofecoxib im Sinne einer Abnahme des aldiviGP
[Ib/llla auf der Thrombozytenmembran (s. Abb. 19).
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Abbildung 19: GP-lIb/llla-Oberflachendichte, bestimmt mit Hilfe der
Fluoreszenzstarke des Anti-PAC-1-Antikérpers ohne Stimulation hi@mbozyten
durch ADP oder TRAP nach Einnahme von Rofecoxib.

Nach Einnahme der anderen untersuchten Medikamente kam es zu keinen
signifikanten Veranderungen (s. Tab. 7)
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ASS

Ibuprofen

Paracetam

0]

Diclofena

C

Rofecoxi

GP-lIb/llla-

0

0

Expression
ohne
Stimulation der

Thrombozyten

Tabelle 7:Auswirkungen der untersuchten Medikamente auf die Expression des GP
[Ib/llla ohne Stimulation der Thrombozyten mittels TRAP; + Mehresgion, 0 kein
signifikanter Unterschied, - verminderte Expression.
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3.2  Statistisch signifikante Ergebnisse aus der PFA-16Analyse

3.2.1 Statistisch signifikante Verdanderung der In-vitro-Verschiusszeit nach
Einnahme von ASS bei Epinephrin beschichteter Kapillare

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied der Messung ohne Meelikaim
Vergleich zur Messung an Tag vier (p=0,042), Tag funf (p=0,042) und Tag sechs
(p=0,043) nach dreimaliger Einnahme von ASS im Sinne einer Verlanpeten
Verschlusszeit (s. Abb. 20).
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Abbildung 20:Verédnderungen der In-vitro-Verschlusszeit nach Einnahme von ASS,

gemessen in Sekunden, bei epinephrinbeschichteter Kapillare.
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3.2.2 Statistisch signifikante Ver&nderung der In-vitro-Verschiusszeit nach
Einnahme von Ibuprofen bei epinephrinbeschichteter Kapillae

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied mit einem Signifikaveau von p=0,042

der Messung ohne Medikament im Vergleich zur Messung an Tag vier nach
dreimaliger Einnahme von Ibuprofen im Sinne einer Verlangerung eescilusszeit

(s. Abb. 21). Im Gegensatz zu ASS ist dieser Effekt an Tagd5Tag 6 nicht mehr
nachweisbar.
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Abbildung 21: Veranderungen der In-vitro-Verschlusszeit nach Einnahme von

Ibuprofen, gemessen in Sekunden, bei epinephrinbeschichteter Kapillare.
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3.2.3 Statistisch signifikante Verdnderung der Verschlusszeihach Einnahme
von Paracetamol bei epinephrinbeschichteter Kapillare

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied mit einem Sigmifzkéveau von p=0,043
der Messung ohne Medikament im Vergleich zur Messung an Tag vidiinindach
dreimaliger Einnahme von Paracetamol im Sinne einer Verlangerung de
Verschlusszeit, jedoch noch innerhalb des Normbereichs (s. Abb. 22).
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Abbildung 22: Veranderungen der In-vitro-Verschlusszeit nach Einnahme von

Paracetamol, gemessen in Sekunden, bei epinephrinbeschichteter Kapillare.
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3.2.4 Statistisch signifikante Ver&nderung der In-vitro-Verschlusszeit nach
Einnahme von Diclofenac bei ADP-beschichteter Kapillare

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied mit einem Signifikaveau von p=0,042

der Messung ohne Medikament im Vergleich zur Messung an Tag sechs nac
dreimaliger Einnahme von Diclofenac im Sinne einer Verlangerunyeschlusszeit

(s. Abb. 23).
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Abbildung 23: Veranderungen der In-vitro-Verschlusszeit nach Einnahme von

Diclofenac, gemessen in Sekunden, bei ADP-beschichteter Kapillare.

Nach Einnahme der anderen untersuchten Medikamente kam es zu keinen
signifikanten Veranderungen (s. Tab. 8)
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ASS

Ibuprofen

Paracetam

0]

Diclofena

C

Rofecoxi

In-vitro-

+

Verschlusszeit
bei Epinephrin-
beschichteter

Kapillare

In-vitro-
Verschlusszeit
bei ADP-
beschichteter

Kapillare

Tabelle 8: Auswirkungen der untersuchten Medikamente auf die In-vitro-
Verschlusszeit bei Epinephrin- und ADP-beschichteter Kapillarggttangerung der

Verschlusszeit, O kein signifikanter Unterschied, - verkirzte Verszaiuss
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3.3 Statistisch signifikante Ergebnisse aus der Aggregaetrie-
Analyse

3.3.1 Statistisch signifikante Veranderung der benétigten Agonistemenge bis
zum Erreichen einer Aggregation nach dreimaliger Einnahme von ASS

3.3.1.1 Messung nach Einnahme von Aspirin, Stimulation mit ADP

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied mit einem Signifikaveau von p=0,043
bei der Messung ohne Medikament im Vergleich zur Messung an Taghawodr
dreimaliger Einnahme von ASS im Sinne eines Anstiegs der basrotMenge an
ADP (s. Abb. 24).
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Abbildung 24: Anstieg der benottigten Menge ADP, um eine vergleichbare
Aggregation nach Einnahme von ASS auszuldsen




Ergebnisse 64

3.3.1.2 Messung nach Einnahme von ASS, Stimulation mit Collagen

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied mit einem Signifikareau von jeweils
p=0,043 der Messung ohne Medikament im Vergleich zur Messung an Tagiwfer, f
und sechs nach dreimaliger Einnahme von ASS im Sinne eines Anskgs
bendtigten Menge an Collagen (s. Abb. 25).
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Abbildung 25: Anstieg der bendtigten Menge Collagen, um eine vergleichbare

Aggregation nach Einnahme von ASS auszuldsen

Nach Einnahme der anderen untersuchten nichtsteroidalen Antgitdagkonnte
keine signifikante Anderung im Aggregationsverhalten der Plattchen naieisgew
werden (s. Tab. 9).
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ASS Ibuprofen Paracetampl Diclofenac  Rofecoxi

Collagen + 0 0

ADP + 0 0

Tabelle 9:Auswirkungen der untersuchten Medikamente auf die Aggregationsfahigkeit
der Thrombozyten anhand der Aggregometrie im Sinne einer signifikant erhdhten
Agonistendosis, + signifikante Erhohung der benétigten Agonistendosis;in0 ke
signifikanter Unterschied; - signifikante Verminderung der benétigten Agonistendosis
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3.4 Statistisch  signifikante  Ergebnisse aus der Thromb-
elastographie

3.4.1 Statistisch signifikante Veranderungen der R-Zeit, KZeit und MA-Zeit
nach dreimaliger Einnahme von ASS

3.4.1.1 Messung der R-Zeit nach Einnahme von ASS

Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied mit einem Signifikiaseau von p=0,043

der Messung ohne Medikament im Vergleich zu Tag 4 und einem Siguifikeau

von p=0,042 der Messung ohne Medikament im Vergleich zu Tag 5 nach Einnahme
von ASS im Sinne einer Verlangerung der Dauer bis zum Beginplaematischen
Gerinnung (s. Abb 26).
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Abbildung 26:Verlangerung der Dauer bis zum Beginn der plasmatischen Gerinnung

nach Einnahme von ASS
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3.4.1.2 Messung der K-Zeit nach Einnahme von ASS

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied mit einem Signifikaweau von p=0,041
der Messung ohne Medikament im Vergleich zu Tag 4 nach Einnahme vommASS
Sinne einer Verlangerung der Dauer bis zum Ende der Koagelbildung (s. Abb. 27).

10

K-Zeit in Minuten

|

Tag 0 Tag 4 Tag 5 Tag 6

Abbildung 27:Verlangerung der Koagelbildungsdauer nach Einnahme von ASS
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3.4.1.3 Messung der MA-Zeit nach Einnahme von ASS

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied mit einem Signifikaweau von p=0,043
der Messung ohne Medikament im Vergleich zu Tag 4 nach Einnahme vomABS
Sinne einer langeren Dauer bis zum Erreichen der maximalen t&delidie der
grol3ten Festigkeit des Blutgerinnsels entspricht. X-Achse = Tageh¥e = Minuten
(s. Abb 28).
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Abbildung 28: Signifikante Verlangerung der Zeitdauer bis zum Erreichen des

festmdglichsten Blutgerinnsels nach Einnahme von ASS.
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3.4.2 Statistisch signifikante Verdnderung der R-Zeit nach deimaliger

Einnahme von Diclofenac

3.4.2.1 Messung der R-Zeit nach Einnahme von Diclofenac

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied mit einem Signifikaweau von p=0,043
der Messung ohne Medikament im Vergleich zu Tag 5 nach EinnahmeislofebBac
im Sinne einer Verlangerung der Dauer bis zum Beginn der plasimati Gerinnung
(s. Abb 29).
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Abbildung 29:Verlangerung der Dauer bis zum Beginn der plasmatischen Gerinnung

nach Einnahme von Diclofenac

Die Messung der K-und MA-Zeit konnte keinen Signifikanten Unterschied zeigen.
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3.4.3 Statistisch signifikante Veranderung der R-Zeit, der K-Zet und der MA-
Zeit nach dreimaliger Einnahme von Rofecoxib

3.4.3.1 Messung der R-Zeit nach Einnahme von Rofecoxib

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied mit einem Signifikaweau von p=0,038
der Messung ohne Medikament im Vergleich zu Tag 4 nach Einnahme varoRbfe
im Sinne einer Verlangerung der Dauer bis zum Beginn der plasheti€serinnung
(s. Abb 30).

22
20 4

18 4

+ ;

Tag 0 Tag 4 Tag 5 Tag 6

R-Zeit in Minuten

Abbildung 30:Verlangerung der Dauer bis zum Beginn der plasmatischen Gerinnung

nach Einnahme von Rofecoxib.
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3.4.3.2 Messung der K-Zeit nach Einnahme von Rofecoxib

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied mit einem Signifikaweau von p=0,039
der Messung ohne Medikament im Vergleich zu Tag 4 nach Einnahme varoRbfe
im Sinne einer Verlangerung der Dauer bis zum Ende der Koagelbildung (s. Abb. 31).

) +
| EEi_

Tag 0 Tag 4 Tag 5 Tag 6

K-Zeit in Minuten

Abbildung 31:Verlangerung der Koagelbildungsdauer nach Einnahme von Rofecoxib
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3.4.3.3 Messung der MA-Zeit nach Einnahme von Rofecoxib

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied mit einem Signifikawegau von p=0,042
der Messung ohne Medikament im Vergleich zu Tag 4 nach Einnahme varoRbfe
im Sinne einer lAngeren Dauer bis zum Erreichen der maximdatglitude, die der
grofdten Festigkeit des Blutgerinnsels entspricht (s. Abb. 32).
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+
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MA-Zeit in Minuten
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Abbildung 32: Signifikante Verlangerung der Zeitdauer bis zum Erreichen des
festmdglichsten Blutgerinnsels nach Einnahme von Rofecoxib.

Nach Einnahme der anderen untersichten Medikamente konnten keirfékangein

Veranderungen festgestellt werden (s. Tab. 10).
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Ergebnisse
ASS Ibuprofen Paracetampl Diclofenac  Rofecoxi
R-Zeit + 0 0
K-Zeit + 0 0
MA-Zeit + 0 0
Tabelle  10: Auswirkungen der untersuchten Medikamente auf

Thrombelastographie. + Verlangerung der Messzeit, O keine statistignffilsante

Veranderung der Messzeit.
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4 Diskussion

4.1  Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie hat sich im Laufe der letzten zdhhre als nutzliche
Methode =zur Studie von normalen und abnormalen Membranrezeptoren auf
Thrombozyten erwiesen. Sie ist also eine Methode, die als Tuastdie
Thrombozytenfunktion eingesetzt werden kann, analysiert aber aus ldézraktion

mit anderen Zelleti °° %7 %859 €0

Thrombozten zirkulieren normalerweise in einem nicht aktivierf&atus durch das
GefalRsystem. Im Verlauf des Aktivierungsprozesses bilden die mbaoyten
Aggregate, geben Inhaltsstoffe der Granula frei und unterstitzenilding eines
hamostatischen Gerinnsels. Wahrend der Hamostase interagiengooienten der
thrombozytaren Plasmamembran mit  Substanzen der Gefalwand, mit
Oberflachenrezeptoren anderer Blutzellen und mit verschiedenen
Gerinnungsproteinen. Auch durch diese Interaktionen kdnnen Thrombozytenraktivie
werden, was sich auch mit Hilfe der Thrombozytendurchflusszytemachweisen

|é.SSt61 62 63

Mit Hilfe von kommerziell erhaltlichen fluorchrommarkierten mé&lomalen
Antikérpern kdonnen diese spezifischen Veranderungen der Oberflache &tivier
Thrombozyten gemessen werffen

Wie in der vorliegenden Arbeit durch die Methode der Durchflusszytenme
nachgewiesen werden konnte, zeigt sich eine signifikante Veranderubgpitession

des Rezeptors P-Selektin nach Einnahme von 508§ an drei aufeinander
folgenden Tagen. Der Rezeptor P-Selektin wurde mit dem AntikbrpeégZDarkiert.

Ohne zusatzliche Stimulation der Thrombozyten konnte die vermehrtesBxpreles
Rezeptors an den folgenden Tagen nach der Einnahme des Medikaments
nachgewiesen werden. Bis zum Tag funf waren die Werte anstieigest an Tag
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sechs, also drei Tage nach der Einnahme von ASS zeigte sehteklaufige, aber
immer noch signifikant erhhte Rezeptorexpression.

Es erfolgt also eine erhdhte Ausschittung des P-Selektins aus-@esnula nach
Einnahme von ASS. Erst drei Tage nach der letzten ASS-Einnabtineent sich die
Expression des P-Selektin wieder zu normalisieren.

Einen ahnlichen Einfluss auf die Thrombozyten hat Ibuprofen. Auchkbarerte nach
dreitagiger Einnahme des Medikamentes ein signifikanter Anstie@-®=dektins an
Tag funf nachgewiesen werden.

Bei dem nichtsteroidalen Antiphlogistikum Diclofenaeigte sich ein signifikanter
Anstieg des P-Selektins an Tag vier nach der dreitdgigen Einn&mmiéag funf und
sechs war dieser Anstieg jedoch nicht mehr nachweisbar.

Dieser unerwartete Effekt, die vermehrte Expression desdkiBsl nach Einnahme

von Cyclooxigenase hemmenden Medikamenten, konnte in einem zweiten -
Cyclooxigenase-unabhangigen - Aktivierungspfad, eventuell tber Leukotrieme ode
Sekretionsprodukte aktivierter neutrophiler Granulozyten wie der Beoteathepsin

G, als starker Thrombozytenagonist, ihre Erklarung fifdéh Wie Hudson im Jahre
1993 beschrieb, kommt es nach einer Blockade des Cyclooxigenase-
Stoffwechselweges durch NSAIDs zu einer Induktion des Lipidoxigenase-
Stoffwechels und somit zu einer Zunahme der Leukotriene. Diesirerilie
Nebenwirkung des aspirininduzierten Asthmas. Um die hier gewonriengetnisse
hinsichtlich einer moglichen Aktivierung der Thrombozyten nach ASBdtime zu
bestatigen, mussten Untersuchungen zu den Wirkungen von Leukotrienen auf
Thrombozyten durchgeftihrt werden.

AulR3erdem ist an genetische Polymorphismen der Zyclooxigenase zu deiikein,
der Umgebung von Ser529, dem Bindungsort der Acetylsalicylsdure an der
Cycloxigenase. Des weiteren kdnnte auch eine Veranderung dernisafoder
Cyclooxigenase eine Rolle spielen. Thrombozyten weisen normalerwersangig
die gegenuber Acetysalicylsdure sensitive Cyclooxigenase-Isafo({@OX-1) auf.
Weber et al. haben jedoch nachgewiesen , dass Thrombozyten aumtiudierbare,
zweite Variante der Cyclooxigenase (COX-2) enthalten, welcheliateuwveniger
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sensitiv fir ASS i€f. SchlieBlich ist zu bedenken, dass Thromboxan nur eine von
vielen endogenen Substanzen ist, die Thrombozyten aktivieren kdnnemeDasget,

dass selbst bei vollstandiger Hemmung der Thromboxansynthese eine
Thrombozytenaktivierung durch andere Stimuli nach wie vor maoglich ist.

Ebenso konnte ein stimulierender Einfluss von ASS, Ibuprofen und Diclofemate
a-Granula der Thrombozyten in Betracht gezogen werden.

Fur die beiden anderen untersuchten Medikamente, das Paracetamol und den
selektiven COX-2-Hemmer Rofecoxib, konnten keine signifikanten Verangenun
fur den Rezeptor P-Selektin nachgewiesen wéfden

Bei der Untersuchung des Rezeptors P-Selektin nach in-vitro-Stiomulaer
Thrombozyten mit ADP konnte nach der Einnahme von Diclofenac ein ikagtir
Anstieg an Tag vier und sechs nachgewiesen werden.

In einer von A.M. Blaicher et al. veréffentlichten Stidizeigte sich, im Gegensatz zu
den Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit, bei gesunden Probanddsfatirder
CD 62 Expression nach Stimulation mit Arachidonséure und Collagen limd3b2h
nach Einnahme von Aspirin und Diclofenac. Die selektiven COX-2 Henhaen,
wie in der hier vorliegenden Arbeit, keinen Einfluss auf die Expvassies P-
Selektins.

Die anderen untersuchten Medikamente hatten keinen statistisdikaiggen Einfluss
auf die Thrombozyten nach der in-vitro-Stimulation mit ADP.

Bei der Untersuchung des Rezeptors GP 53, markiert durch den Antikippés,
ohne Stimulation durch ADP oder TRAP zeigte sich ein signifikantestiég des
Rezeptors nach der Einnahme von Paracetamol an Tag 6. Der Rewrefieralso
nach Einnahme von Paracetamol vermehrt aus den Lysosomen freéigeseiz die
Thrombozytenmembran integriert. Dies konnte fir einen aktivierenddtu€s von
Paracetamol auf die Lysosomen des Thrombozyten sprechenu lfiretat sich in der
gangigen Literatur kein Hinweis.

Ein ebenfalls signifikanter Anstieg des Rezeptors zeigte sich Bawtahme von
Diclofenacan Tag vier nach der dreitdgigen Einnahme des Medikaments. Zu den
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scheinbar aktivierenden Einflissen auf Lysosomen der Thrombozylean sobch
weiterfiihrende Untersuchungen durchgefiihrt werden.

Durch die anderen untersuchten Medikamente wurde die Expression dptoRe&s
53 nicht beeinflusst.

Auch nach einer in-vitro-Stimulation der Thrombozyten durch TRAP naumaBme
von Diclofenac zeigte sich ein signifikanter Anstieg des Reze@®<s53 auf der
Thrombozytenoberflache. Alle anderen untersuchten Medikamente hatieen ke
signifikanten Einfluss auf die vorstimulierten Thrombozyten.

Bei der Untersuchung des Einflusses der Medikamente auf den Rezptdib,
markiert durch den Antikdrper CD 41, prasentierte sich nach datrayStimulation

mit TRAP unter dem Einfluss von Paracetamol eine Verminderung der
Rezeptorexpression an Tag vier. An den Tagen funf und sechs stieg desdiopr
wieder auf den Ausgangswert an.

Auch der selektive COX-2 Hemmer Rofecoxib hatte auf die Expresies Rezeptors
GP IIb einen signifikanten Einfluss. Es kam zu einer vermindertgmeBsion des
Rezeptors an Tag 6 nach dreitdgiger Einnahme des Medikamentes.

Es zeigt sich ein selektiver Einfluss von Rofecoxib auf den Rezeptidb. GRofecoxib
ist in der Lage bei Uberdosierung in vitro auch die COX-1 zu herfnigim Einfluss
der therapeutischen Dosis auf die Thrombozyten findet sich in dgrggé Literatur
nicht.

Den aktivierten Rezeptorkomplex GP llb/llla stellten wir in Berchflusszytometrie
mit dem Antikdrper PAC-1 dar. Hier konnte ebenfalls ein EinflussRofecoxib im
Sinne einer verminderten Expression des GP llb/llla auf der Throrndymgmbran
an Tag 6 nach dreitagiger Einnahme des Medikaments nachgewiesen werden.

Die hier aufgefihrten Ergebnisse der Durchflusszytometrie solite grof3er
angelegten Probandenkollektiven nachuntersucht werden. Dies war meRaler
hier vorliegenden Arbeit nicht mdglich.
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4.2 PFA-100

Diese Methode qilt als ein Screeningtest zur Untersuchung von bbayten-
funktionsdefekten in der klinischen PraXi$®. Die Messzelle des Gerétes simuliert
den Prozess der Thrombozytenadasion und — aggregation in vitro. Embérafe
welche mit Kollagen/ADP oder mit Kollagen/Epinephrin benetzt istrtf zur
Anlagerung und Aktivierung der Thrombozyten. Folge ist eine Aggrddatiy, die
zu einem Thrombozytenpfropf fuhrt. Es kommt zur Verringerung deslidads. Das
Gerat ermittelt die Zeit vom Beginn des Blutflusses bis zuailstdndigen
Membranverschluss. Spannagel et al. zeigten eine hohe SensitiviREAER0 fur
das von-Willebrand-Jiirgens—Syndrom und fiir die Einnahme von ASpirin

Nach der dreimaligen Einnahme von ASS an Tag 1-3 zeigte subdr iRFA-Analyse
ein deutlich signifikanter Anstieg der in vitro Blutungszeit an Taf, 4n den
epinephrinbeschichteten Kapillaren. Die Blutungszeit war auf Uber 2B0n8en
angestiegen, also deutlich oberhalb der fir diese Methode festgelegtagrlure
von 165 Sekunden.

Dies bestéatigt den Einfluss der Acetylsalicylsaure auf deciidonsaurestoffwechsel
der Thrombozyten und die daraus resultierende Minderfunktion der Thromb@zyten

Auch das Medikament Ibuprofen verlangerte zumindest an Tag 4 nach Eindehme
Blutungszeit signifikarit.

Nach der Einnahme von Paracetamol Uber drei Tage kam es ebenfaisem
signifikanten Anstieg der Blutungszeit nach Messung mit den epineploimbleteten
Kapillaren an Tag 4 und 5, jedoch lagen diese beiden Anstiege nochalinder
Normgrenze von 165 Sekund&n

Dennoch konnte ein gewisser Einfluss des Medikaments auf die
Thrombozytenfunktion nachgewiesen werden, auch wenn dieser deutlich gestnger
als nach der Einnahme von ASS oder Ibuprofen.

Das Medikament Diclofenac zeigte eine signifikante Verlanggmer Blutungszeit
bei ADP-beschichteter Kapillare an Tag 6 nach dreimaliger Einndhme
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Fur den selektiven COX-2-Hemmer Rofecoxib konnte keine Verlangerung der
Blutungszeit nachgewiesen werden. Die Thrombozytenfunktion bleibt also
unbeeinflusst durch dieses Medikanf@ntvas eventuell einen Erklarungsansatz fiir
das vermehrte Auftreten von Myokardinfarkten nach Einnahme von Rofecoxib
darstellt. Dieses Medikament wurde aufgrund dieser thrombotischemplikationen

aus dem Handel genommen.

Aus den Ergebnissen der PFA-Analyse zeigt sich also ein Einfluss auf die Bagiings
nach den Medikamenten ASS, Ibuprofen und Diclofenac. Nach der Einnabime
Paracetamol konnte auch ein Anstieg der Blutungszeit nachgewiesdany dieser
lag jedoch noch innerhalb der fir diese Methode zugrunde gelegten Normzeit.

4.3 Aggregometrie

Durch die Methode der Aggregometrie konnte in dieser Arbeit mynifikanter
Einfluss auf die Menge der bendtigten Stimulantia nach Einnahme vB8ngaZeigt
werden. An Tag vier nach Einnahme von ASS wurde ein signifikametiey der
benottigten Menge ADP nachgewiesen, um eine vergleichbare Aggregzsicsn
der Thrombozyten zu erreichen, verglichen mit der Aggregationsreakitioe
Einfluss von ASS. Fir Epinephrin als Stimulans konnte dies sogar firade 4-6
belegt werden. Fir die anderen in dieser Arbeit verwendeten NSR@acetamol,
Diclofenac, Ibuprofen und Rofecoxib) konnte keine Verdnderung im
Aggregationsverhalten der Thrombozyten nachgewiesen wérddlerdings kann die
parallele Einnahme von Paracetamol und Diclofenac den Einfluss ietofdDac auf
das Aggregationsverhalten verstafKerriir die intramuskuléare Gabe von Diclofenac
gibt es Daten, die einen Einfluss des Medikaments auf die Aggredahmi®it der
Thrombozyten dokumentierghn

E.A.J. Knijff-Dutmer et al. konnten ebenfalls zeigen, dass spezifische ZB&mmer
keinen Einfluss auf das Aggregationsverhalten der Thrombozyten n&hmen
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4.4  Thrombelastographie

In der hier vorliegenden Arbeit zeigte sich ein Einfluss auf die Thetmstographie,
namlich nach Einnahme von ASS, Diclofenac und Rofecoxib.

Im Gegensatz zu den Daten von Trental&hgerlangerte sich nach der Einnahme von
ASS die R-Zeit signifikant, was einer Verlangerung der Zest 2iim Beginn der
plasmatischen Gerinnung entspricht und damit einem Einfluss von éS@eselbe
zeigt.

Ebenso verlangerte sich die K-Zeit unter dem Einfluss von ASS &aer
Verlangsamung der Koagelbildung entspricht. Auch die gréRtmégliche Festigiseit
Koagels (MA-Zeit) war unter dem Einfluss von ASS signifikant verandert.

Unter dem Einfluss von Diclofenac konnte eine Verzogerung bis zum Belginn
plasmatischen Gerinnung an Tag 5 im Sinne einer verlangerternt,Rr&rglichen zur
R-Zeit ohne Einnahme des Medikaments, nachgewiesen werden. Indestiprées
sich die Koagelbildung sowie die Dauer bis zur grof3tmoglichen KoaggKeit
statistisch nicht signifikant verandert.

Diclofenac hat also Einfluss auf den Beginn der plasmatischen Gerinniaing,
jedoch auf die Interaktion zwischen den Thrombozyten, wie z.B. diee§ggon oder
auf den daftir notwendigen Rezeptor GP lIb/llla, was sich auch in dehriisgen der
Aggregometrie oder der Durchflusszytometrie in dieser Arbeit widerdpiege

Nach der Einnahme von Rofecoxib zeigte sich eine Verlangerung Aeit Bn Tag 4
im Vergleich zu den Zeiten ohne Einfluss eines Medikamentes. Rolfiebeginflusst
also eventuell den Beginn der plasmatischen Gerinnung, nicht jedoch etigktian
zwischen den Thrombozyten, wie z.B. die Aggregation. Dies belegendaidher
erhobenen Daten.

Ebenso ist die Koagelbildung an Tag 4 unter dem Einfluss von Rofecoxib sighifika
verlangert. An Tag funf und sechs ist dies jedoch bereits nicht mehweigbar.
Auch die Dauer bis zum Erreichen der gro3tmdglichen Koagelfestig&ejt sich
unter dem Einfluss des selektiven COX-2 Hemmers verandertcéxbehat also
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einen Einfluss auf die genannten Parameter, jedoch ist dieser, sattbsteiner
dreitagigen Einnahme, nur von kurzer Dauer.

Aus den hier erhobenen Daten lasst sich folgende Empfehlung fir denhdmisc
Alltag ableiten: Bei durch Blutungsneigung gefahrdeten Patientenaafgund von
Thrombozytopenien, empfiehlt sich der Einsatz von Paracetam@8ciunerztherapie,
um den Einfluss auf die Funktion der Thrombozyten mdglichst zu minimiere
Sicherlich wéren aus diesem Aspekt auch spezifische COX-2vdernu empfehlen,
die jedoch derzeit aufgrund ihrer Nebenwirkungen in der Kritik stehen.

Beurteilung der Methoden:

Ein Vorteil der Durchflusszytometrie ist die geringe Blutmengdje zur Untersuchung
notwendig ist, und eine geringe Stimulation der Thrombozyten beVaidrereitung
zur Untersuchung. Ein weiterer Vorteil ist die genaue Aussage dibeeinzelnen
Rezeptoren und Thrombozytenstérungen, die durch diese Methode erkeimobar s
Nachteile dieser Untersuchungsmethode sind andererseits dig helaen Kosten
(Gerat, Antikorper) und die Notwendigkeit, auf erfahrene Labormitabei
zurtickgreifen zu mussen, sowie das nur kurze Zeitfenster, in weldleefroben
bearbeitet werden mussen.

Die Vorteile der PFA-100-Analyse liegen zum einen in einerdgtedisierten in-vitro-
Simulation der in-vivo auf die Thrombozyten einwirkenden Schek@it dem Weg
durch eine Kollagen/Epinephrin oder Kollagen/ADP beschichteten Kapilarm

anderen kann das in zitratbeschichteten Vacutainern entnommen®i8lz flinf
Stunden nach Abnahme noch verarbeitet werden. Aul3erdem ist daei@fét in

der Handhabung, und das Ergebnis liegt bereits nach wenigen Minuten &6nries

parallel zwei Proben gemessen werden. Diese Vorteile machen Feid0B im

klinischen Alltag gut anwendbar und sinnvoll, z.B. vor chirurgischen Eingriffen.

Die Nachteile der Aggregometrie sind der Zeitaufwand, die Notwentigim
erfahrenem Laborpersonal und die komplizierte Aufbereitung der Blgpr Dariiber
hinaus kann es zu einer mdglichen Aktivierung der Thrombozyten durch die
notwendige Zentrifugation der Blutprobe kommen. Auflerdem ist die Methode
abhangig von der jeweiligen Thrombozytenzahl des Patienten. Flratdwiis der
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verminderten Aggregationsfahigkeit der Thrombozyten, vor allem nactaEme von
ASS, ist die Aggregometrie jedoch gut geeignet.

Der Vorteil der Thrombelastographie ist die Méglichkeit, die Koatjoh im Vollblut
Zu messen, sowie der seit vielen Jahren bestehende Einsatz Kliethode im
klinischen Alltag. Nachteil ist die Notwendigkeit einer schnelleravieeitung der
Blutprobe nach deren Abnahme. AulRerdem ist die richtige Intenpretater
Thrombelastographie schwierig, und die Methode gilt als relativ unsensibel.

ASS Ibuprofen ParacetamloDicIofenac Rofecoxib
Durchflusszytometrie  + + + + +
PFA-100 + + + + 0
Aggregometrie + 0 0 0 0
Thrombelastographie + 0 0 + +

Tabelle 11: Zusammenfassende Tabelle der angewandten Methoden und der
aufgetretenen Veranderungen der Thrombozytenfunktion nach Einnahme der
untersuchten Medikamente. + statistisch signifikante Veranderungen; Keime
statistisch signifikanten Veranderungen.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit konnte anhand der aufgefiihrten Methoden folgendigusgi
der untersuchten Medikamente auf die Thrombozytenfunktion nachweisen.

Nach dreitéagiger Einnahme von Acetysalicylsdure, lbuprofen und Brdef zeigte
sich in der Durchflusszytometrie eine erhdohte Expression des Thrgtahez
oberfachenrezeptors P-Selektin ohne vorhergehende Stimulation der Thranbozyt
durch ADP oder TRAP. Nach einer Stimulation mit ADP konnte nur neich
signifikanter Anstieg des Rezeptors nach der Einnahme von Diclofertdgewiesen
werden.

Die Medikamente Paracetamol und Diclofenac hatten Einfluss aufys@somen in

den Thrombozyten im Sinne einer signifikant vermehrten Expression des
Glykoproteins GP 53 auf der Thrombozytenmembran. Nach einer zokételi
Stimulation durch TRAP war dieser Effekt nur nach der Einnahmebudofenac zu
sehen.

Die Einnahme von Paracetamol und Rofecoxib beeinflusste das Glykop&Rellb
im Sinne einer verminderten Expression des GP llb nach einer StonuBiurch
TRAP. Eine verminderte Expression des aktivierten Glykoprotenpkexes GP
[Ib/llla konnte nach der Einnahme von Rofecoxib nachgewiesen werden.

Die in-vitro-Blutungszeit, gemessen mit dem PFA-100, wurde durckidimhme des
selektiven COX 2-Hemmers Rofecoxib nicht Dbeeinflusst. Bei dieser
Untersuchungsmethode zeigte sich ein Einfluss auf die Blutungszeih dliec
Medikamente Acetylsalicylsdure, Ibuprofen und auch Paracetamol den
Collagen/Epinephrin Cartridges. In den Collagen/ADP Cartridges konnt&rdinss

auf die Blutungszeit nur noch nach der Einnahme von Diclofenac nachgewiesen
werden.
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In der Aggregometrie zeigte sich der Einfluss auf die Thrombozayt&tibn nach
Einnahme von Acetylsalicylsdure, nicht jedoch nach Einnahme dereanN&AIDs
oder des selektiven COX-2 Inhibitors Rofecoxib.

In der Thrombelastographie zeigten sich Verlangerungen der Rnréel der
Einnahme von Acetylsalicylsédure, Diclofenac und Rofecoxib. Diesgbden Einfluss
der Medikamente auf den Beginn der plasmatischen Gerinnung. Die KalBeitdie
Koagelbildung, war durch Acetylsalicylsaure und Rofecoxib verlangetMA-Zeit,
ein Wert fur die Festigkeit des ausgebildeten Koagels war nackideahme von
Acetylsalicylsaure und Rofecoxib beeintrachtigt.

Acetylsalicylsaure nimmt Einfluss auf die Expression des Rewmep®-Selektin,
nachgewiesen in der Durchflusszytometrie. Auf3erdem verlangert dsicth die
Wirkung der ASS die Blutungszeit signifikant. Die Aggregation und die
Koagelbildung sind ebenfalls durch ASS gehemmit.

Ibuprofen verstarkt die Expression des Rezeptors P-Selektin, nachgevinesler
Durchflusszytometrie. Die Blutungszeit wird jedoch durch Ibupro$ggnifikant
verlangert. In der Aggregometrie und der Thrombelastographie konimteEkeluss
nachgewiesen werden.

Paracetamol nimmt Einfluss auf die Lysosomen in Form eineralaten Expression
der Oberflachenrezeptoren sowie auf GP Ilb im Sinne einer verrtendéxpression
des Oberflachenrezeptors. Die Blutungszeit war ebenfallsgialg nur innerhalb der
Norm verlangert. Auf die Aggregation oder die ThrombelastographiPdracetamol
keinen Einfluss.

Diclofenac verandert die Thrombozytenfunktion im Sinne eines Anstiegs de
Oberflachenrezeptoren P-Selektin und GP 53 aus den Lysosomen. Denécdigert
es die Blutungszeit signifikant. Auf die Aggregometrie hat Diclofenac keinerugsfl

Rofecoxib hat trotz der verminderten Expression des GP llb/lilzekeEinfluss auf
die Thrombozytenfunktion hinsichtlich der Aggregation oder der Blutungsaaiier
Thrombelastographie zeigt sich eine Verlangerung der R-und Kdwit eine
Beeintrachtigung der maximalen Amplitude.
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Alle in dieser Arbeit untersuchten Medikamente zeigten einen Emfaug die
Thrombozytenfunktion. Den geringsten Einfluss auf die Thrombozytenfunktiom hatt
der selektive COX-2-Hemmer Rofecoxib und das nichtsteroidalepogistikum
Paracetamol, sodass eine Schmerztherapie bei blutungsgeféahrBateenten,
insbesondere bei thrombopenischen Patienten, mit einem Medikamset Wahl
erfolgen sollte.

Beim Vergleich der hier angewandten Methoden muss angemerkt wetdss,
wahrscheinlich im klinischen Alltag der Platelet function Analyd®0 und die
Aggregometrie als wegweisende Methoden fir die Entdeckung eventueller
Blutungsstoérungen nach Einnahme von nichtsteroidalen Antiphlogistika dieotist

der Wahl sind. Die Thrombelastographie ist aufgrund der Dauer biaeam &€rgebnis

zu langsam, und aus den Veranderungen in der Durchflusszytometrre dadsaicht
zwangslaufig Thrombozytenfunktionsstorungen ableiten, die zu veréanderten
Blutungsneigungen fihren konnten. Ausserdem ist die Durchflusszytometthedie
aufwendigste der hier durchgefuhrten Methoden.

In der Zusammenschau ist also dem PFA-100, und in zweiter Linie der
Aggregometrie, der Vorzug in der Untersuchung der Thrombozytenfunktion - nach
Einnahme von nichtsteroidalen Antiphlogistika - hinsichtlich einer Agis<siber eine
eventuelle Blutungsgefahr zu geben.
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