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1 Einleitung 

Arterielle Thrombosen und ihre klinischen Komplikationen stellen die führende Todesursache 

in Deutschland und den Ländern der westlichen Welt dar (Statistisches-Bundesamt, 2010). 

Die arterielle Thrombose ist die Bildung eines Plättchen-Fibrin-Pfropfs innerhalb eines arte-

riellen Gefäßes, meist auf dem Boden eines rupturierten lipidreichen artherosklerotischen  

Plaques. Durch den kompletten Verschluss eines Gefäßes manifestieren sich die Thrombosen 

klinisch als akuter Myokardinfarkt, Schlaganfall oder periphere arterielle Verschlusskrankheit 

(Chandler et al., 1974; DeWood et al., 1980).  

Aufklärung der Ursache und Maßnahmen zur Prävention von arteriellen Thrombosen kon-

zentrierten sich lange Zeit vor allem auf traditionelle Risikofaktoren (Rauchen, Hyperlipidä-

mie, Bewegungsmangel etc.). Einen großen Anteil der thrombotischen Ereignisse erleiden 

allerdings Patienten, die diesen Risikofaktoren nicht ausgesetzt waren. Studien mit Zwillingen 

konnten zeigen, dass vererbte Risikofaktoren eine signifikante Rolle in der Entstehung von 

Herzinfarkten und Schlaganfällen spielen (Berg, 1982; Sorensen et al., 1988). 

Somit verschob sich der Schwerpunkt der Forschung in der Ära der Entschlüsselung des men-

schlichen Genoms auf den Einsatz molekulargenetischer Methoden, um Ursachen und patho-

genetische Zusammenhänge der arteriellen Thrombose näher zu charakterisieren. Es wurden 

in diesem Zusammenhang zahlreiche spezifische Gene entdeckt, die die arterielle Thrombo-

genese beeinflussen können. 

Die Hämostase ist charakterisiert durch das Phänomen der Blutstillung, die ihrerseits die Ge-

fäßwandintegrität gewährleistet. Es besteht unter physiologischen Bedingungen ein empfind-

liches Gleichgewicht zwischen prothrombotischen und antithrombotischen Prozessen, die 

durch zelluläre Bestandteile, lösliche Plasmaproteine und Faktoren endothelialen Ursprungs 

vermittelt werden. Änderungen auf genetischer Ebene, die die Produktion, Aktivität oder den 

Metabolismus dieser Komponenten beeinflussen, können das physiologische Gleichgewicht 

zugunsten prothrombotischer Vorgänge verschieben und somit zu atherothrombotischen und 

thrombembolischen Komplikationen prädisponieren (Rosenberg und Aird, 1999; Yee et al., 

2005). 

In dieser Arbeit soll das Augenmerk auf der Untersuchung eines speziellen Genabschnitts 

liegen, der in der Bevölkerung in polymorpher Form vorliegt. Es handelt sich um den HPA-1 

(Human Platelet Antigen-1)-Polymorphismus des Integrins αIIbβ3, einen thrombozytären Re-

zeptor, der über seinen Liganden, in erster Linie über Fibrinogen und den vWF, den Kontakt 
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zwischen Blutplättchen untereinander vermittelt (Lefkovits et al., 1995). Welche Bedeutung 

dieser Rezeptor für den Menschen besitzt, wird sehr eindrucksvoll durch die  

Blutungssymptomatik von Patienten mit Thrombasthenie Glanzman deutlich, einer schweren 

angeborenen Thrombozytopathie, bei der es sich um einen quantitativen oder qualitativen 

Defekt des αIIbβ3-Integrins handelt (Phillips und Agin, 1977). 

    

1.1 Fachlicher Hintergrund und Einordnung der Arbeit 

1.1.1 Die Rolle der Blutplättchen in der Entstehung der arteriellen 

Thrombose 

Thrombozyten spielen die zentrale Rolle in der Pathogenese der arteriellen Thrombose  

(Gawaz, 1999). In den Koronargefäßen an Stellen von rupturierten arteriosklerotischen  

Plaques führt die Thrombusentstehung zu Symptomen der instabilen Angina Pectoris und zum 

Myokardinfarkt (DeWood et al., 1986; Fitzgerald et al., 1986; Fuster et al., 1992; 

 Jang et al., 1994; Lam et al., 1986). 

Thrombozyten besitzen die Fähigkeit, mit freigelegten Strukturen einer defekten Gefäßwand 

zu interagieren und anschließend untereinander zu aggregieren, was zur Bildung eines 

Thrombus führt. Die Thrombusbildung ist einerseits lebenswichtig zur Erhaltung der Gefäßin-

tegrität, kann jedoch andererseits, durch Verschluss eines arteriosklerotisch veränderten  

Gefäßes, zu einer vitalen Bedrohung werden.  

Normalerweise zirkulieren Blutplättchen im engen Kontakt mit den die Gefäßwand ausklei-

denden Endothelzellen, ohne an ihnen haften zu bleiben. Die Thrombozyten sind jedoch in 

der Lage, auf Änderungen der Oberflächenbeschaffenheit oder der hämodynamischen Bedin-

gungen schnell zu reagieren und an der Gefäßwand zu adhärieren (Nievelstein et al., 1990). 

Aus den hohen Strömungsgeschwindigkeiten innerhalb arterieller Gefäße resultieren starke 

tangential zur Gefäßwand wirkende Kräfte, die auf ein an der Gefäßwand adhärentes einzel-

nes Plättchen oder einen ganzen Thrombus einwirken. Um diesen sogenannten Scherkräften 

zu widerstehen, kommt einerseits der Verbindung des Einzelplättchens oder des Thrombus mit 

der Gefäßwand und andererseits dem Plättchen-Plättchen-Kontakt innerhalb eines Thrombo-

zytenaggregats eine besondere Bedeutung zu (Kroll et al., 1996).  

Der Kontakt der Blutplättchen zur Gefäßwand und der Thrombozyten untereinander wird über 

Adhäsionsrezeptoren auf der Thrombozytenoberfläche vermittelt, u. a. über sogenannte  
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Integrine. Thrombozytäre Adhäsionsrezeptoren sind von elementarer Bedeutung für die Adhä-

sion von Plättchen an der Stelle der Gefäßverletzung und für die folgende Aggregation, die 

Bildung eines dreidimensionalen Netzwerks von Thrombozyten. Ein solches Netzwerk ist in 

der Lage, ein Gefäßlumen komplett zu verlegen und somit eine Thrombose zu verursachen 

(Thomas, 2002).  

Der Aggregationsprozess im engeren Sinne wird über das ausschließlich auf Zellen der 

thrombozytären Reihe vorkommende αIIbβ3-Integrin (GP[Glykoprotein]IIb-IIIa) mit seinen 

Liganden bewirkt, wodurch Plättchen-Plättchen-Kontakt ermöglicht wird  

(Savage et al., 1998). 

Diesem Rezeptor kommt somit eine zentrale Bedeutung in der Entstehung arterieller Throm-

bosen zu. Es stellte sich so die Frage, ob diskrete Veränderungen seiner Struktur, wie zum 

Beispiel durch den hier untersuchten HPA-1-Genpolymorphismus von αIIbβ3, zu einer regist-

rierbaren Veränderung seiner Funktion führen, sich somit die polymorphismustragenden Indi-

viduen phänotypisch von der Restpopulation unterscheiden und ob ein solcher Unterschied 

Einfluss nimmt auf den Prozess der arteriellen Thrombose und die damit verbundenen Komp-

likationen (Williams und Bray, 2001).  

 

1.1.2 Mechanismus der Thrombusentstehung in arteriellen  

Gefäßen  

1.1.2.1 Arterielle Flussbedingungen 

Die rheologischen Bedingungen im arteriellen „High Flow“-System unterscheiden sich deut-

lich von denen im venösen „Low Flow“-Gefäßsystem (Rosenberg und Aird, 1999). Dies ist 

unter anderem auf Unterschiede in Blutdruck, Gefäßdurchmesser und Wanddicke zurückzu-

führen. Der Pathomechanismus der Thrombose in beiden Systemen weist daher ebenfalls  

große Unterschiede auf. Die folgenden Ausführungen befassen sich mit der Thrombogenese 

in Arterien.  

Auch innerhalb der verschiedenen Abschnitte des arteriellen Systems gibt es deutliche Unter-

schiede zwischen den Strömungsverhältnissen. Durch den variierenden Gefäßdurchmesser 

unterscheiden sich die verschiedenen Arterien auch in der Flussgeschwindigkeit, mit der das 

Blut sie durchfließt.  
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Ebenfalls variiert die Verteilung der verschiedenen Blutzellen innerhalb des Gefäßquerschnitts 

mit dem Gefäßdurchmesser und der Flussgeschwindigkeit. Im High-Flow-System befinden 

sich Erythrozyten im Zentrum des Blutstroms, während Leukozyten und Thrombozyten sich 

vorwiegend in den gefäßwandnahen Randbereichen bewegen (Baskurt et al., 2004;  

Pries und Secomb, 2003).  

Ebenso weist die Flussgeschwindigkeit innerhalb eines Gefäßes mit konstantem Durchmesser 

unterschiedliche Werte auf. In der Mittelachse ist sie maximal und nimmt zum Rand hin auf-

grund der Reibung mit der Gefäßwand ab. Dieser Geschwindigkeitsunterschied ist durch ei-

nen Schereffekt bedingt. Der resultierende Geschwindigkeitsgradient ist dann die lokale 

Scherrate („shear rate“), sie hat die Dimension s-1 (reziproke Sekunde). Die Scherrate ist da-

her geeignet, die Strömungsverhältnisse während der Thrombogenese, die an der Wand des 

Gefäßes abläuft, zu beschreiben, und verhält sich gleichzeitig direkt proportional zur Schub-

spannung („shear stress“), der Kraft, die durch das vorbeifließende Blut tangential auf die 

Gefäßwand und somit auch auf wandnahe Blutzellen und wandadhärente Thromben einwirkt 

(Goldsmith und Turitto, 1986).  

In großen Arterien beträgt die Scherrate 300-800 s-1, in Arteriolen 500-1600 s-1, in Venen  

20-200 s-1. In stenosierten Gefäßen kann die Scherrate bis zu 10.000 s-1 betragen  

(Kroll et al., 1996). 

 

1.1.2.2 Thrombozytenadhäsion 

Gefäßverletzungen und die Ruptur arteriosklerotischer Plaques verursachen Unterbrechungen 

der Kontinuität des Endothels und führen so zur Freilegung der extrazellulären Matrix. Die 

extrazelluläre Matrix ist ein Maschenwerk aus Kollagen und elastischen Fibrillen, die in ein 

visköselastisches Gel aus Proteoglykanen, Glykoproteinen und Wasser eingebettet sind. Kol-

lagenfasern vor allem des Typs I und III bilden den Hauptbestandteil der subendothelialen 

Strukturproteine (Barnes, 1985; Murata et al., 1986).  

Thrombozyten, die sich mit einer hohen Geschwindigkeit mit dem arteriellen Blutstrom be-

wegen, binden nun an diese Kollagenfasern und werden dadurch abrupt abgebremst. Für die-

sen ersten Kontakt zwischen Blutplättchen und Kollagen bei arteriellen Scherraten ist die 

Interaktion von GPIb-IX-V mit an Kollagen gebundenen vWF von vorrangiger Bedeutung 

(Kontaktphase) (Alevriadou et al., 1993). Diese Interaktion zwischen GPIb-IX-V und vWF ist 

charakterisiert durch eine sehr hohe Affinität, die besonders in Gefäßbereichen mit hoher 
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Scherkraft die Adhäsion der Blutplättchen an die Gefäßwand ermöglicht. Ebenfalls kenn-

zeichnend für diese Bindung ist eine schnelle Reversibilität, so dass es in dieser Phase zu ei-

ner langsamen Rollbewegung der Plättchen über die Oberfläche der Gefäßwand kommt  

(Savage et al., 1996). Dieser Abbremsvorgang, das sogenannte „tethering“, ermöglicht nun 

anderen Rezeptoren auf der Thrombozytenoberfläche (Kollagen-, Fibrinogen-, Fibronektin-, 

und Lamininrezeptor), sich mit ihren Liganden auf dem Subendothel zu verbinden  

(Savage et al., 1998). Besonders die Interaktion der beiden Kollagenrezeptoren α2β1  

(GPIa-IIa) und GPVI, einem Rezeptor aus der Familie der Immunglobuline, mit Kollagen ist 

elementar für die stabile Adhäsion der Plättchen (Nieswandt und Watson, 2003). Für die As-

soziation der Bindung ist einerseits die Abbremsung der Plättchen notwendig, andererseits ist 

die Aktivierung der Thrombozyten von großer Bedeutung, um die Adhäsionsrezeptoren in 

einen hoch affinen Zustand zu versetzen, der eine starke Verbindung zur subendothelialen 

Matrix ermöglicht (Sarratt et al., 2005). Diese Verbindung ist in der Lage, auch sehr hohen 

Scherraten standzuhalten (Moroi et al., 2000). Besonders GPVI ist von besonderer Bedeutung 

in der Kollagen-vermittelten Aktivierung von Thrombozyten (Nieswandt und Watson, 2003; 

Siljander et al., 2004). 

Die Aktivierung der Plättchen löst eine Reihe morphologischer und sekretorischer Verände-

rungen aus. Es kommt einerseits zu einer Formveränderung („shape change“) der Thrombozy-

ten, bei der sich Pseudopodien ausbilden, welche die Thrombozytenoberfläche vergrößern und 

somit den Plättchen-Plättchen-Kontakt begünstigen. Gleichzeitig führen die Bildung von 

Thromboxan A2 und die Sekretion von Granulainhaltsstoffen zu einer Verstärkung des Akti-

vierungsprozesses und gleichzeitig zur Stimulation und Rekrutierung noch ruhender zirkulie-

render Thrombozyten. Dieser Rekrutierungsprozess leitet nun den Aggregationsprozess ein 

(Scharf und Harker, 1987). 

 

1.1.2.3 Plättchenaggregation 

Durch die Aktivierung der adhärenten Plättchen wird das Integrin αIIbβ3 aus dem Ruhezustand 

in seinen aktiven Zustand versetzt. Das aktivierte Integrin ist nun imstande, über lösliches 

Fibrinogen bzw. löslichen vWF eine Verbindung zwischen Thrombozyten untereinander her-

zustellen (Ruggeri, 2003). Somit können sich nun auf der Schicht der am Subendothel adhä-

renten Plättchen weitere Plättchen anlagern und so einen dreidimensional wachsenden 

Thrombus bilden. Anfangs ist die Verbindung der Thrombozyten untereinander über Fibrino-

gen noch reversibel (primäre Aggregation); werden nun aber die neu angelagerten Plättchen 
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über die Freisetzung von Granulainhaltsstoffen ebenfalls aktiviert, kommt es zur irreversiblen 

Bindung an αIIbβ3 (sekundäre Aggregation). Durch Anlagerung von immer mehr Thrombozy-

ten aus der Blutbahn wächst der Thrombus in das Gefäßlumen hinein und kann durch dessen 

Verlegung eine Thrombose verursachen (Gawaz, 1999). 

Die Interaktion der Grundfläche des Thrombus mit den Kollagenfasern im Subendothel unter-

scheidet sich somit deutlich von der Interaktion der Plättchen untereinander. Diese Verbin-

dung über das Integrin αIIbβ3 und Fibrinogen oder vWF bedingt Volumen- und Höhenwach-

stum des Thrombus. 

 

1.1.3 Das Integrin αIIbβ3 (Glykoproteinkomplex IIb-IIIa) 

1.1.3.1 Rezeptor-Struktur 

Das Integrin αIIbβ3 gehört zur Gruppe der β3-Integrine und kommt primär nur bei Plättchen 

und Megakaryozyten vor, obwohl es manchmal auch auf Tumorzellen nachgewiesen wird 

(Trikha et al., 1996). Es ist das Membranprotein, das auf der Oberfläche der Thrombozyten 

die höchste Rezeptordichte aufweist. Mit 60.000 bis 100.000 Rezeptorkopien macht es etwa 

ein bis zwei Prozent des Gesamtproteingehalts eines ruhenden Plättchens aus  

(Wagner et al., 1996). Bei Plättchenaktivierung kann sich die Oberflächenexpression des Re-

zeptors fakultativ um 25 bis 50 Prozent erhöhen (Niiya et al., 1987). 

Das Integrin αIIbβ3  ist ein heterodimerer Komplex aus einer  α- und einer β-Untereinheit. 

Durch die Aufklärung der kristallinen Struktur des Integrins αvβ3 (Xiong et al., 2001) ist auch 

der molekulare Aufbau von αIIbβ3 sehr genau charakterisiert, da beide Rezeptoren, αvβ3 und 

αIIbβ3 sehr ähnlich aufgebaut sind und die gleiche β-Untereinheit besitzen. Beide Untereinhei-

ten durchtreten jeweils einmal die Thrombozytenmembran und werden daher jeweils in einen 

zytosolischen-, transmembranären- und extrazellulären Abschnitt unterteilt. Die  

β3-Untereinheit besitzt ein Molekulargewicht von etwa 115 Kilodalton (kDa). Die  

αIIb-Untereinheit weist ein Molekulargewicht von etwa 140 kDa auf und besteht aus einer nie-

dermolekularen Kette („light chain“; 137 Aminosäuren) und einer höhermolekularen Kette 

(„heavy chain“; 871 Aminosäuren), die durch Disulfidbrücken miteinander verbunden sind 

(Poncz et al., 1987; Zimrin et al., 1988); siehe Abb.1a/b. 
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Abb.1a: Vereinfachtes Schema von αIIbβ3 aus (Lefkovits et al., 1995). Abb.1b: Struktur des 

Integrins αIIbβ3, aus (Quinn et al., 2003) basierend auf der kristallinen Struktur und Magnet-

Resonanz-Aufnahmen. Das Modell in Abb.1b zeigt sowohl die α- als auch die β-Untereinheit 

von αIIbβ3, die sich wiederum aus Untereinheiten von verbundenen Domänen zusammenset-

zen. Die α-Untereinheit weist .-terminal einen „β-Propeller“ auf, dessen sieben „Rotorblät-

ter“ sich aus  jeweils 60 Aminosäuren zusammensetzen. Der Rest der α-Untereinheit setzt 

sich aus einer „Oberschenkel“- und zwei „Unterschenkel“-Domänen zusammen. Zwischen 

der Oberschenkel- und der ersten Unterschenkeldomäne gibt es einen „Knie“-Abschnitt, eine 

Schleife, die das Zusammenklappen der beiden angrenzenden Domänen erlaubt. Die β-

Untereinheit weist an Position 33 den in dieser Arbeit untersuchten HPA1-

Genpolymorphismus auf. Des Weiteren ist eine lange Disulfidbrücke zwischen Cys5 und 

Cys435 abgebildet. Die erste identifizierbare Domäne, die A-Domäne, enthält zwei oder drei 

divalente kationische Elemente, unter anderem das MIDAS-Motiv, welches an der Liganden-

bindung beteiligt ist. .ach einer Hybrid-Domäne folgen vier EGF-Domänen (endothelial 

growth factor like domains), die dann in die Transmembran-Domäne übergehen.  

 

Abb.1a Abb.1b 
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1.1.3.2 Ligandenbindung durch αIIbβ3 

Ein typisches Charakteristikum der Integrine ist ihre Fähigkeit, „Botschaften“ von außen ins 

Zellinnere oder von innen in das Zelläußere zu vermitteln, sogenanntes bidirektionales Signal-

ling. Das Integrin αIIbβ3  ist in Bezug auf seine Liganden polyspezifisch, sein Liganden-

Repertoire umfasst Fibrinogen, vWF, Fibronektin, Vitronektin, Thrombospondin, CD40L und 

diverse Schlangengifte (Plow et al., 2000). Für den Adhäsions- und Aggregationsprozess sind 

die Liganden Fibrinogen und vWF von entscheidender Bedeutung. vWF vermittelt die Plätt-

chenadhäsion bei hohen Wandscherraten über GPIb-IX-V. Die Interaktion von αIIbβ3 und Fib-

rinogen ist elementarer Bestandteil der Verbindung von Thrombozyten untereinander bei der 

Aggregation, ist jedoch auch beteiligt an der Adhäsion, da der Rezeptor auch immobilisiertes 

Fibrinogen auf der Gefäßoberfläche bindet (Savage et al., 1992). 

Zwei Aminosäuresequenzen definieren als Motive die Bindungsspezifität an αIIbβ3: 

I. Die RGD-Sequenz (Arginin-Glycin-Aspartat-Sequenz): Sie ist Bestandteil der Liganden 

Fibrinogen, Fibronektin, vWF und Vitronektin (Ruoslahti und Pierschbacher, 1987). 

II. Die Dodekapeptid-Sequenz: Eine aus zwölf Aminosäuren (AS 400-411; 

HHLGGAKQAGDV) bestehende Bindungsstelle im C-terminalen Teil der γ-Kette des 

Fibrinogens. Diese Bindungsstelle ist monospezifisch für Fibrinogen (Farrell et al., 1992). 

Von-Willebrand-Faktor bindet über seine RGD-Sequenz an αIIbβ3. Obwohl Fibrinogen zwei 

RGD-Sequenzen aufweist, dürfte die γ-Kette seine Hauptbindungsstelle an das αIIbβ3-Integrin 

darstellen (Farrell et al., 1992).  

 

1.1.3.3 Aktivierungszustand von αIIbβ3   

Im Ruhezustand tragen Blutplättchen ein nicht aktiviertes αIIbβ3-Integrin auf ihrer Oberfläche. 

Es ist in der Lage, immobilisiertes, nicht jedoch lösliches Fibrinogen zu binden. Durch Plätt-

chenaktivierung durch Agonisten (Thrombin, ADP, Thromboxan A2), Kollagen oder durch 

Generierung eines Signals nach Adhäsion von αIIbβ3 an immobilisierten Liganden  

(sogenanntes outside-in signaling) wird der Rezeptor in einen Zustand mit hoher Affinität 

gegenüber löslichem Fibrinogen und anderen Adhäsivproteinen im Plasma versetzt. In diesem 

Zustand ist die Bindung von löslichem Fibrinogen möglich, das den Rezeptor in den liganden-

besetzten Funktionszustand überführt. Die Fibrinogen-Rezeptor-Interaktion bedingt verschie-

dene intrazelluläre Antworten. Es kommt zur Induktion von „Inside-out-Signalen“, die zur 
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Freisetzung von prokoagulatorischen Substanzen aus den Thrombozyten, Zytoskelettreorgani-

sationen und Expression von LIBS (ligandeninduzierte Bindungsstellen) führen  

(Gawaz, 1999). 

 

1.1.4 Der HPA-1(PIA)-Genpolymorphismus des αIIbβ3-Integrins 

Polymorphismen sind stabile Variationen der DNA-Sequenz, die in mehr als 1 % der Chro-

mosomen in einer Population vorkommen (Bray, 2000).  

Von bislang zwölf identifizierten Genvarianten der β-Untereinheit von αIIbβ3, die zu einem 

Aminosäureaustausch führen, kommt der HPA-1-Polymorphismus am häufigsten vor und hat 

die größte klinische Relevanz. Der Austausch von Thymidin gegen Cytosidin an Position 

1565 in Exon 2 des ITGB3 Gens führt zum Austausch von Prolin für Leucin an der Amino-

säurenposition 33 (Leu33→Pro) am N-terminalen Ende der β-Untereinheit der β3-Integrine 

(Newman, 1997; Valentin und Newman, 1994). Der Aminosäurenaustausch verursacht eine 

Konformationsänderung in der aminoterminalen Disulfidschleife der β-Untereinheit (siehe 

Abb.1), die für die Fibrinogenbindung wichtig ist (Voetsch und Loscalzo, 2004). 

Die homozygote Leu33-Variante wird als HPA-1a/1a (PIA1/A1) bezeichnet. Der größte Teil der 

europäischen Bevölkerung trägt diesen Genotyp. Der heterozygote Genotyp HPA-1a/1b 

(PIA1/A2) ist mit einem Anteil von ca. 25 % in Europa ebenfalls relativ häufig vertreten, wäh-

rend die Häufigkeit homozygoter HPA-1b-Träger (PIA2/A2) lediglich 2 % beträgt  

(Williams und Bray, 2001). 

Der HPA-1-Genpolymorphismus ist schon lange bekannt durch seine Assoziation mit den 

Krankheitsbildern der posttransfusionellen Purpura und der neonatalen Alloimmunthrombo-

zytopenie. In beiden Fällen kommt es durch die Bildung von Alloantikörpern gegen das HPA-

1a-Antigen zu schweren Thrombozytopenien (Müller-Berghaus, 1999).  

Seit 1996 erstmals über eine erhöhte Prävalenz des HPA-1b-Allels bei Patienten mit instabiler 

Angina oder akutem Myokardinfarkt berichtet wurde (Weiss et al., 1996), richtete sich das 

Augenmerk der Forschung auf den β3-Genpolymorphismus als Risikodeterminante der koro-

naren Herzkrankheit (KHK). 
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1.2 Bisherige Studien 

1.2.1 Epidemiologische Studien zum HPA-1-Polymorphismus von 

αIIbβ3 

In der Studie von Weiss et al. wurde von einer signifikant erhöhten Prävalenz vom HPA-1b 

Genotyp bei Patienten mit Myokardinfarkt und instabiler Angina im Vergleich zu einer Kont-

rollgruppe ohne KHK (39 % versus 19 %, p = 0,01) berichtet. Bei Patienten, die zum Zeit-

punkt ihres Myokardinfarkts jünger als 60 waren, war der Unterschied zur Kontrollgruppe 

sogar noch größer (50.0 % versus 13.9 %, p = 0.002) (Weiss et al., 1996). 

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen ergab sich im Rahmen der Physicians’ Health Study, 

einer großen prospektiven Studie mit ca. 15.000 Probanden, kein Unterschied in der Prävalenz 

von HPA-1b bei Vergleich von Patienten mit akutem Myokardinfarkt (25 %) mit Kontrollper-

sonen ohne KHK (26 %, p = 0,4) (Ridker et al., 1997). 

Seit diesem Zeitpunkt sind über 30 Veröffentlichungen erschienen, die HPA-1b im Hinblick 

auf eine Rolle als potenziellen Risikofaktor verschiedener Manifestationen der koronaren 

Herzkrankheit untersucht haben. Etwa die Hälfte dieser Studien konnte einen Zusammenhang 

zwischen HPA-1b und akutem Myokardinfarkt bzw. Schlaganfall zeigen (Carter et al., 1997; 

Garcia-Ribes et al., 1998; Pastinen et al., 1998; Weiss et al., 1996), die andere Hälfte stellte 

einen solchen Zusammenhang allerdings in Frage (Corral et al., 1997; Herrmann et al., 1997; 

Ridker et al., 1997; Scaglione et al., 1998). Die verschiedenen Studien unterschieden sich 

allerdings stark in ihrem Design.  

Meta-Analysen postulierten, dass HPA-1b einen milden Risikofaktor für die KHK (nicht je-

doch für Schlaganfall) darstellt, mit einer höheren odds ratio für Patienten jünger als 60 Jahre 

(Di Castelnuovo et al., 2001; Meisel et al., 2004; Wu und Tsongalis, 2001). 

Vor dem Hintergrund dieser widersprüchlichen epidemiologischen Datenlage entstand die 

Hypothese, dass das HPA-1b-Allel des β3-Polymorphismus keinen Risikofaktor für die Arte-

riosklerose, sondern eine Risikodeterminante für eine gesteigerte Plättchenthrombogenität 

darstellt und daher bei bereits vorhandener KHK frühzeitiger zu einem Myokardinfarkt führt 

(Zotz et al., 1998).  

Diese Hypothese wird unterstützt durch verschiedene Studien: 
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Eine Assoziation zwischen HPA-1b-Genotyp und erhöhter Reoklusionsrate koronarer Bypass-

gefäße und Stents, bei der die plättchenvermittelte arterielle Thrombose die zentrale Rolle 

spielt, konnte gezeigt werden (Kastrati et al., 1999; Walter et al., 1997; Zotz et al., 2000).  

Autopsie-Studien zeigten eine signifikant erhöhte Prävalenz des HPA-1b-Genotyps bei Myo-

kardinfarkten, die durch arterielle Thrombose ausgelöst waren, im Vergleich zu Infarkten 

durch schwere Stenosierung der Koronargefäße durch Arteriosklerose  

(Mikkelsson et al., 2000; Mikkelsson et al., 1999). 

Des Weiteren konnte in einer Studie mit über 4000 Probanden gezeigt werden, dass es bei 

Trägern des HPA-1b-Allels keine erhöhte Prävalenz von koronarer Herzkrankheit und Myo-

kardinfarkt gab, jedoch bei Patienten mit KHK ein Myokardinfarkt im Median 5,2 Jahre frü-

her (p=0,006) auftrat (Loncar et al., 2005). 

 

1.2.2 Experimentelle Studien zum HPA-1-Polymorphismus von 

αIIbβ3 

Die Zahl der funktionellen Studien zum HPA-1-Polymorphismus ist deutlich niedriger als die 

epidemiologischer Untersuchungen. Diese Untersuchungen wurden zumeist unter statischen 

Bedingungen, in Zellsuspensionen ohne Blutfluss durchgeführt. 

 

1.2.2.1 Aktivierungsunterschiede unter statischen Bedingungen 

In einer umfangreichen Studie (Michelson et al., 2000) wurde die Thrombozytenfunktion mit 

dem HPA-1-Genotyp korreliert. Unter Stimulation mit ADP zeigten die HPA-1b-positiven 

Plättchen signifikant höhere Oberflächenexpression von P-Selektin (CD62P), αIIbβ3-

gebundenem Fibrinogen und aktiviertem αIIbβ3 als Plättchen vom Genotyp HPA-1a/1a. Wäh-

rend die Oberflächenexpression von αIIbβ3 sich bei ruhenden Plättchen zwischen den Genoty-

pen nicht unterschied, zeigte sich nach Aktivierung mit ADP im Vergleich zum HPA-1a/1a-

Genotyp eine signifikant höhere Konzentration von αIIbβ3 auf der Oberfläche von Plättchen 

mit dem Genotyp HPA-1b/1b. Eine andere Studie konnte diese Resultate bei Stimulation mit 

ADP nicht bestätigen, zeigte aber ähnliche Ergebnisse bei Plättchenstimulation durch Arachi-

donsäure und Thromboxan A2 (Andrioli et al., 2000). 
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Eine weitere Studie (Feng et al., 1999) untersuchte 1422 Probanden der Framingham-

Offspring-Studie. Der HPA-1-Genotyp der Probanden wurde mit der „Thrombozytenaggrega-

bilität“, bestimmt mit einer aggregometrischen Messung nach Born (Born, 1962), korreliert. 

Es konnte gezeigt werden, dass bei Plättchen der HPA-1b-positiven Genotypen eine signifi-

kant niedrigere Konzentration von Adrenalin zur Aktivierung  ausreichte, um eine Aggregati-

on auszulösen, als bei Plättchen mit dem HPA-1a-Genotyp. Unter Aktivierung mit ADP konn-

te jedoch kein signifikanter Unterschied beobachtet werden.  

 

1.2.2.2 Unterschiede in der Fibrinogenbindung 

Auch bei Untersuchungen zu Unterschieden in der Fibrinogenbindung von Plättchen mit ver-

schiedenen HPA-1-Allelen wurden diskrepante Ergebnisse veröffentlicht. 

Einige Studien zeigten eine erhöhte Fibrinogenbindung (Goodall et al., 1999) bei  

HPA-1b-positiven Thrombozyten, andere konnten diese Ergebnisse nicht bestätigen  

(Bennett et al., 2001; Meiklejohn et al., 2001). 

 

1.2.2.3 αIIbβ3-transfektierte CHO-Zellen als Modell zur Untersuchung 

des HPA-1-Polymorphismus  

Ein ganz anderer Studienansatz trug zur weiteren phänotypischen Charakterisierung der  

HPA-1-Genotypen bei. Es wurden Untersuchungen an αIIbβ3-transfektierten CHO-Zellen 

(Chinesische Hamsterovarienzellen) durchgeführt, die entweder den HPA-1a- oder den HPA-

1b-Genotyp von αIIbβ3 exprimierten. Es zeigte sich bei diesen Zelllinien kein Unterschied in 

der Bindung von löslichem Fibrinogen, unabhängig vom Aktivierungszustand des Rezeptors. 

Allerdings gab es eine signifikant erhöhte Bindung von HPA-1b-exprimierenden CHO-Zellen 

an immobilisiertes Fibrinogen im Vergleich zur HPA-1a-Variante. Bei der HPA-1b-Variante 

konnte ebenfalls im Vergleich zum HPA-1a-Genotyp eine signifikante Erhöhung des polyme-

risierten Aktin innerhalb der Zellen, des „cell-spreading“, der Tyrosin-Phosphorylierung von 

pp125FAK und der Fibrin-Retraktion nachgewiesen werden (Vijayan et al., 2000).  

An der gleichen CHO-Zelllinie konnte gezeigt werden, dass die gesteigerte Adhäsion von 

HPA-1b (an immobilisiertes Fibrinogen) mit einer höheren Aktivierung der Mitogen-

aktivierten-Proteinkinase (MAPK) ERK2 (extracellular signal-regulated kinase 2) und der 



 19

myosin light-chain kinase (MLCK) als bei der HPA-1a-Isoform einhergeht  

(Vijayan et al., 2003b). 

Weiter zeigte sich unter Flussbedingungen in einem Flusskammermodell bei Scherraten zwi-

schen 25 und 100 s-1 eine signifikant erhöhte Adhäsionsrate von HPA-1b-CHO-Zellen an Fib-

rinogen im Vergleich zu HPA-1a-Zellen (Vijayan et al., 2003a). 

In einer Abwandlung dieses Experiments konnte gezeigt werden, dass CHO-Zellen mit dem 

HPA-1b-Genotyp scheinbar stabiler an immobilisiertes Fibrinogen binden. Die CHO-Zellen 

wurden hier unter statischen Bedingungen zur Adhäsion an immobilisiertes Fibrinogen ge-

bracht und dann innerhalb einer Strömungskammer ansteigenden Scherraten ausgesetzt. Es 

zeigte sich, dass die HPA-1a-Variante schon bei niedrigeren Scherraten die Verbindung zum 

Fibrinogen verlor und abgelöst wurde als der HPA-1b-Isotyp (Berendes, Doktorarbeit  

"in Progress"). Diese Beobachtungen könnten zurückzuführen sein auf genotypabhängige 

Unterschiede in „outside-in“ Signalen generiert durch den Kontakt von αIIbβ3 mit thromboge-

nen Substraten. Es gibt Hinweise darauf, dass der HPA-1b Genotyp eben solche outside-in 

Signale verstärkt durch eine Aktivierung der Serin/Threonin Phosphorilierung von ERK2 und 

der myosin light chain (MLC) (Vijayan et al., 2005).    

Die Versuche an CHO-Zellen lassen vermuten, falls sie auf Thrombozyten übertragbar sind, 

dass die αIIbβ3-Polymorphismen die Signaltransduktion innerhalb der Plättchen beeinflussen 

könnten. Die erhöhte Resistenz der HPA-1b-Isotypen gegenüber ansteigenden Scherraten 

könnte einen Phänotyp dieses Polymorphismus darstellen und zur Erklärung der klinischen 

Befunde beitragen. 

 

1.2.2.4 Versuche unter flussdynamischen Bedingungen 

Da sich in den Experimenten mit CHO-Zellen gezeigt hat, dass unter Applikation von Scher-

kräften der Unterschied in der Zelladhäsion an Fibrinogen zwischen dem HPA-1a- und  

1b-Genotyp besonders ausgeprägt ist, ist es nahe liegend, analoge Versuchsbedingungen auch 

bei einer In-vitro-Untersuchung im Vollblut herzustellen. Obwohl der Einsatz von Vollblut in 

Flusskammermodellen ein in der Hämostaseologie zunehmend häufiger angewendetes Ver-

suchsverfahren darstellt (Grabowski, 1990; Patel et al., 2003; Savage et al., 1998), gibt es 

bisher keine Veröffentlichung zur Untersuchung des HPA-1-Polymorphismus von αIIbβ3 unter 

flussdynamischen In-vitro-Bedingungen im Vollblut. Es wurde jedoch eine eigene Studie am 

Institut für Hämostaseologie und Transfusionsmedizin (IHTM) zu dieser Thematik durchge-
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führt (Loncar et al., 2007). Hier wurde bei Versuchen mit einer Strömungskammer die Plätt-

chenadhäsion an immobilisiertes Fibrinogen im Vollblut untersucht. Das Adhäsionsverhalten 

der Plättchen von Blutspendern mit den Genotypen HPA-1a/1a, HPA-1a/1b und HPA-1b/1b 

wurde bei verschiedenen Scherraten (50s-1, 500s-1, 1500s-1) miteinander verglichen. Beim 

Vergleich der absoluten Adhäsionsraten zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen 

HPA-1a und HPA-1b. Verglich man jedoch den relativen Unterschied zwischen Adhäsionsrate 

zu Versuchsbeginn und Versuchsende (Adhäsion nach Minute 5 dividiert durch Adhäsion zu 

Versuchsbeginn), zeigte sich eine signifikant erhöhte relative Plättchenadhäsion der HPA-1b-

Genotypen. 

Zu den Auswirkungen des HPA-1-Polymorphismus des αIIbβ3-Integrins auf die Aggregation 

und Thrombusbildung unter flussdynamischen Bedingungen existieren bisher keine In-vitro-

Daten. 

 

1.3 Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit 

1.3.1 Übergeordnete Zielsetzung 

a) Entwicklung und Validierung eines In-vitro-Modells, das den Prozess der Thrombo-

genese möglichst getreu der Verhältnisse in vivo simuliert, das die Thrombusentste-

hung in ihrer Dreidimensionalität darstellt und gleichzeitig auch ihren zeitlichen Ab-

lauf als vierte Dimension erfasst. 

b) Einsatz des validierten Messverfahrens, um phänotypische Auswirkungen des  

HPA-1-Genpolymorphismus von αIIbβ3 auf die Thrombogenese in vitro zu charakte-

risieren.  

 

1.3.2 Spezifische Fragestellungen/Ziele 

aa) Eichung des Messverfahrens an einem internen Standard (Mikrosphären). 

ab) Welche Rolle spielt αIIbβ3 für die Thrombusentstehung im Messsystem? Kommt es 

zur Ausbildung von Thromben unter der Blockade von αIIbβ3?   

ac) Validierung des Messverfahrens durch wiederholte Messungen mit dem Blut eines 

Individuums 
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Unterscheiden sich innerhalb des Messsystems HPA-1a/1a- und HPA-1b/1b-Genotyp 

hinsichtlich ihrer mittleren 

ba) Thrombusanzahl? 

bb) Einzelthrombusvolumen? 

bc) Einzelthrombusgrundfläche? 

bd) Einzelthrombushöhe? 

 

 

2 Material und Methodik 

2.1 Material 

2.1.1 Verwendete Materialien und Geräte  

Die folgenden Materialien und Geräte wurden für die Studie benötigt: 

- Deckgläser für Mikroskopie, 24 x 50 mm, (Engelbrecht Medizin- und Labortechnik GmbH, 

Edermünde) 

- Kolbenhub-Pipetten (Eppendorf reference 10-100 µl und 0,5-10 µl, Eppendorf Vertrieb 

Deutschland GmbH, Wesseling-Berzdorf )  

- Pipettenspitzen (Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH, Wesseling-Berzdorf) 

- Petrischalen (Greiner Labortechnik, No. 639102, 145/20 mm) 

- 30-ml-Spitzboden-Schraubröhrchen (Greiner, Nürtingen) 

- Perfusorpumpe (Standard-Pumpe 22 Holliston, Harvard Apparatus, Massachusetts, USA) 

- Perfusorspritzen (Original-Perfusor-Spritze, OPS, 50 ml, Luer Lock, B. BRAUN Melsungen 

AG, Melsungen) 

- Venenpunktionsbesteck (W.I.N. 21G, Innendurchmesser 0,6 mm, Abbott Ireland, 

Sligo/Irland, 63-HF-0050-01) 

- Vacutainer Natrium-Citrat (Konz. 0,129M) (BD, New Jersey, USA, Katalognr.: 363079) 

- Spritzenkonus: 2-ml-Spritze (BD, New Jersey, USA) 
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- Taumelschüttler (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach)  

- Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop, Zeiss Axiovert 100 M (Stativ) und LSM 510 

(Scanmodul) (Carl Zeiss, Oberkochen) 

- Computer (Siemens Scenic Pro M7) 

- Blutbild (Sysmex, Norderstedt) 

- CO2-Gas (Linde, Pullach) 

- Bildverarbeitungssoftware ECCET (WWW.ECCET.de) 

- Statistikprogramm Graphpad InStat (Graphpad, San Diego, CA 92130 USA) 

 

2.1.2 Verwendete Chemikalien 

- PBS (Phosphate Buffer Solution)-Puffer (pH 7,3  Serag-Wiessner GmbH & Co. KG, Naila) 

- Mepacrin (gelöst in PBS-Puffer, Stocklösung 10 mM, Endkonzentration 10 µM)  

(N4-(6-chloro-2-methoxy-9-acridinyl)-N1, N1-diethylpentan-1,4-diamin) 

(Sigma Chemicals, St_Louis, MO, USA) 

- Kollagen (Kollagen TypS, Roche, Mannheim)  

- Abciximab (ReoPro Lilly Indianapolis, Indiana 46285 USA)  

- BSA (Bovines Serum Albumin) (Sigma Chemicals, St Louis, MO, USA) 

- Edisonite Schnellreiniger (Art.-Nr. 60129, Merz + Co., Frankfurt, UBA-Nr.:05860001) 

- Natrium-Citrat (Konz. 0,129M) Vacutainer (BD, New Jersey, USA, Katalognr.: 363079) 

- Amidoblack (Sigma Chemicals, St Louis, MO, USA) 

- Mikrosphären (Cat.Nr. F-36905, Molecular Probes, Eugene, USA)  

 

2.1.2.1 Mepacrin 

Mepacrin oder auch Quinacrin (N4-(6-chloro-2-methoxy-9-acridinyl)-N1, N1-diethylpentan-

1,4-diamin) ist ein trizyklisches und basisches Amin. Es besitzt eine intrinsische, gelb-grüne 

Fluoreszenz bei Anregung durch einfallendes Licht der Wellenlänge 440 nm zu emittieren. 

Die Emissionswellenlänge beträgt 505 nm. Aufgrund seiner hohen Affinität zu dem in der 
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dichten Granula der Plättchen gespeicherten Adenosintriphosphat (ATP) findet eine schnelle 

und selektive Akkumulation von Mepacrin in diesen Organellen statt (Skaer et al., 1981), au-

ßerdem auch in der Granula von Leukozyten (Read und Trist, 1982).  

In der in dieser Studie verwendeten Endkonzentration von 10 µM hat Mepacrin keinen Ein-

fluss auf die normale Plättchenfunktion (Dise et al., 1982; Savage et al., 1996). 

 

2.1.2.2 Abciximab  

Abciximab (ReoPro) ist das Fab-Fragment des chimären monoklonalen Antikörpers 7E3 

und antagonisiert das Integrin αIIbβ3 der Thrombozyten. Abciximab bindet mit hoher Affinität 

am Rezeptor, blockiert die Bindung plasmatischer Liganden (wie Fibrinogen und vWF) und 

verhindert damit die Plättchenaggregation und Plättchenthrombusbildung.   

 

2.1.2.3 Kollagen 

Mischung aus 95 Prozent Typ I Kollagen und fünf Prozent Typ III Kollagen, gelöst in Eisessig 

(gebrauchsfertige Lösung vom Hersteller). 

 

2.1.2.4 Mikrosphären 

Fluoreszierende Kügelchen mit einem definierten Durchmesser von 6µm mit einer SD von 

max. drei Prozent (Herstellerangabe). Die Mikrosphären wurden eingesetzt, um die Methode 

zu kalibrieren. 

 

2.1.3 Rechteckige Strömungskammer 

Für das Messverfahren vierdimensionale Thrombogenese wurde eine neue Strömungskammer 

gebaut, die speziell auf die besonderen Anforderungen des neuen Messverfahrens abgestimmt 

ist. Sie hat Flußkanalabmessungen, die innerhalb des Meßzeitraums eine Simulation einer 

arteriellen Stenose durch entstehende Plättchen-Fibrin-Thromben erlauben. Des Weiteren 

weist die Konstruktion ein sehr kleines Totraumvolumen auf und ermöglicht einen minimalen 

Abstand zwischen Mikroskopobjektiv und Blutfluss für eine optimale mikroskopische Visua-

lisierung. Die Länge des Flusskanals beträgt 5cm, seine Breite 0,5cm und seine Höhe 90µm. 

Die Abbildungen 2 bis 4 zeigen schematische und fotografische Darstellungen der Kammer. 



 24

 

Abb.2: Schematischer Aufbau der rechteckigen Strömungskammer 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.3: Strömungskammer (Einzelteile) 
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Abb.4: Zusammengesetzte Strömungskammer  
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2.1.4 Blutfluss 

Das Blut wird von einem Reservoir auf der Kammerzuflussseite mittels einer Präzisionsperfu-

sorpumpe (Harvard Apparatus) auf der Abflussseite durch die Kammer hindurch aspiriert.  

Durch die Blutaspiration ist es möglich, das Totraumvolumen zu minimieren, indem das Blut-

reservoir direkt auf die Kammer aufgesteckt wird. Des Weiteren macht es das Aspirationsver-

fahren möglich, in Zukunft dem Blut während des Strömungsexperiments Substanzen (Medi-

kamente, Antikörper etc.) hinzuzufügen. 

Der Blutfluss wird mittels der Perfusorpumpe so reguliert, dass eine initiale Wandscherrate 

von  500s-1 innerhalb der Kammer entsteht.  

Zur Berechnung der Scherrate γ  in der rechteckigen Strömungskammer wird folgende For-

mel verwendet: 

²

6

hw

Q

⋅

⋅

=γ  

wobei Q  = Flussrate in ml/s 

     w  = Länge des Feldes der Flusskammer (40 mm) 

           h  = Höhe der Flusskammer (90 µm) 

 

Die in dieser Studie gewählte Scherrate von 500s-1 entspricht einer Flussrate von 9,6 ml/h.  

 

2.1.5 Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop 

Das verwendete konfokale Laser-Scanning-Mikroskop Axiovert 100 M (konfokales LSM) ist 

ein inverses Lichtmikroskop, an das eine LSM-Einheit (bestehend aus einem Laser- und ei-

nem Scanning-Modul) gekoppelt ist. 

Der Laser regt einen vorher zugesetzten Fluoreszenzfarbstoff innerhalb der Blutplättchen an, 

dessen Signal vom Detektor (Photomultplier) Ebene für Ebene erfasst und an den Computer 

weitergeleitet wird. Dieser rekonstruiert ein dreidimensionales Bild aus diesen Schnittebenen. 

Die folgende Abbildung (Abb.5) zeigt schematisch den Strahlengang des Lichtes im LSM. 

Hier sind das einfallende Licht (blaue Pfeile), das auf die Strömungskammer trifft, und das 



 27

entstehende Fluoreszenzsignal (grüner Pfeil) dargestellt. Die roten Pfeile markieren die Fluss-

richtung des Blutes durch die Strömungskammer. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.5: Vereinfachte Darstellung des Strahlenganges im Laser-Scanning-Mikroskop (über-

nommen von V. Stoldt, Mitarbeiter des IHTM) 
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Die Abbildungen 6 und 7 zeigen den Versuchsaufbau.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.6: Versuchsaufbau, Aufbau des Laser-Scanning-Mikroskops 

 

 

 

 

 

              

 

 

 

Abb.7: Versuchsaufbau, die Strömungskammer im Laser-Scanning-Mikroskop 
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2.1.6 Probanden 

Nach Zustimmung der Ethikkommission der medizinischen Fakultät der HHU (11.09.2001; 

AZ:1864) wurden in der Zeit von September 2004 bis Dezember 2004, von insgesamt 16 

männlichen und weiblichen Blutspendern, die nach eigenen Angaben gesund waren und in 

den vorangegangenen zwei Wochen keine Medikamente eingenommen hatten, Daten für die 

Studie gewonnen. Die Probanden waren bereits im Vorfeld mittels allelspezifischer Restrikti-

onsenzymanalyse im Hinblick auf den HPA-1-Polymorphismus des Integrins αIIbβ3 (GPII-

bIIIa) genotypisiert worden und wurden gezielt für die Studie einbestellt. Alle Probanden 

waren regelmäßige Blutspender der Blutspendezentrale der Universität Düsseldorf. Sie hatten 

nach ausführlicher Aufklärung gemäß den Empfehlungen der Helsinki-Erklärung durch Un-

terschrift ihr Einverständnis zur Teilnahme an der Studie erklärt. Den Probanden wurde ent-

weder vor oder während ihrer regulären Blutspende zusätzlich Blut in vier Citrat-Vacutainer 

abgenommen. Das Blut von Proband 26 musste wegen vorzeitiger Gerinnung während des 

Anfärbungszeitraums mit Mepa-crin von der Auswertung ausgeschlossen werden. Die Zu-

sammensetzung des Probandenkollektivs ist in Tabelle 1 dargestellt. 
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Genotyp 

HPA1 
Spender-Nr. Geburtsjahr 

Alter zum Ver-

suchszeitpunkt 
Versuchstag PLT (x10³/µl) 

      

HPA-1a/1a 1 1947 58 03.09.2004 136 

HPA-1a/1a 9 1984 21 09.09.2004 
Keine Mes-

sung 

HPA-1a/1a 16 1965 40 17.09.2004 264 

HPA-1a/1a 22 1957 48 28.09.2004 189 

HPA-1a/1a 24 1967 38 29.09.2004 154 

HPA-1a/1a 25 1976 29 30.09.2004 242 

HPA-1a/1a 28 1954 51 02.11.2004 172 

HPA-1a/1a 30 1980 25 02.12.2004 162 

MW   38,75  188,43 

STDEV   13,13  47,41 

      

HPA-1b/1b 14 1951 54 14.09.2004 228 

HPA-1b/1b 17 1952 53 21.09.2004 238 

HPA-1b/1b 18 1966 39 22.09.2004 223 

HPA-1b/1b 20 1960 45 23.09.2004 
Keine Mes-

sung 

HPA-1b/1b 21 1958 47 24.09.2004 224 

HPA-1b/1b 23 1962 43 28.09.2004 
Keine Mes-

sung 

HPA-1b/1b 26 1970 35 30.09.2004 200 

HPA-1b/1b 29 1959 46 02.11.2004 201 

MW   45,25  219 

STDEV   6,43  15,28 

Tab.1: Probandenkollektiv und Untersuchungszeitpunkt 
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2.2 Methodik 

2.2.1 Versuchsvorbereitung 

2.2.1.1 Vorbereitung der Deckgläschen 

Pro Versuch wurde jeweils ein Deckgläschen mit den Abmessungen 24 x 50 mm benötigt. Um 

es von den Chemikalienrückständen der Herstellung zu befreien, wurde das Deckglas einige 

Sekunden mit der blauen Flamme des Bunsenbrenners auf der Oberfläche erhitzt und dann bei 

Zimmertemperatur wieder vollständig abgekühlt. Dieser Prozess ist wichtig für die gleichmä-

ßige Verteilung des Kollagens auf der Glasoberfläche. 

 

2.2.1.2 Beschichtung der Deckgläschen 

Die Deckgläschen wurden mit Kollagen (Typ I 95 %, Typ III 5 %) beschichtet, um eine 

thrombogene Oberfläche zu schaffen. Dazu wurde ein einzelner Tropfen Kollagen auf die 

Mitte der Glasoberfläche aufgetragen und getrocknet. Dies hatte den Vorteil, dass im Messbe-

reich in der Mitte des Deckglases eine homogene kontinuierliche Kollagenmatrix bestand und 

die Thrombozyten erst im Messbereich das erste Mal mit dem Kollagen in Kontakt kamen 

und somit nicht durch Kollagen außerhalb dieses Bereiches aktiviert werden konnten. Die 

Gleichmäßigkeit der Kollagenbeschichtung wurde mit dem Farbstoff Amidoblack nachgewie-

sen. 

Zum Aufbringen des Kollagentropfens wurden die vorbereiteten Deckgläschen auf eine 

Schablone aufgelegt, die die Positionierung des Tropfens genau in der Mitte des Deckglases 

ermöglicht. Um diesen aufzubringen, wurde eine Kolbenhub-Pipette verwendet, die auf 2 µl 

eingestellt war. Die Kollagenlösung innerhalb der Pipette wurde bis zum ersten Druckpunkt 

herausgedrückt und dann auf die Mitte des Deckgläschens appliziert. Dieser Kollagentropfen 

wurde nun durch 30 min Lagerung bei Zimmertemperatur zum Eintrocknen gebracht. Abb.8 

zeigt eine elektronenmikroskopische Aufnahme des Kollagentropfens. 
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Abb.8: Elektronenmikroskopische Aufnahme des Kollagentropfens. a: 900-fache Vergrö-

ßerung, b: 2000-fache Vergrößerung. 

 

2.2.1.3 Blutentnahme 

Den Probanden wurde 18 ml venöses Blut entnommen, welches in vier Natrium-Citrat-

Vacutainern (Konz. 0,129M) aufgefangen wurde. Die Blutabnahme erfolgte entweder direkt 

aus einer Kubitalvene mittels einer 21-Gauge-Nadel oder aus der Probenentnahmevorrichtung 

des Blutspendesystems zu Anfang der Vollblutspende. Die Bestimmung der Plättchenkonzent-

ration erfolgte in Citrat-Blut am Sysmex-Zellcounter. Die vier Röhrchen mit antikoaguliertem 

Blut wurden nun in einem 30-ml-Röhrchen zusammengeführt und mit 10µM Mepacrin inku-

biert. Das 30-ml-Röhrchen wurde verschlossen und für 45 Minuten bei Raumtemperatur auf 

einem Taumelschüttler bei 15 Umdrehungen pro Minute gelagert. Diese Zeitspanne wurde 

benötigt, um eine möglichst vollständige Anfärbung der Thrombozyten mit dem Fluoreszenz-

farbstoff Mepacrin zu gewährleisten.  

 

2.2.1.4 Reinigung der Strömungskammer 

Die rechteckige Flusskammer und die zugehörigen Komponenten (abführender Schlauch mit 

Luer Drei-Wege-Hahn, 2-ml-Spritze) wurden durch Reinigung über Nacht in einer Reini-

gungslösung (Edisonite Schnellreiniger) von jeglichen Rückständen befreit und in der Folge 

mit bidest. H2O gründlich gespült. Zum Trocknen wurden die Bestandteile der Kammer auf 

Abb. 8b 

Abb. 8a 
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Zellstoff ausgelegt und die restliche Feuchtigkeit aus Kammerzufluss und -abfluss mit  

CO2-Gas entfernt.  

2.2.1.5 Vorbereitung der Strömungskammer 

Ein mit Kollagentropfen beschichtetes Deckgläschen wurde mit der beschichteten Seite nach 

oben in den Metallrahmen der Strömungskammer eingelegt. Der trockene Acrylglasblock 

wurde von oben aufgelegt und die Halteschrauben wurden fest eingeschraubt. Die 2-ml-

Spritze, die als Blutreservoir diente, wurde auf der blutzuführenden Seite der Kammer aufges-

teckt. Anschließend wurde der abführende Schlauch mit einer Perfusorspritze verbunden, die 

eine Lösung 2%-ige BSA, gelöst in PBS-Puffer, enthielt. Nun wurde der Schlauch mit dem 

blutabführenden Ende der Kammer verbunden und die Kammer retrograd zur späteren Blut-

flussrichtung mit dem Puffer-BSA-Gemisch luftblasenfrei befüllt, bis sich etwa 0,5 ml der 

Lösung im Reservoir befanden. Die Perfusorspritze wurde sodann vom Schlauch entfernt und 

die gesamte Apparatur auf die Haltevorrichtung des Mikroskops aufgesetzt. 

Das abführende Schlauchende wurde jetzt mit einer leeren Perfusorspritze verbunden, die 

bereits in die Perfusorpumpe eingelegt war.  

Die Perfusorpumpe wurde dann mit einer Flussrate von 9,6 ml/h programmiert, um das im 

Reservoir befindliche Puffer-BSA-Gemisch in gleicher Richtung wie der spätere Blutfluss 

durch die Kammer hindurch zu aspirieren. Dieser Zeitpunkt dient der Kontrolle, ob das Sys-

tem luftblasenfrei ist, der Kollagentropfen nicht abgelöst ist und der Flüssigkeitsfluss ein-

wandfrei funktioniert. Nachdem etwa die Hälfte der Lösung im Reservoir die Kammer pas-

siert hatte, wurde der Perfusor gestoppt und das Reservoir abgenommen.  

Eine weitere 2-ml-Spritze ohne Stempel wurde nun komplett mit Blut befüllt und unter Ab-

drücken der oberen Spritzenöffnung mit dem Daumen auf den Kammerzufluss aufgesteckt. 

 

2.2.1.6 Einstellungen des Laser-Scanning-Mikroskops  

- Argonlaser (100%-Leistung, Wellenlängen 458) 

- optische Vergrößerung 400-fach (Zeiss Plan-Neofluar 40*/0,3-Objektiv) 

- Scanmode: Time series, 25 Staks, 12 bit 

- Stack-Size 512 x 256 x 30, 230,3µm x 115,1µm x 29µm 

- Scaling: 0,45µm x 0,45µm x 1µm 
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- Beam Splitter: MBS: HFT 458 

- Filter: Ch2: BP 505-550 

- Pinhole: 80µm 

- Scan-Geschwindigkeit pro Pixel: 1,12 µs  

- Scan-Geschwindigkeit pro Bild: 491,5 ms  

- Detektor Gain: 670 

- Amplification Offset: 0,675 

- Amplification: 1,3 
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2.2.2 Versuchsablauf 

Zur korrekten Fokuseinstellung wurde mit der Durchlichtfunktion des Mikroskops auf die 

Kollagenmatrix fokussiert. Sodann wurde wieder auf den Strahlengang für die Laserscanning-

funktion gewechselt. An der Perfusorpumpe wurde nun der Blutfluss gestartet. Sobald das 

Blut den Kollagentropfen erreichte, wurde die Messung gestartet. Die Zeitserien  

(„Time-Series“)-Funktion der Mikroskopsoftware führte nun automatisch die Einzelmessun-

gen im voreingestellten Zeitplan durch. Es wurden so bei jedem Probanden ab Start der Mes-

sung 25 Bildstapel im Abstand von jeweils 25 Sekunden in einem Gesamtzeitraum von zehn 

Minuten erfasst. Jeder der 25 Bildstapel bestand aus jeweils 30 Einzelschichten, die jeweils in 

einem Abstand von 1µm voneinander aufgenommen wurden (Abb.9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.9: Darstellung der Bildakquisition durch den Computer 

2.2.3 Computerverarbeitung und Auswertung der Daten 

2.2.3.1 Computerverarbeitung 

Die Messdaten jedes Probanden wurden von einem mikroskopsoftwareeigenen Format zu 

einem Standardformat exportiert. So entstanden für jede Messung jeweils 1750 fortlaufend 

nummerierte Einzelbilder im PNG-Format (PNG = Portable Network Graphics). Diese Ein-

zelbilder wurden nun mit der Software „ECCET“ (Prof. Volker Aurich, Institut für Informatik 

der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf, www.eccet.de) verarbeitet und ausgewertet. Die 

ECCET-Software setzt die akquirierten Schnittbilder für jeden Messzeitpunkt jeweils zu einer 
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dreidimensionalen Abbildung zusammen. Für jeden Versuch entstanden so 25 dreidimensio-

nale Abbildungen, die den zeitlichen Verlauf der Thrombogenese räumlich darstellten. Zur 

Darstellung und Auswertung der Daten wurde der Messbereich in „Voxel“ (dreidimensionales 

Äquivalent eines Pixels) unterteilt. Die generierten Voxel waren quaderförmig mit einer Aus-

dehnung von 0,45µ in der X-, 0,45µ in der Y- und 1µm in der Z-Achse. Ein Voxel wurde von 

der Software als aktiv bzw. belegt gewertet, sobald in mehr als 50 Prozent des Quaders ein 

Fluoreszenzsignal detektiert werden konnte (siehe Abb.10).  

 

 

Abb.10: Schema von vier benachbarten Voxeln (rot) und zwei Thrombozyten (grün) (über-

nommen von V. Stoldt, Mitarbeiter des IHTM).  

 

 

Jede der dreidimensional rekonstruierten Abbildungen kann folgende Bildelemente darstellen: 

• „Grundrauschen“ des Fluoreszenzsignals 

• Artefakte verursacht von Fluoreszenzsignalen aus nicht angesteuerten Ebenen  

• Das Fluoreszenzsignal von Leukozyten, die wie Plättchen durch Mepacrin angefärbt wur-

den 

• Das Fluoreszenzsignal von einzelnen Blutplättchen und Aggregaten von Thrombozyten 

unterschiedlicher Größe 

Voxel 

Plättchen 
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Für die folgende Auswertung der Daten waren nur die letztgenannten Plättchen und Throm-

ben relevant. Die Volumen wurden mit einem separierten linearen Gaußfilter mit Sigma = 2 in 

allen Achsen geglättet. Dieser Schritt sorgte für eine Bündelung (Clusterung) leicht unterbro-

chener Voxel, die von hinreichender Helligkeit waren. Alle Voxel, die nach dieser Operation 

noch einen Grauwert von über 10 hatten, wurden als Thromben markiert. Alle anderen Voxel, 

darunter auch das Grundrauschen und andere Fluoreszenzartefakte aus anderen Ebenen, wur-

den daher vom Programm unterdrückt.  

Nun wurde ein „Cut-off“-Volumen gesetzt, das alle Volumina, die kleiner als 510 Voxel  

(ca. 100µm³) waren, unterdrückte und so nur noch Thromben anzeigte, die dieses Volumen 

überschritten. Somit konnten Artefakte durch einzelne Blutplättchen und Leukozyten vermie-

den werden. Ein Beispiel der dreidimensionalen Rekonstruktion ist in Abb.11 dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.11: Dreidimensionale Rekonstruktion der Thrombogenese mit ECCET 

 

2.2.3.2 Auswertung 

Für jeden einzelnen Thrombus, der das Cut-off-Volumen überschreitet, wurden nun das Ein-

zelvolumen (Anzahl der Voxel), die Thrombusgrundfläche (als Pixel) und die Thrombushöhe 

(als Pixel) ermittelt. Des Weiteren wurde zu jedem Messzeitpunkt die Anzahl der angezeigten 

Thromben bestimmt. 

Um das Einzelthrombusvolumen zu berechnen, wurden für jeden Thrombus alle zusammen-

hängenden Voxel von der Software erfasst und gezählt. Die Zahl der Voxel ließ sich dann in 

Höhe (µm)

Grundfläche (µm2 ) rot

Volumen (µm
3
 ) gelb 

Thrombusanzahl
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ein Volumen umrechnen. Die verschiedenen Einzelthrombusvolumina wurden nun für jeden 

Messzeitpunkt zu einem durchschnittlichen Einzelthrombusvolumen gemittelt.  

Die Berechnung der Einzelthrombusgrundfläche, also die Kontaktfläche der Thromben mit 

der Kollagenmatrix, bereitete Schwierigkeiten, da die Kollagenmatrix auf den Aufnahmen 

nicht zu sehen ist und keine völlig plane Oberfläche darstellt. Somit musste für jeden Throm-

bus separat seine Anhaftungsfläche an eine virtuelle Bodenebene errechnet werden. Hierzu 

wurden jeweils die beiden untersten Voxelreihen von jedem Thrombus gemittelt und als 

Grundfläche ausgewiesen. 

Die Einzelthrombushöhe ließ sich nach Ermittlung der Grundfläche der Thromben errechnen, 

indem die Software die Voxel zwischen Grundfläche und höchstem Punkt des Einzelthrombus 

bestimmte. Die Anzahl der Voxel wurde nun für jeden Messzeitpunkt in eine Thrombushöhe 

umgerechnet und zu einer durchschnittlichen Einzelthrombushöhe gemittelt. 

Die ermittelten Daten wurden zur grafischen Auswertung in die Microsoftsoftware EXCEL 

importiert und dort als trigeometrische Maßeinheiten in Abhängigkeit von der Messzeit umge-

rechnet und als Diagramme dargestellt. 

 

2.2.4 Statistische Auswertungen 

Die Auswertung der Stichproben wurde mit dem Statistikprogramm „IntStat“ durchgeführt. 

Für jede Stichprobe wurden aus den Ergebnissen der Strömungsversuche der Mittelwert 

(MW) und die Standardabweichung (SD) ermittelt. Bei diesen Vergleichen wurde jeweils der 

Mittelwertdifferenztest des Student-t-Tests verwendet, da der Stichprobenumfang (n < 30) 

gering ist. Die Testgröße lautete jeweils  

 

       
hlerStandardfe

differenzMittelwert 
t =  

 

Hier wurde der sog. Mittelwertdifferenztest (Hypothesentest) für unabhängige Stichproben 

gewählt, der normal verteilte Grundgesamtheiten und gleiche Grundgesamtheits-

Standardabweichungen voraussetzt.  
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Die Anzahl der Freiheitsgrade beträgt hier nx+ny-2. 

 

Im Vergleich der Thrombogenese der unterschiedlichen Genotypen von HPA-1 wurde der 

Hypothesentest teilweise mehrfach auf eine untersuchte Grundgesamtheit angewendet. Um 

eine Alphafehler-Kumulation zu vermeiden, wurde in diesen Fällen die Bonferroni-Korrektur 

verwendet, um das Signifikanzniveau anzupassen (Benjamini und Hochberg, 1995). Die Bon-

ferroni-Methode ermöglicht die repetitive Anwendung eines statistischen Hypothesentestver-

fahrens auf eine Grundgesamtheit, also die Überprüfung multipler Hypothesen, ohne dabei 

das Risiko zu erhöhen einen Fehler 1. Art zu begehen. Dies wird realisiert, indem das Signifi-

kanzniveau mit Hilfe der Bonferroni-Gleichung an die Zahl der auf dieselbe Grundgesamtheit 

angewandten Hypothesentestungen angepasst wird.  

Das Signifikanzniveau α, welches zugrundegelegt wird für die Testung von nur einer Hypo-

these, wird geteilt durch die Anzahl der durchgeführten Hypothesentestungen n und es ergibt 

sich das Signifikanzniveau α‘, welches für die Testung von multiplen Hypothesen mit dem 

verwendeten Testverfahren angelegt wird. Die Formel lautet daher: α‘=α/n, 

wobei α für die hier durchgeführten Experimente festgelegt wurde auf 0,05. 

Eine Besonderheit in der Anwendung der Bonferroni-Korrektur ergibt sich, wenn die Reihen-

folge der durchgeführten multiplen Hypothesentestungen nicht zufällig ist, sondern vorab 

festgelegt wird. Setzt man vor der Testanwendung eine verbindliche Reihenfolge der Testung 

der Hypothesen fest, kann der erste durchgeführte Test mit dem initialen Signifikanzniveau α 
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überprüft werden. Ergibt sich hier ein p-Wert < α so muss das Signifikanzniveau beim näch-

sten Hypothesentest nicht verändert werden. Nur wenn sich p > α ergibt, wird für den näch-

sten Test das Signifikanzniveau angepasst. α‘ ergibt sich hier also aus dem Ausgangssignifi-

kanzniveau α geteilt durch die Zahl der vorangegangenen Testungen mit nicht signifikanten p-

Werten (Salkind, 2006).  

Bei den hier durchgeführten statistischen Überprüfungen wurde noch vor Versuchsbeginn 

festgelegt, in welcher Reihenfolge die statistische Testung erfolgt. Die Hypothesentestung 

erfolgte für die verschiedenen Auswertungsmodalitäten (mittleres Einzelthrombusvolumen, 

mittlere Einzelthrombushöhe, mittlere Thrombuszahl und mittlere Einzelthrombusgrundflä-

che) jeweils zu folgenden Versuchszeitpunkten in der angegebenen Reihenfolge: 600s, 475s, 

350s, 250s sowie 150s nach Versuchsbeginn.  

    

3 Ergebnisse 

3.1 Darstellungsweise der Ergebnisse 

Die Darstellung vierdimensionaler Daten auf dem zweidimensionalen Medium Papier wirft 

erhebliche Probleme auf. Videosequenzen sind wesentlich besser in der Lage, die zeitliche 

Dynamik der Thrombogenese und somit die vierte Auswertungsdimension darzustellen. Da 

jedoch auch diese Darstellungsweise Probleme hat, die dritte, räumliche Dimension darzustel-

len, wurden virtuelle Lichtquellen und Perspektivwechsel benutzt, um Dreidimensionalität zu 

simulieren und somit der Komplexität der Daten gerecht zu werden. Daher sind die hier ge-

zeigten Bildabbildungen nur begrenzt imstande, die gesamten Rohdaten darzustellen. Eine 

Auswahl von zwei Videos, die die vierdimensionale Thrombogenese darstellen findet sich 

unter http://bv.acs.uni-duesseldorf.de/projects/thrombo.html . 

 

3.2 Validierung des experimentellen Verfahrens 

3.2.1 Experimentelle Varianz 

Um methodenbedingte Messfehler unabhängig von der biologischen Variabilität zu bestim-

men, wurde das Volumen von Mikrosphären mit dem Durchmesser von 6µm wiederholt (20-

mal) bestimmt.  
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Abb.12: Erhebung der experimentellen Varianz des 

Messverfahrens durch wiederholte Volumenmessung an 

Mikrosphären mit einem definierten Durchmesser von 

6µm. • = MW; Fehlerbalken= SD 

  

MW 130,42 

SD 17,49 

SEM 4,01 

Min 104,29 

Max 158,56 

MED 134,06 

U 95% CI 121,99 

O 95% CI 138,85 

# Beads 19 

 

Tab.2: Statistische Daten zu 

Abb.12 

 

Das Volumen der Mikrosphären konnte mit einer SD von 13 Prozent bezogen auf den Mittel-

wert bestimmt werden. Der Standardmessfehler (SEM) betrug drei Prozent vom MW. Die 

Ergebnisse sind in Abb. 12 und Tab.02 dargestellt. 

 

3.2.2 Spezifität der Plättchenadhäsion  

3.2.2.1 Spezifität zur Kollagenmatrix  

Um zu zeigen, dass die Thrombozyten spezifisch an der Kollagenmatrix adhärieren und nicht 

unspezifisch auf dem Deckglas, wurden Kontrollexperimente ohne Kollagenmatrix durchge-

führt. Im ersten Experiment wurde ein Strömungsexperiment mit Vollblut, wie im Methoden-

teil beschrieben, durchgeführt. Im zweiten wurde sowohl die Beschichtung mit Kollagen als 

auch die Spülung mit 2%-BSA-Lösung (Bovines Serum Albumin) unterlassen. Im dritten Ex-

periment befand sich ebenfalls keine Kollagenmatrix auf dem Deckglas, die BSA-Spülung 

wurde jedoch nach Versuchsprotokoll durchgeführt.   
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a) 

 

b) 

 

c) 

 

 

Abb.13: Thrombozytenadhäsion unter flussdymanischen Bedingungen nach 10 Minuten an 

verschiedene Oberflächen. a) Kollagenmatrix und BSA-Spülung, b) ohne Kollagenmatrix und 

ohne BSA-Spülung, c) ohne Kollagenmatrix und mit BSA-Spülung. 

 

Es zeigte sich ein normales Adhäsionsverhalten im Standardexperiment (Abb. 13a), hingegen 

adhärierten erwartungsgemäß keine oder nur wenige Thrombozyten in den Kontrollexperi-

menten ohne spezifische Kollagenmatrix (Abb.13 b und c). Es wurde nur ein schwaches Fluo-

reszenzsignal detektiert. Dies ist auf unspezifische Adhäsion an den Glasobjektträger zurück-

zuführen. In Abb.13c ist fast kein Fluoreszenzsignal zu sehen, da hier die unspezifische 

Adhäsion an Glas durch BSA verhindert wird. 
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Die Ergebnisse lassen darauf schließen, dass die Adhäsion im Standard-Versuchsaufbau auf 

einer spezifischen Interaktion der Blutplättchen mit der Kollagenmatrix und nicht einer un-

spezifischen Wechselwirkung mit der Glasoberfläche beruht.  

 

3.2.3 Spezifität des αIIbβ3-Rezeptors  

Um die Spezifität von αIIbβ3 bei der Entstehung von Thromben im In-vitro-Flussmodell zu 

zeigen, wurden Kontrollexperimente mit Abciximab durchgeführt. Abciximab blockiert spezi-

fisch das Integrin αIIbβ3 in dessen Eigenschaft, Fibrinogen zu binden.  

Zu diesem Zweck wurde das Spenderblut, wie im Standard-Versuchsaufbau beschrieben, vor-

bereitet und kurz vor dem Strömungsversuch mit Abciximab, in zwei verschiedenen Konzen-

trationen, versetzt (Konz. 1µg/ml bzw. 4µg/ml; Inkubationszeit 10 min).  

 

 

 Blut ohne Abciximab Blut + 1µg/ml Abciximab Blut + 4µg/ml Abciximab 

E0 

  

E0 

+2µm 

  

E0 

+4µm 

  

 

Abb.14: Thrombogenese unter flussdynamischen Bedingungen nach 10 min, nativ und unter 

Zugabe von 1µg/ml bzw. 4µg/ml Abciximab (Inkubationszeit: 10 min). E0 entspricht der Höhe 

der Kollagen-Matrix in der Strömungskammer. Für jeden Versuch ist jeweils das Fluoreszenz-

signal aus dieser Ebene und den jeweils 2 bzw. 4 µm darüber liegenden Ebenen abgebildet. 

Das Experiment ohne Abciximab zeigt eine normale Thrombusbildung. Unter Abciximab-

Zugabe findet man eine Adhäsion ohne Thrombusbildung und vereinzelte bzw. bei höherer 

Abciximabkonzentration zahlreiche Leukozyten (große weiße Punkte). Vergrößerte durchlich-

tmikroskopische Darstellung in Abb.15.    
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Direkt auf der Kollagenoberfläche (Ebene 0) ist das Fluoreszenzsignal der Blutplättchen bei 

beiden Abciximabkonzentrationen deutlich zu sehen (kleine weiße Punkte). Oberhalb dieser 

Ebene wird kaum noch ein Signal der Thrombozyten detektiert. 

Unter Zusatz von Abciximab bleibt die Adhäsion der Plättchen an Kollagen nahezu unbeeinf-

lusst. Die Aggregatbildung und das Wachstum der Thromben in Z-Orientierung und somit ihre 

Höhe sind jedoch stark eingeschränkt. Es entsteht lediglich ein „Teppich“ von adhärenten 

Plättchen.  

Unter Anwendung von Abciximab wurde nach etwa 5-minütigem Blutfluss eine Zunahme an 

Leukozyten sichtbar. Diese rollten mit geringer Geschwindigkeit über die Oberfläche (große, 

kreisförmige, weiße Punkte in Abb.14). Die Zahl der zu beobachtenden Leukozyten stieg mit 

der Applikation höherer Abciximabmengen deutlich an. 

Leukozyten werden ebenfalls durch den Farbstoff Mepacrin angefärbt. Sie werden in den 

Standard-Flussexperimenten zur Erfassung der Thrombogenese nicht erfasst, da sie sich ober-

halb der Fokusebene und mit sehr hoher Geschwindigkeit durch Laser- und Detektorstrahl 

bewegen. 

Das Phänomen ließ sich auch in der Durchlichtmikroskopie darstellen. Die Leukozyten rollten 

auf der Thrombozytenschicht, die sich über der Kollagenmatrix gebildet hatte. Sie „rissen“ 

dabei Blutplättchen von der Kollagenoberfläche ab. Die Leukozyten zeigten eine veränderte 

Oberfläche. Hierbei könnte es sich um anhaftende Plättchen oder Thrombozytenbestandteile 

handeln. Abb.15a/b zeigen Standbilder aus einer Videosequenz des Phänomens. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.** zeigt Bilder aus dem Video **. 

 

 

 

 

 

Leukozyten-

Thrombozyten-

Konjugate 

Leukozyten 

Abb.15a: Durchlichtmikroskopisches Bild von 

Leukozytenansammlungen, die unter Anwendung 

von Abciximab (1µg/ml) nach etwa 5-minütigem 

Blutfluss auftraten (350-fache Vergrößerung). 

Eine digitale Ausschnittsvergrößerung (Rech-

teck) ist in Abb.15b gezeigt. 

Abb.15b: Digitale Ausschnittsvergröße-

rung aus Abb.15a (Rechteck) zeigt zwei 

Leukozyten mit thrombozytären Kojuga-

ten (1500-fache absolute Vergrößerung). 

43 
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3.3 Intraindividuelle Varianz der Messmethode  

Zur Bestimmung der intraindividuellen Varianz wurden Experimente mit dem Blut eines Pro-

banden wiederholt durchgeführt. Das Blut wurde für jeden Versuch durch Venenpunktion ent-

nommen und sofort, entsprechend den Standard-Versuchsbedingungen, dem Strömungsexpe-

riment zugeführt. Es wurden insgesamt acht Versuche mit dem Blut eines gesunden, 

medikationsfreien, 24 Jahre alten Probanden durchgeführt. Sein Genotyp bezogen auf den 

HPA1-Polymorphismus ist HPA-1a/1a.  

Alle folgenden Abbildungen zeigen verschiedene Messparameter desselben Datensatzes von 

acht identisch durchgeführten Experimenten mit dem Blut eines Probanden. Unter Zugabe 

von Abciximab ist die Thrombusbildung so stark inhibiert, dass die Thrombengröße zu kei-

nem Messzeitpunkt das Cut-off-Volumen von 100µm3 überschreitet.  
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3.3.1 Gesamt-Thrombusvolumen 
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Abb.16: Mittleres Gesamt-Thrombusvolumen. 8 Experimente und Abciximab-Kontrolle. 

X-Achse: Zeit in Sekunden. Messpunkte (●) entsprechen dem arithmetischen Mittel der 8 Mes-

sungen und der Standardabweichung (Fehlerbalken). Weiter ist eine Kontrolle (■) unter Zu-

gabe von Abciximab (1µg/ml) gezeigt. 

  

Das Auswertungsverfahren Gesamt-Thrombusvolumen errechnet zu jedem Messzeitpunkt die 

Summe aller Voxel bzw. Volumina der Thromben, die in ihrer Größe das Cut-off-Volumen 

überschreiten. 

Nach einer Latenzperiode von 75 Sekunden, in der die Thromben wachsen, bis sie das Cut-

off-Volumen erreicht haben, folgt ein kontinuierlicher Anstieg des Gesamt-

Thrombusvolumens bis zur achten Versuchsminute. Ab der achten Minute bleibt das mittlere 

Gesamtvolumen bis Versuchsende konstant.   

Die Standardabweichung bzw. der Standardmessfehler lagen bei diesem Auswertungsverfah-

ren mit 29 bis 85 Prozent bzw. 10 bis 51 Prozent des MW inakzeptabel hoch.  
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3.3.2 Mittlere Thrombenanzahl 
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Abb.17: Mittlere Thrombenanzahl. 8 Experimente und Abciximab-Kontrolle.  

X-Achse: Zeit in Sekunden. Messpunkte (●) entsprechen dem arithmetischen Mittel der 8 Mes-

sungen und der Standardabweichung (Fehlerbalken). Weiter ist eine Kontrolle (■) unter Zu-

gabe von Abciximab (1µg/ml) gezeigt. 

 

Das Auswertungsverfahren zur Bestimmung der Thrombusanzahl errechnet zu jedem Mess-

zeitpunkt die Summe aller Einzelthromben, die in ihrer Größe das Cut-off-Volumen über-

schreiten. 

Die Thrombusanzahl stieg ab Erreichen des Cut-off-Volumens kontinuierlich und steil an. Ab 

275s erreichte die Thrombusanzahl ein Plateau.  

Die durchschnittliche SD der Thrombusanzahl lag, bezogen auf den Mittelwert, mit 39 Pro-

zent sehr hoch.  

Da das Gesamt-Thrombusvolumen direkt von der Anzahl der Thromben abhängt, steht eben-

falls dessen Messfehler im direkten Zusammenhang mit dem Messfehler der Thrombusanzahl. 

Daher wurde nun ein Messparameter ausgewählt, der die Darstellung des Thrombusvolumens 

unabhängig von der Messung der Thrombusanzahl erlaubt. 
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3.3.3 Mittleres Einzelthrombusvolumen 
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Abb.18: Mittleres Einzelthrombusvolumen. 8 Experimente und Abciximab-Kontrolle. 

X-Achse: Zeit in Sekunden. Messpunkte (●) entsprechen dem arithmetischen Mittel der 8 Mes-

sungen und der Standardabweichung (Fehlerbalken). Weiter ist eine Kontrolle (■) unter Zu-

gabe von Abciximab (1µg/ml) gezeigt. 

 

Das Auswertungsverfahren zur Bestimmung des Einzelthrombusvolumens errechnet zu jedem 

Messzeitpunkt für jeden Thrombus, der das Cut-off-Volumen überschreitet, das jeweilige Ein-

zelvolumen und bildet den Mittelwert dieser Einzelthrombusvolumina.  

 

Das durchschnittliche Einzelthrombusvolumen erreichte ab 75s das Cut-off-Volumen von 

100µm3 und stieg bis 500s fast linear (Korrelationskoeffizient der linearen Regression  

R2 = 0,999) mit einer Steigung von 2,16µm3 pro Sekunde an. Bei 500s erreichte das Ein-

zelthrombusvolumen sein Maximum von durchschnittlich 850µm3 pro Thrombus und blieb 

bis zum Versuchsende fast konstant bei diesem Wert. 



 49

Der Verlauf des durchschnittlichen Einzelthrombusvolumens konnte daher in drei Phasen ein-

geteilt werden:  

1) „Verzögerungsphase“, in der die Thromben unterhalb des Cut-off-Volumens heranwuch-

sen. 

2) „Wachstumsphase“, in der die Thromben bis zum Erreichen des Maximums linear und 

nun messbar wuchsen.   

3) „Plateauphase“, in der das Thrombusvolumen nahezu konstant blieb. 

 

Die Standardabweichung lag mit 44 bis 86 Prozent des MW während der ersten drei Mess-

zeitpunkte der Wachstumsphase relativ hoch, verursacht durch die Variation des Startpunktes 

der Wachstumsphase von Versuch zu Versuch. Ein Unterschied von nur einem Messzeitpunkt 

verursacht hier große Messfehler.  

Im weiteren Verlauf der Wachstumsphase verringerte sich die SD auf 11 bis 25 Prozent 

(durchschnittlich 19 Prozent) des Mittelwertes. Der durchschnittliche Standardmessfehler in 

diesem Bereich betrug nur sieben Prozent vom MW.  

In der Plateauphase erhöhte sich die durchschnittliche SD auf 32 Prozent vom Mittelwert. 

Die Wachstumsphase abzüglich der ersten drei Messzeitpunkte schien der Bereich in der Mes-

sung des Einzelthrombusvolumens zu sein, der sich am besten für vergleichende Messungen 

eignete. 
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3.3.4 Mittlere Einzelthrombusgrundfläche 
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Abb.19: Mittlere Einzelthrombusgrundfläche. 8 Experimente. X-Achse: Zeit in Sekunden. 

Messpunkte (●) entsprechen dem arithmetischen Mittel der 8 Messungen und der Standard-

abweichung (Fehlerbalken).  

 

Das Auswerteverfahren zur mittleren Einzelthrombusgrundfläche errechnet für jeden Throm-

bus, der das Cut-off-Volumen überschreitet, separat die jeweilige Adhäsionsfläche mit der 

Kollagenmatrix. 

Ab Messzeitpunkt 50s stieg die durchschnittliche Einzelthrombusgrundfläche steil an, nach 

etwa 2,5 Minuten nur noch sehr langsam, erreichte bei Minute 8 ihr Maximum und blieb dann 

bis zum Versuchsende konstant. 

Da die Grundfläche der Thromben bereits ab Zeitpunkt 0 kontinuierlich anwuchs, jedoch erst 

mit dem Erreichen des Cut-off-Volumens berechnet wurde, ergab sich im Zeitraum zwischen 

Messzeitpunkt 50 und 150s ein scheinbar sprunghafter Anstieg der Thrombusgrundfläche, da 

die Einzelthromben hier nach und nach das Cut-off-Volumen erreichten.  



 51

Die Tatsache, dass die Thromben das Cut-off-Volumen zu unterschiedlichen Zeitpunkten er-

reichten, bedingt die zwischen 50 und 150s langen Standardabweichungen hinsichtlich der 

Versuchsdauer. Außerhalb dieses Zeitraums lag die SD bezogen auf den Mittelwert mit durch-

schnittlich zwölf Prozent auf einem niedrigen Niveau. 

 

3.3.5 Mittlere Einzelthrombushöhe 
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Abb.20: Mittlere Einzelthrombushöhe. 8 Experimente und Abciximab-Kontrolle.  

X-Achse: Zeit in Sekunden. Messpunkte (●) entsprechen dem arithmetischen Mittel der 8 Mes-

sungen und der Standardabweichung (Fehlerbalken). Weiter ist eine Kontrolle (■) unter Zu-

gabe von Abciximab (1µg/ml) gezeigt. 

 

Das Auswerteverfahren mittlere Einzelthrombushöhe errechnet für jeden Thrombus, der das 

Cut-off-Volumen überschreitet, separat den Abstand zwischen vorher berechneter Grundflä-

che und der Thrombusspitze.  
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Die Thrombushöhe stieg nach Erreichen des Cut-off-Volumens bei 75s steil an und erreichte 

bereits nach 225 Sekunden 90 Prozent der Maximalhöhe. Ab 325s blieb die Einzelthrombus-

höhe nahezu konstant bis zum Ende der Versuchszeit. 

Analog zur Einzelthrombusvolumen- und Grundflächenberechnung entstanden auch bei der 

Berechnung der Thrombushöhe starke Schwankungen der Messwerte im Bereich zwischen 

den Messzeitpunkten 75 und 125s. 

Die Standardabweichungen außerhalb dieses Bereiches waren mit sechs bis 13 Prozent und 

durchschnittlich elf Prozent vom MW relativ niedrig. Der Standardmessfehler lag zwischen 

zwei und fünf Prozent des Mittelwertes. 

 

3.4 Thrombusbildung über die Zeit bei homozygoten HPA-

1a- und HPA-1b-Blutspendern 

Zur Klärung der Frage, ob es Unterschiede in der In-vitro-Thrombogenese zwischen Proban-

den mit dem Genotyp HPA-1a/1a und HPA-1b/1b gibt, wurde eine Serie von Experimenten 

nach Standard-Versuchsaufbau mit dem Blut von acht Blutspendern des HPA-1a/1a-Genotyps 

und sieben Blutspendern des HPA-1b/1b-Genotyps durchgeführt.  

Die beiden Populationen von Spendern zeigten keine signifikanten Unterschiede im Bezug 

auf das mittlere Lebensalter sowie die mittlere Thrombozytenkonzentration. 

Die Thrombogenese der acht bzw. sieben Spender wurden im Hinblick auf die Parameter 

mittlere Thrombusanzahl (3.4.1), mittleres Einzelthrombusvolumen (3.4.2),  

mittlere Einzelthrombusgrundfläche (3.4.3) und mittlere Einzelthrombushöhe (3.4.4) hin 

untersucht und miteinander verglichen. 

Die folgenden Abbildungen zeigen jeweils den Mittelwert der verschiedenen Messparameter 

der jeweiligen Population von Blutspendern aufgetragen über die Versuchszeit. Im Gegensatz 

zu der Darstellung der Thrombogenese im vorangegangenen Abschnitt zeigen die Fehlerbal-

ken in den folgenden Abbildungen nicht die SD der jeweiligen Messung sondern den SEM. 

Diese Darstellungsweise wurde gewählt, um die Übersichtlichkeit zu verbessern. Die Tatsa-

che, dass in den Abbildungen SEM anstelle von SD verwendet wird, hat jedoch keine Aus-

wirkung auf die statistische Testung, da hier die Rohdaten der Einzelmessungen zugrundelie-

gen.  
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3.4.1 Mittlere Thrombusanzahl 

-5

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

0
2
5

5
0

7
5

1
0
0

1
2
5

1
5
0

1
7
5

2
0
0

2
2
5

2
5
0

2
7
5

3
0
0

3
2
5

3
5
0

3
7
5

4
0
0

4
2
5

4
5
0

4
7
5

5
0
0

5
2
5

5
5
0

5
7
5

6
0
0

Zeit (s)

T
h

ro
m

b
u

s
a
n

z
a
h

l

Abb.21: Mittlere Thrombusanzahl. X-Achse: Zeit in Sekunden. HPA-1a/1a ♦ (n=8),  

HPA-1b/1b ■ (n=7). Fehlerbalken zeigen den Standardmessfehler. 

 

Die durchschnittliche Thrombusanzahl durchlief anfangs bei beiden Genotypen eine Latenz-

phase, in der noch keine Thromben gezählt werden konnten, da das Cut-off-Volumen noch 

nicht erreicht wurde. Dieses wurde von den Thromben der HPA-1b/1b-Gruppe nach 75 Se-

kunden erreicht. Die Thrombusanzahl stieg ab diesem Zeitpunkt steil an, und nach etwa 5 

Minuten war schon fast die maximale durchschnittliche Thrombuszahl erreicht. Nach diesem 

Zeitpunkt blieb die Thrombuszahl nahezu konstant bis zum Versuchsende. Die Latenzphase 

zum Erreichen des Cut-off-Volumens dauerte bei der HPA-1a-Gruppe 25 Sekunden länger. 

Die ersten Thromben waren zum Zeitpunkt 100s messbar. Ab diesem Zeitpunkt stieg die 

durchschnittliche Thrombuszahl flacher an als die der HPA-1b-Gruppe, was sich in einem 

deutlichen Unterschied in der Thrombuszahl zwischen den beiden Gruppen zeigte. Da das 

Thrombusvolumen der HPA-1a-Gruppe jedoch länger anstieg und damit sein Maximum erst 

etwa eine Minute vor Versuchsende erreichte, glich sich die durchschnittliche Anzahl der 

Thromben von beiden Gruppen zum Versuchsende an. 
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Die mittlere Thrombusanzahl der beiden Genotypen wurde zu den Messzeitpunkten 600, 475, 

350, 250 und 150 Sekunden statistisch auf einen Unterschied der jeweiligen Mittelwerte hin 

überprüft. Dabei ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der mittleren 

Thrombusanzahl der beiden Genotypen. 

 

3.4.2 Mittleres Einzelthrombusvolumen 
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Abb.22: Mittleres Einzelthrombusvolumen. X-Achse: Zeit in Sekunden. HPA-1a/1a ♦ (n=8), 

HPA-1b/1b ■ (n=7). Fehlerbalken zeigen den Standardmessfehler. * p<0,05 (Student-t-Test) 

 

Nach der Latenzphase von 75 Sekunden, in der die Thromben zum Cut-off-Volumen heran-

wuchsen, stieg das mittlere Einzelthrombusvolumen bei beiden Genotypen identisch an. Nach 

175 Sekunden Versuchsdauer stagnierte das Wachstum der HPA-1a-Genotypen und wuchs bis 

zum Versuchsende nur noch sehr langsam an. Das Einzelthrombusvolumen der HPA-1b-

Genotypen dagegen behielt die anfängliche Volumensteigerung bis etwa zwei Minuten vor 

Ende des Versuchs konstant bei. Danach blieb auch das mittlere Einzelthrombusvolumen der 

HPA1b-Genotypen konstant.  
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Somit unterschieden sich die durchschnittlichen Einzelthrombusvolumina der beiden Genoty-

pen zu Versuchsanfang (Versuchzeit 150 und 250s) nicht voneinander.  

Sechs Minuten, acht Minuten nach Versuchsbeginn und zu Versuchsende bestanden jedoch 

signifikante (p<0,05) Unterschiede zwischen dem mittleren Einzelthrombusvolumen von 

HPA-1a- und HPA-1b-Genotyp.   

 

3.4.3 Mittlere Einzelthrombusgrundfläche 
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Abb.23: Mittlere Einzelthrombusgrundfläche. X-Achse: Zeit in Sekunden. HPA-1a/1a ♦ (n=8), 

HPA-1b/1b ■ (n=7). Fehlerbalken zeigen den Standardmessfehler. 

  

Die durchschnittliche Einzelthrombusgrundfläche entwickelte sich von Beginn der Messung 

an bei beiden Genotypen sehr gleichförmig. Der Latenzzeit von 75s folgt ein scheinbar 

sprunghafter Anstieg der Grundfläche, der dadurch zustande kommt, dass die Thrombusg-

rundfläche schon ab Messbeginn stetig anwächst, jedoch erst ab Überschreiten des Cut-off-

Volumens berechnet wird. Durch leichte Zeitunterschiede im Erreichen des Cut-off-Volumens 

zwischen den Blutspendern kommt es zu den anfangs starken Varianzen in der mittleren Ein-
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zelthrombusgrundfläche. Diese wuchs bei beiden Genotypen im Versuchsverlauf langsam an 

und erreichte etwa zwei Minuten vor Versuchsende ihr Maximum.  

Die mittlere Einzelthrombusgrundfläche der beiden Genotypen wurde zu den Messzeitpunk-

ten 600, 475, 350, 250 und 150 Sekunden statistisch auf einen Unterschied der jeweiligen 

Mittelwerte hin überprüft. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der mittleren 

Thrombusanzahl zwischen den beiden Genotypen. 

 

3.4.4 Mittlere Einzelthrombushöhe 
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Abb.24: Mittlere Einzelthrombushöhe. X-Achse: Zeit in Sekunden. HPA-1a/1a ♦ (n=8), 

HPA-1b/1b ■ (n=7). Fehlerbalken zeigen den Standardmessfehler. * p<0,01 (Student-t-Test) 

 

Die durchschnittliche Einzelhöhe entwickelt sich zu Beginn der Messung bei beiden Genoty-

pen sehr gleichförmig. Nach der Latenzzeit von 50 bis 75 Sekunden folgte ein scheinbar 

sprunghafter Anstieg der Thrombushöhe, der durch die schon vorhandene Höhe der Thromben 

bei Erreichen des Cut-off-Volumens zustande kam. Wie bei der Berechnung der Einzelthrom-
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busgrundfläche kam es auch hier, durch leichte Zeitunterschiede im Erreichen des Cut-off-

Volumens zwischen den Blutspendern, zu anfangs hohen Standardabweichungen.  

Die mittleren Thrombushöhen der beiden Genotypen unterschieden sich bis zur fünften Ver-

suchsminute kaum voneinander. Ab diesem Zeitpunkt jedoch stagnierte das durchschnittliche 

Höhenwachstum der HPA-1a-Genotypen, während das der HPA-1b-Genotypen weiter wuchs 

und erst etwa zwei Minuten vor Versuchsende ebenfalls sein Maximum erreichte.  

Die mittleren Einzelthrombushöhen der beiden Genotypen unterschieden sich zu Versuchsan-

fang (Versuchzeit 150 und 250s) nicht voneinander. Sechs Minuten, acht Minuten nach Ver-

suchsbeginn und zu Versuchsende bestanden jedoch signifikante Unterschiede (p<0,01) zwi-

schen der mittleren Einzelthrombushöhe von HPA-1a- und HPA-1b-Genotyp.   

 

4 Diskussion 

4.1 Vierdimensionale Thrombogenese 

In der experimentellen Hämostaseologie wurden Flusskammerexperimente schon über einen 

langen Zeitraum bis in die heutige Zeit eingesetzt, um den scherkraftabhängigen Prozess von 

Plättchenadhäsion und -aggregation zu untersuchen (Affeld et al., 1995; Badimon et al., 1987; 

Hafezi-Moghadam et al., 2004).  

Die verwendeten rechteckigen Flusskammern unterschieden sich in ihrem prinzipiellen Auf-

bau nur wenig voneinander. Die Hauptunterschiede lagen darin, auf welche Weise die Throm-

busbildung beobachtet wurde und wie die die entstandenen Daten ausgewertet wurden. 

Während Thrombozyten anfangs mit Radioisotopen markiert wurden, um sie mikroskopisch 

und dosimetrisch erfassen zu können (Badimon et al., 1987), wurde bald dazu übergegangen, 

Fluoreszenzfarbstoffe wie Mepacrin (Quinacrin) zur Plättchenmarkierung zu verwenden 

(Grabowski, 1990). Dieser Farbstoff wird im von uns entwickelten Modell, jedoch auch in 

vielen anderen Flusskammermodellen, bis heute erfolgreich eingesetzt. Zur Auswertung der 

Flussexperimente wurden meist Videomikroskopieverfahren verwendet, die das Fluoreszenz-

signal der Thrombozyten in Echtzeit festhielten (Balasubramanian et al., 2002; Savage et al., 

1998). Allerdings handelte es sich bei diesem Verfahren um eine rein zweidimensionale Dar-

stellung, die meist benutzt wurde, um das Tethering der Plättchen und deren Adhäsion an ver-

schiedene thrombogene Oberflächen zu visualisieren und die Bewegung und Adhäsionsfläche 

zu berechnen. 
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1998 wurde ein konfokales Laserscanningmikroskop zur dreidimensionalen Erfassung von 

Thromben in einem Flusskammerexperiment eingesetzt (Savage et al., 1998). Es gelang, das 

Gesamtvolumen der Thromben innerhalb des Messbereichs nach Abschluss des Flussexperi-

ments zu messen. Dieses Verfahren wurde weiterentwickelt und ermöglichte dann auch die 

Akquisition von dreidimensionalen Bildern unter flussdynamischen Bedingungen, allerdings 

mit einem großen Zeitabstand zwischen den Messungen (ca. 5 min.) (Ruggeri et al., 1999). 

Bei diesen Verfahren wurden die Schnittbilder, die durch die konfokale Mikroskopie von den 

Thromben entstanden, nicht dreidimensional rekonstruiert, sondern es wurde lediglich die 

vom Fluoreszenzsignal belegte Fläche auf jedem Einzelbild über alle Schnittbilder gemittelt 

und so ein Gesamtvolumen berechnet. 

Das von uns entwickelte System „vierdimensionale Thrombogenese“ ermöglicht nun die ech-

te dreidimensionale Visualisierung der Thromben mit so geringen Zeitabständen zwischen den 

Messungen (25 Sekunden), dass auch die Dynamik der Thrombusbildung umfassend darges-

tellt wird. Auch das Auswertungsverfahren wurde maßgeblich weiterentwickelt. Es ist nun 

möglich, zu jedem Messzeitpunkt nicht nur das Gesamtvolumen der Thromben im Messbe-

reich zu berechnen, sondern für jeden einzelnen Thrombus separat sein Volumen genau zu 

bestimmen. Für jeden einzelnen dieser Thromben werden auch Thrombushöhe und die 

Thrombusgrundfläche, also die Adhäsionsfläche an die Kollagenmatrix, bestimmt. 

 

4.1.1 Validierung des Messverfahrens 

4.1.1.1 Experimentelle Varianz der Methode 

Für die Bestimmung der experimentellen Varianz eignen sich biologische Objekte wie 

Thromben sehr schlecht, da sie in ihrer Größe stark schwanken. Daher wurden Mikrosphären 

verwendet, fluoreszierende Kügelchen, die einen konstanten und vorher bekannten Durch-

messer (6µm) aufweisen. Größere kalibrierte Mikrosphären standen nicht zur Verfügung. 

Der Standardmessfehler bei der Volumenmessung der Mikrosphären liegt mit drei Prozent des 

Mittelwertes in einem akzeptablen Bereich. Allerdings scheint es drei „Populationen“ von 

Messwerten zu geben. Etwa ein Drittel der Messwerte gruppiert sich um den MW, und die 

weiteren Messwerte liegen zur Hälfte oberhalb und zur anderen Hälfte unterhalb des Mittel-

wertes jeweils in einer Gruppe vor.    

Die Mikrosphären sind mit einem durchschnittlichen Volumen von 130µm3 mehr als fünfmal 

kleiner als die durchschnittlichen Thromben zu einem mittleren Messzeitpunkt. Das Auflö-
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sungsvermögen des Messsystems ist für solch kleine Objekte nicht optimiert. Die flächige 

Auflösung (Messgenauigkeit) in der X/Y-Ebene ist mit 0,4µm zwar sehr hoch; jedoch bereitet 

die räumliche Auflösung in Z-Orientierung (1µm) bei der Volumenberechnung solch kleiner 

Objekte Schwierigkeiten. Die Abweichung um einen Voxel, der kleinsten räumlichen Auflö-

sungseinheit (dreidimensionales Äquivalent zu Pixel), in Z-Orientierung kann eine sprunghaf-

te Abweichung in der Volumenberechnung der Mikrosphären von ca. 15 Prozent bedeuten.  

Somit könnte es sich bei den drei „Populationen“ um Messungen handeln, denen in  

Z-Orientierung entweder ein Voxel zu viel, zu wenig oder die genau richtige Voxelzahl zuge-

rechnet wurde. Dieses Phänomen wird als Partialvolumeneffekt bezeichnet. Voxel werden bei 

der Digitalisierung der Daten entweder als komplett gefüllt oder leer deklariert, es gibt kein 

digitales Äquivalent zur partialen Belegung eines Voxels. Ein Körper, dessen Rand nicht ge-

nau mit den Voxelrändern übereinstimmt, kann somit sowohl falsch groß als auch falsch klein 

vermessen werden.  

Der Partialvolumeneffekt ist ein streng unsystematischer Fehler und erlaubt daher eine sehr 

genaue Bestimmung des Mittelwertes. Ein solcher Fehler ist auch bei der Volumenberech-

nung der Thromben nicht auszuschließen, spielt jedoch wegen der größeren berechneten Vo-

lumina und der Mittelung der Einzelvolumen eine untergeordnete Rolle. 

 

4.1.1.2 Spezifität der Plättchenadhäsion an die Kollagenmatrix 

Die Versuche konnten darauf hinweisen, dass messbare Plättchenadhäsion nur an die Kolla-

genmatrix erfolgt, da sich nur im Bereich der Kollagenmatrix ein Fluoreszenzsignal zeigt und 

nicht auf der BSA-gesättigten Glasoberfläche. 

 

4.1.1.3 Spezifität des αIIbβ3-Rezeptors  

Die Versuche mit dem Rezeptorinhibitor Abciximab (ReoPro) konnten zeigen, dass es unter 

Zugabe dieses αIIbβ3-Antagonisten nur zur Adhäsion der Plättchen auf der Kollagenoberfläche 

kam, nicht jedoch zum Thrombuswachstum. 

Diese Beobachtung ist darauf zurückzuführen, dass die Ligation von Fibrinogen an αIIbβ3 und 

damit die Plättchen-Plättchen-Interaktion durch Abciximab verhindert wird. Die Bindung der 

Thrombozyten an die Kollagenmatrix direkt über GPIV, das α2β1-Integrin oder über  

GPIb-IX-V, vermittelt über vWF, bleibt unbeeinflusst. Das Adhäsionsverhalten der Plättchen 
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wird also nicht oder allenfalls unwesentlich beeinflusst. Die Aggregation allerdings wird 

durch die Blockade von αIIbβ3 nahezu vollständig unterdrückt.  

Das zu messende Thrombusvolumen ist somit direkt abhängig von der Funktionstüchtigkeit 

von αIIbβ3. Eine Änderung der Rezeptorfunktion könnte sich daher in einem veränderten 

Thrombusvolumen widerspiegeln. 

 

4.1.1.4 „Leukozyten-Rolling” unter Einfluss von Abciximab  

Durch die Zugabe von Abciximab (1µg/ml) zum Vollblut kam es mit einer Zeitverzögerung 

von etwa fünf min nach Start des Blutflusses zu einer vermehrten Adhäsion von Leukozyten 

im Bereich der Kollagenoberfläche. Die Leukozyten interagierten dabei mit den auf der Kol-

lagenoberfläche adhärenten Thrombozyten. Intakte Plättchen und thrombozytäre Fragmente 

blieben dabei an den rollenden Leukozyten haften. Dieser Effekt dürfte eine Konzentrations-

abhängigkeit aufweisen. Unter Zugabe einer höheren Konzentration von Abciximab (4µg/ml) 

nahm die Zahl der Leukozyten um durchschnittlich das dreißigfache zu. 

Ein ähnliches Ergebnis zeigte sich in einer Studie (Fredrickson et al., 2000), in der ein ähnli-

ches Strömungskammermodell (rechteckige Strömungskammer, Kollagenbeschichtung  

(Typ I), Mepacrin-Färbung der Plättchen, Antikoagulation des Blutes mit Citrat) verwendet 

wurde. Hierbei wurde Blut von Patienten nach PTCA (Perkutane transluminale  

Koronarangioplastie) gewonnen. Die Patienten erhielten entweder eine Therapie mit Ticlopi-

din, Abciximab oder beiden Medikamenten. Bei den Patientengruppen mit Abciximab und 

Ticlopidin oder nur Abciximab, nicht jedoch bei den Patienten, die nur Ticlopidin einnahmen, 

kam es ebenfalls zum Leukozyten-Rolling. Es wurde beobachtet, dass sich die Leukozyten-

zahl im Bereich der Kollagenoberfläche erst erhöhte, sobald sich ein „Rasen“ aus Thrombozy-

ten gebildet hatte. So konnte die in dieser Studie ebenfalls vorhandene Zeitverzögerung des 

Leukozyten-Rollings erklärt werden. Weiter wurde die Theorie entwickelt, dass das Leukozy-

ten-Rolling über eine Interaktion von P-Selektin auf den Thrombozyten mit PSGL-1  

(P-Selectin Glycoprotein Ligand-1) auf der Leukozytenoberfläche vermittelt wird, da  

anti-P-Selektin und monoklonale Antikörper gegen PSGL-1 das Auftreten von Leukozyten im 

Bereich der Kollagenoberfläche nahezu komplett unterdrückten. 

In einer anderen Arbeit (Shimazaki et al., 2000) wurden ebenfalls Versuche mit Abciximab 

versetztem Blut in einer Strömungskammer durchgeführt. Auch hier wurde die Thrombusbil-

dung an einer Matrix aus Kollagen vom Typ I untersucht. Es wurde allerdings nicht über das 
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Auftreten von „Leukozyten-Rolling“ berichtet. Allerdings wurde ein anderes Antikoagulanz 

verwendet als in unserer und der oben genannten Studie. Das Blut wurde mit dem Thrombin-

inhibitor Argatroban antikoaguliert. 

Auch in Flusskammerstudien im IHTM wurde Abciximab in Flusskammerexperimenten mit 

Kollagen als thrombogener Matrix eingesetzt. Auch hier wurde kein „Leukozyten-Rolling“ 

beobachtet. Allerdings wurde in diesen Experimenten wiederum ein Thrombininhibitor, näm-

lich PPACK, eingesetzt (Loncar et al., 2006). 

Es wäre daher möglich, dass das Vorhandensein von Thrombin essenziell für die Ausbildung 

von Leukozyten-Rolling unter Abciximabzugabe ist. Um genauere Aussagen zu diesem Phä-

nomen zu machen, sind weitere Versuche notwendig. 

 

4.1.1.5 Intraindividuelle Varianz der Methode 

Nachdem gezeigt werden konnte, dass das Messverfahren „vierdimensionale Thrombogene-

se“ imstande ist, definierte dreidimensionale Körper wie Mikrosphären mit hoher Genauigkeit 

zu messen, sollte nun demonstriert werden, dass mit dem System auch eine exakte Messung 

von Thrombusdaten möglich ist. 

 

4.1.1.5.1 Thrombusanzahl und Gesamt-Thrombusvolumen 

Hierzu wurde die Thrombogenese eines Einzelspenders achtmal in voneinander unabhängigen 

Experimenten untersucht. Es wurden bei jedem Versuch Daten zum Gesamt-

Thrombusvolumen, zur Thrombusanzahl, zum mittleren Einzelthrombusvolumen, zur mittle-

ren Thrombusgrundfläche und zur mittleren Thrombushöhe erfasst. 

Hierbei stellte sich heraus, dass die Zahl der Thromben, die auf der Kollagenmatrix entstan-

den, von Versuch zu Versuch eine hohe Variabilität aufwies.  

Der primäre Kontakt mit der Kollagenoberfläche und somit die Adhäsion der Plättchen ge-

schieht nach einem zufälligen Muster. Wie man in Abb.11 sieht, ist nicht die gesamte Kolla-

genoberfläche mit adhärenten Plättchen bedeckt, sondern es wechseln sich freie  

Kollagenflächen mit von Plättchen bedeckten Bereichen ab. Thromben von einer Größe, die 

das Cut-off-Volumen überschreitet, entstehen auf den Bereichen bereits adhärenter Plättchen. 

Somit variiert auch die Anzahl der entstehenden Thromben deutlich mit der zufälligen Vertei-

lung der adhärenten Plättchen. 
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Die große Variabilität der Thrombusanzahl bietet somit auch eine Erklärung für die ebenfalls 

großen Unterschiede im Gesamt-Thrombusvolumen von Versuch zu Versuch, da hier das Vo-

lumen aller Einzelthromben summiert wird. 

 

4.1.1.5.2 Mittleres Einzelthrombusvolumen und mittlere Einzelthrombushöhe 

Um den Einfluss der variablen Thrombusanzahl auf die Volumenmessung zu minimieren, 

wurde ein Auswertungsverfahren entwickelt, das das Volumen von jedem einzelnen Throm-

bus berechnet. 

Bei diesem Auswertungsmodul wird ein hoher Anspruch an die Software gestellt, die, nach 

der dreidimensionalen Rekonstruktion der Schnittbilder, einzelne Thromben als solche erken-

nen und in der Berechnung voneinander trennen muss. Hierbei war die Einführung des Cut-

off-Volumens von besonderer Bedeutung, da so Artefakte unterdrückt werden konnten, die 

das Erkennen von kleinen Einzelthromben erschwerten.  

Das mittlere Einzelthrombusvolumen weist eine deutlich geringere intraindividuelle Variabili-

tät auf als das berechnete Gesamt-Thrombusvolumen und eignet sich daher besser zum Ver-

gleich der Thrombusvolumina der beiden untersuchten Genotypen des HPA-1-

Polymorphismus. Dieser Messparameter ist daher in der Lage, bei vergleichenden Messun-

gen, z. B. beim Vergleich der beiden Genotypen, auch kleine Höhenunterschiede der Throm-

ben zuverlässig zu erfassen. Weiterhin ist die Messgröße sehr eng mit der Funktion des αIIbβ3-

Integrins verknüpft, da das Höhenwachstum der Thromben in das Kammerlumen hinein 

zwangsläufig auf die Interaktion der Plättchen untereinander angewiesen ist und dieser Pro-

zess fast ausschließlich über αIIbβ3 vermittelt wird (Savage et al., 1998).  

Sowohl bei den Versuchen zur intraindividuellen Varianz als auch bei den vergleichenden 

Versuchen des HPA-1-Polymorphismus zeigten alle Probanden eine ähnliche Entwicklung des 

mittleren Einzelthrombusvolumens und der mittleren Thrombushöhe. Beide Parameter stiegen 

nach Erreichen des Cut-off-Volumens kontinuierlich und gleichförmig an und erreichten dann 

ein Plateau.  

Eine denkbare Erklärung für die Stagnation des Thrombuswachstums bietet ein Blick auf die 

mögliche Entwicklung der Rheologie innerhalb der Strömungskammer im Verlauf des Fluss-

experiments. Durch das Wachstum der Thromben während des Versuchs wird das Kammer-

lumen im Bereich der Kollagenmatrix immer weiter eingeengt. Die Wandscherraten steigen 

mit abnehmender Höhe des Flusskanals quadratisch an. Somit verändert sich die initiale 
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Scherrate von 500s-1 während des Versuchs. So steigen im Versuchsverlauf die Scherraten 

innerhalb der Strömungskammer genau wie in einem arteriellen Blutgefäß an, das zunehmend 

stenosiert (siehe Abb.25). Ein solches Phänomen wurde auch in anderen Studien beobachtet 

(Ruggeri et al., 1999).  

 

 

 

 

 

Abb.25: Schematische Darstellung der postulierten, über die Versuchsdauer 

ansteigenden Scherraten in der Flusskammer 

 

Daher wurde die Hypothese entwickelt, dass sich die Scherrate im Versuchsverlauf durch das 

Thrombuswachstum stetig erhöht und somit ebenfalls die Scherkraft ansteigt, die auf die 

Thromben wirkt. Vor allem an der Spitze der Thromben ist diese Kraft besonders hoch. Ab 

einer gewissen Thrombushöhe wird ein Punkt erreicht, an dem entweder die Anlagerung von 

Plättchen an der Thrombusspitze durch die dort wirkenden Scherkräfte erschwert wird oder 

schon angelagerte Plättchen wieder abgerissen werden. Diese Annahme stellt eine mögliche 

Erklärung für die Stagnation von Thrombushöhe und -volumen dar. 

 

4.1.1.5.3 Mittlere Einzelthrombusgrundfläche 

Der Messwert Einzelthrombusgrundfläche quantifiziert die Interaktion der Thromben mit der 

Kollagenoberfläche unabhängig von der fibrinogenabhängigen Plättcheninteraktion, der Agg-

regation. Die Größe der Einzelthrombusgrundfläche wird folglich vor allem durch die Rezep-

toren beeinflusst, die die Bindung von Plättchen an Kollagen und vWF vermitteln (α2β1, 

GPVI, GPIb-IX-V) (Siljander et al., 2004). 
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Auch die Einzelthrombusgrundfläche weist eine geringe intraindividuelle Variabilität auf 

(durchschnittlicher Standardmessfehler < 5 %).   

 

4.1.1.6 Thrombusannäherung und Verschmelzung 

Ein weiterer interessanter Befund, der bei allen individuellen Experimenten zu beobachten 

war, ist die Tatsache, dass sich die Thromben ab etwa acht Minuten nach Versuchsbeginn auf-

einander zubewegten und zum Teil miteinander verschmolzen. So ließ sich beobachten, dass 

die Thromben ihre Position veränderten, bevor sie miteinander verschmolzen, und sich nicht 

nur der Zwischenraum zwischen zwei Thromben durch zusätzliche Plättchenaggregation füll-

te. Dieses Phänomen ist deutlich zu beobachten (z. B. rechtes Video auf  

http://bv.acs.uni-duesseldorf.de/projects/thrombo.html), kann aber aktuell nicht quantifiziert 

werden. Es kommt allerdings in der Verminderung der Thrombusanzahl bei konstantem oder 

steigendem Thrombusgesamtvolumen indirekt zum Ausdruck.  

Es bleibt unklar, ob es sich bei der Bewegung der Thromben um eine aktive Bewegung han-

delt, oder ob die Blutströmung die Aggregate morphologisch verändert. Gegen die letztge-

nannte Annahme spricht, dass die Thromben sich in alle Richtungen bewegen, auch entgegen 

der Strömungsrichtung. Für die Retraktion von Fibrinogen-/Fibrinbrücken zwischen den 

Thromben als Erklärung für die Bewegung besteht zwischen den Plättchen von zwei Aggrega-

ten eine zu große Entfernung. Auch in der Literatur existieren keine Hinweise, die imstande 

wären, die beschriebenen Thrombusbewegungen zu erklären. Allerdings setzt die Beobach-

tung eines solchen Phänomens auch eine vierdimensionale Darstellung der Thromben voraus.  

   

4.2 Der HPA-1(PIA)-Genpolymorphismus von αIIbβ3  

 

4.2.1 Statistik 

Eine geeignete statistische Überprüfungsmethode für das Verfahren der vierdimensionalen 

Thrombogenese im Zusammenhang mit dem Vergleich der untersuchten Genotypen von  

HPA-1 zu finden, stellte eine große Herausforderung dar.  

Der Zugriff insbesondere auf die Population der Personen mit homozygotem HPA-1b-

Genotyp, ist aufgrund des seltenen Vorkommens in der Bevölkerung extrem begrenzt. Daher 
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sollte der Informationsgewinn aus den durchgeführten Untersuchungen auch hinsichtlich einer 

Vielzahl verschiedener untersuchbarer Messparameter möglichst groß sein. Das Messverfah-

ren wurde dahingehend optimiert, aus einem Experiment sehr viele auswertbare Informatio-

nen über die Thrombogenese zu sammeln. Dies stellt einen der großen Vorteile des hier ent-

wickelten Messverfahrens dar. Allerdings besteht bei der statistischen Prüfung von mehreren 

Hypothesen an derselben Grundgesamtheit das Risiko einer sog. „Alphafehler-Kumulierung“, 

also einer globalen Erhöhung der Wahrscheinlichkeit durch multiple Testung einen Fehler 

erster Art (Alphafehler) zu begehen. Dies erklärt sich daraus, dass wenn ein Test mit einem 

festgelegten Signifikanzniveau α sehr häufig auf die gleiche Grundgesamtheit angewendet 

wird, sich die Wahrscheinlichkeit erhöht, einen p-Wert < α zu erhalten und somit einen Fehler 

1. Art zu begehen. Für diese Art der Problematik gibt es die Möglichkeit das Signifikanzni-

veau entsprechend der Anzahl der überprüften Hypothesen so anzugleichen, dass das erhöhte 

Risiko einen Alphafehler zu begehen neutralisiert wird. Die sogenannte Bonferroni-Gleichung 

stellt ein solches Verfahren dar, allerdings wird hier durch eine sehr konservative Einschrän-

kung des Signifikanzniveaus die Test-Power zeitgleich eingeschränkt. Sie ermittelt die kumu-

lative Wahrscheinlichkeit in einer Reihe (sog. Familie) von Hypothesentests einen Alphafeh-

ler zu begehen, vorausgesetzt alle Tests werden unabhängig vom Ausgang in beliebiger 

Reihenfolge durchgeführt, und passt entsprechend die Höhe des Signifikanzniveaus an. 

Es ist möglich die Bonferroni-Methode abzuwandeln, insofern man die Reihenfolge der Hy-

pothesentests vorab festlegt; stößt man in der Überprüfung der Hypothese in einer solchen 

seriellen Untersuchung auf einen p-Wert, der größer ist als das festgelegte Signifikanzniveau, 

wird dieses für den nächsten Test entsprechend der Bonferroni-Formel angepasst. Ermittelte 

p-Werte, die sich entsprechend des initial angelegten oder im Verlauf angepassten Signifi-

kanzniveus als statistisch signifikant erweisen, führen jedoch nicht zu dessen Veränderung. 

Zum Beispiel ergibt sich bei der vergleichenden Untersuchung der mittleren Einzelthrombus-

volumen der beiden untersuchten Populationen in der Testung der Mittelwertdifferenz zum 

Zeitpunkt 600s ein p-Wert von 0,024. Dieser Wert entspricht bei dem für die initiale Testung 

festgelegten Signifikanzniveau von 0,05 einem statistisch signifikanten Ergebnis. 

Für den nächsten Test zum Vergleich der Einzelthrombusvolumen zum Zeitpunkt 475s wurde 

daher das gleiche Signifikanzniveau von 0,05 angelegt. In der vergleichenden Untersuchung 

der mittleren Thrombusanzahl der beiden Populationen jedoch ergibt sich, auch wenn sich 

zum Messzeitpunkt 250s formal ein p-Wert von 0,038 errechnet, unter Anwendung der ange-
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passten Bonferroni-Korrektur mit einer p-Wert-Vorgabe von 0,0125 für eine signifikante Mit-

telwertdifferenz, kein statistisch signifikanter Unterschied der Messwerte. 

In der hier durchgeführten seriellen Ermittlung von Mittelwertdifferenzen mit Hilfe des  

Student-t-Tests wurde die Reihenfolge der statistischen Überprüfung noch vor der Durchfüh-

rung der Experimente festgelegt.  

Zu jenem Zeitpunkt erfolgte die Festlegung der Reihenfolge anhand der hypothetischen An-

nahme, dass zum Versuchsende die Plättchenthromben am größten sind und somit der größte 

Unterschied zwischen den beiden untersuchten Populationen bestehen könnte. Andererseits 

trug zur Entscheidung über die Festlegung der Testungsreihenfolge die Tatsache bei, dass aus 

den Validierungsuntersuchungen bekannt war, dass zu Beginn der Versuchszeit sehr hohe 

Standardabweichungen vorlagen. Vom letzten Messzeitpunkt wurde in der Versuchszeit rück-

wärts an den angegebenen Zeitpunkten jeweils eine Mittelwertdifferenz bestimmt. Die Test-

Power nimmt durch die Anwendung der Bonferroni-Methode mit jeder Testung an derselben 

Grundgesamtheit ab, die einen p-Wert größer als das Signifikanzniveau ergibt. Daher wurde 

nicht an jedem Messzeitpunkt auch ein t-Test durchgeführt, sondern nur zu den angegebenen 

Zeitpunkten, um die Test-power zu den frühen Meßzeitpunkten nicht zu stark einzuschränken. 

Dennoch ergibt sich hierdurch eine Ungleichheit der Test-Power zugunsten der späteren 

Messzeitpunkte, mit einer erhöhten Wahrscheinlichkeit eigentlich signifikante Unterschiede 

zwischen den untersuchten Genotypen in der frühen Messperiode übersehen zu haben.  

Dem gegenüber bestand jedoch das Risiko durch eine zu konservative globale Anpassung des 

Signifikanzniveaus nach Bonferroni, soviel Test-Power einzubüßen, dass jegliche Unterschie-

de zwischen den Populationen unentdeckt blieben. Die gewählte statistische Vorgehensweise 

ist daher als eine Art Focus auf die späte experimentelle Phase zu verstehen, mit nachlassen-

der Trennschärfe in Richtung der frühen Versuchszeitpunkte.  

Kritisch ist hier allerdings anzumerken, dass sich in der Untersuchung der intraindividuellen 

Varianz der Methode darstellte, dass sich generell in der Wachstumsphase zwischen Sekunde 

125 und 325 die geringsten Standardabweichungen zeigten, so dass möglicherweise eine Be-

schränkung der statistischen Auswertung auf diesen Zeitraum eine potentiell überlegene Al-

ternative zur gewählten Methodik darstellt. Gegebenenfalls sollte dies in Folgeexperimenten 

untersucht werden.  

Es war vor der Anwendung der statistischen Tests diskutiert worden, die gemessenen Throm-

busparameter der beiden Populationen an die jeweilig vorab gemessenen Thrombozytenkon-
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zentrationen anzugleichen, also durch eine Multiplikation der Messwerte mit der Thrombozy-

tenkonzentration eine Normierung zu erreichen.  

Es wurde sich aus verschiedenen Gründen gegen diesen Ansatz entschieden. Ein solcher Re-

chenvorgang wäre nicht auf die Rohdaten anwendbar gewesen, da nicht zu jedem Blutspender 

auch eine Thrombozytenkonzentration gemessen wurde. Es wäre daher notwendig gewesen, 

die Mittelwerte der gemessenen Parameter der Blutspenderpopulationen mit den Mittelwerten 

der Thrombozytenkonzentration der beiden Populationen zu verrechnen, mit dem damit ver-

bundenen Risiko einer erhöhten Ungenauigkeit. Da sich keine signifikanten Unterschiede in 

der mittleren Thrombozytenkonzentration zwischen den beiden Spenderpopulationen ergeben, 

ist eine Auswirkung der Normierung der Daten hinsichtlich dieses Parameters auf die statisti-

sche Testung der unterschiedlichen Messdaten der beiden Populationen unwahrscheinlich. 

Obwohl die Messdaten der 4-dimensionalen Thrombogenese mit einer komplexen computer-

gestützten Analyse berechnet werden, liegt ein besonderer Vorzug in der hier etablierten Me-

thode in der Generierung intuitiv nachvollziehbarer Messgrößen deren räumliche und zeitli-

che Dimensionen für den Betrachter gut vorstellbar sind. Es ist daher von Vorteil, unnötige 

zusätzliche Berechnungen zu vermeiden, um sich den Vorzug einer einfachen Nachvollzieh-

barkeit der Daten zu erhalten.  

 

4.2.2 Mittlere Thrombusanzahl 

Die untersuchten Spender wiesen keinen signifikanten Unterschied in der Anzahl ihrer 

Thromben auf. Zu Versuchsbeginn war die Anzahl der Thromben, die das Cut-off-Volumen 

überschritten, in der HPA-1b/1b-Gruppe tendenziell erhöht. Dieser Unterschied glich sich 

allerdings im Versuchsverlauf aus. 

Es wäre möglich, dass die Wachstumsgeschwindigkeit zu Beginn der Thrombusbildung, be-

sonders noch vor Erreichen des Cut-off-Volumens, beim HPA-1b/1b-Genotyp leicht erhöht 

ist. Allerdings müssten noch weitere Versuche durchgeführt werden, um die beschriebene 

Tendenz zu bestätigen oder zu widerlegen. 

 

4.2.3 Mittleres Einzelthrombusvolumen 

Das durchschnittliche Volumen der Thromben von Blutspendern mit den Genotypen HPA-

1a/1a bzw. HPA-1b/1b zeigte im verwendeten Flusskammermodell vom Start der Blutströ-
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mung bis zu einem Zeitpunkt etwa drei Minuten nach Strömungsbeginn keinen Unterschied. 

Im zweiten und dritten Drittel der Versuchszeit zeigte sich ein signifikanter Volumenunter-

schied, die Einzelthromben von Spendern mit dem Genotyp HPA-1b/1b wiesen zu Versuchs-

ende ein mehr als doppelt so großes Volumen auf als die Thromben der Spender mit dem 

HPA-1a/1a-Genotyp. 

Die Ergebnisse sprechen gegen eine prinzipiell erhöhte Thrombogenität von Blutplättchen mit 

dem HPA-1b-Genotyp von αIIbβ3, z. B. im Sinne einer erhöhten Rezeptoraffinität zu seinem 

Liganden, da sich in diesem Fall das Thrombusvolumen im gesamten Versuchsverlauf unter-

schiedlich verhalten würde. Der signifikante Volumenunterschied stellt sich allerdings erst im 

Verlauf des Strömungsexperiments ein.  

Die Einzelthrombusvolumen der beiden Genotypen unterscheiden sich darin, ab welchem 

Zeitpunkt das Volumenwachstum stagniert. Geht man nun von der Theorie aus, dass die Stag-

nation des Thrombuswachstums beider Genotypen durch die kontinuierliche Steigerung der 

Scherraten innerhalb der Flusskammer verursacht wird, lässt sich schlussfolgern, dass die 

Thromben des HPA-1b/1b-Genotyps besser imstande sind, diesen ansteigenden Scherkräften 

standzuhalten, als die des HPA-1a/1a-Genotyps. Während das Wachstum der Thromben mit 

der HPA-1a/1a-Variante von αIIbβ3 ab einer gewissen Scherrate stagniert, können die Throm-

ben mit der HPA-1b-Variante weiter wachsen und zeigen somit zu Ende des Versuchs ein  

größeres Thrombusvolumen. 

 

4.2.4 Mittlere Einzelthrombushöhe  

Die Thromben der Blutspender der beiden untersuchten Genotypen unterschieden sich auch 

im Hinblick auf ihre mittlere Höhe. Analog zur Entwicklung des Einzelthrombusvolumens 

verhält sich auch die Höhe der Thromben bei beiden Genotypen anfangs gleich. Wiederum 

ergibt sich erst im zweiten und dritten Drittel des Strömungsexperiments ein signifikanter 

Unterschied. Die Thromben der Spender mit dem HPA-1b/1b-Genotyp wachsen ca. 20 Pro-

zent weiter in das Kammerlumen hinein als die der Spender mit dem HPA-1a/1a-Genotyp.  

Besonders der Unterschied der beiden Genotypen in ihrer Thrombushöhe, also der Thrombus-

ausdehnung in das Kammerlumen hinein, legt die Vermutung nahe, dass die Thromben der 

HPA-1b/1b-Variante besser imstande sind, den höheren Scherkräften im Kammerlumen zu 

widerstehen. 
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Der zwanzigprozentige Unterschied in der Thrombushöhe ist nicht in der Lage, vollständig zu 

erklären, dass das Thrombusvolumen der HPA-1b/1b-Genotypen doppelt so groß ist wie das 

der HPA-1a/1a-Genotypen. Es muss allerdings berücksichtigt werden, dass ein Höhenunter-

schied eines dreidimensionalen Körpers in der Z-Achse sich in der dritten Potenz auf dessen 

Volumen auswirkt und somit ein zwanzigprozentiger Höhenunterschied über sechzigprozenti-

ge Differenzen in der Volumenberechnung zur Folge haben kann.  

Andererseits führt auch ein Wachstum der Thromben in der X- und Y-Dimension durch eine 

Verminderung des Blutflusses zwischen den Thromben zu einer Steigerung der Scherrate 

während des Versuchs und kann somit ebenfalls Ausdruck einer erhöhten Thrombusstabilität 

gegenüber ansteigenden Scherkräften sein. 

An diesem Beispiel wird deutlich, dass die wandnahe Scherrate innerhalb der rechteckigen 

Flusskammer vor Beginn der Thrombogenese relativ einfach zu berechnen ist, mit dem Wach-

stum der Thromben in das Kammerlumen hinein ändert sich jedoch die Rheologie in der 

Kammer. Die Kräfte, die zum Ende des Flussexperiments innerhalb der Kammer wirken, lie-

ßen sich daher nur mit einem Computermodell simulieren, das die Größe der Thromben und 

ihre Verteilung im Kammerlumen mit in die Kalkulation einbezieht. 

 

4.2.5 Einzelthrombusgrundfläche 

Die Einzelthromben der beiden untersuchten Genotypen zeigten im Mittel keinen Unterschied 

in ihrer Grundfläche, ihrer Adhäsionsfläche an die Kollagenmatrix. Die Größe der Grundflä-

che eines Körpers kann einen großen Einfluss auf dessen Volumen haben. Die Tatsache, dass 

die Grundflächen der Thromben der beiden Genotypen sich nicht unterscheiden, erlaubt die 

Schlussfolgerung, dass ihre große Volumendifferenz nur auf  ihre Querschnittsfläche oberhalb 

der Kollagenoberfläche und ihre Einzelthrombushöhe zurückzuführen ist.  

 

4.2.6 Schlussfolgerungen 

Es besteht bei den untersuchten Probanden kein Unterschied in der Plättchen-Kollagen-

Interaktion zwischen HPA-1a/1a- und HPA-1b/1b-Genotypen. 

Sowohl die Höhe der Thromben als auch ihre Querschnittsfläche oberhalb der Kollagenoberf-

läche resultieren exklusiv aus Plättchen-Plättchen-Verbindungen. Somit muss der große und 

signifikante Volumen- und Höhenunterschied zwischen Thromben mit dem HPA-1a/1a- und 
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HPA-1b/1b-Genotyp von αIIbβ3 auf einen Unterschied in der Plättchen-Plättchen-Interaktion 

zurückzuführen sein. 

Das Integrin αIIbβ3 vermittelt Plättchen-Plättchen-Kontakt im Aggregationsprozess  

(Savage et al., 1998). In den Kontrollexperimenten mit Abciximab konnte gezeigt werden, 

dass die Funktionstüchtigkeit von  αIIbβ3 von zwingender Notwendigkeit für die Entstehung 

dreidimensionaler Thromben ist. Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass die beobachteten Un-

terschiede zwischen den Spendern mit dem HPA-1a/1a- und dem HPA-1b/1b-Genotyp des 

Integrins αIIbβ3 durch Variationen in Funktionalität oder in der Oberflächenkonzentration von 

eben diesem Integrin erklärt werden können. 

Es konnte bereits gezeigt werden, dass aktivierte Thrombozyten mit dem HPA-1b-Genotyp 

von αIIbβ3 eine erhöhte Expression von αIIbβ3 auf ihrer Oberfläche zeigten  

(Michelson et al., 2000), allerdings konnte diese Erhöhung der Oberflächenexpression am 

IHTM nicht beobachtet werden. Würden sich die beiden untersuchten Genotypen in Bezug 

auf die Oberflächenkonzentration von αIIbβ3 auf den Plättchen unterscheiden, müsste man 

einen Volumenunterschied schon zu Beginn des Aggregationsprozesses erwarten. Ein solcher 

Unterschied würde sich in der kontinuierlichen Messung des Thrombusvolumens wahrschein-

lich als eine Volumendifferenz über den gesamten Messzeitraum ausdrücken. Auch eine er-

höhte Affinität von αIIbβ3 zu seinem Liganden Fibrinogen, wie sie in manchen Studien gezeigt 

werden konnte (Goodall et al., 1999), würde die Entwicklung des Thrombusvolumens 

höchstwahrscheinlich über den ganzen Messzeitraum beeinflussen.  

Die Beobachtung, dass sich das Einzelthrombusvolumen der Probanden beider Experimental-

gruppen im ersten Drittel des Versuchs jeweils gleich verhält, spricht dafür, dass keine Unter-

schiede in der initialen Interaktion zwischen Rezeptor und Ligand bzw. in der Interaktion der 

Plättchen untereinander bestehen. Die Thrombogenese der beiden Genotypen verhält sich 

unter den anfänglichen Strömungsbedingungen mit einer Scherrate von 500s-1 gleich. Die 

Thromben engen mit ihrem fortschreitenden Wachstum das Kammerlumen ein, und während 

sich dadurch die Scherrate im Versuchsverlauf erhöht, zeigt sich ein Unterschied im Throm-

busvolumen und in der Thrombushöhe der beiden Genotypen. Das Thrombuswachstum der 

HPA-1a/1a-Genotypen stagniert, während das Volumen der Thromben vom HPA-1b/1b-

Genotyp weiter wächst und erst zu einem späteren Zeitpunkt stagniert. Es wäre daher wahr-

scheinlich, dass sich die beiden Genotypen in unserem Flussmodell in ihrer Thrombusstabili-

tät, der Widerstandsfähigkeit ihrer Thromben gegenüber steigenden Scherraten, unterschei-

den. Bezogen auf das Integrin αIIbβ3 könnte dies bedeuten, dass die  
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Ligand-Rezeptor-Zytoskelett-Interaktion bei dem HPA-1b/1b-Genotyp größeren Kräften aus-

gesetzt werden muss, damit sie dissoziiert, als die der HPA-1a/1a-Genotypen. 

In Untersuchungen an αIIbβ3-transfektierten CHO-Zellen, die entweder den HPA-1a- oder den 

HPA-1b-Genotyp von αIIbβ3 exprimierten, konnten übereinstimmende Ergebnisse gezeigt 

werden. Es wurde unter statischen Bedingungen eine leicht erhöhte Bindung (ca. 20 Prozent) 

HPA-1b-expremierender CHO-Zellen an immobilisiertes Fibrinogen im Vergleich zur HPA-

1a-Variante beobachtet. Unter Flussbedingungen in einem Flusskammermodell zeigte sich ein 

wesentlich größerer Unterschied zwischen den beiden Genotypen. Unter Anlage von Scher-

kräften wiesen die mit der HPA-1b-Variante von αIIbβ3 transfektierten CHO-Zellen eine Adhä-

sionsrate an Fibrinogen auf, die um das Zwei- bis Vierfache erhöht war im Vergleich zur 

HPA-1a Variante (Vijayan et al., 2003a). 

Auch in diesen Experimenten zeigt also der Unterschied zwischen den beiden Genotypen eine 

Abhängigkeit von der applizierten Scherrate.  

Um der Assoziation zwischen HPA-1b-Genotyp und erhöhter Bindungsstabilität weiter nach-

zugehen, wurde das oben genannte Experiment mit CHO-Zellen modifiziert. Die CHO-Zellen 

wurden hier unter statischen Bedingungen zur Adhäsion an immobilisiertes Fibrinogen ge-

bracht und dann innerhalb einer Strömungskammer immer größeren Scherraten ausgesetzt. Es 

zeigte sich, dass bei der Erhöhung der Scherraten die CHO-Zellen mit dem HPA-1b-Isotyp 

länger und in größerer Anzahl adhärent verblieben, während die HPA-1a Varianten durch die 

steigenden Scherkräfte früher von ihrer Fibrinogenunterlage abgelöst wurden  

(Berendes, Doktorarbeit "in progress"). Auch diese Ergebnisse stützen die Theorie, dass die 

erhöhte Stabilität der Verbindung zwischen αIIbβ3 und Fibrinogen bzw. der Plättchenverbin-

dung untereinander über Fibrinogen einen Phänotypen des HPA-1b-Genotyps darstellt. 

Eine mögliche Erklärung für die Unterschiede in der Bindungsstabilität liefert die biochemi-

sche Untersuchung der Signaltransduktion in CHO-Zellen. Es zeigte sich, dass CHO-Zellen, 

die den HPA-1b-Genotyp von αIIbβ3 tragen, eine erhöhte Aktivität von ERK2 (extracellular 

signal-regulated kinase 2) und  MLCK (myosin light-chain kinase) vorwiesen als die CHO-

Zellen vom HPA-1a-Isotyp (Vijayan et al., 2003b). Diese beiden Proteine sind Teile der  

Signalkaskade, die das „Outside-in-signaling“ der Plättchen beeinflusst. Diese Signale, die 

nach der Besetzung der extrazellulären Domäne des Rezeptors durch seinen Liganden in das 

Zellinnere fortgeleitet werden, fördern verschiedene Prozesse im Thrombozyten. Die Signale 

beeinflussen die Sekretion von - und δ-Granula, die Actinpolymerisation, die Reorganisation 

des Zytoskeletts und die Bildung von Membranvesikeln mit prokoagulatorischer Aktivität 
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(Phillips et al., 2001). Ein starker Hinweis auf die erhöhte Aktivität von ERK2 und MLCK als 

Ursache der Unterschiede in der Bindungsstabilität zwischen den beiden HPA-1-Varianten ist 

die Tatsache, dass durch Hemmung von MLCK und ERK2 die erhöhte Fibrinogenbindung 

von CHO-Zellen vom HPA-1b-Isotyp aufgehoben wurde (Vijayan et al., 2003b). 

Es bleibt jedoch zu klären, ob, und falls ja wie die Abweichungen in der Signaltransduktion 

die Unterschiede in der Bindungsstabilität von αIIbβ3 kausal erklären können. 

 

4.3 Einordnung der Ergebnisse in den wissenschaftlichen 

Gesamtkontext und klinische Konsequenzen 

4.3.1 Stand der wissenschaftlichen Forschung 

Die koronare Herzerkrankung und ihre Komplikation – der akute Myokardinfarkt – stellen die 

Haupttodesursache in Deutschland und der westlichen Welt dar. Hierbei spielt die Thrombus-

bildung, vermittelt über das Integrin αIIbβ3 (GPIIb-IIIa), eine zentrale Rolle 

(Lefkovits et al., 1995). Das Integrin mit dem HPA-1-Polymorphismus wurde von einigen 

(Carter et al., 1997; Garcia-Ribes et al., 1998; Pastinen et al., 1998; Weiss et al., 1996), aber 

nicht allen (Corral et al., 1997; Herrmann et al., 1997; Ridker et al., 1997;  

Scaglione et al., 1998) Autoren als genetischer Risikofaktor der ischämischen Gefäßerkran-

kung bezeichnet. Metaanalysen ergaben eine leichte, aber signifikante Assoziation von HPA-

1b mit der koronaren Herzkrankheit (Di Castelnuovo et al., 2001; Meisel et al., 2004; 

Wu und Tsongalis, 2001). Studien, die die Assoziation zwischen HPA-1b-Genotyp und erhöh-

ter Reoklusionsrate koronarer Bypass-Gefäße und Stents (Kastrati et al., 1999;  

Walter et al., 1997; Zotz et al., 2000) und ein verfrühtes Auftreten eines Myokardinfarktes bei 

KHK-Patienten mit dem HPA-1b-Genotyp zeigen konnten (Loncar et al., 2005), gaben Hin-

weise für den HPA-1b-Genotyp als Risikodeterminante erhöhter Plättchenthrombogenität. 

Um den Phänotyp dieses klinisch relevanten Genotyps näher zu charakterisieren, wurden In-

vitro-experimentelle Studien durchgeführt.  

Auch diese Untersuchungen unter statischen Bedingungen lieferten uneinheitliche Ergebnisse. 

In einer Studie konnte eine erhöhte Plättchenaktivität und eine erhöhte Oberflächenexpression 

von αIIbβ3 bei mit ADP stimulierten Plättchen gezeigt werden (Michelson et al., 2000). In ei-

ner anderen Studie konnte nur eine Stimulation mit Tromboxan A2 oder Arachidonsäure ein 

ähnliches Ergebnis erzielen (Andrioli et al., 2000). Auch zur Fibrinogenbindung der Plättchen 
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der beiden Genotypen in Lösung wurden unterschiedliche Ergebnisse veröffentlicht  

(Bennett et al., 2001; Goodall et al., 1999; Meiklejohn et al., 2001). An einem Modell mit 

αIIbβ3-transfektierten CHO-Zellen konnte gezeigt werden, dass sich beim HPA-1b-Isotyp, 

besonders unter Anlage von Scherkräften, eine höhere Adhäsion an immobilisiertes Fibrino-

gen beobachten lässt als beim HPA-1a-Isotyp (Vijayan et al., 2003a). Weiterhin zeigten Zel-

len, die rekombinant das Integrin αIIbβ3 exprimieren, bei der HPA-1b Variante eine erhöhte 

Resistenz gegenüber der kontinuierlichen Steigerung von Scherraten im In-vitro-Flussmodell 

(Berendes, Doktorarbeit "in progress").  

In einer weitere Studie am IHTM wurde bei Versuchen mit einer rechteckigen Strömungs-

kammer die Plättchenadhäsion an immobilisiertes Fibrinogen im Vollblut untersucht  

(Loncar et al., 2007). Das Adhäsionsverhalten der Plättchen von Blutspendern mit den Geno-

typen HPA-1a/1a, HPA-1a/1b und HPA-1b/1b wurde bei verschiedenen Scherraten  

(50s-1, 500s-1, 1500s-1) miteinander verglichen. Beim Vergleich der absoluten Adhäsionsraten 

zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen HPA-1a und HPA-1b. Es zeigte sich je-

doch ein erhöhter Anstieg der Plättchenadhäsion der HPA-1b-Genotypen über die Versuchs-

zeit.  

 

4.3.2 Einordnung der eigenen Arbeiten 

In den von uns durchgeführten Experimenten konnten wir sowohl Teile der genannten epide-

miologischen Studien als auch die Ergebnisse von einigen In-vitro-Studien bestätigen. 

Wir konnten beobachten, dass sich die Adhäsion der beiden untersuchten Genotypen nicht 

unterscheidet, jedoch bereits entstehende Thromben bei den HPA-1b/1b-Genotypen zu einem 

höheren Volumen und einer größeren Höhe heranwachsen als die der Probanden mit dem 

HPA-1a/1a-Genotyp. Diese Befunde könnten das Phänomen des früheren Auftretens von  

Myokardinfarkten in KHK-Patienten und die erhöhte Reoklusion koronarer Stents bei Patien-

ten mit dem HPA-1b-Genotyp erklären, da hier die Prädisposition für die Entstehung von 

Thromben bereits vorliegt und ein erhöhtes Thrombusvolumen zu einem vorzeitigen Ver-

schluss der Gefäße führen kann. 

Die These einer Erhöhung der Plättchenthrombogenität durch das Vorliegen eines HPA-1b-

Allels kann nur teilweise bestätigt werden, da sich die Plättchenadhäsion und die Häufigkeit 

der Thrombusentstehung nicht erhöht zeigte, jedoch das Thrombusvolumen als Ausdruck ei-
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ner erhöhten Intensität der Thrombogenese bei Probanden mit dem HPA-1b/1b-Genotyp sig-

nifikant erhöht war. 

Der HPA-1b-Genotyp von αIIbβ3 als eigenständiger Risikofaktor für die KHK- bzw.  

Arteriosklerosentstehung kann nicht hinreichend durch die Ergebnisse in unserem In-vitro-

Experiment erklärt werden, da sich Unterschiede zwischen den Genotypen erst zeigen konn-

ten, nachdem es bereits zur Plättchenadhäsion an Kollagen gekommen war. Ein Freiliegen 

von Kollagenfasern, zum Beispiel durch einen Endotheldefekt durch die Ruptur eines  

artherosklerotischen Plaques, müsste daher bereits vorangehen, damit sich ein Unterschied 

zwischen den beiden Genotypen von HPA-1 zeigen kann. 

Die Hypothese einer erhöhten Plättchenaktivierung oder einer quantitativ erhöhten Fibrino-

genbindung durch die Plättchen konnte durch unsere Versuche weder gestützt noch verworfen 

werden. 

Die Strömungsversuche mit Vollblut an immobilisiertem Fibrinogen konnten keinen Unter-

schied in der absoluten Adhäsion zwischen HPA-1a/1a- und HPA-1b/1b-Genotyp zeigen 

(Loncar et al., 2007). Eine mögliche Erklärung dafür könnte folgende Tatsache darstellen: Es 

bedarf keiner Aktivierung des αIIbβ3-Rezeptors, um an immobilisiertes Fibrinogen zu binden 

(Ruggeri et al., 1999). Eine Plättchenaktivierung ist jedoch möglicherweise notwendig, damit 

sich ein phänotypischer Unterschied zwischen den beiden Genotypen zeigen kann. Eine wei-

tere mögliche Erklärung könnten die rheologischen Bedingungen in der Kammer liefern. So-

wohl in den eigenen Versuchen als auch in den Untersuchungen mit CHO-Zellen zeigte sich 

die Abhängigkeit des phänotypischen Unterschiedes zwischen den beiden Genotypen von den 

Scherkräften, die auf die Zellen wirken. Obwohl in den Adhäsionsexperimenten an Fibrinogen 

unterschiedliche und auch hohe Scherraten (bis zu 1500s-1) verwendet wurden, ist die Kraft, 

die auf eine einzelne Schicht adhärenter Plättchen wirkt, kaum vergleichbar mit den Kräften 

an der Spitze eines Thrombus, der über 15µm in das Kammerlumen hineinragt. Weiter ent-

sprach bei den Adhäsionsversuchen an immobilisiertem Fibrinogen die initiale Scherrate auch 

annähernd der Scherrate zum Ende des Versuchs, während sich die Scherraten bei der Throm-

busentstehung an Kollagen durch die Verengung des Kammerlumens stetig erhöhten. Die Tat-

sache, dass bei den Flusskammeruntersuchungen mit immobilisiertem Fibrinogen als throm-

bogene Matrix ein signifikanter Unterschied in der relativen Adhäsion (Steigerung der 

Adhäsion von der 0. zur 5. Versuchsminute) der HPA-1a/1a- und HPA-1b/1b-Genotypen bei 

der höchsten angelegten Scherrate (1500s-1) vorhanden war, deutet darauf hin, dass die Scher-
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rate einen elementaren Faktor für die phänotypische Auswirkung des HPA-1b-Genotyps dar-

stellt. 

Die In-vitro-Daten, die unter Verwendung von mit αIIbβ3-transfektierten CHO-Zellen gene-

riert wurden, weisen deutliche Parallelen zu unseren Befunden auf. Die CHO-Zellen mit dem 

HPA-1b-Genotyp binden stabiler an immobilisiertes Fibrinogen als ihr HPA-1a-Isotyp. Ein 

solcher Stabilitätsunterschied in der Fibrinogenbindung von αIIbβ3 könnte auch den von uns 

gezeigten Unterschieden zwischen Blutspendern mit dem Genotyp HPA-1a/1a und  

HPA-1b/1b zugrunde liegen.  

Die Verwendung von αIIbβ3-transfektierten CHO-Zellen ist ein eleganter Weg, um die Unter-

schiede zwischen den beiden Genotypen des HPA-1 Polymorphismus zu untersuchen, da Un-

wegsamkeiten durch die Verwendung von Spenderthrombozyten umgangen werden können. 

Alter, Geschlecht, Medikamenteneinnahme, Zigarettenrauchen und andere unbekannte Va-

riablen können die Ergebnisse beeinflussen und, bei Ihrer Verwendung als Ausschlusskrite-

rien, den Pool an Spendern verkleinern, der durch das seltene Vorkommen des HPA-1b/1b-

Genotyps (zwei Prozent der Bevölkerung) schon sehr begrenzt ist. 

Andererseits stellt die starke Abstraktion des In-vitro-Modells mit CHO-Zellen auch einen 

Nachteil dieses Ansatzes dar. Die CHO-Zellen sind um ein Vielfaches größer als Thrombozy-

ten und weisen eine wesentlich geringere Rezeptordichte auf ihrer Oberfläche auf. Aus diesem 

Grund ist die Verbindung zur Fibrinogenmatrix wesentlich schwächer ausgeprägt als bei 

Plättchen und es kann, ebenfalls bedingt durch die größere Angriffsfläche der Zellen, in 

Flussexperimenten nur mit sehr niedrigen Scherraten gearbeitet werden (25-100 s-1). Diese 

Scherraten entsprechen nicht den Verhältnissen im arteriellen Gefäßsystem. Des Weiteren ist 

die Thrombogenese in vivo ein komplexer Vorgang der sich aus Adhäsion, Aktivierungspro-

zessen und Aggregation und dem damit verbundenen Zusammenspiel vieler unterschiedlicher 

Rezeptoren zusammensetzt. Die verwendeten CHO-Zellen stellen eine starke Vereinfachung 

dieses Vorgangs dar. 

Das von uns entwickelte System „vierdimensionale Thrombogenese“ soll ein In-vitro-Modell 

mit möglichst großer Nähe zur Situation in vivo darstellen. Es soll bei arteriellen Scherraten 

sowohl die Adhäsion als auch die Aggregation mit all ihren Rezeptorinteraktionen und Akti-

vierungsvorgängen in ihrer natürlichen Umgebung, Vollblut, beobachtet werden. Es besteht 

erstmals die Möglichkeit, zusätzlich zur dreidimensionalen Darstellung der Thrombogenese 

auch ihre zeitliche Dynamik zu betrachten. Von besonderer Bedeutung ist die Verwendung 

von Kollagen als thrombogener Matrix, da somit die Thromzytennadhäsion und, durch die 
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dreidimensionale Auswertung, in der Folge auch die Plättchenaggregation beobachtet werden 

kann. Die Computerauswertung erlaubt uns dann im Nachhinein, die beiden Prozesse virtuell 

wieder getrennt voneinander zu betrachten, indem die Thrombusgrundfläche separat von der 

Thrombushöhe und dem Thrombusvolumen berechnet wird. Die hohe Messgenauigkeit des 

Systems erlaubt die Detektion der Auswirkung selbst kleiner phänotypischer Differenzen un-

terschiedlicher Genotypen. Trotzdem ist die Effizienz des Systems auf die sorgfältige Aus-

wahl von Blutspendern angewiesen, da starke Unterschiede in den Probandengruppen, zum 

Beispiel durch die Einnahme thrombozytenaggregationshemmender Medikamente, eine ver-

gleichende Messung deutlich erschweren können. 

Die verschiedenen In-vitro-Messmethoden sollten jedoch nicht als konkurrierende Verfahren, 

sondern als wichtige Ergänzung zueinander betrachtet werden. Das Verfahren der vierdimen-

sionalen Thrombogenese ist imstande, in diesem Zusammenspiel der In-vitro-Verfahren eine 

Brücke zwischen den stark vereinfachenden Modellen der Thrombogenese und der komple-

xen Situation in vivo zu bilden. 

Analog zu den Ergebnissen, die unter Verwendung von CHO-Zellen entstanden, konnte in den 

Experimenten mit dem Blut von 15 menschlichen Spendern gezeigt werden, dass sich in 

Flussexperimenten mit Blut von Spendern mit den HPA-1b/1b-Genotyp Thromben von größe-

rer Höhe und größerem Thrombusvolumen bildeten als mit dem Blut von Spendern mit dem 

HPA-1a/1a-Genotyp. 

 

4.3.3 Mögliche Weiterentwicklung der Experimente und der 

Messmethode 

Bezogen auf den Vergleich der verschiedenen Genotypen von αIIbβ3 wurden bisher mit dem 

Verfahren der vierdimensionalen Thrombogenese nur Spender mit den Genotypen HPA-1a/1a 

und HPA-1b/1b miteinander verglichen. Die Auswirkungen des heterozygoten HPA-1a/1b-

Genotyps auf die Thrombogenese sollten ebenfalls noch untersucht werden. 

In den bereits durchgeführten Versuchen gab es klare Hinweise darauf, dass eine erhöhte Bin-

dungsstabilität von αIIbβ3 zu seinem Liganden Fibrinogen und über αIIbβ3 und Fibrinogen 

auch eine erhöhte Stabilität der Verbindung zwischen Plättchen untereinander die Ursachen 

für den Unterschied im Thrombusvolumen und in der Thrombushöhe zwischen den unter-

suchten Genotypen darstellen. Allerdings muss diese These durch weitere Versuche und eine 

Weiterentwicklung des Messverfahrens erhärtet werden. 
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Einerseits sollten weitere Versuche durchgeführt werden, die in weiten Teilen den schon 

durchgeführten Versuchen entsprechen, die jedoch initiale Scherrate von 500s-1 modifizieren. 

Eine frühere Stagnation des Thrombuswachstums bei Anlage von höheren initialen Scherraten 

könnte den Verdacht erhärten, dass das Thrombuswachstum sich selbst limitiert, indem es das 

Kammerlumen mit fortschreitendem Wachstum einengt und die initiale Scherrate soweit er-

höht, dass ein Anwachsen des Thrombusvolumens und der Thrombushöhe nicht weiter mög-

lich ist. 

Allerdings würden solche Versuche wiederum nur einen indirekten Beweis der Theorie er-

bringen. Daher wäre es zweckmäßig, wenn das Messverfahren so modifiziert werden könnte, 

dass während der Beobachtung der Thrombogenese im selben Flussexperiment zeitgleich 

rheologische Daten erfasst werden könnten, die in der Auswertung eine direkte Korrelation 

von Thrombusdaten und Strömungsdaten ermöglichen. Ein möglicher Ansatz hierzu wäre die 

Zugabe von fluoreszierenden Mikrosphären zum Vollblut, deren Signal in einem separaten 

Detektionskanal des Mikroskops erfasst wird. Die Bewegungsgeschwindigkeit und -richtung 

dieser Mikrosphären in allen Ebenen der Kammer könnte nun vom Computer berechnet wer-

den und sowohl optisch (als Profil von Strömungsvektoren) als auch rechnerisch in die Aus-

wertung der Thrombogenese miteinbezogen werden. 

Es wäre wünschenswert, das räumliche und zeitliche Auflösungsvermögen der Methode wei-

ter zu verbessern, damit einerseits sehr kleine Objekte als auch sehr kurzweilige/schnelle Vor-

gänge erfasst und dargestellt werden können. Dies würde zum Beispiel die Beobachtung der 

entstandenen Thromben als Quelle arterieller Emboli ermöglichen, indem man das Abreißen 

kleiner Thrombusteile während des Versuchs detektiert. Andererseits könnte möglicherweise 

die Neigung der Thromben in Strömungsrichtung bestimmt werden, um Aufschluss über die 

Thrombuselastizität zu geben. 

Auch die Implementierung einer sogenannten „Tracking“-Funktion in die Auswertung, die 

Möglichkeit, die Position der einzelnen Thromben im Raum genau zu bestimmen und zu ver-

folgen, könnte nützliche Informationen erfassen. Die Beobachtung, dass sich die Einzel-

thromben im Versuchsverlauf aufeinander zu bewegen, könnte so quantifiziert und genauer 

untersucht werden. 

Die Forschung am HPA-1-Polymorphismus des αIIbβ3 sollte einerseits wegen der klinischen 

Relevanz des Polymorphismus selbst weitergeführt werden, jedoch auch, weil die phänoty-

pisch unterschiedlichen genetischen Varianten des Rezeptors einen Ansatzpunkt bieten, um 

den Mechanismus der Rezeptorfunktion und seiner Ligandenbindung effektiv zu untersuchen. 
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Besonders das intrazelluläre Signaling rückt hier in den Mittelpunkt des Interesses. Auch bei 

diesem Forschungsschwerpunkt könnte das Verfahren der vierdimensionalen Thrombogenese 

Befunde, wie sie zum Beispiel im Bereich der CHO-Zellen schon gezeigt wurden, auf ihre 

Übertragbarkeit auf die Situation in vivo hin überprüfen. 
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7 Zusammenfassung 

„Dynamik des Thrombuswachstums in vitro. Validierung digitaler Imaging-Techniken 

zur exakten Bestimmung der Thrombusvolumina.“ 

Die Visualisierung und Quantifizierung von Plättchenthromben unter arteriellen Flussbedin-
gungen bei hohen Scherraten, entsprechend denen in Arteriolen, stellt eine große Herausforde-
rung dar. Messung der Thrombusstabilität in Abhängigkeit der Blutrheologie bietet grundsätz-
lich die Möglichkeit, wichtige Informationen zu einer Vielzahl klinischer Fragestellungen bei 
Krankheitsbildern mit thrombembolischer Genese zu liefern. Molekular-epidemiologische 
Studien haben gezeigt, dass Thrombozytenfunktion und arterielle Thrombogenese durch Po-
lymorphismen von Plättchenmembranrezeptoren moduliert werden können. Hierbei wurde die 
Rezeptorvariante HPA-1b des Integrins αIIbβ3 als Risikofaktor für eine erhöhte Plätt-
chenthrombogenität identifiziert. Die konfokale Lasermikroskopie ermöglicht, durch die Ge-
nerierung von hochauflösenden Bildstapeln, die dreidimensionale Darstellung untersuchter 
Objekte. Durch die räumliche Rekonstruktion von in regelmäßigen Zeitintervallen akquirier-
ten Bildstapeln gelingt die 4-dimensionale Messung von dynamischen Prozessen.  

Plättchen im Zitrat-antikoagulierten Vollblut, fluoreszenzgefärbt mit Mepacrin (10µM), wur-
den mittels einer Perfusorpumpe durch eine rechteckige Flusskammer mit einer initialen 
Scherrate von 500s-1 aspiriert. Der Boden der Kammer wurde vorher mit Kollagen vom Typ 1 
beschichtet und anschließend mit bovinem Serumalbumin (2%) geblockt. Die Flusskammer 
unter einem konfokalen Lasermikroskop (Axiovert 100M) befestigt. Während der Blutaspira-
tion durch die Kammer wurde eine Serie von Bildstapeln, bestehend aus jeweils 30 optischen 
Schnittbildern, gemessen alle 25s, auf einer Untersuchungsfläche von 260µm2 akquiriert. Die 
generierten Daten wurden mit einer Voxel-basierten Software ausgewertet, wobei ein Voxel 
definiert ist durch ein Volumen von 2,025 x 10-10 mm3. 

Zu Validierungszwecken wurden definierte Mikrosphären mit einem Durchmesser von 6µm 
untersucht. Ihr Volumen konnte mit hoher Genauigkeit bestimmt werden  
(MW±SD: 130,42±17,49µm3). Repetitive Messungen mit dem Blut eines Individuums zeigten 
ein einheitliches Verlaufsmuster der bestimmten Thrombusparameter (Volumen, Höhe, 
Grundfläche und Anzahl). Bei einer initialen Scherrate von 500s-1 begann das Thrombus-
wachstum nach einer Verzögerungsphase von 225s. Nach 420s erreichte der Zuwachs im 
Thrombusvolumen eine Plateauphase (MW±SD: 9,9 x 10-6±8,9 x 10-7mm3). Die Thrombus-
bildung wurde bei spezifischer Blockade von αIIbβ3 durch Zugabe des chimären Antikörpers 
Abciximab (4µg/ml) komplett unterdrückt. Der HPA-1 Polymorphismus von αIIbβ3 zeigte 
einen signifikanten Einfluss auf das Thrombuswachstum. Im Vergleich der In-vitro-
Thrombogenese von homozygoten Trägern von HPA-1b (n=7) mit Trägern von HPA-1a (n=8) 
zeigte sich bei Blutspendern mit dem HPA-1a-Genotyp ein vorzeitiges Erreichen der Plateau-
phase im Gegensatz zur HPA-1b-Gruppe, welche konsekutiv höhere Thrombusvolumina bzw. 
Thrombushöhen aufwies (p<0,05 bzw. p<0,01).  

Die hier etablierte Voxel-basierte Methode zur dynamischen Quantifizierung von Thrombus-
bildung und Thrombusprogression in vitro stellt eine valide Technik dar, um Thrombusvolu-
men, -anzahl, -höhe und -grundfläche zu vermessen und die spezifischen Charakteristika und 
die Dynamik der Thrombogenese quantitativ darzustellen. Bei den untersuchten Genotypen 
des Integrins αIIbβ3 konnte eine statistisch signifikante Steigerung von Volumen und Höhe der 
untersuchten Thromben in der HPA-1b Population nachgewiesen werden. Da das Thrombus-
wachstum den Flusskanal innerhalb der Flusskammer sukzessive einengt, müssen die Throm-
ben steigenden Scherraten widerstehen. Dieses Phänomen kann als indirekter Hinweis der 
Thrombusstabilität verwendet werden, so dass sich die Hypothese einer gesteigerten Throm-
busstabilität beim HPA-1b Genotyps ergibt. 
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