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1. Einleitung

1.1. Grundlagen.

Kardiovaskuldre Erkrankungen stehen an erster Stelle der Todes-Ursachenstatistik in der
Bundesrepublik Deutschland (1). Im Jahre 2009 erlag mit einem Anteil von 45 % an der
Gesamtmortalitdit knapp die Haélfte der Verstorbenen an einer Erkrankung aus diesem
Formenkreis, also vor allem hypertensiven Kreislauferkrankungen, ischdmischen Herz- und
cerebrovaskulidren Erkrankungen und peripheren arteriellen Durchblutungsstdrungen.

Thrombozyten spielen in der Pathophysiologie dieser mit arteriosklerotischen Verdnderungen
assoziierten Krankheitsbilder eine entscheidende Rolle, so dass diese Zellen schon seit
Jahrzehnten im Fokus der Forschung stehen. In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von
Medikamenten entwickelt, die beispielsweise in der Therapie des akuten Myokardinfarktes
(MI) eingesetzt werden und speziell die Aktivitdit der Blutplattchen inhibieren.
Epidemiologische Studien (2) lassen vermuten, dass diese Erkrankungen aus einer komplexen
Interaktion zwischen genetischen Faktoren, chronischen Umwelteinfliissen (z.B. hormonelles
Ungleichgewichte, Rauchen, Ubergewicht) und erworbenen Krankheiten (z.B. Diabetes,
Bluthochdruck oder Dyslipiddmie) entstehen. Die schwerste Komplikation dieser
Erkrankungen ist der akute MI oder Schlaganfall, die aus dem thrombotischen Verschluss an
der Stelle eines rupturierten arteriosklerotischen Plaque resultiert.

Als Risikofaktoren haben sich Adipositas, Rauchen, Diabetes Mellitus und arterielle
Hypertonie schon seit ldngerer Zeit etabliert. In jlingster Zeit stehen thrombozytire
Rezeptorpolymorphismen im Blickpunkt des Interesses (50).

1.2. Virchow-Trias.

1.2.1. Entstehung

Die virchowsche Trias besteht aus drei wesentlichen dtiologischen Faktoren, die bei der
Thrombogenese eine Rolle spielen (52, 51):

1.) Blutfluss
2.) Gefalwandlésion
3.) Hyperkoagulabilitit.

Dieses Konzept wurde zundchst fiir die Entstehung von vendsen Thromben beschrieben,
besitzt jedoch auch bei der Entstehung von arteriellen Thromben Giiltigkeit (53). In letzter
Zeit wurden diese beiden Thromboseformen nicht mehr als streng getrennte Krankheitsbilder
aufgefasst (53).

Eine zeitgemidfBe Darstellung dieser Trias sollte weitere Faktoren mit beriicksichtigen:
Entziindungsreaktionen, Arteriosklerose und endotheliale Dysfunktionen, Verdnderung des
Blutflusses an Bifurkationen und Stenosen sowie Rezeptorpolymorphismen, welche ihrerseits
die Thrombozytenfunktionen beeinflussen konnen. Die vendse Thrombose wird traditionell
als roter Thrombus mit Erythrozyten und Fibrin beschrieben. Die arterielle Thrombose am Ort
einer arteriosklerotischen Lasion wird als thrombozytenreicher, weiller Thrombus dargestellt.
Untersuchungen zeigten jedoch im ,,Kopfbereich® venoser Thromben thrombozytenreiche
Areale, wihrend auf der anderen Seite Zusammenhidnge zwischen Arteriosklerose und
vendsen Thrombosen entdeckt wurden (54, 55). Ein neueres Konzept (108) stellt neutrophile
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Granulozyten in den Mittelpunkt des Interesses. Unter experimentellen Bedingungen wurde
bei Miusen und Pavianen eine vendse Stase generiert und die nachfolgenden Prozesse
untersucht. Venose Stase fiihrt zu einer Hypoxie (109), welches eine Thrombogenese
unterstiitzen und das Endothel aktiviert konnte. Fuchs et al. zeigten, dass es bei einer vendsen
Stase in Médusen es zu einer Freisetzung des vWf kommt und dies wiederum zu einer
Aktivierung von Thrombozyten fithrt (110). Neben den Thrombozyten sind neutrophile
Granulozyten von zentraler Bedeutung (110). Thrombozyten und Endothelzellen konnen P-
Selectin freisetzen, welches dann neutrophile Granulozyten rekrutiert (108). Neutrophile
Granulozyten konnen in Rahmen von Entziindungsprozessen extrazellulire DNS freisetzen.
Dies kann Mikroben durch ein Geriist aus intakten Chromatinfasern und antimikrobiellen
Substanzen binden (112). Dieses Geriist wird dann als ,,Neutrophil Extracellular Trap®,
abgekiirzt NET bezeichnet. Diese NET s konnen allerdings auch die Plédttchenadhésion und
Koagulation stimulieren (108).

Im Nachfolgenden werden Determinanten erldutert, die Einfluss auf die Entwicklung einer
Thrombose haben, da sie eine Relevanz fiir das experimentelle Design haben.

1.2.2. Blutfluss

In einem Blutgefall ist die Geschwindigkeit der zirkulierenden Blutzellen und der iibrigen
Bestandteile im Zentrum hoher als an der GefdBwand. Auf diese Weise entstehen mehrere
intraluminale Schichten mit Zellen dhnlicher Flussgeschwindigkeit, welche sich in der
Geschwindigkeit unterscheiden. In den Blutgefdlen mit einem geringeren Durchmesser, in
denen die Geschwindigkeit nur noch indirekt von der Kontraktion des Herzens abhingt,
verhélt sich das Blut wie eine Newton sche Fliissigkeit mit einem lamindren Flussverhalten
(55). Benachbarte Schichten (Laminae) flieBen also parallel mit unterschiedlichen
Geschwindigkeiten. Der Geschwindigkeitsunterschied ist durch einen Schereffekt
hervorgerufen. Mit der Scherrate, welche die Dimension s (reziproke Sekunde) hat, wird der
resultierende Geschwindigkeitsgradient beschrieben. Die entstehende Schubspannung an der
Gefillwand, welche durch das vorbeiflieBende Blut verursacht wird, und auch auf die
zelluldren Bestandteil wirkt, wird durch den Scherstress definiert (113). Die Scherrate ist
direkt proportional zum Scherstress (13). Dieser Scherstress iibertragt sich folglich auf die
zelluldren Bestandteile, seien sie mobil oder adhdrent (13). Durch diesen Scherstress wird
eine Pléttchenaggregation durch ADP-Freisetzung und Bindung von vWF induziert.
Weiterhin fiihrt er zu intrathrombozytiren Signalvorgdngen mit starkem Anstieg des
cytoplasmatischen Calciums und beeinflusst die Endothelfunktion (14, 15, 56). Die
Scherkrifte sind zudem proportional zur Kollisionsfrequenz von Zellen untereinander, was
rein statistisch schon Bindungsvorginge mit steigender Scherrate wahrscheinlich macht.

Unter Stromungsgeschwindigkeiten, wie sie in arteriellen Gefédllen herrschen, werden die
Thrombozyten durch einen Prozess, der sich axiale Migration nennt, an die Endothelschicht
gedriickt, welches eine Akkumulation der Thrombozyten an der GefiaBwand begiinstigt,
wihrend Erythrozyten in der GefdBBmitte konzentriert werden (82, 83).

Weiterhin beeinflussen schwankende Scherraten und Wirbelbildung das Endothel. Sie
konnen zu einer Dysfunktion des Endothels iiber die Beeinflussung der Genexpressionen z.B.
des Endothelins-1, eNOS oder COX-2 fiihren (62, 66). Als Folge kann es unter anderem zu
einer verminderten Freisetzung von vasorelaxierenden Faktoren kommen.



1.2.3. Gefiipwand

Die Arteriosklerose hat eine entscheidende pathogenetische Bedeutung als GefaBwandfaktor.
Die genaue Pathogenese der Arteriosklerose ist ein komplexer und ein noch nicht vollstindig
geklarter Prozess. Nach Jahrzehnten der Forschung haben sich zwei Hypothesen heraus
gebildet, die die Initiierung des Prozesses der Arteriosklerose beschreiben. Auf der einen
Seite ,,Response-to-injury*“-Hypothese von Russell Ross (60) und auf der anderen Seite die
,,Lipoprotein-induced-atherosclerosis*“-Hypothese von Joseph Leonard Goldstein (61).

Diese GefdBwandschddigungen laufen in mehreren Stadien ab, beginnend mit einer Storung
der endothelialen Funktion (58). Unter physiologischen Bedingungen setzen Endothelzellen
vasodilatative ~ Substanzen frei und tragen dazu bei, eine Fibrindisposition,
Thrombozytenaggregation und —aktivierung zu verhindern und die Thrombinentstehung zu
inhibieren. Unter anderem werden vom Endothel Prostazyklin (PGI 2) und Stickstoffmonoxid
(NO) gebildet, welche neben einer Vasodilatation auch eine Pléttchenthrombenbildung
hemmen. Des Weiteren werden unter physiologischen Bedingungen entziindliche Reaktionen
wie die Leukozytenadhision und die Freisetzung von freien Radikalen gebremst (58).

Endothelschdadigungen durch die arteriosklerotischen Prozesse &duflern sich in einer
Endotheldysfunktion und fiihren zu Entziindungsreaktionen, die durch verschiedene Proteine
(z.B. COX 2) und Zytokine (z.B. TNF-a) mediiert werden. Dies kann zu einer Adhésion und
Migration von Leukozyten in das Endothel fiihrt (63, 65). Weiterhin entscheidend fiir die
Progression der Arteriosklerose ist neben der Endotheldysfunktion, auch die Akkumulierung
und Oxidation von LDL-Partikeln in der Intima (64).

Durch proteolytische Enzyme und Metalloproteinasen wird der Plaque briichig und kann
rupturieren. Dieser Vorgang setzt massenhaft thrombogenes GefaBwandmaterial (Tissue
factor,  Kollagen,  sukzessiv ~ Fibrinogendepositionen = und  Zellanteile)  und
Gewebsthromboplastin frei. Dieses kann iiber einen thrombotischen Gefallverschluss z.B. zu
einem Myokardfarkt oder einem Apoplex fithren (10, 105).

1.2.4. Hyperkoagulabilitiit durch verdinderte Blutzusammensetzung

Die Hiamostase ist ein fein ausbalanciertes Gleichgewicht zwischen prokoagulatorischen und
fibrinolytischen Abldufen. Die Fibrinolyse ist in erster Linie beeinflusst durch die Interaktion
zwischen Plasminogenaktivatoren (z.B. Tissue-plasminogenactivator) und Inhibitoren (z.B.
Plasminogen activator inhibitor), welche die Aktivitét steuern (52).

1.3. Grundlagen der Thrombozytenfunktion

Thrombozyten sind die kleinsten korpuskuldren Bestandteile des zirkulierenden Blutes. Sie
entstehen als Abschniirungen des Zytoplasmas von Megakaryozyten im Knochenmark und
werden dann ins periphere Blut ausgeschwemmt. Sie haben einen Durchmesser von 2-4 um
und besitzen im Unterschied zu anderen eukaryoten Zellen keinen Zellkern, sie werden
deshalb als ,,anukledre Zellen” bzw. Blutplittchen bezeichnet (11). Einer der wichtigsten
Funktionen der Thrombozyten besteht darin, bei GefdBwandverletzungen ein Austreten des
Blutes aus dem Gefdllsystem zu verhindern. Dies geschieht durch Abdichtung des Defektes
und Bildung eines hidmostatischen Pfropfes, wodurch Hidmostase resultiert (11). Diese
Hiamostase kann in eine primére und sekundire differenziert werden. Bei der priméren
Héamostase kommt es zu einer Vasokonstriktion und zur Bildung eines Plattchenthrombus.
Dieser Plattchenthrombus entsteht durch die Adhédsion der Thrombozyten an freiliegenden
extrazelluliren Matrices, wie z.B. Kollagen, Laminin, von-Willebrand-Faktor oder
Fibronectin, und die darauf folgende Aktivierung und Aggregation weiterer Thrombozyten.
Diese Aktivierung bewirkt eine Formverdnderung, auf die im Kapitel 1.3.1 weiter
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eingegangen wird, und die Ausschiittung von intrathrombozytdren Granulainhaltsstoffen wie
z.B. ADP/ATP, GDP/GTP, Serotonin und Calcium (68). Bei der sekunddren Hamostase
kommt es zu einer Aktivierung der Gerinnungskaskade (11). Hierbei wird Prothrombin in
Thrombin umgewandelt, welches wiederum Fibrin aus Fibrinogen bildet und seinerseits den
Thrombus weiter verfestigt (10).

In Abhiéngigkeit von den Stromungsverhéltnissen, welche dann auch die Scherkrifte
beeinflussen, dominieren verschiedene Mechanismen der Hédmostase (7, 12, 57). Bei
Scherraten von tiber 1000 s dominiert die thrombozytire Komponente (68), dies wird in
Kapitel 3.1. dargestellt. Bei der arteriellen Thrombogenese haben die Thrombozyten eine
zentrale Rolle. Wihrend bei sehr niedrigen Scherraten (50 s'l), wie sie im vendsen System
herrschen Blutgerinnsel groBtenteils aus Fibrin bestehen, sind Thrombozyten bei
Stromungsbedingungen von iiber 1000 s, wie sie in stenosierten Arterien z.B. bestehen, der
beherrschende Anteil (12).

Die Thrombozyten sind auch an der Pathogenese der Arteriosklerose und der Hédmostase
beteiligt.

1.3.1. Thrombozytenaktivierung

Die Pldttchen konnen freiliegende subendotheliale Strukturen, wie Kollagene, immobilisierten
vWEF, elastische Fibrillen, Fibronektin und Laminin tiber verschiedene Mechanismen
erkennen und leiten die ersten Schritte der Himostase ein (105). Des Weiteren kénnen die
Thrombozyten durch einen spezifischen Rezeptor an den Von-Willebrand-Faktor andocken.
Im normalen, physiologisch zirkulierenden Blut sind die Pléttchen in einem nicht-adhdrenten
ruhenden Status und werden durch die Interaktion der Pléttchen mit den vorbeschriebenen
Strukturen aktiviert. Die Pléttchen sind in diesem aktivierten Zustand ,.klebrig® und konnen
nun unter anderem an Kollagen haften bleiben. Diese Féahigkeit zur regulierten Aktivierung ist
wichtig, da sie verhindert, daf die Pldttchen nicht spontan in einem Gefdll adhdrieren und zu
einem Thrombus aggregieren und so z.B. zu einem Myocardinfarkt oder einer Apoplexie
fiihren (75).

Die Signalkaskade, die wihrend der Aktivierung ablduft und zu einem Fibrin-
Plattchenthrombus fiihrt, kann in 7 Phasen unterteilt werden (115, Abb.1):

1. Zirkulierendes Fibrinogen oder vWF interagiert mit freiliegenden subendothelialen
Strukturen wie Kollagen. Dies fiihrt zu einer Immobilisierung und zu einer
Konformationsédnderung dieser Agonisten.

2. Interaktion der Agonisten mit ihren jeweiligen Pléttchenrezeptoren und Anheftung der
Plattchen. Diese Rezeptoren sind z.B. der GPIba- Rezeptor des GPIb-IX-V-
Komplexes, welcher vWF bindet, GPVI oder das Integrin a,f3;, welche als Rezeptoren
fiir Kollagen fungieren.

3. Aufgrund der multiplen Rezeptor-Ligandeninteraktionen werden multiple
Signalkaskaden aktiviert und ein Outside-In-Signaling findet statt.

4. Expression des aktivierten GPIIb-IIla Rezeptor an der Oberfldche des Thrombozyten,
welcher als Rezeptor flir multiple Liganden fungiert.

5. Bindung von adhidsiven Liganden aus dem Plasma (vWF und Fg) durch den
aktivierten GPIIb-IIla Rezeptor und nachfolgende Plittchenaggregation.



6. Sekretion und Freisetzung von stimulierenden Granulainhalten oder —metaboliten, wie
z.B. ADP, Serotonin, und Thromboxane A,.

7. Die Oberflache des Thrombozyten entwickelt prokoagulatorische Aktivitit, welches in
Thrombinbildung und zur Fibrinformation fiihrt.

ADP, Serotonin

Subendothelium

Abb.1: Rekrutierung und Aktivierung von zirkulierenden Thrombozyten nach GefdB3verletzung. Die Ziffern werden im Kapitel
1.3.1 erklért. Aus Scharf 2004 (115)

Die Pléttchenaktivierung ist ein dynamischer Prozess mit mehreren Feedbackschleifen und
Cross-Talk zwischen den verschiedenen Signalwegen (72).

Unter anderem werden diese Mechanismen initiiert und beeinflusst durch die thrombozytéren
Membranglykoproteine. Diese Pliattchenmembranglykoproteine lassen sich in vier Gruppen
einteilen: Integrine, leuzinreiche Glykoproteine, Rezeptoren vom Immunglobulin-Typ und
Selektine (10, 16).

Bei Scherraten, die in normalen oder stenotischen Arteriolen herrschen, bendtigen
Thrombozyten fiir die initiale Adhésion eine Interaktion zwischen Von-Willebrand-Faktor
(vwF), welches auf Kollagen immobilisiert wird, und dem Glykoprotein GPIb-V-IX (7, 69).
Dieser initiale Kontakt fiihrt zur keiner stabilen Adhdsion der Thrombozyten, sondern
lediglich zu einem kurzen ,,Festhaken* (22, 80), dem Tethering. Nach dem die Pléttchen
aktiviert wurden, verdndern sie ihre Form mit Ausbildung von Filopodien (72). Dieser initiale
Kontakt und das Festhalten der Thrombozyten wird in dieser Arbeit als Tethering bezeichnet.
Dieses Tethering fiihrt zu einer Kaskade von intrazelluldren Aktivierungvorgingen (26) und
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anderem zu einer Aktivierung des Integrin o,B; (Abb. 2). Diese Abbildung macht auch
deutlich, dass die Aktivierungskaskaden parallel erfolgen.

BLOOD FLOW

Abb.2. 1.) vWF bindet an Kollagen
2.) Thrombozyten haben Kontakt mit vVWF oder Kollagen iiber verschiedene Rezeptoren, wie
z.B. GPIb-V-IX, GP VI oder Integrin a2p1
3.-4.) Festes Adhérieren der Thrombozyten u.a. iber Aktivierung von
Integrin 021
5.) Ausbildung eines Thrombus
Aus Jung /Moroi: Activation of the Platelet Collagen Receptor Integrin a2p1 (17)

Dieses Tethering verringert die  Geschwindigkeit zirkulierender Thrombozyten (80).
Allerdings ist die Affinitdit der Bindung vom von Willebrand Faktor (vVWF) und dem
Glykoprotein GPIb-V-IX nicht hoch genug, um ihnen eine permanente Adhdsion zu
vermitteln (22).

Die Thrombozyten werden entweder abgerissen und strémen weiter im Blut oder bewegen
sich weiter an der thrombogenen Oberfliche (80). Diese Bewegung wird einerseits
hervorgerufen durch aktive Vorgidnge des Thrombozyten (24, 80, Kap 1.3.2) und andererseits
durch die auf ihn einwirkenden Scherkréfte.

Da dieser Vorgang nur unzureichend mit Adhédsion oder Tethering beschrieben wird, wird
diese Bewegung in dieser Arbeit als Micromobilitédt bezeichnet.

1.3.2. Thrombozytenformverinderung unter Scherstress

Der Kontakt mit thrombogenen Oberflichen insbesondere unter Flussbedingungen hat enorme
Auswirkungen auf die Form eines Thrombozyten. Der Glykoprotein GPIb-V-IX-Rezeptor
spielt eine Schliisselrolle in der Adhédsion von Thrombozyten an Stellen von GefaBschiden.
Der Rezeptor bindet iiber seine A1-Domédne an immobilisiertem vWF (80). Diese Verbindung
im Englischen ,,Bond* genannt, hat nur eine kurze Halbwertszeit und kann keine irreversible
Adhésion bewerkstelligen. Durch die Scherkréfte des Blutes wird der Thrombozyt abgeschert
und weiter iiber die thrombogene Oberfliache transportiert, bis eine stabile Adhdsion durch
andere Rezeptoren, die durch die verschiedene Signalwege aktiviert worden sind (siche
Kapitel 1.3.1), zustande kommt (7).

Dieser initiale Anker der Thrombozytenmembran wurde von Reininger et al. als Discrete
Adhesion Point, abgekiirzt DAP, beschrieben (26). Diese DAP’s bleiben stationér, wihrend
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der Rest des Thrombozytenkorpers weiter abgeschert wird, dhnlich einem landenden
Flugzeug auf dem Flugzeugtriager (Abb.3).

e

Abb.3 Tethering (,,Festhaken*) am Modell eines landenden Kampfjets (F-18) auf einem Flugzeugtriger. Quelle:
NASA/USA

Dies fiihrt zu Ausbildungen von so genannten Tethers (81). Dies sind Ausziehungen der
Thrombozytenmembran.

Weiterhin besitzt der GPIb-V-IX-Komplex die Fahigkeit, nach Kontakt mit vVWF, welches auf
immobilisierten Kollagen fixiert ist, ein zytoskeletales Remodelling des Thrombozyten
auszulosen (24). Im Thrombozyten bildet sich ein kontraktiles Element aus Aktin und
Myosin, in dem beide Proteine polymerisieren. Dieses Gel umgibt zunéchst die Zellorganellen
und bewirkt die zentrale Zusammenlagerung der Organellen (103). Dieses zytoskeletale
Remodelling wird vor allem durch zwei Proteinstrukturen hervorgerufen, einerseits
Aktinstrukturen und andererseits Myosinstrukturen (103, 104). Aktin liegt zu 40% in Form
von Filamenten in der Zelle vor. Nach Aktivierung formieren sich durch Polymerisierung
zwei Aktinstrukturen, die filopodialen Biindel und die lamellipodialen Netzwerke (103). Die
filopodialen Biindel sind Biindel von langen Filamenten, welche sich in die Spitzen der
Filopodien erstrecken. Lamelipodien sind Ausldufer der Zellmembran. Die lamellipodialen
Netzwerke bestehen aus orthogonal angeordneten kurzen polymerisierten Aktinfilamenten,
welche die Lamellipodien netzwerkartig ausfiillen (103). Nach Aktivierung des
Thrombozyten wird die leichte Kette des Myosins phosphoryliert, welches auf zwei Wegen
geschehen kann: einerseits tiber einen Ca>" /Calmodulinmediierten Weg und andererseits iiber
einen Ca*"-unabhiingigen Weg, welcher eine Rho-Kinasenaktivierung involviert (105).

Zusammenfassend kann man sagen, dass es zwei Komponenten sind, die die thrombozytére
Gestaltdnderung hervorrufen. Einerseits die aktiven Vorginge, unter anderem iiber die Aktin-
und Myosinstrukturen und die Interaktion von vWF und GPIb-V-IX und andererseits das
passive Abscheren, hervorgerufen durch die Stromung. Die einwirkenden Scherkréfte setzen
unter anderem intrazelluldres Calcium frei, was ebenfalls die zytoskeletale Reorganisation
beeinflusst (26, 84). Der vormals diskusféormige Thrombozyt wird sphérisch, und es werden
Filopodien und Tether ausgebildet (81). Diese Formverinderung hat Auswirkung auf die
Fortbewegungsdynamik. Wiéhrend z.B. flache diskusformige Zellen nicht ideal fiir
Rotationsbewegungen (z.B. Rollen) sind, sind sie geeignet fiir ein Gleiten. Durch die
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Ausbildung von Pseudopodien wird die Geschwindigkeit des Thrombozyten stark reduziert
(81). Dies fiihrt zu weiteren adhisiven Bindungen des Thrombozyten an der thrombogenen
Oberflaiche. Des Weiteren flihrt die Oberflichenvergrolerung zu einer Zunahme der
Kontaktflichen des Thrombozyten, mit denen er dann mit Reaktionspartnern, wie z.B.
adhésive Proteine, subendothelialen Strukturen oder anderen zirkulierenden Thrombozyten
interagieren kann (11).

Kuwabhara et al. (49) belegen durch elektronenmikroskopische Aufnahmen diese Verdnderung
des Thrombozyten unter dem Einfluss Scherkriften (Abb.4).

Abb. 4: Elektronenmikroskopische Aufnahme der Bewegung eines Thrombozyten bei einer Scherrate von
1500 s an immobilisiertem vWF. Aus Kuwahara et al. 2002 (49).

1.4. Integrin asf;

Integrine sind heterodimere, transmembrandre Molekiile, welche aus nicht kovalent
gebundenen o- und B-Einheiten bestehen. Jede Untereinheit enthédlt typischerweise einen
relativ grofen extrazelluldren Anteil (Kopfteil) und einen kurzen cytoplasmatischen Anteil
(Schwanz) (Abb.5).

AbD.5: Integrinaufbau. a zeigt eine Reprisentation des Aufbaus, wie er elektronenmikroskopisch aufgedeckt
worden ist: die Cystin-reichen repeats der -Untereinheit (schraffiert) und die Metallbindungsstellen in der
Untereinheit (M++). Der schwarz markierte Bereich reprisentiert die Liganden-Bindungsregion, die von beiden
Untereinheiten gebildet wird. b zeigt den chemischen Aufbau der Polypeptid-Ketten. Nach Hynes (73).

Integrine vermitteln Zell-Zell- und Zellmatrixadhésionen (74). Die a- und B-Untereinheiten
sind Produkte verschiedener Gene und werden auf der Membranoberfliche als eine
funktionelle Einheit verbunden (77). Der Integrin o,3;-Rezeptor (auch GPIla/lla genannt) fiir
Kollagen findet sich auf verschiedenen Zelltypen, wie z.B. Megakaryozyten, Endothelzellen
und Thrombozyten (74). Integrine konnen durch unterschiedliche Mechanismen aktiviert
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werden, wie z.B. Interaktion mit Kollagen, und kénnen Signale von auflen nach innen
(Outside-in) und von innen nach auflen iibertragen (77). Der Ligand (z.B. Kollagen) kann,
wenn er an den extrazelluldren Anteil bindet, zu einer Aktivierung von intrazelluldren
Reaktionswegen fiihren. Dasselbe kann auch durch Adenosinphosphat (ADP), dort iiber
thrombozytdre ADP-Rezeptoren P2Y1 und P2Y 12 geschehen (27, 16, 77, 100, 101).

Jung und Moroi (17, 75, 79, 100) haben die Mechanismen der Aktivierung des Integrin a2f31
genauer beschrieben. So wird das Integrin ayf; durch verschiedene intrazellulidre
Signalmechanismen, welche die beiden ADP-Rezeptoren P2Y1 und P2Y12 beinhaltet, von
dem unten beschrieben Zustand I, in dem der Integrinrezeptor nur niedrig gegeniiber seinem
Liganden ist, in den Zustand II aktiviert, in dem der Integrinrezeptor intermedidr affin seinem
Liganden gegeniiber ist, welches keine Freisetzung von zytoplasmatischem Kalcium erfordert
und somit unabhingig ist von der Kalciummobilisierung (101). Die weitere Aktivierung des
Integrin a,P;-Rezeptors vom Zustand II in den Zustand III, in dem der Integrinrezeptor
hochaffin seinem Liganden gegeniiber ist, erfolgt dann iiber eine weitere intrazelluldre
Signalwege, welche z.B. PKC, Src kinasen, Phosphoinositid 3-Kinase oder eine
Tyrosinphosphorylierung beinhalten (101, 102).

Der Integrin a,3;-Rezeptor selbst kann auch iiber die intrazelluldren Signalwege, die z.B. liber
eine Tyrosinphosphorylierung laufen, aktivieren (5, 102). Dieser weitere Aktivierungsweg
kann auch {iber eine extrazellulire Interaktion mit Kollagen Typ [ geschehen. Beide
Mechanismen fiihren beim Integrin o,3; zu einer Konformationsédnderung. Dies wurde durch
die Beobachtung unter experimentellen Bedingungen deduziert, dass die Thrombozyten in
unterschiedlichem Mafle Kollagen zu binden vermogen, abhédngig von der aktivierenden
Substanz. In in-vivo hidngt die Kollagenbindungsfahigkeit von verschiedenen Faktoren ab,
wie z.B. Anzahl der Integrin a»f};-Rezeptoren und anderen Kollagenrezeptoren wie z.B.
Glykoprotein VI (27) So war die Menge an loslichen Kollagen, welches an Thrombozyten
gebunden wurde groBer, wenn die Thrombozyten durch Thrombin aktiviert worden waren im
Vergleich zur Aktivierung durch ADP (77). Diese Verdnderung fiihrt zu drei verschiedenen
Aktivierungszustanden (I-III), welche sich voneinander in einer unterschiedlichen Affinitét
fiir Kollagen (79, 77) unterscheiden.

I. Geschlossener (niedrig affinerer) Zustand. Das Integrin kann den Liganden nicht binden,
kann aber durch den Liganden aktiviert werden.

II. Ein erweiterter (intermedidr affiner) Zustand mit einem geschlossenen Kopfteil, mit
einem wenig Ligandenaffinen Zustand.

II. Der Kopfteil ist ge6ffnet und das Integrin ist hochaffin fiir seinen Liganden.

1.4.1. Polymorphismus des a;f;-Rezeptors

Aufgrund der zentralen pathophysiologischen Rolle der Thrombozyten bei kardiovaskuldren
Ereignissen (z.B. Myokardinfarkt, Apoplexie) stellen genetische bedingte Polymorphismen
und die daraus resultierenden Varianten der Thrombozyten potentielle heriditire
Risikofaktoren dar.

Ein Polymorphismus ist eine stabile Variation der DNA-Sequenz, die bei mehr als 1% der
Bevdlkerung vorkommt (76). Diese DNA-Polymorphismen werden als ,,stumm*® bezeichnet,
wenn sie keine Verdnderung der Aminosdurensequenz hervorrufen. Sie konnen allerdings
eine veranderte Expression des betreffenden Proteins bewirken.

Nieuwenhuis et al. beschrieben 1985 (98) und 1986 (99) einen Patienten, dessen
Thrombozyten nicht auf Kollagen reagierten, jedoch durch andere Agonisten zur Aggregation
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gebracht werden konnten. Diese Thrombozyten zeigten auch ein vermindertes Spreading.
Klinisch fand sich bei den Patienten eine Blutungsneigung. Es konnte nachgewiesen werden,
das sich auf der Thrombozytenmembran der Patientin kein Glykoprotein la befand, ergo die
ax-Untereinheit (98).

Die Arbeitsgruppe um Kunicki et al. fand Polymorphismen im ITGA-Gen. Die DNA-
Sequenzvarianten beinhalten zwei stumme Mutationen in der Aminosdurensequenz
codierenden Region der a2-Einheit bei Nucleotid 807 und 873 (19).

Das Allel 1 (807T/837T/873A/Brb) abgekiirzt a,-807T, ist mit einer erhohten Dichte des
Integrin o,f;auf der Thrombozytenoberfliache assoziiert. Allel 2 (807C/837T/873G/Brb) und
Allel 3 (807C/837C/873G/Bra), abgekiirzt a,-807C, sind mit einer geringeren Dichte des
ozP-Integrins assoziiert (19).

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit werden die homozygoten Genotypen als o, 807 CC und an
807 TT bezeichnet.

1.4.2. Grundlagenstudien

Kunicki et al. berichteten bereits 1993 von einer interindividuellen Variabilitdt der Integrin
azP-Dichte auf der Membran von Thrombozyten. Diese kann unter gesunden Individuen um
den Faktor 10 variieren (19). Die Adhidsion von Thrombozyten im Vollblut unter hohen
Scherraten ist proportional zur Dichte des a,f;-Rezeptors (19). Nun ist die Frage, ob die
erhohte Adhésivitdt der Thrombozyten des TT-Genotypens klinische Auswirkungen hat.
Klinische Studien zur Auswirkung dieses Polymorphismus sind widerspriichlich. In Tabelle 1
sind diese aufgefiihrt.

Santoso et al. (29) verglichen in Assoziationsstudien die Haufigkeit der Allele des a2-Gens
mit dem Risiko einer koronaren Herzkrankheit (KHK) und eines Myocardinfarktes (MI). Die
DNA von 2237 minnlichen Patienten, die eine Koronarangiographie, aufgrund einer
vermuteten oder bestitigten KHK erhielten, wurden analysiert. Eine starke Assoziation
zwischen dem Allel 807T des o,-Gens und nichttodlichem MI fiir Patienten unter 62 Jahren
wurde gefunden (n=1057; odds ratio 1,57; p=0,004), und eine noch stirkere Assoziation
bestand bei Patienten zwischen den jiingsten 10 % der Studie (<49 Jahre; n=233; odds ratio
2,61; p=0,009). Moshfegh et al. (30) zeigten bei 177 Patienten und 89 Kontrollen eine
Assoziation zwischen dem Allel 807-T und einem MI (16.4% vs. 5.6%, p=0.022),
insbesondere unter Rauchern.

Es zeigte sich allerdings keine Assoziation zwischen dem Allel 807T des a,-Gens und einer
KHK (87). Carlsson et al. zeigten eine Assoziation dieses Allels mit einer cerebralen
Apoplexie bei Patienten unter 50 Jahren (32). Diese Studie hatte allerdings nur 227 Patienten
insgesamt. Die Metaanalyse von Nikolopoulos et al. (85) untersuchte 7 Studien mit maximal
774 und Fillen und 1074 Kontrollpatienten und konnte keine Assoziation zwischen dem 807-
T-Allel und Patienten mit einer cerebralen Apoplexie finden.

Die Griinde dafiir konnen vielféltig sein. So wurden einige Studien nur mit Patienten
durchgefiihrt, die eine transitorische ischdmische Attacke hatten und in anderen Studien
wurden lediglich Patienten mit einem persistierenden neurologischen Defizit eingeschlossen.

Ein génzliches anderes Bild zeigt sich bei den Studien bei Patienten mit einer Thrombose der
tiefen Venen der Beine und Becken.
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Die erhohte Rezeptordichte des a2p1-Rezeptors ist kein Risikofaktor fiir die Entwicklung

einer vendsen Thrombose (3687).

Erhohte Rezeptordichte des a,f3-Rezeptors. Ein Risikofaktor ?

Ja

Nein

Myocardinfarkt

Moshfegh et al.(30) (OR: 3,3)
Santoso et al. (29) (OR: 2,6)
Roestetal. (31) (OR: 2,2)

Zotz et al. (114)

Croft et al. (88)
Morita et al. (89)
Anvari et al. (90)

Tsantes et al. (96)

Apoplexie/cerebrale vaskulédres Ereignis

Carlsson et al. (32) (OR: 3,0)
Sacchietal. (91) (OR: 3,0)

Reineretal. (92) (OR 2,0)

Corral et al. (34)

Diabetische Retinopathie

Matsubara et al. (33)

Koronare Herzkrankheit

Santoso et al. (29)

Corral et al. (34)

Tiefe Venenthrombose

Corral et al. (34)
Hessner et al. (93)
Carlsson et al. (32)

Restenose nach Stentimplantation

Von Beckenrath et al. (94)

Tab.1: Ubersicht der Polymorphismusstudien nach Kunicki (95)
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1.5. Zielsetzung und Fragestellung dieser Arbeit

Der Polymorphismus des a,B;-Rezeptors im Nucleotid 807 bewirkt eine unterschiedliche
Dichte dieses Rezeptors auf der Thrombozytenoberfldche (19, 28). Dies hat auch funktionelle
Konsequenzen (7). So bewirkt eine erhohte Dichte eine erhohte Adhésion (87).

Klinische Studien ergaben allerdings widerspriichliche Resultate (Tab.1). Die Griinde hierfiir
konnen mannigfaltig sein, z.B. Studienpower, Zusammensetzung der Studienpopulation etc..
Zudem ist die Thrombusbildung und das daraus resultierende Krankheitsbild durch viele
weitere Faktoren beeinflusst.

In einem In-vitro-System lassen sich die Bedingungen kontrollieren und reproduzieren, wie in
diesem Fall eine Stromungskammer, wo definierte Stromungsbedingungen hergestellt werden
konnen. Zudem kann die thrombogene Oberfliche standardisiert werden. Auf dieser
thrombogenen Oberfliche adhdrieren Thrombozyten und werden dann, wie unter Kapitel
1.3.2 beschrieben, fortbewegt.

Die erhohte Adhisivitit des TT-Genotypen sollte zu einer verdnderten Laufstrecke des
Thrombozyten an der thrombogenen Oberfliche fiihren. Die erhohte Klebrigkeit des
Thrombozyten konnte auch dazu fiihren, dass die Thrombozyten des a,807-TT Genotypen
langer an der thrombogenen Oberfliche haften bleiben. Aufgrund der Micromobilitit sollten
die Thrombozyten des a, 807 TT -Genotypen in ihrer Ausdehnung grofler werden als die des
a2807-CC-Genotyps.

Im Rahmen dieser Dissertation sollten folgende Fragen geklart werden:

1. Fihrt die erhohte Adhésivitit des o, 807 TT-Genotyps zu einer verdnderten
Micromobilitdt der Thrombozyten an einer thrombogenen Oberfliche?

2. Lassen sich mittels bildverarbeitender Techniken und Auswertung der der dadurch
enstandenen Daten in einer In-vitro-Untersuchung Unterschiede in der Micromobilitét
von Thrombozyten zwischen den beiden homozygoten Genotypen des o, 807 C/T
Polymorphismus, a, 807-CC und a, 807-TT, finden?
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2. Material und Methoden

2.1 Herkunft des Bildmaterials

Die zur Berechnung verwendeten Bilder stammten aus Flussexperimenten der Arbeitsgruppe
der experimentelle Hdmostaseologie des Instituts fiir Himostaseologie, Himotherapie und
Transfusionsmedizin der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf.

Im Weiteren beschreiben wir die angewendeten Methoden und Materialien.

2.1.1. Probanden

60 regelméBige Blutspender der Blutspenderzentrale des Instituts fiir Hédmostaseologie,
Héamotherapie und Transfusionsmedizin der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf erklarten
sich damit einverstanden, dass zusidtzlich zu ihrer Blutspende maximal 50 ml Blut zu
Forschungszwecken verwendet wurden. Alle unterschrieben eine entsprechende Erkldrung
(Informed Consent geméall der Deklaration von Helsinki). Das mittlere Alter betrug 40,5
Jahre (24-67 Jahre), mit einer Standardabweichung von 10,9 Jahren 45 dieser Spender waren
ménnlich.

Alle Probanden verneinten die Einnahme jeglicher Medikamente bis 14 Tage vor der
Blutentnahme. Probanden mit anamnestischen Hinweisen auf das Vorliegen akuter oder
chronischer Erkrankungen wurden ausgeschlossen. Nicht teilnehmen konnten insbesondere
Probanden mit Nikotinabusus, Adipositas und bei weiblichen Personen solche mit
Hormonmedikation wie Kontrazeptiva oder Hormonersatztherapie. Zum Ausschlufl fiihrte
ferner eine positive Eigen- oder Familienanmnese (Erkrankungen vor Erlangen des 45.
Lebensjahres erstgradiger Verwandter) fiir Erkrankungen des arteriellen und vendsen
GefaBsystems wie z.B. arterielle Gefa3verschliisse aller Art oder venose Thrombembolien.
Bei jeder Blutprobe wurden zahlreichen Parameter der Hidmostaseologie und klinischen
Chemie bestimmt und lagen bis auf wenige Ausnahmen im normalen Bereich. Eine TXB,-
Bestimmung zum sicheren Ausschluss einer Acetylsalicylsdureeinnahme wurde nicht
durchgefiihrt.

Die Probanden waren bereits im Vorfeld mittels allelspezifischer Restriktionsenzymanalyse
im Hinblick auf den Polymorphismus des Integrins a,-807 genotypisiert worden. 44 von
diesen Probanden hatten den Genotypus a, 807 CT, 7 Probanden den Genotypus a, 807 TT
und 9 Probanden den Genotypus a, 807 CC. Im Rahmen dieser Dissertation wurden lediglich
die Proben der beiden homozygoten Genotypgruppen o, 807 TT und o, 807 CC verwendet.
Von jedem dieser Spender wurde jeweils eine Probe verwendet und analysiert.

Ein positives Votum der Ethikkommission der medizinischen Fakultit der Heinrich-Heine-
Universitét Diisseldorf liegt vor.

2.1.2. Flussexperimente

Die Blutgerinnung wurde durch den Thrombininhibitor PPACK (D-Phenylalanyl-L-Prolyl-L-
Arginin Chloromethyl Keton), mit einer Konzentration von 1 pl pro ml Blut, inhibiert. Das
PPACK (Bachem Distribution Systems, Weil am Rhein) wurde in Hepespuffer in einer
Konzentration von 1 mmol in 20 mM Hepespuffer (N-(2-Hydroxyethyl)piperazin- N'-(2-
ethansulfonsdure, pH 7,3, Sigma, Taufkirchen) gelost. Dieses Tripeptid ist ein irreversibler
und spezifischer Thrombininhibitor. Vorteil dieser Methode ist, dass die Ca**-Konzentration
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der Probe im Gegensatz zur Verwendung von EDTA oder Citratblut unverdndert bleibt. Ca**-
Ionen wiederum sind im Rahmen der gesamten Hamostase essentiell.

Die Pléattchenmarkierung erfolgte unter Verwendung des Fluoreszensfarbstoffes Mepacrin
(N4-(6-chloro-2-methoxy-9-acridinyl)-N1, N1-diethylpentan-1,4-diamin, Sigma Chemicals,
St.Louis, MO, USA). Die Anregung erfolgte bei einer Wellenldnge von 440 nm, die Emission
erfolgte bei einer Wellenlédnge von 505 nm. Der Farbstoff besitzt eine hohe Affinitdt zu ATP
und wird entsprechend der intrathrombozytiren Verteilung von ATP selektiv in den dichten
Granula der Blutpléttchen, aber auch in leukozytiren Granula akkumuliert (89).

Das so préparierte Vollblut wurde mittels einer Perfusorpumpe (B.Braun Melsung) in eine
Stromungskammer eingebracht.

Die Stromungskammer war quaderformig konfiguriert und maf3 64 x 38 x12 mm.

Uber die am Perfusor eingestellten Flussraten konnten nun in der Kammer verschiedene
Scherkrifte generiert werden, wobei 13 s vendse Strémungsverhiltnisse und 1500 s
arterielle Stromungsverhéltnisse, bzw. solche in Arteriolen und Gefdlen mit méBiger
arteriosklerotischer Lumeneinengung, reprasentieren. Die jeweils notwendigen Flussraten
lassen sich mit der Formel y = 6xQ/(bxh?) berechnen (y = Scherrate, Q = Strémungsrate
(ml/s), b = Breite des Stromungsbereiches der Kammer, entsprechen 15 mm, h= Hohe der
Stromungskammer (50um) berechnen.

Als thrombogene Oberfliche wurden beschichtete Deckgldser verwendet. Auf diese
Deckgldser wurde vorher mittels eines Airbrushsystems Kollagen vom Typ 1 (Kollagen
TypS, Kollagen Typ 1:95 %, Typ III: 5%, wéssrige Losung (3mg/ml), pH 3,0 (nach Extraktion
mit 0,5 M Essigsdure pH 2,5)( Roche, Mannheim) aufgebracht.

Durch das Airbrushsystem, mit CO, als Treibmittel, wurde das geloste Kollagen homogen auf
der Glasoberflache verteilt, wie es in der Literatur schon beschrieben worden ist (44).

Collagen S wurde in PBS-Puffer ((Phosphate Buffer Saline)-Puffer, pH 7,3 Serag-Wiessner
GmbH & Co. KG, Naila) 1:5 verdiinnt und davon pro Deckglas 0,25 ml aufgebracht.

Die stabile Fixation des Kollagens geschah in einem Inkubator. Die Deckgldschen wurden fiir
60 Minuten in Petrischalen, die in einem Inkubator (CO,-AUTO-ZERO, Heraeus) bei 37° in
wassergesittigter Atmosphére mit flinfprozentigem CO2-Anteil eingebracht wurden inkubiert.
In dieser Zeit erfolgte die Proteinbindung an die Oberflédche.

Nach Spiilung mit PBS-Puffer und 1%igem BSA-Puffer (Bovine serum albumin), zur
Entliiftung, um nicht adhérente Proteine zu entfernen, wurde das priparierte Blut durch die
Flusskammer eingebracht.

Das Blut floss iiber die, wie oben beschriebenen, praparierten Deckgléser.

Zu definierten Zeitpunkten wurden Bildstapel aufgenommen, ndmlich nach 15 sek., nach 1
min. und nach 5 min. Flussdauer.

Fiir die weiteren Auswertungen wurden diese Zeitpunkte als Zeitpunkt (ZP)

ZP 0 = Aufnahme nach 15 sek.

ZP 1 = Aufnahme nach 1 min.

ZP 5 = Aufnahme nach 5 min.

definiert.

2.1.3. Bildakquisition

Die Experimente wurden mit Hilfe eines Axiovert 100 M Laserscanmikroskops (Carl Zeiss,
Oberkochen) durchgefiihrt, dessen Argonlaser mit den Wellenldngen 458, 488 und 514 nm
jede beliebig einstellbare Ebene im Untersuchungsobjekt mikrometergenau fokussieren
konnte. Die Laserleistung wurde hierbei bei maximal 25 mW auf 50 % eingestellt, im
Fluorenszenskanal ein Pinhole von 1000 pum, entsprechend 13,92 airy units Durchmesser,
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ein detector gain von 1000 und ein Amplifier offset und gain von -1,995, respektive 1
gewdhlt. 100% Exzitation lagen bei einer Wellenldnge von 458 nm vor. Ein weiterer Kanal
war als einfacher Durchlichtkanal nur zum Fokussieren der Bildebene wichtig. Bei
hundertfacher VergroBerung mittels Zeiss Neofluar 10x/0,3 Objektive wurde so ein Bereich
von 980x980 um erfasst, indem der Laser diese Ebene zeilenweise Pixel flir Pixel mit einer
Geschwindigkeit von 0,88 us pro Pixel ablas. Parallel zu dieser Bildebene wurden in einem
Abstand von jeweils 0,1um und somit 0,7 sek. noch vier weitere Bilder aufgenommen, so
dass Bildstapel ergaben, die einen Bereich von 980x980x0,5 um erfassten.

Diese 5 Bilder hatten zusammen somit einen maximalen Abstand von 0,5 um von der
Deckglédschenoberfldche, so dass adhérierte Thrombozyten erfasst wurden, welche stabil oder
in Bewegung sein konnten.

2.2. Bildverarbeitung

Zur weiteren Verarbeitung von Daten aus den erstellten Bildstapeln (Stack) wurden diese
zunichst von der mikroskopeigenen Software in ein anderes Dateiformat tberfiihrt. Es
wurden bei der weiteren Bearbeitung nur die Bilder des fluroeszensrelevanten Kanals, also
nicht des Durchlichtkanals verwendet.

Diese Software speicherte die Bilder, die einen Bilderstapel bildeten, in Form von TIF-
Dateien (tagged image files), welche eine Form von 8 Bit Schwarz-Wei3-Aufnahmen mit
512x512 Pixeln hatten.

Zur Auswertung diente das Programm ImageJ Version 1.29 von Wayne Rasband (National
Institute of Health in den USA).

Die Bilder wurden zunéchst binérisiert, das bedeutet, dass es in den Bildern nur noch Punkte
oder weissen Hintergrund gab. Dazu wurde ein Threshhold zwischen Null und Eins gesetzt,
so dass ein maximaler Kontrastunterschied (schwarz-weil3) zwischen Hintergrund (schwarz)
und Fluoreszenspunkte Lichtpunkt (weil) entstand. Dieses Bild wurde invertiert und
abgespeichert, so dass die ehemalig Mepacrin-gefarbten, adhédrenten Plittchen nun als
schwarze Punkte zu erkennen waren.

Die Bilder in einem Bildstapel wurden in einem zeitlichen Abstand 900 ms aufgenommen. Es
wurden 5 Bilder, die nun mehr einen Bilderstapel bildeten, in 4,5 sek. akquiriert. Da sich die
Thrombozyten wihrend der Bildgewinnung an der Oberfliche des Deckgldschens
weiterbewegten, stellen die 5 Bilder eines Bilderstapels auch eine Verlaufsbeobachtung iiber
4,5 sek. dar. Um diese zeitlichen Verlauf zu erfassen wurde die ,,ADD“-Funktion von ImagelJ
(National Institute of Health/USA) benutzt.

Dieses fiihrte zu einem einzigen Bild, welches ein Summationsbild eines Bildstapels darstellte
und aufgrund der Entstehungsgeschichte auch eine Verlaufsbeobachtung darstellte.

Somit hatte wir fir die Zeitpunkte 0,1 und 5 und fiir die Scherraten 50, 500 und 1500 s
getrennt nach Probanden und nach Genotypen jeweils ein einziges Summationsbild.

Mittels Image] wurden Kennzahlen der Bildobjekte, welche sich auf den addierten Bildern
befinden, berechnet. Diese Kennzahlen waren die Linge, die Hohe und Area. Hierbei ist zu
beachten, dass sich diese Kennzahlen auf das 2-dimensionale Bild bezichen. So das die Hohe,
wie in Abb. 5, sich auf die horizontale Ausdehnung der Objekt im Bild bezieht und nicht auf
die tatsichliche dreidimensionale Hohe. Die Weite auf die vertikale Ausdehnung und die Area
die Anzahl der Bildpunkte.

Alle Werte wurden in Pixel angegeben. Ein Pixel entsprach 1,9 um x 1,9 pm.

Abb. 6 zeigt ein Summationsbild.

19



Hohe

Abb.6 : Lange, Hohe und Area in einem summierten ,,Stackbild*. Aufgenommen beim Zeitpunkt 0 und einer
Scherrate 1500 s, Als Area ist die Summe der zusammenhéngenden, schwarzen Bildpunkte definiert.
(ca.100fache Vergroferung)

Diese Kennzahlen (Lidnge, Hohe und Area) wurden mittels ,,Copy‘‘-Funktion zunichst in das
Programm Microsoft-Excel und dann in das Programm SPSS importiert.
Diese SPSS- Daten wurde als Grundlage fiir alle spédteren Berechungen genommen.

Zudem erlaubt es ImageJ, Plug-Ins zu verwenden. Plug-Ins sind Ergdnzungsprogramme, die
in ImageJ integriert werden konnen. Eines davon ist das Tool Multitracker (6).
Um dieses plugin in ImageJ zu verwenden, wurde folgendes Makro in ImageJ implementiert:

call ("MTrack2 .setProperty","minSize","2");

call ("MTrack2 .setProperty","maxSize","20");

call ("MTrack2 .setProperty","minTrackLength","3");

call ("MTrack2 .setProperty","maxVelocity","4");

call ("MTrack2 .setProperty","saveResultsFile","false");
call ("MTrack2 .setProperty", "showPaths","true");

call ("MTrack2 .setProperty","showPathLengths", "true");
call ("MTrack2 .setProperty", "showLabels","false");

call ("MTrack2 .setProperty","showPositions","true");
call ("MTrack2 .setProperty","skipDialogue","true");

Ziel war es die Wegstrecke, die die Thrombozyten zuriicklegen, zu berechnen und in einem
spateren Schritt einen Unterschied zwischen den beiden Genotypen zu priifen.

2.3. Statistik

Um einen Unterschied zwischen den Genotypen a,807CC und 0,807TT zu erkennen, wurden
die gewonnenen Daten unterschiedlichen Tests unterzogen.

Die statistische Beratung erfolgt durch Dr. rer. nat. Strassburger (Institut fiir Biometrie und
Epidemiologie/ Deutsches Diabetes-Zentrum/ Diisseldorf)

Wie oben erldutert, hatte jedes Objekt auf einem Bild mehrere Kennzahlen. Grundlagen der
statistischen Tests waren die Parameter Width/Lédnge, Height/Hohe und Area/Fliache. Im
Weiteren werden nur noch die deutschen Begriffe verwendet.
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Aus theoretischen (17, 22) und praktischen Gesichtspunkten beschrinkten wir uns in den
Auswertungen auf die Daten der Versuche bei der Scherrate 1500 s zum Zeitpunkt ,,0%. Wir
verglichen die beiden Genotypen miteinander.

Das Signifikanzniveau wurde bei allen statistischen Tests auf o = 0,05 festgelegt. Dies
bedeutet, dass die Wahrscheinlichkeit eine Hypothese falschlicherweise abzulehnen, kleiner
als 5 % ist.

2.3.1. Auswertung der Multitrackerergebnisse

Zur statistischen Priifung der Unterschiede zwischen den beiden Genotypgruppen wurde auch
der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (,,U-Test”) ein nicht-parametrisches Testverfahren zum
Vergleich zweier unverbundener Stichproben verwendet. Zur Uberpriifung ob es einen
Unterschied zwischen den beiden Genotypgruppen gab wurden die Daten, in den Online
Mann-Whitney U Test (http://elegans.som.vcu.edu/~leon/stats/utest.html) eingegeben und
verglichen.

2.3.2. Regressionsgeradenauswertungen

Grundlage war die Uberlegung, dass sich die beiden Genotypen 0,807CC und 0,807TT in
threr Laufstrecke und / oder in ihrer Laufbahn unterscheiden miissten. Wie auf der Abb.6 zu
erkennen ist, verlduft die Stromung nicht perfekt horizontal, sondern zeigt eine leichte
vertikale Abweichung.

Wie unter Kapitel 2.2 erldutert, hatte jedes Objekt auf einem Summationsbild mehrere
Parameter, unter anderem Lidnge und Hohe. Diese wurden mit Hilfe eines fiir jedes
Summationsbild erstellten Koordinatensystems ermittelt. Zur Untersuchung des
Zusammenhangs zwischen den Léngen und den Hohen der Objekte wurde fiir die Daten jedes
Summationsbildes eine lineare Regressionanalyse durchgefiihrt und die Regressionsgerade
nach der Methode der kleinsten Quadrate berechnet. Zudem wurde das Bestimmtheitsmall B
berechnet. Das Bestimmtheitsmal ist ein dimensionsloses Mal3, welches beschreibt, wie ,,gut*
diese Regressionsgerade die Punktwolke beschreibt.

In Kapitel 1.3.2 werden die grundsitzlichen Ablidufe eines Weges eines Thrombozyten
beschrieben, zunidchst kommt es zum Tethering, dann zu einer instabilen Adhésion. Diese
instabile Adhédsion fiihrt in Kombination von Scherkriften und des zytoskeletalen
Remodelings des Thrombozyten zur Mikromobilitét, bis es dann zu einer stabilen Adhésion
des Thrombozyten kommt. Dabei kann es natiirlich auch, bis zur stabilen Adhédsion, auch
noch zum Abreissen und zum Weitertransport des Thrombozyten kommen. Diese
Thrombozyten kommen allerdings in dieser Auswertung nicht zur Darstellung.

Nun war die Uberlegung, dass aufgrund der unterschiedlichen Laufwege der Thrombozyten
der beiden Genotypen sich auch die Punktwolken unterscheiden miissten und damit auch die
Regressionsgeraden. Anhand der Steigung dieser Geraden sollte ein Unterschied der beiden
Genotypen gepriift werden.

2.3.3. Chi-Quadrattests

Die Unterschiede zwischen den Verteilungen von Lange/HOohe/Flache zwischen den
Genotypgruppen wurden mittels eines Chi-Quadrat-Tests iiberpriift.
Der Chi-Quadrat-Test ist ein statistischer Test zur Priifung der Unabhéngigkeit zweier
kategorialer bzw. klassierter Merkmale. Mit ihm ldsst sich priifen, ob zum Beispiel die
Haufigkeiten unterschiedlicher Ereignisses (z.B. bestimmte Werte der Lénge/Hohe/Area) von
der Gruppenzugehorigkeit (in unserem Fall die beiden Genotypgruppen o,807CC und
a,807TT) unabhéngig sind. Zur Durchfiihrung des Tests wurden die Anzahl der Léngen,
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Hohen bzw. Area (1, 2, 3 etc...) der beiden Genotypen 0,807CC und a,807TT gemittelt, um
die differente Anzahl der Probanden in den beiden Genotypengruppen zu beriicksichtigen.

2.3.4. Die empirische Verteilungsfunktion

Die empirische Verteilungsfunktion F(t) (auch Summenhéufigkeitsfunktion oder
Verteilungsfunktion der Stichprobe genannt) ist definiert als die relative Anzahl von
Beobachtungswerten eines quantitativen Merkmals X, welche kleiner oder gleich t sind.

2.3.5. Auswertung der geometrischen Mittel mit Hilfe des Wilcoxon-Mann-
Whitney-Tests

Zur statistischen Priifung der Unterschiede zwischen den beiden Genotypgruppen wurde auch
der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (,,U-Test”) ein nicht-parametrisches Testverfahren zum
Vergleich zweier unverbundener Stichproben verwendet. Dieser Test wurde auf die fiir jeden
Probanden aus dem Summationsbild berechneten geometrischen Mittelwerte der
Langen/Hohen/Flachen angewendet.

Wie das arithmetische Mittel ist auch das geometrische Mittel ein Mal3, mit dem sich die Lage
der Verteilung eines quantitativen Merkmals einer Stichprobe beschreiben ldsst. Besitzt die
Stichprobe den Umfang n, so ist das geometrische Mittel definiert als die n-te Wurzel des
Produkts aller Merkmalswerte. In der Statistik wird das geometrische Mittel insbesondere bei
schief (z.B. log-normal) verteilten Daten als beschreibender Lageparameter verwendet.

Angewendete Programme :

Das Programm SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) (SPSS Inc., USA) wurde in
der Version 15.0 verwendet. Das Programm SAS (Statistical Analysis System, SAS Institute,
USA) wurde in der Version 9.0 verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1. Grundlagen

Grundlagen fiir alle weiteren Untersuchungen waren, die wie unter Kapitel 2. beschrieben
akquirierten und bearbeiteten Bilder. Durch die Aufnahme- und Bearbeitungstechnik
reprasentiert ein Bildstapel auch eine zeitliche Verlaufsaufhahme von 4,5 sek.. Durch die
Aufnahme- und Bearbeitungstechnik kamen stérende Leukozyten oder Erythrozyten nicht zur
Darstellung.

Auf den Aufnahmen, welche nach 1 min. und nach 5 min. angefertigt wurden, zeigt sich eine
Zunahme der stabil adhdrierten Thromben. Die Auswertung wird durch diese Thromben
beeinflusst, da sie andere Thrombozyten iiberlagern. Abb. 7-9 zeigt reprisentative Bilder
dieser Verldufe.

Abb 8 Summat;hsbllaw nach 1 min. ‘EZ‘IF’ = 1) bei einer Scherrate von 1500 s~ (ca.100fache VergroBerung)

23



Abb 9 Sum&latlonsblld nach 5 Mlnuten (Zi’i 5) bei einer Scherrate von 1500 s (ca.100fache VergroBerung)

Weiterhin kann man erkennen, dass die Thrombozyten gleichmiBig auf dem Bild verteilt
waren und dass die Stromung nicht perfekt horizontal verlief.

In den repriasentativen Bildern Abb. 10 und 11 ist ein Unterschied in der Konfiguration der
Objekte zu sehen. In Abb. 10 sind die groBeren Objekte eher rundlich, wéhrend in Abb.11 die
grofleren Objekte vermehrt ldnglich sind.

Beziiglich der Scherrate siecht man in den représentativen Bildern in Abb. 10 und 11, dass es
zu einer Zunahme der Liange der Objekte, also damit der abgebildeten Thrombozyten kam.

Im direkten Vergleich von Abb. 10 und Abb. 11 siecht man Aufnahmen vom selben Probanden
bei zwei verschiedenen Geschwindigkeiten. Abb.10 zeigte die Aufnahme bei 50 s und
Abb.11 die Aufnahme bei einer Scherrate von 1500 s™.

Abb 10 Summatlonsblld nach 1 |
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s = e
Abb.11 Summationsbild nach 15 Sek ( ZP = 0) bei einer Scherrate von 1500 s™ (ca.100fache VergréBerung)

Im visuellen Vergleich zeigen sich bei der hoheren Scherrate von 1500 s vermehrt lingere
Objekte, welche bewegende oder adhiarente Thrombozyten repriasentieren.

3.2. Ergebnisse des Multitrackerprogramms

Ein Bildstapel bildet mit seinen fiinf Bildern auch einen zeitlichen Verlauf dar. In die
Bildverarbeitungssoftware ImageJ kann ein Plug-In installiert werden, also ein Modul, das
eingebunden werden kann, um die Funktionalitit von zu Image] erweitern. Im Imagel-
Programm gibt es die Funktion ,,Particle Analyzer”, welche Objekte in einem Bild, welches
binarisiert worden ist, erfassen kann.

MultiTracker benutzt Imagel's Particle Analyzer -Funktion um die Bewegung von Objekten
iiber mehrere Bilder zu berechnen. Damit ist es moglich Objekte durch einen Stack zu
verfolgen und ihre Wegstrecke zu berechnen.

Das Tool Multitracker wurde auf die Bilder der Scherrate 1500 s™' und fiir den Zeitpunkt 0
verwendet.

Zur Uberpriifung ob es einen Unterschied zwischen den beiden Genotypgruppen gab
wurden die Daten, in den Online Mann-Whitney U Test
(http://elegans.som.vcu.edu/~leon/stats/utest.html) eingegeben und berechnet.
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Lange in Pixel

Genotyp

Abb.12 Ergebnisse der Auswertung des MultiTracker
Dargestellt sind die Mittelwerte (Lénge in Pixel) und Standardabweichung, aufgeteilt nach Genotypgruppe (a2-
807TT und 02-807CC). Ein Pixel entspricht 1,9 um.

Genotyp/Proband Lange Genotyp/Proband Lange

CC-1 5,36 TT-1 4,35
CC-2 4,63 TT-2 5,35
CC-3 5,58 TT-3 3,69
CC+4 5,19 TT-4 5,48
CC-5 5,54 TT-5 5,45
CC-6 55 TT-6 5,117
CC-7 5,41 TT-7 4,75
CC-8 5,6 Mittelwert 4,88
CC-9 5,44

Mittelwert 5,36

Mittelwert CC-Gruppe = 5,36 Standardabweichung CC-Gruppe = 0,30

Mittelwert TT-Gruppe = 4,88 Standardabweichung TT-Gruppe = 0,66

Tab. 3: Ergebnisse der Auswertung des MultiTrackers. Lange in Pixel. Ein Pixel entspricht 1,9 pm. Aufgeteilt
nach Genotypgruppe (a2-807TT und a2-807CC)

U Test Ergebnis

ni[nz[ U |p (zweiseitig)
'9/7/49.0]  0.0711

Die beiden Genotypgruppen unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (p >= 0.05, zweiseitiger Test)
Tab. 4: Ergebnisse des Mann-Whitney U Test. Vergleich der Langenergebnisse des Multitrackers zwischen den
beiden Genotypgruppen (02-807TT und a2-807CC)

Der Unterschied zwischen den beiden Genotypgruppen ist kaapp nicht signifikant (p =
0.0711) (Tab.4).
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3.3. Regressionsgeradenberechnung

Die Messergebnisse der einzelnen Objekte in einem Summationsbild wurden in ein
Koordinatensystem eingetragen. Dabei représentiert die X-Achse die Lédnge und die Y-Achse
die Hohe. Es ist zu beachten, dal} sich dies auf das Bild bezieht und nicht auf die physische
Hohe des Objektes.

Somit reprasentiert ein Punkt im Koordinatensystem ein Objekt auf dem Bild. Aus diesen
Daten kann nun eine Regressionsgerade berechnet werden. Nun wurden zunichst alle Objekte
in einem Summationsbild in die Berechnungen einbezogen. Da aber Objekte mit einer Lange
von tiber 200 Pixel oder unter 2 Pixel, ergo unter 3,8 um oder iiber 380 um keinen einzelnen
Thrombozyten darstellt, der gerade im Prozess der Mikromobilitét ist, wird diese bei den
weiteren Berechnungen nicht beriicksichtigt.

Im Vergleich der beiden Genotypen sollten Unterschiede in der Lidnge und/oder der Hohe der
Objekte, welche ja adhérierende Thrombozyten représentierten, nachweisbar sein. Dies sollte
sich in der Punktewolke und der berechneten Regressionsgerade nachweisen lassen.

Die Analyse der Regressionsgeraden zeigt, dass einerseits mit der Beschrinkung der Hohen
und Lingen, das Bestimmtheitsmass R? kleiner wird und somit die Regressionsgleichung die
Punkte nur unzureichend beschreibt.

Je ndher der Wert des Bestimmtheitsmales bei 1, desto priaziser wird die Streuung durch die
Regressionsgeradengleichung beschrieben.

Es zeigen sich weder signifikante Unterschiede, noch ist ein stabiles Muster erkennbar. Am
Regressionskoeffizienten nach Pearsson ldsst sich in der Regressionsanalyse der Beitrag einer
unabhingigen Variablen (Regressor) fiir die Erkldrung oder Prognose der abhéngigen
Variable ablesen.

In der Tabelle 5 sind die Ergebnisse der Regressionsgeradenanalyse aufgefiihrt. Abb.13 zeigt
exemplarisch eine Grafik der Regressionsgerade und der Punktewolke.

cc

A A A A A A A
A00 =
A

A

AWidth = -3,63 + 3,47 * Heigh
RsOuadrat = 0,75

300=

Width

200=

100=

T
o 40 a0 120

Height

Abb. 13 Regressionsgeradenauswertung.

Ein Punkt im Koordinatensystem représentiert ein Objekt auf einem Summationsbild.

X-Achse: Hohe in Pixel. Y-Achse: Lange in Pixel. Ein Pixel entspricht 1,9 um. Rechts oben sieht man die
berechnete Regressionsgerade.
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0,807 TT o, 807 CC

ZP : 0 min SR : 50 1,42 1,43
ZP : 0 min SR: 500 1,67 2,14
ZP : 0 min SR: 1500 3,78 3,58
ZP : 1 min SR: 50 1,04 1,02
ZP : 1 min SR: 500 2,12 2,01
ZP : 1 min SR: 1500 3,74 3,24
ZP : 5min SG : 50 1,05 1,02
ZP : 5min SG : 500 1,85 1,86
ZP : 5 min SG : 1500 1,91 2,32
Tabelle 5.

Regressionsgeradenauswertung. Im Vergleich zwischen den beiden Genotypgruppen

Mittlere Steigung der Regressionsgeraden im Vergleich zwischen den Genotypen CC ( n=3) und TT ( n=3)
Mittleres Bestimmtheitsmalf ist B = 0,83.

Legende:

ZP Zeitpunkt

SR Scherrate

3.3.1. Modifizierung der Berechnungsgrundlagen

Grundlage fiir die Modifizierung der Berechnungsgrundlage war die Uberlegung, daBl durch
die Einschrinkung der Hohen und Lingen stdrende Objekte nicht mehr in die Berechnung
eingehen wiirden.

Wie man an den Ergebnissen der Scherrate 50 s™ und fiir die Zeitpunkte 1 und 5 in Tab. 4
erkennt, erweisen sich dort keinerlei Unterschiede. Erst fiir eine Scherrate 1500 s™ zeigten
sich groBere Unterschiede zwischen den beiden Genotypen. Dabei sind die Ergebnisse
allerdings uneinheitlich. Diese Ergebnisse sind in Tabelle 6 aufgefiihrt.

Es ist allerdings dabei auch kein stabiles Muster oder Trend erkennbar.

Bei den tibrigen Berechungen lag das Bestimmtheitsma3 bei 0,15-0,2. Diese Daten werden
hier nicht weiter aufgefiihrt.

Berechnungsmodifikationen

Keine Einschrinkung CC=3,47 (0,71) TT =3,31(0,75)
H <50 CC= 2.86 (0,68) TT=3,21(0,71)
H <50 und w> 4 CC= 4,03 (0,69) TT=4,31(0,69)
W>2 CC= 3,63 (0,70) TT =3,44(0,76)

Tabelle 6. Mittlere Steigung der Regressionsgeraden im Vergleich zwischen den Genotypgruppen a2-807TT
(n=7) und a2-807CC (n=9). In Klammern das mittlere Bestimmtheitsmass.

Legende :

H = Hohe

W=Linge
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3.4. Ergebnisse des Chi-quadrat-Test

Nun war die Uberlegung, ob sich ein Unterschied in der Anzahl der Objekte im
Genotypenvergleich beziiglich der Area, Weite und Hohe ergeben wiirde. Dazu wurden die
Daten, wie in Kapitel 2 beschrieben, bearbeitet und in den Web-Chi-Square-Test
(http://hg.wustl.edu/info/linkage/web _chi/web chi form5.html) eingegeben und berechnet. In
den Tabellen sind die Anzahl der Objekte mit z.B. der Weite = 1 aufgefiihrt.

Die Angaben der Area, Weite und Hohe sind in Pixel. Die Anzahl der Ereignisse sind als
normalisierte Mittelwerte dargestellt.

Da aber Objekte mit einer Linge, Area/Fliche oder Hohe iiber 200 Pixel oder unter 2 Pixel,
ergo unter 3,8 um oder iiber 380 pum keinen Thrombozyten, der sich im Prozess der
Mikromobilitdt, darstellten, wurden diese in weiteren Berechnungen nicht eingeschlossen.

3.4.1. Area/Fliche

Genotyp/Area | 1 2 3 4 5

TT 5546 1279 572 914 193
CC 6679 1595 724 412 255
Genotyp/Area | 1-10 11-20 21-30 31-40 41-50
TT 7906 373 117 50 28

CC 9637 489 156 72 47
Genotyp/Area | 1-20 21-40 41-60 61-80 81-100
TT 8280 167 48 19 12

CC 10127 228 79 35 22

Tab. 7: Die Unterschiede in der Verteilung zwischen den beiden Genotypgruppen sind nicht signifikant.
Fldache/Area in Pixel. Ein Pixel entspricht 1,9 pm. In den Zeilen mit ,,Area“ ist die Flache in Pixel des Objektes
angegeben. In den Zeilen mit Genotyp TT/CC ist jeweils die Anzahl der Objekte angegeben.

3.4.2. Hohe

ES ES E3 Ed

Genotyp/Hohe 1 2 3 4 5

TT 6972" | 1051 316 109 53
CcC 8393" | 1373 436 162" 81
Genotyp/Hohe 1-10 11-20 21-30 31-40 41-50
TT 8502 |65 15 6 1

CC 10447 | 113 17 5 3
Genotyp/Hohe 1-20 21-40 41-60

TT 8568 21 2

CC 10560 22 3

Tab. 8: ("=p < 0,05 Unterschied in der Verteilung ist signifikant). Die anderen Unterschiede in der Verteilung
zwischen den beiden Genotypgruppen sind nicht signifikant. Hohe in Pixel. Ein Pixel entspricht 1,9 um. In den
Zeilen mit ,,Hohe* ist die Hohe des Objektes in Pixel angegeben. In den Zeilen mit Genotyp TT/CC ist jeweils
die Anzahl der Objekte angegeben.
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3.4.3. Liinge

Genotyp/Lidnge | 1 2 3 4 5

TT 5994 1388 543 235 116

CcC 7193 1727 709 332 160
Genotyp/ Linge | 1-10 11-20 21-30 31-40 41-50
TT 8318 187 46 22 11

cC 10123 266 70 39 24
Genotyp/ Linge | 1-20° 21-40° 41-60° 61-80° 81-100"
TT 8466 68 207 127 7

CcC 10390 397 40" 19 8

Tab. 9: (" =p<0,001. Unterschied in der Verteilung ist signifikant). Die anderen Unterschiede in der Verteilung
zwischen den beiden Genotypgruppen sind nicht signifikant. Lange in Pixel. Ein Pixel entspricht 1,9 um. In den
Zeilen mit ,,Lange* ist die Lange des Objektes angegeben. In den Zeilen mit Genotyp TT/CC ist jeweils die

Anzahl der Objekte angegeben.

Wie zu erkennen ist, ergibt sich ein signifikanter Unterschied im Vergleich der Anzahl der
Langen im letzten Test (Tab.9). Dies zeigte ein Trend der Objekte des Genotypen a, 807 CC
zu langeren Weiten.
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3.5. Ergebnisse der empirischen Verteilungsfunktion

Aufgrund von theoretischen Uberlegungen, den Ergebnissen der Regressionsanalyse und der
Chi-Quadrat-Test bzgl. der Lange wurden die weiteren Analysen nur noch fiir die
Strémungsgeschwindigkeit 1500 s™ und den Zeitpunkt 0 durchgefiihrt.

Logarithmierte Lange in Pixel

cCC T

Summe der relativen Haufigkeiten

Abb.14: Empirische Verteilungsfunktion der Langen. Erklarung im Text von Kapitel 3.5. Ein Pixel entspricht 1,9
pm.

Abb.14 stellt, in logarithmierter Darstellung, die summierten Daten von allen Probanden
bzw. Versuchen dar. Auf der Y-Achse wurde die Léinge in logarithmierter Darstellung
aufgezeichnet, auf der X-Achse die Anzahl der Objekte. Somit sind an dem Ende der Kurve
alle Objekte dargestellt.

Man erkennt in Abb.13, dass es einen Trend der TT-Genotyp-Gruppe zu kiirzeren Lingen
gibt. Die Grafik ist folgendermaBlen zu interpretieren: Bei einer Weite =1 (In) sind ca. 70 %
aller Objekt erfasst, allerdings ca. 75-80 % aller Objekte des Genotypus TT. Dies ist iiber die
gesamte Kurve hinweg stabil. Somit zeigt sich ein Trend des Genotypus 0,807 TT zu
kiirzeren Weiten.
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3.6 Ergebnisse des geometrischen Mittels

Es wurde das geometrischen Mittel fiir die einzelnen Probanden berechnet und die beiden
Genotypgruppen miteinander verglichen. Aufgrund von theoretischen Uberlegungen, der
Ergebnissen der Regressionsanalyse und der Chi-Quadrat-Tests, wurde die Analyse auf die
Scherrate 1500 s™ und auf den Zeitpunkt 0 beschrénk.

Die Fragestellung ist: Sind die geometrischen Mittel der Weiten in der TT-Genotypgruppe
statistisch signifikant kiirzer als in der CC-Genotyp Gruppe?

Die Werte sind in der Tab. 16 dargestellt und in Abb.15 abgebildet.

4.0

3.9 -

3.8 7 3,74 pm

Lange in pm

36 3,58 um

3.5

3.3

CC 1T

Abb.15. Grafische Darstellung der geometrischen Mittel der Langen der beiden Genotypgruppen (a2-807TT
und 02-807CC) in pm. Scherrate 1500 s™. (Wilcoxon-Mann-Whitney-Test: p<0,05).
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GM Mittelwert der Geometrischen Mittel der Langen der
Genotyp |ID Linge beiden Genotypen
CC A-01 1.96
CC A-02 1.90
CC A-04 1.88
CC A-07 2.05
CcC A-09 1.98
CC A-14 1.91
CC A-18 2.13
CC A-19 1.94
CcC A-20 1.94 1,97. SA: 0,07
TT A-03 1.79
TT A-05 1.87
TT A-06 1.81
TT A-10 1.97
TT A-13 1.86
TT A-17 1.98
TT A-21 1.87 1,88. SA: 0,06

Tab. 16: Auflistung der geometrischen Mittel in Pixel, aufgeschliisselt nach Probanden und Genotypen.
Unterschied zwischen geometrischen Mittel ist signifikant (Wilcoxon-Mann-Whitney-Test: p<0,05). SA=
Standardabweichung. Ein Pixel entspricht 1,9 um.

Somit ist das geometrische Mittel der Weiten in der o, 807 TT-Genotyp Gruppe statistisch
signifikant kiirzer als in der o, 807 CC-Genotyp Gruppe.



4. Diskussion

4.1 Grundsiitzliche Uberlegungen
Bezogen auf Morbiditdit und Mortalitit der Bevolkerung spielen Erkrankungen des
kardiovaskuldren Systems eine herausragende Rolle (1). Blutpldttchen sind in diesem
Zusammenhang in vielerlei Hinsicht von Relevanz. Sie sind zentral an himostaseologischen
Vorgingen beteiligt, die die bei einer Verletzung der GefiBwand durch Adhidsion und
Aggregation den Blutverlust minimieren.
Auf der anderen Seite sind Thrombozyten an Krankheitsbildern beteiligt, welche hiufige
Entitdten im klinischen Alltag darstellen, hierzu zdhlen thrombembolische Erkrankungen des
des arteriellen Systems, wobei als Krankheitsbilder insbesondere der Myokardinfarkt und die
zerebrale Apoplexie genannt werden sollte. Mannigfaltige Ansétze der medikamentdsen
Therapie solcher Erkrankungen zielen auf die Inhibition der Thrombozytenfunktion hin,
zahlreich finden Clopidogrel sowie Abciximab Anwendung (11). Ebenso kommen GPIIb/Illa-
Rezeptor-Antagonisten wie Eptifibatid (106)und Tirofiban (107) zur Anwendung.
Die zugrunde liegenden Hdmostaseprozesse sind teilweise plédttchenvermittelt, jedoch sind
auch die Vorginge der plasmatischen Himostase wesentlich und Angriffsziel der modernen
Pharmakotherapie, sei es die Substitution einzelner Plasmabestandteile bei Mangelzustinden
oder die Inhibition relevanter Vorginge der Himostase. Hier sind aus dem klinischen Alltag
Phenprocroumon und Heparin zu nennen. Die Zusammenhdnge zwischen der
plittchenvermittelten und der plasmatischen Hdmostase sind nur unvollstindig bekannt.
Durch Erforschung der Interaktionen zwischen thrombozytiren Rezeptoren und ihren
Liganden konnten neue Therapieansitze und Wirkmechanismen fiir oben genannte
Krankheitsbilder evaluiert werden.
Die Analyse von hdmostatisch wirksamen Genpolymorphismen und ihre Rolle bei
thrombembolischen Erkrankungen haben ein neues Feld der Himostaseologie erdffnet (20).
In klinischen Studien konnte nachgewiesen werden, dass das o, 807T-Allel des der a,-
Untereinheite des Integrins a,B; zu einem erhohten Risiko fiir Myokardinfarkte bei Patienten
unter 60 Jahren darstellt (21).
Dieses Allel zeichnet sich dadurch aus, dass es eine erhohte Dichte des Integrins a,f3; auf der
Oberflache der Thrombozyten bewirkt (28). Nun fehlte ein experimenteller Beweis, das es zu
mit der erhohten Adhédsion des 807T-Allels zu einer verdnderten Mikromobilitidt der
Thrombozyten an einer thrombogenen, in diesem Fall Kollagen Typ I, Matrix kommt.
Mit einem Flusskammermodell, wo Pldttchen unter definierten Bedingungen thrombogenen
Matrices ausgesetzt werden konnen, bot sich in dieser Arbeit die Mdglichkeit, diese
Interaktionen zu evaluieren. Quantifiziert wurde diese Verdnderung durch die Differenz in der
zuriickgelegten Wegstrecke der Thrombozyten.
Wir wihlten folgende Spezifikationen fiir unsere Auswertungen aus: Da beschrieben worden
ist, daB3 die Adhision am stirksten bei hohen Stromungsgeschwindigkeiten ist (7) und sich fiir
die Zeitpunkte 1 min. und 5 min. vermehrt stabilere Thromben angelagert hatten wurden die
Untersuchungen der Chi-Quadrat-Tests und das geometrische Mittel der Weiten und die
empirische Haufigkeit nur noch fiir den Zeitpunkt 0 und fiir die Strémungsgeschwindigkeit
1500 s durchgefiihrt.
Insbesondere die stabile Plattchenadhdsion, die in den spéteren Zeitpunkten (ZP 1 min. und 5
min.) auftritt, machte eine Auswertung, da eine geringe Abweichung zu erwarten war, nicht
moglich. In der Literatur wird diese Plédttchenadhésion als zeitabhingig beschrieben (18). Zu
so einem frithen Zeitpunkt wurde noch keine stabile Adhdsion beschrieben, so dass es hier
sich um einen ersten Kontakt der Thrombozyten mit der kollagenen und somit thrombogenen
Oberflache handelt, die zunichst nicht zu einer stabilen Adhésion fiihrt.
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Dieses Vorgehen wurde, allerdings nur fiir eine stabile Adhésion, durch andere Arbeiten der
Arbeitsgruppe bestétigt (Dissertationen Volker Thomas und Sabine Hellmig, Universitit
Diisseldorf, Institut fiir Himostaseologie, Himotherapie und Transfusionsmedizin) bekraftigt.
Die Frage war, ob sich der Genotyp sich auf die Wegstrecke der Thrombozyten auswirkt.

Da in dieser Arbeit die gemessenen Weiten ausgewertet wurden, konnte nun gezeigt werden,
dass es eine Auswirkung auf die Mikromobilitét der Thrombozyten gibt.

4.2 Untersuchung mittels Multitracker

Auch diese automatisierte Auswertung zeigt eine weitere Laufstrecke der a, 807 CC-
Genotypgruppe im Vergleich zur a, 807 TT-Genotypgruppe. Die statistische Auswertung
mittels des Wilcoxon-Mann-Whitney-Test war nicht signifikant. Es zeigte sich ein Trend.

Die Griinde hierfiir sind nicht ganz ersichtlich. Da das Programm sich automatisch Objekte
zwischen den Bildern suchte und als ein einziges sich bewegendes Objekt definierte, konnte
es auch hier zu Fehlberechnungen durch falsche Zuordnung der Objekte gekommen sein.
Somit war diese Untersuchung ungeeignet fiir die Beantwortung der Fragestellung.

4.3 Untersuchung mittels der Regressionsgeradenberechnung

Die Untersuchungen, die mit den modifizierten Daten durchgefiihrt wurden zeigten, dass das
Bestimmtheitsmall sank und somit die Regressionsgerade die Punktewolke nicht mehr
ausreichend ,,gut” beschrieb. Lediglich die Berechnung ohne Einschrinkung und die
Einschriankung fiir Lange > 2 Pixel ergab einen relevanten Unterschied von 4,7 % und 5,2%.
Dies bedeutete das die Geraden der o, 807 CC-Genotypen ein 4,7 % bzw. 5,2 % hohere
Steigung als die der a, 807 TT-Genotypen. Dies kann als Hinweis auf eine léngere
Wegstrecke der CC-Genotypen interpretiert werden.

4.4 Untersuchung mittels Chi-Quadrattest
Anhand der Chi-Quadrattestungen (Tab 7, 8, 9) konnte man eine leichte Tendenz einer
langeren Léange der o, 807 CC-Genotypgruppe gegeniiber der a, 807 TT-Genotypgruppe
erkennen (Tab. 9). Die Untersuchung der Fldchenunterschiede zeigte keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Genotypen, was die Interpretation der spéteren
Untersuchungen der geometrischen Mittel unterstiitzt, dass es zu einer Verldngerung der
Wegstrecke der Thrombozyten kommt und primdr nicht zu einer verstdrkten
Thrombenbildung. Diese miisste sich ja dann in vergroBerten Flichen in der o, 807 TT-
Gruppe zeigen.
Die Bedeutung der Signifikanz der Hohenunterschiede (Tab.8) bleibt unklar.
Der Chi-Quadrat-Test zeigte nun einen qualitativen Unterschied zwischen den beiden
Genotypgruppen.

4.5 Untersuchung mittels der empirischen Verteilungsfunktion
Wie man in der Abb. 14 erkennt, zeigt sich ein Unterschied im Vergleich der Langen
zwischen den Plétten der beiden Genotypen a, 807 TT und o, 807 CC. So hat die a, 807 TT-
Gruppe eine Verteilung, die erkennen ldsst, dass sie im Mittel eine kiirzere Weite
zuriickgelegt haben.

4.6 Untersuchung mittels des geometrischen Mittels
Das geometrische Mittel ldsst auch sehr feine Unterschiede zwischen Vergleichsgruppen
erkennen und kann quantifizierbare Ergebnisse bringen.
Hierbei wurden die beiden Genotypen auf ihre Weite verglichen und es zeigte sich ein
Unterschied von ca. 5%. Dieser war signifikant.
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Durch diese Untersuchung war es nun moglich, eine quantitative Aussage zu treffen.
Aufgrund der nur geringen Unterschiede in der phédnotypischen und klinischen Ausprigung
des Polymorphismus bedarf es einer solchen Methode, die diese feine Unterschiede
nachweisen kann. Somit unterstiitzt dieses Ergebnis auch die klinischen Studien in ihrer
Feststellung, dass es lediglich einen geringen Effekt auf die Thrombogenitit hat.

4.7 Auswirkung des Polymorphismus auf die Mikromobilitiit der Thrombozyten
Die Mechanismen des initialen Kontakts der Thrombozyten und die darauf folgende
Transformation wurde vielfach geschildert (22-26). Es wird beschrieben, dass es zunédchst zu
einem ,,Tethering”“ der Thrombozyten an der thrombogenen, in diesem Fall also der
kollagenen Oberfliche kommt. Dieser initiale Kontakt ist zunédchst nicht stabil und fiihrt zu
einem Formwandel der Thrombozyten. Sie bleiben iiber Rezeptoren, z.B. iiber den vVWF- GP
Ib —Mechanismus oder GP VI, an der kollagenen Oberflache kleben. Dieser initiale Kontakt
ist allerdings nicht stabil und fiihrt zu einem Abreilen der Thrombozyten unter
himorrheologischen Bedingungen.
Allerdings resultiert dieser Kontakt in einer Aktivierung der Thrombozyten. Das Augenmerk
lag nun darauf, ob sich diese Wegstrecke der Thrombozyten in Abhéngigkeit von dem o,3; —
Polymorphismus verdndert. Aus Adhésionsstudien war bekannt, dass der a, 807 TT- Genotyp
zu einer verstirkten Adhésion flihrt (19). Des Weiteren ist bekannt, dass der a,f;. Rezeptor die
initiale Phase der stabilen Thrombozytenadhédsion vermittelt. Die Bewegung der
Thrombozyten bezeichneten wir als Micromobilitit, da es weder eine stabile Adhésion ist, die
wir untersuchten, noch das Tethering. (45, 49). Die Kombination aus passiven Scherkriften
und aktiven zytoskeletalen Prozessen (49, 24, 81) erzeugt die oben beschriebene Bewegung.
In spédteren Phasen kommt es allerdings zu einer stabilen Adhésion iiber sekundire und
tertidre Prozesse.
Die ersten Versuche mittels Regressionsgeradenberechnung und der Chi-Quadrat-
Untersuchungen brachten den Hinweis, dass es eine Differenz zum ZP 0 und fiir die Scherrate
1500 s gibt. Allerdings konnte aus diesen Untersuchungen nur eine qualifizierende Aussage
getroffen werden. Diese Ergebnisse deckten sich mit der Betrachtung der empirischen
Verteilungsfunktion. Erst der Vergleich der geometrischen Mittel erlaubt eine
Quantifizierung. So zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied in der Wegstrecke der
Thrombozyten in Abhidngigkeit von den Genotypen a, 807 TT und a, 807 CC von 0,16 um (p
<0,05).
Dies deckt sich mit der Beobachtung in klinischen Studien, die lediglich einen kleinen
Unterschied, der signifikant war, feststellten (siche Kap. 1.4.2).
Somit sind auch die hier beschriebenen Beobachtungen in Einklang mit der gegenwértigen
Studienlage in Einklang.

4.8 Ausblick und klinische Relevanz der Ergebnisse

Wie hier festgestellt wird, ist die o, 807 TT-Variante des Integrinrezeptors o,f; ein
prothrombotischer Faktor. Die klinische Bedeutung ist eher als gering einzustufen, da es
mehrere Kollagenrezeptoren gibt deren Blockierung grolere Auswirkung auf die Hamostase
haben. Dies zeigt sich unter anderem in den widerspriichlichen klinischen Studienergebnissen
(Tab 1.) Da allerdings auch das Myocardinfarktrisiko und das Schlaganfallrisiko in der 807-
TT-Gruppe  erhdht war (29, 32) ist es denkbar, dass ein selektiver Blocker des
Integrinrezeptors a»f; hier das Risiko senken kdnnte bei einer geringen Erh6hung der Gefahr
der Blutung (27). Interessanterweise ist die Dichte des Integrinrezeptors o,f; kein
Risikofaktor fiir eine vendse Thrombose (34, 36), so dass man hier ein Medikament hitte,
welches selektiv prophylaktisch auf arterielle Erkrankungen mit okklusiven Thromben wirken
wiirde. Studien diesbeziiglich sind schon im Gange (37).
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Ein Sulfonamidderivat kann die kollagenspezifische, metallionen abhéngige Bindungsstelle
der a2-Doméne erkennen und die Kollagenbindung von Zellen iiber den a,f;-Rezeptor
inhibieren. In dieser Studie zeigt sich auch, dass es dieses Sulfonamidderivat namens BTT-
3016 in-vitro die Plattchenaggregation bei Menschen stark hemmt und es bei Miusen in vivo
zu einer Inhibition der Thrombusbildung an einer arteriellen Blutung kommt. Dabei ist die
Blutungszeit der Mausschwénze bei einer Verletzung unter Gabe des BTT-3016 vergleichbar
wie unter der Gabe von Aspirin (37).

Nissinen et al. folgerten daraus, dass BTT-3016 zwar kollagenspezifische Pléttchenaktivitét
hemmt und das Thrombuswachstum verringert, die primdre H&mostase allerdings nicht
stirker beeinflusst als Aspirin (37).

Die Natur hat diese Idee schon vor uns realisiert (38). Die afrikanische Zeckenart
Ornithodoros Moubata verwendet ein Protein, das im Verdacht steht den a,f;-Rezeptor zu
blockieren.

Allerdings ist zu beachten, dass die hier ausgewéhlten Blutspender aus der kaukasischen
Bevolkerung stammen und es Unterschiede zwischen den ethnischen Bevolkerungsgruppen
geben kann, was die unterschiedliche Studienlage erkldren konnte (33). Somit wire auch hier
ein weiterer Ansatzpunkt gegeben den Unterschied zwischen den beiden Genotypen
experimentell genauer darzustellen.

In unseren Experimenten verwendeten wir Kollagen Typ 1. Aus Untersuchungen, weifl man
aber, dass der ayf;-Rezeptor auch mit anderen Kollagentypen reagieren kann, so dass hier
auch eine Option der Untersuchung gegeben ist (39, 42).

Die hier angewendeten Verfahren konnte auch auf Fibrinogenrezeptoren-Polymorphismen
angewendet werden (43, 44).

Sollten weitere Studien erhérten, das sich die prothrombotische Eigenschaft des a, 807 TT-
Variante des Integrinrezeptors axf;, neben klassischen Risikofaktoren, ein weiterer
Risikofaktor fiir eine arterielle thrombotische Erkrankung, wie z.B. ein Myokardinfarkt, sein,
so konnte nach genetischer Determinierung eine prophylaktische Einnahme von
Acetylsalicylsdure oder eines spezifischen Inhibitors des Integrinrezeptors axf;, wenn ein
solcher zur klinischen Anwendung gelangt, angedacht werden.
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6. Zusammenfassung

»Modell zur Charakterisierung der Mikromobilitdt von Thrombozyten an Kollagen I unter
arteriellen Stromungsbewegungen in der Stromungskammer.*

Aufgrund der zentralen pathophysiologischen Rolle der Thrombozyten bei kardiovaskuldren
Ereignissen (z.B. Myokardinfarkt, Apoplexie) stellen Polymorphismen thrombozytdrer
Rezeptoren, welche die Thrombozyten betreffen, potentielle EinfluBfaktoren dar. Kunicki et
al. fanden Polymorphismen im Gen des Kollagenrezeptors (ITGA). Die DNA-
Sequenzvarianten beinhalten zwei stumme Mutationen in Position 807 und 873. Der
Polymorphismus des ayf;-Rezeptorgens in der Basenposition 807 bewirkt eine
unterschiedliche Expressionshohe dieses Rezeptors auf der Thrombozytenoberfldche, so
korreliert die a,807TT Variante mit einer gesteigerten Zelloberflaichen-Expression. Dies hat
funktionelle Konsequenzen, da eine erhdhte Dichte eine erhohte Adhédsion bewirkt. Klinische
Studien zeigten jedoch widerspriichliche Ergebnisse. Einige Studien beschrieben ein erhdhtes
Risiko eines arteriothrombotisches Geschehens (wie z.B. MI). Dieses konnte auf eine erhohte
Adhisivitit des TT-Genotypen hinweisen, da in der Abfolge des Ereignisses nach einer
GefaBlasion die gesteigerte Adhadsivitit des o, TT-Genotypen zu einer verdnderten Laufstrecke
der Thrombozyten an der thrombogenen Oberflache fiihren konnte.

Ziel dieser Arbeit war, das Adhésionsverhalten der Thrombozyten im Vollblut an Kollagen
unter fluBdynamischen Bedingungen in vitro phdnomenologisch und quantitativ zu
beschreiben. Beim zeitlichen Verlauf dieser Adhdsion sollten Bewegungsphdnomene
identifiziert werden, die beim Vergleich zwischen 0;807CC und o,807TT als mogliche
Laufstreckendifferenz der Genotypen in Erscheinung treten konnten und somit eine
funktionelle Beziehung zwischen gesteigerter Expression und Thrombogenitdt abbilden
wiirden.

Die Thrombozyten in PPACK (D-Phenylalanyl-L-Prolyl-L-Arginin Chloromethyl Keton)
antikoaguliertem Vollblut wurden mit Mepacrin fluoreszenzmarkiert, um sie bei der
Bildakqusition im konfokalen Laserscanningmikroskop iiber ihre Fluoreszenshdhe zu
erfassen. Dazu wurden die Blutproben mittels einer Perfusorpumpe durch in eine
kollagenbeschichtete (Kollagen Typ 1) Stromungskammer geleitet. Es wurden dabei
Scherraten von 50 - 1500 s appliziert, wobei eine Scherrate von 1500 s arterielle
Bedingungen reprisentiert. Die aufgenommenen Bilder wurden zu Bildstapeln
zusammengefasst und erlaubten eine rdumliche Analyse der Thrombogenese. Aufgrund des
zeitlichen Abstands der Bilder stellte ein Bildstapel auch die Reprédsentation eines zeitlichen
Verlaufes dar.

Zur Beurteilung der Bewegung wurden die folgenden statistischen Methoden eingesetzt:
Regressionsgeradenanalyse, Chi-Quadrat Testungen, empirische Verteilungsfunktion und die
Berechnung des geometrischen Mittels. Des Weiteren wurde die Multitracker-Funktion in der
Software ImageJ durch eine Anwenderroutine (Makro) weiterentwickelt, um in Anschluss der
Bildauswertung die Genotypen durch den Wilcoxon-Mann-Whitney-Test zu vergleichen. Der
Vergleich der geometrischen Mittel erlaubte letztendlich eine Quantifizierung der Bewegung
und eine Bestimmung der Laufstreckendifferenz. Es zeigte sich ein statistisch signifikanter
Unterschied in der Wegstrecke der Thrombozyten in Abhéngigkeit von den Genotypen a,807
TT und 0,807 CC von 0,16 pm (p < 0,05) bei einer Scherrate von 1500 s'. Dieser Befund ist
der erste Beleg fiir eine erhdhte Adhésivitdt des TT-Genotyps.

Die in dieser Arbeit verwendeten und analysierten Stromungsbedingungen entsprechen denen,
die in Arterien herrschen. Die erhohte Adhésivitit des TT-Genotypus unter diesen
Stromungsbedingungen passt in die klinische Studienlage, welche einen Einfluss des
Genotypus auf Erkrankungen im Spektrum arteriell-thrombotischer Erkrankungen zeigen.
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8. Abkurzungsverzeichnis

ADP
ATP
BSA
CD40L
CI
COX 2

EGF
eNOS
ERK2
GDP
GIF
GP
GTP
HPA-1
[HTM
ITGA
ITGB3
JPEG
KHK
LIBS
LSM
Max
MED
MI
MIDAS
Min

Adenosindiphosphat
Adenosintriphosphat

Bovines Serum Albumin

CDA40 Ligand

Konfidenzintervall

Cyclooxygenasen

Cystein

Endothelial Growth Factor
endotheliale NO-Synthase
Extracellular Signal-regulated Kinase 2
Guanosindiphosphat

Graphics Interchange Format
Glykoprotein

Guanosintriphosphat

Human Platelet Antigen-1

Institut fur Hamostaseologie und Transfusionsmedizin
Integrin alpha

Integrin Beta 3 Gen

Joint Photographic Experts Group Format
Koronare Herzkrankheit

Ligand Induced Binding Sites
Laser-Scanning-Mikroskop

Maximum

Median

Myokardinfarkt
Metal-Ion-Dependent-Adhesion-Site

Minimum
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min. Minute

MLCK Myosin Light-Chain Kinase

MW Mittelwert

Mm mikrometer

NET Neutrophil Extracellular Trap

NO Stickstoffmonoxid

PBS Phosphate Buffer Solution

PGI Prostaglandin I

PLT Plattchen

PNG Portable Network Graphics

PKC protein kinase C

ppl25FAK pp125 Focal Adhesion Kinase
PPACK D-Phenylalanyl-L-Prolyl-L-Arginin Chloromethyl Keton
PSGL-1 P-Selectin Glycoprotein Ligand-1
PTCA Perkutane Transluminale Koronarangioplastie
P2Y1 P2Y purinoceptor 1

P2Y12 P2Y purinoceptor 12
RGD-Sequenz Arginin-Glycin-Aspartat-Sequenz
SD Standardabweichung

Sek, Sekunde

SEM Standardmessfehler

Src Tyrosinkinase Src

TNF Tumornekrosefaktor

TxA2 Thromboxan-Synthase

vWF Von-Willebrand-Faktor
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