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Meinen Eltern



Zusammenfassung

Im Kontext der in westlichen Léndern sehr hdufigen Koronaren Herzkrankheit (KHK) kann
die Entstehung von arteriellen Thrombosen ein zentrales Merkmal der Pathogenese dieser
Erkrankung sein.

In dieser Arbeit sollten die Auswirkungen zweier spezieller Polymorphismen auf die
Héamostase untersucht werden, die den von-Willebrand-Faktor und das Thrombozyten-
Integrin auPs betreffen, wobei das besondere Augenmerk auf den Phenylalanin/Tyrosin-
Polymorphismus (F2561-/ Y2561-Variante) des von-Willebrand-Faktors gelegt wurde.
Mittels lasermikroskopischer Beobachtung von fluoreszierenden Thrombozyten konnten
Qualitdt und Quantitdt der Thrombozytenadhdsion auf unterschiedlichen von-Willebrand-
Faktor-Praparaten beurteilt werden. Dass die dokumentierte Thrombozytenadhésion
zweifelsfrei durch die Interaktion des von-Willebrand-Faktors mit dem Integrin oumfs
bedingt war, wurde im Vorfeld mit Antikdrper-Experimenten belegt.

In Versuchen mit Probandenblut des Merkmals HPA-1ala fiir das Integrins ounp33 stellte sich
heraus, dass auf immobilisiertem F2561-vWF (Wildtyp) eine hohere Adhédsion zu
registrieren war, als auf der Y2561-Variante dieses Gerinnungsfaktors.

Dieses Resultat kann die urspriingliche These, dass fiir den von Hellermann et al. [9]
wahrgenommenen Zusammenhang zwischen dem vermehrten Auftreten eines
Myokardinfarktes bei unter 55-jdhrigen Frauen und dem Vorliegen der Y2561-Variante des
von-Willebrand-Faktors bei diesen Patientinnen ein erhohtes Risiko arterieller Thrombosen
ursdchlich war, nicht unterstiitzen.

Weiterhin lieBen die Versuchsergebnisse die Vermutung aufkommen, dass unter einer
héheren Scherrate von 1000 s, wie sie beispielsweise in Koronararterien auftritt, eine
Thrombozytenadhésion auf mutiertem von-Willebrand-Faktor geringer war.

Die Untersuchung des Einflusses ansteigender Scherraten zeigte fiir die F2561-Variante des
von-Willebrand-Faktors im Gegensatz zu der Y2561-vWF-Variante ein etwa
gleichbleibendes Mall an  Thrombozytenadhdsion, somit unterstreicht dieser

Versuchsausgang seine erhaltene physiologische Funktion der Blutungsstillung.



Summary

In the western world, Coronary Artery Disease (CAD, or Coronary Heart Disease, CHD) is
a common illness. Arterial embolism can occur as a central aspect in its pathogenesis.

This dissertation was designed to explore the impact of two specific polymorphisms in
haemostaseologic function, concerning von Willebrand Factor and Integrin oumPs that is
located on the surface of thrombocytes. The polymorphism of phenylalanin/tyrosine
(Y2561F) of vWF was examined with particular attention, as it may increase the rate of
arterial embolism due to an increased adhesion rate of thrombocytes.

Using a laser scanning microscope, quality and quantity of thrombocyteadhesion could be
studied by detecting fluorescent thrombocytes adhered to varying preparations containing
the different versions of von Willebrand Factor.

In advance, we established certain proof of thrombocyte-mediated adhesion by interaction
with the Integrin a3 using specific antibodies in our experimental design.

In experiments with our subjects blood with the HPA-1ala allel of Integrin oumf3 we found
a higher level of adhesion on immobilised F2561-vWF (wildtype) than on immobilised
Y2561-vWF.

These results can not support the thesis of Hellermann et al. [9], context to our experiments,
stating a correlation between an increased rate of myocardial infarction due to higher risk of
arterial embolism in women aged under 55 years carrying the Y2561-vWF variant.
Additionally, our experimental results suggest that under higher shear rates of 1000 s!, as
common in coronary arteries, even less thrombocyteadhesion on mutated von Willebrand
Factor (Y2561) can be found, not offering an explanation for higher risk of arterial embolism
as a basis for myocardial infarction.

For the F2561-variant of von Willebrlland Factor (in contrast to Y2561-vWF) our
experiments showed that increasing shearrates induced a nearly constant degree of
thrombocyteadhesion; the experiments therefore demonstrate its preserved physiologic

function in haemostasis.
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1. Einleitung

Diese experimentelle Arbeit befasst sich insbesondere mit der Interaktion der polymorphen
Y2561-Variante des von-Willebrand-Faktors und dem Pléttchenrezeptor, Integrin oumps,
welches in unterschiedlichen Varianten im Rahmen des HPA-1-Polymorphismus vorliegen
kann.

Auf Grund erster Vorarbeiten am Institut fiir Himostaseologie und Transfusionsmedizin der
Heinrich-Heine-Universitét galt es zu untersuchen, ob die genannte von-Willebrand-Faktor-
Variante eine verdnderte Thrombozytenadhédsion hervorrufen kann, die im Rahmen der
Koronaren Herzkrankheit — speziell in Verbindung mit der prothrombotischen HPA-1b/1b-
Variante — zu Myokardinfarkten pradisponieren konnte.

Im ersten Kapitel dieser Dissertation wird der fachliche Hintergrund aufgearbeitet. Es folgen
die Ausfithrungen zum experimentellen Teil der Arbeit im zweiten Kapitel und die
Ausarbeitung der Versuchsergebnisse im dritten Kapitel. Die anschlieBende Diskussion im
vierten Teil wird die Ergebnisse in die Literatur einordnen. Die Zusammenfassung im

fiinften Kapitel wird einen Uberblick iiber die gesamte Arbeit geben.

1.1 Einfithrung

Im Rahmen des Forschungsprojektes des Sonderforschungsbereiches 612 an der Heinrich-
Heine-Universitédt in Diisseldorf erfolgte die genauere Untersuchung des Integrins oumps,
eines Plattchenrezeptors, dessen Ligand unter anderem der von-Willebrand-Faktor ist.

Das Integrin ounP3 vermittelt nach seiner Aktivierung die Pldttchenadhdsion und
-aggregation und ist somit in der primidren Hdmostase von zentraler BedeutunOg. Es wurde
gezeigt, dass eine spezielle genetisch determinierte Variante dieses Rezeptors, HPA-1b oder
auch PI*%, eine erhohte Thrombogenitit der Thrombozyten hervorrufen und damit als
separater Risikofaktor flir ein vorzeitiges Auftreten des Myokardinfarkts bei Patienten mit
nachgewiesener koronarer Herzerkrankung (KHK) wirksam werden kann [1, 5].

Neben der weiteren Untersuchung der verschiedenen Varianten des Integrin oumPs im
Rahmen des HPA-1-Polymorphismus wird sich diese experimentelle Arbeit auch mit der
Interaktion der polymorphen Y2561-Variante des von-Willebrand-Faktors und dem
Pléattchenrezeptor (Integrin ounfB3) befassen.

Der von-Willebrand-Faktor ist ein fiir die primdre Himostase unverzichtbarer
Gerinnungsfaktor. Er mediiert die initiale Plittchenadhésion (beispielsweise an freiliegender

extrazelluldrer Matrix) sowie die folgende Plattchenaggregation.



Hellermann et al. beschrieben 2007 das Y2561-Allel des von-Willebrand-Faktor-Gens,
welches eine verdnderte Proteinsequenz des reifen Gerinnungsfaktors in der Néhe seiner
Bindungsstelle zum Integrin o3 hervorruft und nach Studienergebnissen einen
Risikofaktor fiir wiederholte Myokardinfarkte bei Frauen unter 55 Jahren darstellt [9].

Auf dieser Grundlage entstand die Arbeitshypothese, dass eine solche von-Willebrand-
Faktor-Variante &hnlich wie die HPA-1b-Variante des Integrins omPs eine erhohte
Thrombogenitit induzieren und die Plittchenadhision und -aggregation verstiarken konnte.
Die Entstehung arterieller Thrombosen im Rahmen der Koronaren Herzkrankheit konnte
somit begiinstigt werden.

Der HPA-1b/1b-Variante kommt keine Bedeutung bei der Bildung der fiir Myokardinfarkte
pathogenetisch wichtigen Atherosklerose zu. Ihr Einfluss zeigt sich nach einer
Endothelverletzung, beispielsweise durch die Ruptur eines atherosklerotischen Plaques. Es
entsteht eine thrombogene Oberfliche, die den Gerinnungsvorgang initiiert und somit eine
arterielle Thrombose hervorrufen kann. Erst an dieser Stelle konnen sich die
prothrombotisch verdnderten Eigenschaften der HPA-1b-Variante bemerkbar machen. Es
besteht also keine direkte Verbindung zwischen dem Genotyp und der Koronaren
Herzkrankheit, eher ist die gesteigerte Thrombogenitit dieser Rezeptorvariante als
verbindendes Element zwischen der Atherosklerose und dem einen Myokardinfarkt
auslosenden Moment anzusehen [2, 3, 4, 5]. Das Vorhandensein des HPA-1b Allels (HPA-
lalb- oder HPA-1b1b-Genotyp) ist somit zwar ein Risikofaktor fiir arterielle Thrombosen,
nicht aber an der Entstehung der Artherosklerose selbst beteiligt [5].

1.2 Thrombozyten und Himostase im Rahmen der

Koronaren Herzkrankheit und des Myokardinfarkts

Die Thrombozyten sind wiahrend der sogenannten Thrombopoese entstandene Zytoplasma-
Abschniirungen der Megakaryozyten, die sich im Knochenmark des Menschen befinden.
Mit einem Durchmesser von 2-4 pm sind sie die kleinsten Zellbestandteile des menschlichen
Blutes und haben eine Lebensdauer von circa 10 Tagen. Im Blut eines gesunden Menschen
sind etwa 200.000-300.000 Thrombozyten in einem Mikroliter Blut zu finden.

Die Aufgaben der auch als Blutpldttchen bezeichneten Zellabschniirungen liegen in der
Adhidsion und in der Aggregation; beide Vorginge werden zur Stillung einer Blutung

bendtigt [10]. Die Thrombozyten nehmen an der priméren Hamostase teil, wobei sie mittels



der nach einer Aktivierung ausgeschiitteten Mediatoren wie zum Beispiel Thrombin und
Adenosindiphosphat (ADP) auch die sekundére, plasmatische Himostase beeinflussen.

Der physiologische Vorgang der Blutgerinnung kann im Rahmen einer Koronaren
Herzkrankheit das myokardinfarkt-auslosende Moment werden. Grundlegend in der
Pathogenese der KHK ist die Atherosklerose, welche aus in die Intima der Blutgefil3e
eingelagerten Lipiden besteht, um die wihrend eines Prozesses, an dem unter anderem
Monozyten und Makrophagen beteiligt sind, eine den Lipidkern abdichtende Fibrinkapsel
entsteht [11]. Derartige Strukturen konnen das GefdBlumen insbesondere von kleineren
Arterien, wie beispielsweise den Koronararterien, stark einengen. An diesen Engstellen
entstehen hohere Stromungsgeschwindigkeiten des Blutes und infolgedessen auch hohere
Scherraten am Endothel [12].

Im Falle einer Plaqueruptur werden die Lipide und die Extrazelluldre Matrix der GefaBwand
im Blutgefdl freilegt und bieten den mit dem Blutfluss voriiberflieBenden Thrombozyten,
die sich im Zuge der axialen Migration [13] in der Néhe des Endothels aufhalten, eine
thrombogene Oberflache [14]. Sogleich kommt es zur Thrombozytenadhésion und
-aggregation, sodass ein Thrombus entsteht, der das GefaBlumen nun vollstindig verlegen
und den Blutfluss und damit den Sauerstofftransport in die dahinterliegenden Abschnitte
unterbinden kann. Bei langerer Unterbrechung der Blutzufuhr flihrt dies zu einer Nekrose
des abhédngigen Gewebes, also beispielsweise zu einem Myokardinfarkt [15].

Vor diesem Hintergrund wird die Bedeutung der funktionellen Integritit des vWF und seiner
Rezeptoren fiir einen regelrechten Ablauf der Himostase erkennbar.

Im Falle der HPA-1b-Variante des Integrins ounPs und moglicherweise auch des Y2561-
Allels des vWF sind eine gesteigerte Thrombozytenadhdsion und -aggregation zu vermuten,
deren EinfluB sich in der Pathogenese der koronaren Herzkrankheit bzw. des
Myokardinfarkts niederschldgt. Wie in der Literatur belegt [9] sind beide Varianten als
Risikofaktor im Rahmen dieser Erkrankungen anzusehen, wenn auch in unterschiedlichen
Populationen. Mit dem Hintergrundwissen, dass allein in Deutschland 20 % der Todesfalle
durch die Folgen der Koronaren Herzkrankheit bedingt sind [15], wird die potentielle
Bedeutung beider Polymorphismen, die die Pathogenese beider Erkrankungen negativ

beeinflussen konnten, noch deutlicher.



1.3 Von-Willebrand-Faktor und F/Y 2561-Polymorphismus

Der von-Willebrand-Faktor ist ein potentieller Ligand des Integrins oumfB3 der Thrombozyten
und mit mehr als 10.000 kDa das gréBte Protein im Blut des Menschen [24].

Das humane vWF-Gen (Genbezeichnung: VWF) ist auf dem Chromosom 12 lokalisiert,
wobei zusitzlich ein Pseudogen auf Chromosom 22 existiert [25]. Das Gen besteht aus 178
kb, besitzt 52 Exons und mehrere repetitive Sequenzen. Es wird als das komplexeste Gen
unter den Genen fiir Gerinnungsfaktoren beschrieben [25].

Die Synthese des vWF erfolgt im GefdBendothel und in den Megakaryozyten. Dort entsteht
zundchst der pra-pro-vWF, ein sogenanntes precursor polypeptide, eine Vorstufe des vVWF,
die aus 2813 Aminoséduren zusammengesetzt ist, wovon 12 zu einem Signalpeptid, 751 zum
vWF-pro-Peptid und 2050 zum reifen vWF zdhlen. Intrazelluldr erfolgt danach der
enzymatische Zuschnitt und die weitere Prozessierung, sodass der pro-vWF gebildet wird,
der zunichst im endoplasmatischen Retikulum dimerisiert [26]. Die entstandenen Dimere
formen im Golgi-Apparat iiber Disulfidbriicken Multimere und werden im Folgenden
sowohl in den Weibel-Palade-Korperchen der Endothelzellen als auch in der a-Granula der
Thrombozyten gespeichert [24, 26]. Ferner wird ein Teil des erzeugten vWF kontinuierlich
in das Blut sezerniert.

Erhohte Blutwerte fiir vWF sind beispielsweise mit Lupus erythematodes, thrombotisch-
thrombozytopenischer Purpura, tiefer Venenthrombose oder cerebrovaskuldren
Erkrankungen assoziiert [27]. In Akut-Phase-Situationen steigt der vVWF an. Die Hohe des
Blutwertes soll mit der klinischen Stidrke von beispielsweise ischdmischen
cerebrovaskuldren Erkrankungen korrelieren [27] und dient als ein Kriterium fiir
Atherosklerose oder thromboembolische Komplikationen. Auflerdem wurden erhohte vVWF-
Werte als Risikofaktor fiir rezidivierende Myokardinfarkte identifiziert [28].

Nicht klar ist, ob eine erhdhte Konzentration an von-Willebrand-Faktor bei vorliegender
atherosklerotischer GefaBschiddigung zu einem erhohten Risiko fiir thromboembolische
Komplikationen fiihrt, oder ob die Gefdlschiadigungen durch erhohte Thrombinwerte
ithrerseits fiir die gesteigerten vWF-Werte sorgen [27].

Weitere Diskussion bereitet die Tatsache, dass ,,normale” Werte fiir den vVWF im Bereich
von 40-240% des Wertes fiir die allgemeine Bevolkerung zu finden sind. Dies ist bedingt
durch die Beeinflussung der Blutwerte fiir von-Willebrand-Faktor durch die ABO-
Blutgruppe, das Alter, eine Schwangerschaft oder zum Beispiel eine vorangegangene Akute-

Phase-Reaktion [29].



Die 272 amino-terminalen Aminosduren bilden mit dem Gerinnungsfaktor VIII einen
Komplex [24]; somit ist der vVWF nicht nur in die primire Himostase (liber seine Interaktion
mit dem Integrin aunfPs3), sondern als Trégerprotein fiir den Faktor VIII auch in die sekundire
plasmatische Blutgerinnung involviert [30]. AuBerdem wird die Clearance des Faktor VIII
durch die Bindung zum von-Willebrand-Faktor beschriankt und damit die Halbwertzeit des
Faktor VIII verlangert [30]. Der reife vVWF besteht aus meist identischen aneinander
geschlossenen funktionellen Doménen, denen unterschiedliche Aufgaben zukommen [26].
Dementsprechend kann die Al-Doméne sowohl Kollagen als auch den fiir die
Pléttchenadhésion unter hohen Scherraten besonders wichtigen GP 1ba-Rezeptor (aus dem
membrandren GP 1b-IX-V-Komplex) binden. Seine wesentliche RGD-Sequenz, einem nach
der alten Nomenklatur an den Stellen 1744 bis 1746 gelegenen Bindungsmotiv [17, 31],
ermdglicht dem von-Willebrand-Faktor eine stabile Bindung an das eingangs beschriebene
Integrin oums.

Im Plasma kann der vWF in zwei Formen vorliegen: Zum Einen als Knduel mit einem
Durchmesser von 200-300nm (coiled form), zum Anderen in einer gestreckten und auf
Grund seiner GrofBle bis zum 2um langen Form (uncoiled form). Je groBBer ein Multimer,
desto effektiver seine hdmostatische Wirkung, denn grofe Multimere sind funktionell
multivalent, da sie in der gestreckten Form, die viele funktionelle Doménen freilegt, mehrere
Funktionen im Rahmen der Blutgerinnung erfiillen konnen [30]. Gleichwohl legt die
gestreckte Form auch die Schnittstellen zur Spaltung des vWF durch die Metalloproteinase
ADAMTS-13 frei und er6ffnet damit den Abbau dieses Gerinnungsfaktors [32].

Eine Hypothese besagt, dass der vVWF zum Beispiel durch hohe Scherkrifte, wie sie in
kleinen Arterien und Arteriolen oder in Gefialen vorkommen, deren Durchmesser durch
Atherosklerose-Plaques  verkleinert ist, ,ent-coiled“ werden und damit eine
Thrombozytenadhdsion unter hohen Scherraten durch mehrere freigelegte funktionelle
Dominen begilinstigen konnte [30].

Auch im Gen des vWF treten Polymorphismen auf. Hellermann und Schneppenheim et al.
berichteten iiber den Polymorphismus F2561Y, dem eine Mutation des vWF-Gens an der
Stelle 7932 zu Grunde liegt. Hier wird Thymin gegen Adenin ausgetauscht, sodass an der
Stelle 2561 des reifen VWF ein Ersatz von Phenylalanin durch Tyrosin stattfindet [33].
Dieser Aminosédure-Austausch liegt in der C1-Doméne in unmittelbarer Néhe der RGD-
Bindungssequenz, also der Bindungsstelle des vWF an das Integrin a3 [9], wodurch eine
Einflussnahme auf die Ligandenbindung mit nachfolgendem Einwirken auf die Himostase

nicht auszuschlieBen ist.



1.4 Das Integrin amnPs und seine Varianten HPA-1a und HPA-1b

Jeder Thrombozyt besitzt im Durchschnitt ca. 80.000 Kopien des Integrins a3 [16].
Circa 80 % dieser Rezeptoren finden sich auf der Membranoberfliche der Thrombozyten
und circa 20 % im der Membran angeschlossenen kanalikuldren System und auf den o-
Granula [2].

Integrine sind transmembranére Proteine, die aus jeweils einer nicht-kovalent verbunden a-
und B-Untereinheit bestehen und demzufolge als Heterodimer auftreten [17]. Beide
Untereinheiten weisen zusitzlich zu ihrer transmembrandren Doméne einen extrazelluldren
NH;-terminalen Anteil und einen zytoplasmatischen terminalen Anteil auf [18]. Ihre
Funktion liegt in der Regulierung der Genexpression und des Wachstums, des Uberlebens
und der Differenzierung der von ihnen besetzten Zellen [19].

Das Integrin ainf3 jedoch ist spezifisch fiir das megakaryozytire System [18] und ist das
hiufigste sowie funktionell wichtigste Integrin der Thrombozyten [20]. Es vermittelt
Thrombozytenadhdsion und -aggregation. Fibrinogen, Fibronectin, Vitronectin und
Thrombospondin sowie der von-Willebrand-Faktor sind Liganden des oumf3-Integrins.
Insbesondere mit Letzterem kann es eine stabile Bindung im Rahmen der priméren
Hémostase bei erhohten Scherraten eingehen.

Das Integrin oumwfB3 trdgt hiufig Polymorphismen, welche als stabile DNA-Sequenz-
Variationen zu verstehen sind [2], die mit einer H&iufigkeit von mindestens 1 % als
Genvariation auftreten.

Grundlage der hier ndher zu untersuchenden Varianten ist ein Polymorphismus im Gen der
B3-Untereinheit des Integrins, durch welchen an der Stelle 1565 Cytosin durch Thymin
ersetzt ist. Diese Gensequenz-Variation driickt sich durch eine verdnderte Proteinsequenz
aus, mit der Folge, dass die spétere B3-Untereinheit des Integrins oumfPs an der Stelle 33
entweder die Aminosdure Leucin (HPA-1a) oder die Aminosédure Prolin (HPA-1b) tragt [2].
Der HPA-1b-Variante wird eine erhohte Thrombogenitit zugeschrieben [5]. Vermittelt
durch ein erhohtes Outside-In-Signaling kommt es u.a. zu vermehrter Adhédsion und
Aggregation. Weiterhin ist das Spreading der Thrombozyten gesteigert, es wird eine
erniedrigte Blutungszeit beobachtet [7, 21, 22] und die vVWF-Sekretion aus der a-Granula ist
angehoben [7].

Die Ursache dieser gesteigerten Rezeptorsignale der Plattchen beruht auf einer irregulir
verlaufenden Aktivierung und Deaktivierung von zelleigenen Phosphatasen und Kinasen

[21, 23].



1.5 Interaktion des Integrins alIbp3 und des von-Willebrand-Faktors bei

unterschiedlichen/hohen Scherraten
In den Arterien und Venen sind je nach Gefddurchmesser unterschiedliche
Flussgeschwindigkeiten des Blutes zu erwarten. Die Flussgeschwindigkeit wiederum steht

in direktem Verhiltnis zur Scherrate, eines Ausdrucks der Reibung zwischen den in
einzelnen Schichten angeordneten Bestandteilen des Blutes [30]. Je hoher die Scherrate in

einem Gefal} ist, desto geringer ist die Moglichkeit zur Zelladhésion beispielsweise an die
Gefalwand [12].

Eine Scherrate von 100 s! entspricht vendsen Bedingungen, wihrend eine Scherrate von
mehr als 1000 s*!' in kleinen Arterien oder Arteriolen aufiritt. Scherraten von mehr 1500 s-!
liegen der mikrovaskulédren Zirkulation zu Grunde [34].

Die hochsten Scherraten treten am Endothel der Gefdf3e auf. In diesem Bereich finden sich
auch die Thrombozyten; im Rahmen der axialen Migration halten sich die Erythrozyten und
Leukozyten eher in der GefdBmitte auf. Unter diesen Bedingungen koénnen die
Thrombozyten am schnellsten Kontakt zum Endothel aufnehmen und beispielsweise
GefaBlverletzungen als Erste detektieren [35].

Der im Rahmen dieser Arbeit besonders zu behandelnden Interaktion zwischen dem vWF
und dem Integrin ouwPs geht unter hohen Scherraten zunédchst die Interaktion zwischen der
Al-Doméne des vVWF und dem GP1ba-Rezeptor, der auf der Thrombozytenmembran im GP
1b-IX-V-Komplex zu finden ist, voraus. Im ersten Schritt der Hdmostase nehmen die
Pléttchen durch diese Bindung Kontakt zum Endothel auf, allerdings handelt es sich dabei
nur um eine instabile Bindung.

Im weiteren Verlauf dieser Bindung zwischen vWF und dem GPlba-Rezeptor (an
sogenannten Discrete Adhesion Points mit einer Fliche von 0,05-0,25 um? [35]) formen sich
sogenannte Tethers, welche als Thrombozytenmembran-Ausziehungen zu verstehen sind,
die durch die weiter bestehenden Scherraten in Richtung des Blutstroms in die Linge
gezogen werden konnen.

Infolge der Bindung des vWF an den GP 1ba-Rezeptor werden die bereits angesprochenen
Outside-In-Signale initiiert, welche zur Aktivierung der Thrombozyten und zur nun
irreversiblen Bindung zwischen vWF und dem Integrin aumPs beitragen [17, 21]. Diese
stabile Bindung ist Grundlage von Thrombozytenadhdsion und -aggregation [36].

Auch in diesem Vorgang spiegelt sich die unter hohen Scherraten immer gréfer werdende

Bedeutung des vWF wider, da er iiber die Bindung an GP 1ba die Thrombozyten aus dem



Blutfluss abbremst und der Bindung an das Integrin oamf3, welches eine kleine
Ligandenbindungsrate aufweist, zugénglich macht [17, 37].

Die vWF-Ligandenbindung verursacht also eine Outside-In-Signalkaskade, die eine
Konformationsédnderung des Integrins amPs hervorruft, die ihrerseits eine intrazelluldre
Signalkaskade in Gang setzt, die die Thrombozytenadhédsion steuert.

Unabhéngig von der zu Grunde liegenden Scherrate sind somit sowohl der GP 1ba-Rezeptor
als auch das Integrin ouwf3 grundsétzlich wichtig fiir eine Thrombozytenadhision und
-aggregation am vVWF. Damit kann die relevante Bedeutung des vVWF bei hohen Scherraten

besonders herausgestellt werden [34, 36, 38].

1.6 Ziele und Fragestellungen
In dieser Arbeit werden der vWF und einer seiner Rezeptoren, das Integrin oumP3, néher
untersucht. Beide Aktionspartner zeigen bestimmte Polymorphismen, von denen hier jeweils

einer naher erforscht werden soll.

Grundlegend ist die Frage, ob es einen Unterschied im Adhédsionsverhalten der
Thrombozyten unter den beiden Rezeptorvarianten HPA-1a und HPA-1b mit dem Ligand
vWF, der seinerseits als F2561Y-Variante vorliegt, gibt.

Weiterhin ist es Ziel des Projekts, unter diesen Umstinden die Auswirkung
unterschiedlicher, sowohl venoser als auch arterieller, Scherraten auf das

Adhésionsverhalten der Thrombozyten zu untersuchen.



2. Material und Methoden

Grundlage der Versuchsanordnung ist die Verwendung einer Flusskammer, in der in einem

durch sie hindurch gefiihrten Blutstrom verschiedene Scherraten simuliert wurden.

2.1 Material

2.1.1 Verwendete Reagenzien

Reagenz Hersteller, Ort

Vollblut Eigenblut (V. Bleyer, HPA-lalb),
Spenderblut (HPA-1ala)

Wilate Octapharma, Langenfeld, Deutschland

F2561-vWF Labor Schneppenheim, Hamburg,
Deutschland

Y2561-vWF Labor Schneppenheim, Hamburg,
Deutschland

BSA (Bovine Serum Albumine), | Sigma GmbH, Taufkirchen
einprozentig

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

Aqua destillata Braun, Melsungen, Deutschland
Abciximab (= ReoPro®) Centocor, Malvern, USA
Eli Lilly, Indianapolis, USA

Mepacrin, gelost in PBS  Puffer, | Sigma GmbH, Taufkirchen
Konzentration 10 uM

Desinfektionsmittel (Kodan®) Norderstedt, Deutschland
Edisonite Schnellreiniger Merz Pharma GmbH & Co.
KGaA, Frankfurt/Main

2.1.2 Verwendete Einwegmaterialien

Material Hersteller, Ort

Deckgléser 24x50 mm Engelbrecht Medizin- und Labortechnik
GmbH,
Edermiinde




Vacutainer, Tri-Natrium-Citrat

BD, Franklin Lakes, USA

Butterfly Blutabnahmesystem

BD, Franklin Lakes, USA

Pipettenspitzen

STARLAB GmbH, Hamburg, Deutschland

Schraubrohrchen (Falcon 50 ml)

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Spritzen (5ml)

Braun, Melsungen, Deutschland

Perfusorspritzen (50 ml)

Braun, Melsungen, Deutschland

2.1.3 Verwendete Geriite

Gerit Hersteller, Ort
Sysmex Sysmex FEurope GmbH, Norderstedt,
Deutschland
Inkubator Binder, Tuttlingen, Deutschland
Perfusorpumpe Harvard Apparatus, Holliston, USA
Kolbenhubpipetten Eppendorf, Hamburg, Deutschland
LSM  (Laser Scanning Microscope) | Carl ~ Zeiss  GmbH, Oberkochen,
Axiovert 100 M Deutschland
Computer Siemens, Berlin und Miinchen,
Deutschland
Bildprogramme
- AIM, LSM 510 Carl Zeiss GmbH, Oberkochen
Statistikprogramme
- Makro Carl Zeiss GmbH, Oberkochen
- Microsoft Excel 2010 Microsoft, Redmond, USA

Image J (Bildverarbeitung/Auswertung)

Wayne Rasband, National Institutes of
Health, USA

Flusskammer Dr. V. Stoldt, IHHTM, Universitit
Diisseldorf
Rollschiittler Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,

Schwabach
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2.2 Methoden

2.2.1 Blutentnahme

Die Blutentnahme erfolgte unter sterilen, aseptischen Voraussetzungen.

Nach der Sduberung der Punktionsstelle in der Fossa cubitalis wurde circa 30 Sekunden
gewartet, bis das Desinfektionsmittel verdunstet war. Darauf folgte die Punktion einer
Cubitalvene mittels einer Butterfly-Kaniile. Das Blut wurde iiber das mitgelieferte
Schlauchsystem direkt in Tri-Natrium-Citrat-gefiillte Vacutainer-Réhrchen mit einem
Fassungsvermogen von 4,5ml geleitet, wobei das vom Hersteller vorgegebene
Mischungsverhiltnis zwischen Citrat und Blut durch eine regelrechte Fiillhéhe des
Rohrchens eingehalten wurde. Das erste befiillte Rohrchen wurde verworfen, um eine
fehlerhafte Plittchen- und Gerinnungsfaktor-Menge auf Grund der durch die Punktion

ausgelosten initialen Himostase auszuschlieen.

2.2.2 Vorbereitung der Blutproben

Fiir Versuche am Laser Scanning Microscope mussten die erhaltenen Blutproben untersucht

und weiterbehandelt werden.

Analyse des Blutes / Blutbild

Zunidchst wurde das gewonnene Blut auf seine Bestandteile hin untersucht, dabei war
besonders die Thrombozytenzahl von Bedeutung, die in der spéteren Auswertung ein
Kriterium im Rahmen der Adhision wurde. Die Analyse erfolgte vollautomatisch mit Hilfe

des Sysmex.

Anfiarbung mit Mepacrin

Das erhaltene Vollblut wurde mit 10 uM Mepacrin angefirbt und eine Stunde bei
Raumtemperatur auf einem Rollschiittler in Bewegung gehalten.

Mepacrin ist ein makroskopisch gelber Farbstoff, der in den a-Granula der Thrombozyten
fluoresziert. Es beeinflusst die Funktion der Thrombozyten nicht [39].

Durch diese farbliche Markierung kénnen die Thrombozyten in den folgenden Experimenten

lasermikroskopisch durch ihre Fluoreszenz erfasst werden.

2.2.3 Flusskammer

Die in diesen Versuchen verwendete Flusskammer bestand aus mehreren Einzelteilen (s.
Abb.1):
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Den Boden bildete eine rechteckige aus Metall hergestellte Fassung in die ein mit
thrombogener Substanz beschichtetes Deckglas (Kantenldnge 24*50 mm) eingelegt wurde.
Auf dem Metallboden wurde mittels vier Schrauben in den Ecken der Kammer ein
Plexiglasblock befestigt, welcher ein durch eine eingelassene Gummilippe begrenztes Areal
aufwies. Mittels fester Verschraubung des Ober- und Unterteils wurde so der Blutfluss durch
das von Gummilippen umgebene Feld realisiert. Das Blut trat auf der einen Seite der
Kammer durch eine eingebaute Kaniile ein und auf der anderen Seite durch eine baugleiche
Vorrichtung wieder aus.

Der Blutstrom durch die Kammer konnte mit Hilfe einer Pumpe in unterschiedlicher
Geschwindigkeit an die Kammer angelegt werden. Somit konnten die zu untersuchenden

Scherraten {iber dem beschichteten Deckglas genau eingestellt werden.

Abb. 1: Die Flusskammer in Einzelteilen

Die Beschichtung der Deckgliser

Um die Experimente verfialschende Oberflichen-Unreinheiten auszuschlieBen, wurden alle
verwendeten Deckgldser zundchst kurz mit einem Bunsenbrenner abgeflimmt und zum
Abkiihlen auf einem Gitter gelagert.

Die Beschichtung der Deckgldser erfolgte fiir die Experimente zur Evaluation des Systems
zundchst mit Wilate (vVWF-Konzentrat von Blutspendern), danach wurden die vWF-
Varianten F2561 und Y2561 verwendet.

Es wurde jeweils ein Tropfen mittig auf den Objekttrager aufgebracht, sodass die

Beschichtung im spiteren Belichtungsfenster des Lasermikroskops lag.
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Anschliefend folgte eine Inkubationszeit von 30 Minuten im Wiarmeschrank bei 37°C, bis
der noch feuchte Objekttrager schlielich in die gereinigte, trockene Flusskammer eingesetzt
und diese verschraubt werden konnte. Um unspezifische Thrombozytenadhésion, also nicht
Integrin ouP3-abhingige Adhdsion an anderen Strukturen der Flusskammer, zu minimieren,
wurde die experimentelle Vorrichtung mit einprozentiger BSA-Ldsung gespiilt und die
restliche Luft aus der Kammer entfernt. Dadurch konnte die Gefahr einer Verwirbelung des

Blutflusses um Luftblasen innerhalb der Kammer vermieden werden.

Wilate

Wilate ist ein von der Firma Octapharma aus menschlichem Plasma hergestelltes Préparat,
welches von-Willebrand-Faktor und den Gerinnungsfaktor VIII enthélt. Es dient zur
Therapie des von-Willebrand-Syndroms und der Hamophilie A.

In diesem Versuchsaufbau wurde es in einer Verdiinnung von 1:43 verwendet. Verglichen
mit physiologischen Verhiltnissen handelt es sich dabei um eine erhdhte Konzentration; der
Proteingehalt ist circa um das Dreifache gegeniiber dem Normalwert erhoht.

Weitere Bestandteile sind laut Herstellerangaben Natriumchlorid, Glyzin, Saccharose,

Natriumcitrat, Calciumchlorid und Wasser als Losungsmittel.

Varianten F2561 und Y2561 des vWF

Beide Varianten wurden von Herrn Prof. Dr. rer. nat. Reinhard Schneppenheim aus
Hamburg zur Verfligung gestellt.

Bei der F2561-Variante handelt sich um rekombinant hergestellten Wildtyp von Willebrand
Faktor.

Die Proteinanalyse ergab fiir diesen Stoff eine Proteinaktivitit von 106 % bei einer
Antigenkonzentration von 121 %.

Die Y2561-Variante des vWF ist ebenfalls ein rekombinantes vWF-Préparat; hier erfolgte
in der C1-Domaéne der Austausch von Phenylalanin gegen Cytosin.

Die Proteinanalyse dieses Priparates ergab eine Proteinaktivitit von 57 % bei einer

Antigenkonzentration von 107 %.

BSA (Bovine Serum Albumine)
Das Bovine Serum Albumin ist ein aus Rinderplasma gewonnenes Albumin, welches im

Versuchsaufbau zur Spiilung der Flusskammer diente. Es hat die Funktion eine
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unspezifische Adhédsion der Pléttchen an thrombogene Oberflichen der Flusskammer (z.B.
an freie Glasflichen) zu verhindern. In diesem Versuchsaufbau wurde es in 1 %iger

Konzentration (verdiinnt mit Aqua dest.) verwendet.

2.2.4 Experimente am Laser Scanning Microscope

Eingesetzt wurde ein Laser Scanning Microscope. Die fertig zusammengebaute
Flusskammer konnte an einer Vorrichtung auf dem Objekttragertisch des Mikroskops
befestigt werden, was ein Verrutschen wihrend des Fokussierens verhinderte. AuBBerdem
wurde zur Orientierung eine Markierung an der Flusskammer angebracht, damit das Blut in
allen Experimenten immer in der gleichen Richtung durch die Flusskammer lief.

Zum Mikroskopieren wurde das Objektiv 40x 1,3 Oil Plan Neofluar gewéhlt, auf das zur
besseren Auflosung Immersionsol aufgetropft wurde.

Eine weitere Markierung der Flusskammer lag in der Mitte des belichteten Areals des
Objekttragers; so wurde sichergestellt, dass in jedem Experiment der gleiche Abschnitt der
Flusskammer untersucht wurde. Dementsprechend war es in allen Experimenten moglich,
den Blutfluss stets an der gleichen Stelle der Flusskammer zu erfassen.

An die Kaniile der rechten Seite der Flusskammer wurde eine mit dem inkubierten Blut
befiillte Spritze ohne Stempel angesteckt.

Mittels eines Verbindungsschlauches wurde tiber die Kaniile der linken Seite der
Flusskammer iiber eine Pumpe ein genau einstellbarer Sog an Flusskammer angelegt, der in
der Flusskammer selbst eine bestimmte Stromungsgeschwindigkeit hervorrufen konnte. Da
die Stromungsgeschwindigkeit in direktem Zusammenhang mit der Scherrate steht, konnte

mit Hilfe der Formel

V= xh?

(Y = Scherrate [s™'], Q = Flussrate [ml/s], b = Breite der Flusskammer (16mm), h = Hohe der Flusskammer (250um))

auf die Scherrate am Deckglas innerhalb der Flusskammer zuriickgeschlossen werden. Es
wurde mit Scherraten von 50 s, 100 s7!, 500 s”!, 1000 s' und 4000 s™!' gearbeitet.
Anschliefend konnten die Experimente begonnen werden: Der Argonlaser wurde
zugeschaltet und die Pumpe gestartet.

Nach 30 Sekunden Vorlaufzeit wurde an ersten fluoreszierenden Thrombozyten die
Fokusebene endgiiltig scharf gestellt und anschlieBend der erste Bildstapel erfasst. Dabei

wurden im 0,7-sekiindlichen Abstand zehn Bilder aufgenommen, somit entstanden
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Bildstapel von 4,5 um Hohe. Im weiteren Verlauf wurden so im miniitlichen Abstand jeweils

neun weitere Bildstapel aufgenommen (vgl. Abb.2).

Abb. 2: Exemplarische Darstellung jeweils eines der 10 Bilder eines Stapels (Beschichtung mit Wilate,
Scherrate 500 s)

2.2.5 Validierungsversuche mit dem Integrin amps-spezifischen
Antikorper

Zur Beweisfiihrung, dass die wihrend der Versuche beobachtete Thrombozytenadhésion
tatsdchlich auf das Integrin aunf3 zuriickzufiihren war, musste dieser Rezeptor spezifisch
geblockt werden. Dazu wurde dem verwendeten, mit Mepacrin inkubierten Citrat-Vollblut,
drei Minuten vor Beginn eines Experimentes der Antikorper Abciximab hinzugefiigt. Dabei
handelt es sich um einen fiir das Integrin ouwfs spezifischen, kompetitiven, monoklonalen,

chiméren Antikorper [17], der den Rezeptor in seiner Ligandenbindung blockiert.

2.2.6 Unterschiedliche Scherraten

Mittels verschiedener Eingaben an der Pumpe wurden die unterschiedlichen

Flussgeschwindigkeiten eingestellt um die verschiedenen Scherraten in den GefaBlen zu
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simulieren. Eine Scherrate von 100 s ist in vendsen GefiBen anzunehmen, 500 s
entsprachen friih-arteriellen und 1000 s! arteriellen Bedingungen.

In der Mikrozirkulation werden Scherraten von etwa 1500 s™!' vorausgesetzt, jedoch kénnen
die Scherraten in stenosierten Gefdflen, wie zum Beispiel in durch Atheroskleroseplaques
verengten Koronararterien, tiberdies auf viel hohere Werte ansteigen. In einer kurzen Serie

von Experimenten wurden hierzu Versuche bei einer Scherrate von 4000 s™! durchgefiihrt.

2.2.7 Probandenversuche

Zunichst wurden Experimente mit meinem eigenen Blut (heterozygot fiir den HPA-1-
Polymorphismus des Integrins ounfB3 veranlagt, also HPA-1alb) zur Evaluation des Systems
ausgefiihrt. Nachdem die Standardabweichungen fiir Versuche mit Wilate in einem
akzeptablen Bereich von circa 10 % lagen und die Standardabweichungen in den Versuchen
mit den F2561-Y-polymorphen vWF-Varianten nicht mehr verbessert werden konnten,
erfolgte die Durchfiihrung der Probandenversuche. Das Einverstidndnis der entsprechenden
Probanden wurde schriftlich festgehalten, anschlieBend wurde Blut aus einer Cubitalvene
entnommen. Es wurde nur Material von Probanden verwendet, die das Merkmal HPA-lala
des amP3-Polymorphismus trugen. Unter den insgesamt sechzehn Probanden befanden sich
siecben Frauen und neun Minner im Alter von 23 bis 63 Jahren. Das Ethikvotum

(Aktenzeichen: Studiennummer 1864) der Universitit Diisseldorf lag vor.

2.2.8 Einstellungen am LSM
Micro: Plan Neofluar 40x/1.3 Oil
Amplifier Offset: -2

Detector Gain: 626

Amplifier Gain: 1,5

2.2.9 Auswertung der Versuche und Statistik

Die aufgenommenen Bilder wurden mit Hilfe des Computerprogramms AIM akquiriert, das
eine Datei iiber alle Versuche anlegte. Die spitere Auswertung erfolgte iiber das Programm
Imagel. Dazu wurden jeweils zwei Bilder eines miniitlichen Scans mittels eines Makros (s.
Anhang) gegeneinander verrechnet. Das Programm detektierte die von Thrombozyten
besetzte Fliche (Summe der Pixel, im weiteren Verlauf als Cover Area bezeichnet) und

driickte sie fiir jeden einzelnen Scan numerisch aus. Diese Cover Area wurde in der
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endgiiltigen Auswertung und der graphischen Darstellung mit der Thrombozytenzahl des
Probanden in Relation gesetzt (relative Cover Area).

Da die aufgenommenen Bilder eines Stapels Momentaufnahmen zum Zeitpunkt der
Bildentstehung wiedergeben, wurden kurzfristig adhérierte und anschlieBend wieder geloste
Thrombozyten automatisch mit in die Auswertung aufgenommen. Bei sehr geringer Cover
Area konnte sich dadurch ein stirker schwankender Pixel-Wert ergeben.

Die Auswahl der zu verrechnenden Bilder in jedem Bildstapel erfolgte separat. Es wurden
zweil aufeinander folgende Bilder, die am besten fokussiert waren, verwendet. So konnte
immer eine einheitliche Fokussierebene zur Auswertung herangezogen werden.

Diese Ebene lag je nach Fortschritt in der Versuchszeit und dem Ausmal3 der Adhésion und
Thrombenbildung auf unterschiedlichen Hohen des Bildstapels.

Die statistische Auswertung der gewonnenen Daten wurde mit Microsoft Excel (2010)
durchgefiihrt; es wurden Mittelwerte und Standardabweichungen fiir die einzelnen Scans
berechnet und das Ausmal} und die Verédnderungen der von Thrombozyten besetzten Fléche

(immer in Relation zur Thrombozytenzahl) graphisch festgehalten.
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3. Ergebnisse

3.1 Evaluationsversuche mit Wilate

Zunichst wurden einige Versuche zur Erprobung der Funktionstiichtigkeit des Systems
durchgefiihrt. Dazu wurde ein mit Wilate beschichtetes Deckglas in die Flusskammer
eingesetzt und eine intermedidre Scherrate von 500 s™! gewihlt. Es zeigte sich wie in Abb. 3
dargestellt eine iiber die Versuchszeit kontinuierlich ansteigende Thrombozytenadhésion mit
vereinzelter Thrombenbildung bis eine Flache (in Relation zur Thrombozytenzahl relative
Cover Area) von 324,5 Pixeln besetzt war. Wéhrend der mikroskopischen Beobachtung tiber
die Versuchszeit hinaus lieB sich kein weiterer Anstieg der adhdrierenden Thrombozyten
vermerken.

Insgesamt liegt den Versuchsergebnissen eine Standardabweichung zwischen 9,7 % und
13,5 % pro Erfassung eines Bildstapels zu Grunde.

Zur Bestitigung, dass die Thrombozytenadhdsion an Wilate durch das Integrin oumfs3
vermittelt war, wurden Versuche mit einer Deckglasbeschichtung nur mit BSA angefertigt.
In einer weiteren Versuchsreihe wurde das Mepacrin-fluoreszenzmarkierte und
antikoagulierte Vollblut drei Minuten vor dem Versuchsbeginn mit Abciximab (ReoPro®)
vermischt und dessen Adhésion auf Wilate gemessen. In beiden Versuchsreihen zeigten sich
nahezu keine anhaftenden Thrombozyten (vgl. Abb. 4). Somit konnte das Integrin a3 als

Mediator der Wilate (vVWF)-vermittelten Pliattchenadhésion vorausgesetzt werden.
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Abb. 3: Plittchenadhision an Wilate, Wilate mit Abciximab und BSA bei einer Scherrate von 500 s

Wilate Wilate+ReoPro BSA
Abb. 4: Aufnahme nach 633 Sekunden bei unterschiedlicher Beschichtung, Scherrate 500 s°!

3.2 Versuche mit der F2561-Variante des vWF

Nachdem die Versuchsergebnisse zur Plittchenadhision auf Wilate vorlagen, und der
Versuchsaufbau validiert war, wurden Experimente mit der F2561-Variante des vWF
angeschlossen. Es wurde untersucht, inwiefern sich die Thrombozytenadhdsion an den
unterschiedlichen vWF-Varianten unterscheidet.

Die Scherrate wurde bei 500 s!' belassen und das vWF-Priparat zundchst unverdiinnt
angewendet. Die verwendete Antigenkonzentration lag somit bei 121%, die Proteinaktivitit
bei 106%.

Die graphische Darstellung der thrombozytenbesetzten Fliache (Abb. 5) ergab einen
dhnlichen Kurvenverlauf wie bei den vorherigen Ergebnissen mit Wilate. Es fiel allerdings
eine Stagnation der Adhédsion bei etwa 109 Pixeln (relative Cover Area) auf, dies entsprach
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etwa 66 % der Adhésion auf Wilate. Ferner war zum Ende der Versuchszeit eine geringe
Abnahme der von Thrombozyten besetzten Fliche zu dokumentieren, wofiir ein
beginnendes Abreillen gebildeter Thromben als ursachlich anzusehen war. Beim Betrachten
der einzelnen Bildstapel fielen zusitzlich gegeniiber den vorherigen Versuchen mit Wilate
optisch eine eher inhomogenere Verteilung und eine vermehrte Thrombenbildung auf. Die

Standardabweichung in dieser Versuchsanordnung lag durchschnittlich bei etwa 37 %.
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Abb. 5: Plittchenadhision an F2561-vWF bei einer Scherrate von 500 s!

Um die Vergleichbarkeit zur Y2561-Variante des vVWF zu erhalten, wurden weitere
Versuche mit dem F2561-vWF herangezogen, nun aber mit zur Y2561-Variante
angeglichener Proteinaktivitét von circa 55 %. Dazu musste das F2561-vWF-Priparat zur
Halfte mit PBS Puffer verdiinnt werden. Daraus abgeleitet war flir das F2561-vWF-Priparat
eine Proteinaktivitit von 53 % anzunehmen, wihrend die Y2561-Variante eine
Proteinaktivitit von 57 % gezeigt hatte.

In der folgenden Versuchsreihe war eine gegeniiber den Versuchen mit der Verwendung der
unverdiinnten Variante erhdhte Thrombozytenadhédsion zu sehen, die nach dem vierten
gescannten Bildstapel ihr Maximum von 180,9 Pixeln (relative Cover Area) erreicht hatte.

Bis zum Ende der Versuchszeit ging die von Thrombozyten besetzte Flache etwa auf 91,5%
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(also 159,1 Pixel) des Maximums zuriick, was auf ein nun stirkeres Abreilen der adhdrierten
Thrombozyten und Thromben zuriickzufiihren war.
Auch in dieser Versuchsreihe waren erhdhte Standardabweichungen von circa 40 % zu

verzeichnen.
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Abb. 6: Plattchenadhésion an aktivitdtsangeglichenen F2561-vWF mit und ohne Abciximab

bei einer Scherrate von 500 s!

Zur Beweisflihrung, dass auch in diesem Versuchsaufbau eine Integrin oumPs3-vermittelte
Thrombozytenadhésion vorlag, wurde dem Mepacrin-gefirbten, antikoagulierten Vollblut
wiederum drei Minuten vor Versuchsbeginn der Antikorper Abciximab hinzugefiigt. Die
graphische Darstellung zeigte eine im Vergleich zum Versuchsaufbau ohne Abciximab um
85% verminderte Integrin aumP3-vermittelte Plattchenadhésion mit einem initialen Peak von
82,9 Pixeln (relative Cover Area) nach 97 Sekunden. Bis zum Ende der Versuchszeit wurde
ein Teil der Thrombozyten (und Thromben) wieder abgerissen, sodass sich die von
Thrombozyten besetzte Flache in der Gegenwart von Abciximab dann auf 29,9% reduzierte.
Der beschriebene Peak konnte auf einer Bindung des F2561-vWF mit dem GP 1ba-Rezeptor
begriindet sein, die, wie in Kapitel 1.6 erldutert, der stabilen Plattchenadhésion mittels des
Integrins ouP3 vorausgeht und nur transienter Art ist. Auch in dieser Versuchsreihe wurde

somit die Spezifitit der Plattchenadhésion flir das Integrin amP3 demonstriert (Abb. 6).
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3.3 Versuche mit der Y2561-Variante des vWF

In einem weiteren Versuch wurde die Beschaffenheit der Thrombozytenadhdsion auf
Y2561-vWF untersucht und mit den vorausgehenden Versuchsergebnissen verglichen.
In diesem Falle wurden Deckgldser mit einer Beschichtung aus Y2561-vWF in die

Flusskammer eingesetzt, die Scherrate wurde weiterhin bei 500 s gehalten.
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Abb. 7: Plittchenadhésion an Y2561-vWF bei einer Scherrate von 500 s mit und ohne Abciximab

Die im Vergleich zu Wilate um 56,7 % und im Vergleich zum F2561-vWF um 21,5 %
geringere Thrombozytenadhédsion erreichte nach einem kurzen, steilen Anstieg ihren
hochsten Wert mit 141,0 Pixeln (relative Cover Area) nach Erhalten des vierten Bildstapels
nach 231 Sekunden. Bis zum letzten Scan nach 633 Sekunden Versuchszeit wurde die von
Thrombozyten besetzte Fliche auf 53,6 Pixel und damit auf ungefihr ein Viertel (23,2%)
ithres vorherigen Maximums reduziert, was ebenfalls durch das Abrei3en von Pléttchen und
gebildeten Thromben begriindet war. Auch hier waren hohe Standardabweichungen um
durchschnittlich 54,6 % zu finden (Abb. 7).

Uber die Versuchszeit hinaus stabilisierte sich das AusmaB der Plittchenadhésion etwa auf
Hohe des nach 633 Sekunden gemessenen Levels.

Die Untersuchung der Spezifitit der Thrombozytenadhidsion fiir das Integrin a3 fiel in

dieser Versuchsreihe sehr deutlich aus. Die Adhésion der Plitttchen auf Y2561-vWF wurde
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in Anwesenheit von Abciximab iiber die gesamte Versuchszeit nahezu vollstidndig blockiert,
wobei auch hier die im Vergleich hochsten Werte (maximal 2,1 Pixel relative Cover Area)

fur die relative Cover Area wahrend der ersten 97 Sekunden auszumachen waren.

Insgesamt konnte unter einer Objekttragerbeschichtung mit Wilate die hdchste
Thrombozytenadhésion vermerkt werden, der F2561-vWF zeigte in beiden aufgefiihrten
Konzentrationen ein mittleres Mall an Pldttchenadhdsion. Die geringste thrombogene

Wirkung in diesem Versuchsautbau ging von dem Y2561-vWF-Priparat aus.

3.4 Einfluss unterschiedlicher Scherraten

Ein Ziel der Arbeit, den Einfluss der Scherrate auf die Plittchenadhésion zu untersuchen,
wurde in dieser Versuchsreihe néher beleuchtet.

Es wurde die Thrombozytenadhdsion unter den Scherraten 50 s!' (als Reprisentant der
vendsen Verhiltnisse), 500s! (intermedidr oder friiharteriell, aufiretend in groBen Arterien)
und 1000 s (zur Simulation der arteriellen Verhiltnisse) bei Deckglasbeschichtungen

jeweils mit Wilate sowie den beiden vWF-Varianten F2561 und Y2561 verglichen.

3.4.1 Plittchenadhision an Wilate

Unterschiedliche Scherraten hatten bei der Versuchsanordnung mit Wilate einen Einfluss
auf die Thrombozytenadhédsion. Wie im Kapitel 3.1 dargestellt, ergab sich bei der
graphischen Darstellung des Adhisionsverhaltens bei einer Scherrate von 500 s ein
bogenformiger Kurvenverlauf mit einem stetigen Anstieg der von Thrombozyten besetzten
Fldche (relative Cover Area). Eine Scherrate von 50 s hatte ebenfalls eine kontinuierliche
Zunahme der Pléttchenadhision zur Folge, allerdings ist der Kurvenverlauf hier eher als
Gerade zu beschreiben. Nach 633 Sekunden wurde etwa ein Drittel (32,8%) der Adhésion
(106,4 Pixel relative Cover Area) unter einer Scherrate von 500 s! erreicht.

In der Simulation der arteriellen Stromungsverhiltnisse (Scherrate von 1000 s™') ergab sich
eine unregelmiBig verlaufende Kurve mit einem Adhisionsmaximums bei 218,3 Pixel nach
97 Sekunden, welches in etwa wihrend einer Plateauphase bis 231 Sekunden gehalten
wurde. Danach wurde ein Adhésionsniveau auf 68,7 % (durchschnittlich 149,9 Pixel) des
Kurvenmaximums beibehalten, welches 46,2 % der Adhédsion unter einer Scherrate von 500
s”! (nach 633 Sekunden) entspricht (Abb. 8).

Hieraus ldsst sich ableiten, dass die Deckglasbeschichtung mit Wilate unter intermedidren,

frith-arteriellen Scherraten eine hohere Thrombozytenadhdsion verursachte als unter
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arteriellen Scherraten. Die geringste von Thrombozyten behaftete Fliche ergab sich unter

venOsen Scherraten.
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Abb. 8: Plittchenadhésion an Wilate bei unterschiedlichen Scherraten
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3.4.2. Plattchenadhision an die Varianten F2561 und Y2561 des vVWF
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Abb. 9: Plittchenadhésion an F2561- und Y2561-vWF bei unterschiedlichen Scherraten

Die Versuchsergebnisse mit dem in geringerer Konzentration verwendeten F2561-vWF
(Antigenkonzentration: 61,5%, Proteinaktivitit: 53%) zeigten bei einer Scherrate von 500 s
! eine erhohte Thrombozytenadhision gegeniiber den Versuchen mit dem unverdiinnten
(Antigenkonzentration: 121%, Proteinaktivitéit: 106%) Praparat.

Da dem aktivititsangeglichenen F2561-vWF-Préiparat nahezu die gleiche Proteinaktivitét
(53 %) zuzuschreiben war wie dem Y2561-vWF-Préparat (Proteinaktivitit 57 %) und damit
durch die Verdiinnung eine bessere Vergleichbarkeit der Stoffe erzielt wurde, wurden alle
weiteren Versuche nun mit der verdiinnten Form des F2561-vWF unternommen.
Unterschiedliche Scherraten riefen in den Versuchen mit der F2561-Variante des vWF
unterschiedliche Adhésionsniveaus hervor (vgl. Abb. 9). Wihrend bei einer Scherrate von
50 s eine nahezu lineare - wenn auch vergleichsweise sehr geringe - Zunahme der
Thrombozytenadhésion auf 44,9 Pixel (relative Cover Area) beobachtet werden konnte,
zeigte die graphische Darstellung der Plittchenadhision bei einer Scherrate von 1000 s
einen unregelméfBigen Kurvenverlauf: Nach 164 Sekunden Versuchszeit wurde die hochste
relative Adhédsionsflache (203 Pixel) erreicht, was an einem Peak im Kurvenverlauf sichtbar
wurde. Danach kam es erneut zum wiederum noch stirkeren Abreilen von Thrombozyten

und Thromben als bei einer Scherrate von 500 s°!, sodass das initiale Adhisionsniveau von
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203 Pixel zum Ende der Versuchszeit nach 633 Sekunden auf 52,5% (106,6 Pixel relative
Cover Area) minimiert wurde.

Anders als in den Experimenten mit Wilate und F2561-vWF, war bei einer
Deckglasbeschichtung mit Y2561-vWF bei der geringsten getesteten Scherrate von 50 s°!
die meiste Pléttchenadhédsion zu messen. Der entsprechende Kurvenverlauf zeigte eine
stetige Zunahme der Thrombozytenadhédsion auf 192,7 Pixel (relative Cover Area) und
iiberstieg dabei nach 298 Sekunden das Adhdsionsmaximum an F2561-vWF (44,9 Pixel)
und nach 432 Sekunden das Adhédsionsmaximum an Wilate (106,4 Pixel). Nach 633
Sekunden war demnach eine nahezu doppelt so hohe Adhidsionsdichte wie an Wilate zu
verzeichnen.

Unter einer Scherrate von 1000 s™!' jedoch war auf Y2561-vWF entgegen der Erwartung

nahezu keine Thrombozytenadhésion zu messen.

Zusammenfassend lieB sich festhalten, dass eine Deckglasbeschichtung mit Y2561-vWF
unter einer Scherrate von 50 s™! eine etwa doppelt so hohe Thrombozytenadhision hervorrief
wie an Wilate und eine viermal so hohe Thrombozytenadhdsion wie an F2561-vWF. Allen
Stoffen war jedoch ein stetiger, nahezu linearer Anstieg der Adhésionsdichte gemeinsam.

Eine Scherrate von 1000 s!

verursachte in der graphischen Darstellung der
Plattchenadhésion jeweils auf Wilate und F2561-vWF einen dhnlichen Kurvenverlauf mit
Ausbildung eines Adhdsionsmaximums, welches sich bei Wilate als Plateau in den ersten
231 Sekunden und bei F2561-vWF als Peak nach 164 Sekunden darstellte.

Unter arteriellen Bedingungen war die meiste Adhédsion in der Versuchsreihe mit Wilate zu
messen (relative Cover Area von 218,3 Pixel), die Geringste in Versuchen mit Y2561-vWF

(relative Cover Area nahezu 0 Pixel).

3.5 Einfluss von Abciximab auf die Plattchenadhasion an verschiedene

vWF-Priparate bei unterschiedlichen Scherraten
Da abhingig von der Scherrate unterschiedliche Mechanismen der Himostase zum Tragen
kommen, war die Ausflihrung weiterer Experimente mit Abciximab, dieses Mal unter den

bereits getesteten Scherraten von 50 s! und 1000 s™!, nahe liegend.
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3.5.1 Wilate

Unter einer Scherrate von 50 s™! wurde die anfingliche Thrombozytenadhision an Wilate
von 106 Pixel nach 633 Sekunden auf einen Wert von 26 Pixel gesenkt. Die verbleibende
Restadhésion konnte Ausdruck unspezifischer Bindungen oder auf die transiente Bindung

an GP 1ba zurickzufihren sein.
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Abb. 10: Plittchenadhésion an Wilate mit und ohne Abciximab bei unterschiedlichen Scherraten

Bei einer Scherrate von 1000 s™! zeigte sich die Inhibition der Plittchenadhision eindeutiger;
hier bestand nur noch 1,3 % (2 Pixel) der urspriinglichen Thrombozytenadhésion an Wilate.
Damit konnte davon ausgegangen werden, dass bei diesen Scherraten grofBtenteils das

Integrin a3 in die Plittchenadhésion involviert war (vgl. Abb.10).

3.5.2 F2561-vWF

Die Hemmung der Thrombozytenadhésion mit Abciximab fiel unter den Scherraten von 50
s und 1000 s! unterschiedlich hoch aus (s. Abb. 11).

Ohne Abciximab zeigte der Kurvenverlauf unter einer Scherrate von 1000 s fiir die
Thrombozytenadhésion einen unregelmiBigen Verlauf mit einem Adhisionsmaximum bei
203 Pixel (relative Cover Area) nach 164 Sekunden Versuchszeit. Mit Abciximab ergab sich

bei dieser Scherrate nach einer initialen Plateauphase von 47 Pixeln ebenfalls bis zur 164.

27



Sekunde der Versuchszeit eine unzweifelhafte Inhibition der Thrombozytenadhésion auf 1,5
Pixel relative Cover Area.

Die Reduktion der Thrombozytenadhésion unter einer Scherrate von 50 s! verlief jedoch
weniger anschaulich: Wéhrend der ersten 365 Sekunden stieg die von Thrombozyten
besetzte Flache bei der Vermischung des antikoagulierten Vollblutes mit dem Integrin o 3-
Antikorper auf 72,6 Pixel sogar starker an, um im weiteren Verlauf bis zum Versuchsende
bei 633 Sekunden schlieBlich auf 46,8 % der Adhédsion (42,0 Pixel relative Cover Area) bei
unbehandeltem antikoaguliertem Vollblut abzufallen.

Moglicherweise ist dieses Phdnomen mit einem sehr niedrigen zu Grunde liegenden
Adhésionsniveau, welches Schwankungen infolgedessen weniger offensichtlich macht, zu
erkliaren; eine Beteiligung des GP 1ba-Rezeptors konnte jedoch nicht ausgeschlossen
werden. Denkbar wiére zusitzlich eine Interaktion des rekombinant hergestellten F2561-

vWF mit thrombogenen Oberflachen der Flusskammer.
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Abb. 11: Plattchenadhédsion an F2561-vWF mit und ohne Abciximab bei unterschiedlichen Scherraten

3.5.3 Y2561-vWF

Bei einer Scherrate von 50 s”! wurde die Thrombozytenadhésion an Y2561-vWF durch einen

stetig ansteigenden Kurvenverlauf dargestellt. Unter einer Inhibition mit Abciximab wurde
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die Adhésionsdichte auf 0,41 % (0,7 Pixel) minimiert, womit das Integrin o3 als Mediator
der Thrombozytenadhésion belegt war.

Wie bereits im Kapitel 3.4.2 dokumentiert, konnte der polymorphe vWF bei einer Scherrate
von 1000 s nahezu keine Adhidsion bewirken. Damit war eine mogliche Inhibition der

Pléttchenadhésion nicht beurteilbar (s. Abb. 12).
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Abb. 12: Pliattchenadhédsion an Y2561-vWF mit und ohne Abciximab bei unterschiedlichen Scherraten

Zusammenfassend kann also  festgehalten werden, dass Abciximab die
Thrombozytenadhdsion auf Wilate und F2561-vWF unter einer arteriellen Scherrate von
1000 s! besonders wirksam hemmte. Hier war die Beteiligung des Integrins amf3 bei der
Thrombozytenadhédsion an von-Willebrand-Faktor also stark ausgepridgt. Die Ergebnisse
dieser Versuchsreihe waren somit mit den in der Literatur gefundenen Darstellungen
kongruent. Die Verwendung von Abciximab in der Versuchsreihe mit F2561-vWF bei einer
Scherrate von 1000 s zeigte eine anfingliche Plateauphase mit voriibergehender
Thrombozytenadhision, die sich zum Ende der Versuchszeit wieder 16ste.

Unter vendsen Stromungsverhédltnissen schien die Bedeutung des Integrins amPs zwar
weniger ausgepragt, aber dennoch wesentlich. Auf Wilate und Y2561-vWF erfolgte eine
Hemmung der Thrombozytenadhidsion, auf F2561-vWF konnte nur eine Inhibition auf 46 %

erreicht werden.
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3.6 Probandenversuche

Im Anschluss an diese Versuche wurde Probandenblut untersucht. Hier wurden letztendlich
nur Thrombozyten mit der HPA-1la-Variante des Integrins aumnP3 verwendet, da die in den
Evaluationsversuchen hohen Standardabweichungen eine sinnvolle Untersuchung der
Unterschiede im Adhisionsverhalten zwischen den Integrin-Varianten HPA-1a und HPA-
Ib nicht erlaubten. Es erfolgte eine Untersuchung der Adhisionsunterschiede bei
unterschiedlichen Scherraten mit den zwei beschriebenen von-Willebrand-Faktor-
Préparaten.

Getestet wurden eine vendse Scherrate von 100 s™! und eine arterielle Scherrate von

1000 5! (vgl. Abb. 13).
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Abb. 13: Pliattchenadhédsion an die vWF-Varianten F2561 und Y2651 bei unterschiedlichen Scherraten

Die beiden vWF-Varianten wiesen bei einer Scherrate von 100 s ein unterschiedliches
Verhalten auf:

Wihrend die Thrombozytenadhésion in den Versuchen mit dem F2561-vWF kontinuierlich
auf einen Wert von 106 Pixeln anstieg und damit ein dhnliches Verhalten wie in den
vorherigen Versuchen aufwies, stagnierte die Pliattchenadhésion auf Y2561-vWF friihzeitig

auf sehr geringem Niveau (durchschnittlich 12,4 Pixel). Dies steht im Gegensatz zu den
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Ergebnissen der vorherigen Versuche unter einer Scherrate von 50 s, in denen die
Thrombozytenadhdsion auf Y2651-vWF iiber die Versuchszeit einen stetigen, steileren
Anstieg auf 192,7 Pixel relative Cover Area erfuhr.

In der hier vorliegenden Versuchsreihe erreichte die Plédttchenadhdsion an die Y2561-
Variante des vVWF lediglich 11,6% der Adhésion an F2561-vWF. Uberdies traten auch in
dieser Versuchsreihe fiir beide Stoffe hohe Standardabweichungen von etwa 44% (F2561-
vWF) und 102% (Y2561-vWF) auf.

Weiterhin wurde das Verhalten der beiden vWF-Varianten unter arteriellen Bedingungen
untersucht.

Wiederum stagnierte die Thrombozytenadhésion auf Y2561-vWF auf in diesem Fall noch
niedrigerem Niveau (ca. 3,6 Pixel durchschnittlich) als bei den vorherigen Versuchen mit
einer Scherrate von 100 s™!'. Das durchschnittliche MaB der Adhésion wurde bereits nach 30
Sekunden erreicht und variierte im weiteren Versuchsverlauf nur wenig.

Die sehr geringen, schwankenden Werte ergeben sich hier aus einzelnen, kurzfristig
adhérierten und anschlieBend wieder geldsten Thrombozyten, welche im Sinne der
Auswertungskriterien (s. Kapitel 2.2.8) nicht als stabile Adhésion gewertet werden konnten.
Die bisherige Vermutung, die gepriifte von-Willebrand-Faktor-Mutation habe unter hohen
Scherraten eine gesteigerte Thrombozytenadhédsion zur Folge, konnten die vorliegenden
Versuchsergebnisse nicht unterstiitzen. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden,
dass die hier getestete arterielle Scherrate fiir den zu Grunde liegenden Sachverhalt noch zu
niedrig gewahlt war (vgl. Diskussion, Kapitel 4.1.3).

Die iiber die Versuchszeit durch Pléattchenadhdsion auf F2561-vWF bedeckte Flache zeigte
graphisch dargestellt einen bogenférmigen Verlauf bis zu einem Hochstwert von 150,2 Pixel
relative Cover Area, wobei sich zum Ende der Versuchszeit wiederum Thrombozyten und
gebildete Thromben ablosten, sodass nach 633 Sekunden ein Wert von 141 Pixel relative
Cover Area erreicht wurde. Im Vergleich zu den Evaluationsversuchen mit F2561-vWF und
Blut des Merkmals HPA-1alb ist hier ein Adhésionszuwachs von 40,9% festzustellen.

Die Standardabweichungen dieser Versuchsreihe waren durchschnittlich bei 47% (VWEF-

WT) und 266% (VWF-Y2561) angesiedelt.
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Zusammenfassung

Entgegen der Erwartungen verursachte eine Objekttrigerbeschichtung mit dem Y2561-vWF
vor allem bei hoheren Scherraten keine erhdhte Thrombozytenadhésion. Gegeniiber dem
F2561-vWF betrug sie sogar nur 11,6% unter einer vendsen Scherrate von 100 s! und 0,3%
unter einer arteriellen Scherrate von 1000 s!. Es lieB sich beziiglich der arteriellen
Simulation jedoch festhalten, dass die Plittchenadhdsion auf Y2561-vWF - unter dem
Einfluss hoher Standardabweichungen - in Verbindung mit der homozygoten HPA-1ala-
Variante des Integrins oun3; eine hohere Plittchenadhdsion verursachte, als in der Interaktion
mit der heterozygoten HPA-lalb-Variante des Integrins aunfB3. AuBBerdem war eine etwa
zehnfach héhere Thrombozytenadhision bei Verwendung einer Scherrate von 50 s und
Vollblut der heterozygoten Rezeptorvariante gegeniiber einer Scherrate von 100 s in

Verbindung mit der homozygoten Rezeptorvariante festzuhalten.
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4. Diskussion

In diesem Kapitel sollen die im Kapitel 3 vorgelegten Ergebnisse interpretiert und in den

thematischen Hintergrund eingeordnet werden.

4.1 Interpretation der Ergebnisse und Einordnung in die Literatur

4.1.1 Integrin oumps3

Die Beteiligung des Integrins aunPs an der Thrombozytenadhédsion an Varianten des vVWF
wurde mit Hilfe des beschriebenen kompetitiven Antikdrpers Abciximab bei
unterschiedlichen Scherraten demonstriert.

Wie in der Literatur erldutert [12, 38, 40] und hier présentiert, ist das Integrin demnach in
der Lage eine stabile Bindung zwischen dem von-Willebrand-Faktor und den Thrombozyten
einzurichten.

Prinzipiell ist in diesem Versuchsaufbau auf Grund der erlangten Ergebnisse immer von
einer Beteiligung des Integrins B3 auszugehen, jedoch lassen die im Ergebnisteil
geschilderten Peaks zu Beginn der Versuchszeit der Antikorper-Experimente bei einer
Scherrate von 500 s! und 1000 s! mit F2561-vWF sowie bei einer Scherrate von 500 s! mit
Wilate auch auf eine Beteiligung eines anderen Rezeptors schlie3en.

Hier kdme der GP 1ba-Rezeptor in Betracht, ein Rezeptor mit grofer Bindungs- und
kleinerer Dissoziationsrate [41], der wie bereits im Kapitel 1.6 vorgetragen fiir die
Thrombozytenadhédsion unter hohen Scherraten essentiell ist [35, 41]. Durch die
Ermdglichung der schnellen Ligandenbindung werden Thrombozyten aus dem Blutfluss
abgebremst und konnen sich nun nur noch mit einem Bruchteil der urspriinglichen
Flussgeschwindigkeit weiterbewegen. Mit Hilfe dieses Vorgangs stehen sie nun dem
Integrin amf3, welches eine niedrige Bindungsrate besitzt, zur irreversiblen Bindung zu
Verfligung [17, 41].

Da das im Adhésionsvorgang konsekutiv angesprochene Integrin ounPs in dieser
Versuchsanordnung jedoch kompetitiv mit Abciximab inhibiert war, konnte die stabile
Thrombozytenadhidsion an dieser Stelle nicht etabliert werden, worauthin sich die initial
gebundenen Plittchen wieder 16sten.

Die Erkenntnis, dass unter anwachsenden Scherraten die einleitende Bindung zwischen von-
Willebrand-Faktor und dem GP 1ba-Rezeptor zum Abbremsen der Thrombozyten
wesentlich ist, wiirde somit unter dieser Annahme gestiitzt, da das Auftreten eines Peaks bei

der geringeren vendsen Scherrate von 50 s™! nicht zu beobachten war.
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Ferner konnte die anfangs erhoht gemessene Thrombozytenadhdsion Ausdruck
unspezifischer, nur temporéirer Adhdsion sein.

Angesichts der ausgesprochen hohen Standardabweichungen in den Evaluationsversuchen
mit beiden vWF-Varianten wurde die Untersuchung des Adhidsionsverhaltens der beiden
HPA-1-Varianten des Integrins ounfB3 nicht mehr durchgefiihrt. Ein sinnvoller Vergleich von

Versuchsergebnissen schien auf dieser Grundlage unmaoglich.

Interaktion des Integrins annp3 mit Wilate

Das Therapeutikum Wilate enthélt von-Willebrand-Faktor und den Gerinnungsfaktor VIII
in gegeniiber den physiologischen Verhéltnissen stark erhohter Konzentration.

Eine Integrin aupPs-vermittelte Thrombozytenadhision auf Deckgldsern, die mit diesem
Stoff beschichtet waren, konnte in jeder Versuchsreihe nachgewiesen werden, wobei die
meiste Adhésion bei einer Scherrate von 500 s*!' zu notieren war. Unter einer Scherrate von
50 s! zeigte die graphische Darstellung der Thrombozytenadhésion auf Wilate und den
F2561-vWF {iber die Zeit einen nahezu deckungsgleichen Verlauf. Auch bei einer Scherrate
von 1000 s™! konnten die Versuche mit Wilate dhnliche Ergebnisse erzielen wie die Versuche

mit F2561-vWF.

Interaktion des Integrins amnps mit dem F2561-vWF

Der F2561-vWF rief unter friiharteriellen Bedingungen (Scherrate von 500 s™!) das héchste
MaB an Thrombozytenadhdsion hervor, unter den hier mit einer Scherrate von 1000 s
simulierten arteriellen Bedingungen, welche laut der zu Grunde liegenden Hypothese hoher
hitte sein sollen, wurde jedoch nur eine um ca. 33% geringere Thrombozytenadhésion
entfaltet.

Erginzend muss hinzugefligt werden, dass das hochste Mall der Thrombozytenadhdsion
unter hoheren Scherraten bereits nach 231 Sekunden Versuchszeit erreicht wurde. Bei einer
Verletzung des arteriellen Systems, durch die in einer kiirzeren Zeitspanne ein groflerer

Blutverlust entstehen wiirde, kann also ein ziigiger eine Blutstillung erwirkt werden.

Interaktion des Integrins amnps mit dem Y2561-vWF
Insgesamt haben Experimente mit der polymorphen Variante Y2561 des vWF nicht die
Arbeitshypothese basierend auf den Forschungsergebnissen von Hellermann et al. (2007)

[9] bestitigt, die das Y2561-Allel des von-Willebrand-Faktors als neu erkannten
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Risikofaktor fiir einen Myokardinfarkt bei Frauen unter 55 Jahren darstellten, in deren Folge
im Vergleich in den Experimenten mit F2561-vWF eine hohere Thrombozytenadhésion
erwartet wurde.

Diese These ist auf Grund der hier vorliegenden Versuchsergebnisse zumindest bei Personen
mit dem HPA-lala und dem HPA-lalb-Merkmal im Rezeptorpolymorphismus des
Integrins ouPs nicht haltbar, zusétzlich musste ein noch niedrigeres Adhésionsniveau fiir
das HPA-1lalb-Merkmal (Cover Area 0,1292 Pixel zu 3,6 Pixel bei HPA-1ala, Scherrate
1000 s') dokumentiert werden.

Bei einer Scherrate von 1000 s!, wie sie in kleinen Arterien, zum Beispiel den
Koronararterien vorherrscht, blieben jedoch nahezu keine Thrombozyten stabil am
immobilisierten von-Willebrand-Faktor haften.

Da selbst transiente Plattchenadhésion, wie sie beispielsweise liber den GP 1ba-Rezeptor
vermittelt wird, nicht festzustellen war, konnte dies als fehlende Interaktion mit beiden fiir
die Thrombozytenadhision relevanten Rezeptoren aufgefasst werden.

Eine Bindung der polymorphen Variante des vVWF an das Integrin a3 ist dennoch moglich
und bewiesen, da bei einer Scherrate von 50 s eine deutliche Thrombozytenadhidsion
ermittelt wurde. Dass sie unter allen verwendeten Stoffen hier am hdchsten ausfiel, konnte
zudem in den Struktureigenschaften des rekombinant hergestellten von-Willebrand-Faktors

begriindet liegen.

4.1.2 Die polymorphe Variante des vWF

Schneppenheim et al. stellten im Jahr 2011 Uberlegungen zu den Auswirkungen
unterschiedlicher Mutationen des von-Willebrand-Faktor-Gens an [42].

Der in der Y2561-Variante begriindete Aminosaureaustausch erfolgt in unmittelbarer Nihe
des RGD-Bindungsmotivs in der C1-Domine des vVWF. Wie zuvor erldutert handelt es sich
dabei um die fiir die Ligandenbindung an das Integrin amfB3 wichtige Proteinsequenz des
vWEF an den Stellen 1744-1746.

Eine Mutation in der Primérstruktur von Proteinen kann eine Verdnderung der Sekundir-
und Tertidrstruktur zur Folge haben. In diesem Fall nimmt die Tertidrstruktur des Proteins
sowie seine Anhdufung in eine Multimer-Form Einfluss auf die Funktion des von-
Willebrand-Faktors. Wire durch eine Mutation die rdumliche Struktur des von-Willebrand-
Faktors verdndert, hitte dies Auswirkung auf seine Funktionen im Rahmen der Hdmostase,

beispielsweise wiren ein Defizit in der Rezeptorbindung (an das GP 1b oder das Integrin
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amPB3) oder ein Defekt der Scherraten-induzierten Wirkung des von-Willebrand-Faktors
vorstellbar. In der jiingst veroffentlichten Arbeit von Schneppenheim et al. konnte an Hand
der Versuchsergebnisse eher ein ,,gain of function® fir die Y2561-Variante des vWF
angenommen werden [47].

Die unserer Arbeit zu Grunde liegende These, dass die Y2561-Variante des vWF eine
erhohte Pléttchenadhédsion verursacht und damit eine erhohte Gefahr fiir arterielle
Thrombosen darstellt, welche in der Folge Myokardinfarkte herbeifiihren konnen, beruht auf
der zuvor beschriebenen Studie von Hellermann et al. aus dem Jahr 2007 [9]. Hier wurde
bei unter 55-jdhrigen Frauen mit wiederholtem Myokardinfarkt ein gehduftes Auftreten des
genannten von-Willebrand-Faktor-Merkmals entdeckt. Eine Assoziation mit einer KHK war
nicht nachweisbar. Somit konnte die vorliegende Variante zu einer prothrombotischen

Eigenschaft flihren, die das vorzeitige Eintreten eines Infarktes zur Folge hat.

4.1.3 Unterschiedliche Scherraten

Die unter hoheren Scherraten von und beobachtete geringere Adhdsion auf Y2561-vWF ist
moglicherweise mit einem physiologischen Phdnomen erklarbar. Wie bereits dargelegt, wird
die Interaktion des von-Willebrand-Faktors mit dem GP 1ba-Rezeptor zur Initiation der
Hiamostase bei hoheren Scherraten immer wichtiger. Hierbei handelt es sich zwar um eine
instabile Bindung, diese ist jedoch in der Lage das Integrin ouwf3 bei der Etablierung der
dauerhaften Thrombozytenadhdsion zu unterstiitzen. Wenn die verdnderte Struktur des von-
Willebrand-Faktors bei hoheren Scherraten kein Uncoiling mehr zuldsst und
dementsprechend seine vielen Kontaktstellen nicht freigelegt werden, kann eine bei hohen
Scherraten besonders wichtige Rezeptorbindung zum GP 1ba nur in eingeschrinktem Mal3e
eingegangen und die nachfolgende stabile Bindung an das Integrin o3 somit verhindert
werden.

Weiterhin wire fiir das von Savage et al. und das in den dieser Arbeit zugehorigen Versuchen
beschriebene Phdnomen des Thrombozyten-Rolling [37] mdglicherweise auch die unter
diesen Scherraten instabile Bindung zwischen der A1-Doméne des vWF und dem GP 1ba-
Rezeptor ursdchlich. Abgebremste Blutplittchen werden durch die hohen Scherkréfte wieder
geldst und konnten mit einem anderen GP1ba-Rezeptor eine neue Kopplung iiber den vWF
eingehen. Die stabile und irreversible Adhésion der aktivierten Thrombozyten {iber das

Integrin amP3 bleibt somit mangels ausreichender Ligandenbindungszeit aus.
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Dem steht jedoch entgegen, dass die Thrombozytenadhision unter dem Einfluss hoher
Scherraten auch ohne eine vorherige Aktivierung der Pléttchen [40], zum Beispiel durch
Thromboxan und Adenosindiphosphat [36], mittels der Bindung an den von-Willebrand-
Faktor eingeleitet werden kann.

Obwohl der von-Willebrand-Faktor bis zu einer Scherrate von weniger als 1000 s™! in seiner
gecoilten und ab etwa 1000 s™! in der gestreckten, funktionell multivalenten Form vorliegen
soll [45], besteht die Moglichkeit, dass die in dieser Versuchsanordnung gewéhlten
Scherraten zu niedrig fiir eine Aktivierung dieses Mechanismus und zu hoch fiir eine
kompetente Ligandenbindung seitens des Integrins a3 gewahlt waren [46].

Im Bereich von Scherraten um 50-40.000 s ist mit der Ausbildung der in der Einfiihrung
erlduterten Discrete Adhesion Points (DAPs) zu rechnen, deren Membranabschnitt nach der
Bindung eines Liganden in Richtung des Blutflusses in die Linge gezogen werden kann
(Ausbildung der Tethers). Dabei ist von Bedeutung, dass das Elastizitdtsmodul der
Thrombozytenmembran erst ab einer Scherrate von 6000 s! {iberwunden wird [35]. Dies
legt nahe, dass einmal gebundene Thrombozyten im hier verwendeten Versuchsaufbau nur
durch einen Bindungsverlust mit den entsprechenden Oberflichenrezeptoren wieder
freigegeben werden konnen, weniger aber durch das Abrei3en der o.g. Tethers. Fiir die hier
durchgefiihrte Versuchsreihe bedeutet dies, dass das besonders in den Versuchen mit F2561-
vWF vorgestellte Abreilen von Thrombozyten und Thromben durch eine nicht ausreichend
stabile Rezeptorbindung bedingt sein konnte.

In den o.g. Daten von Schneppenheim et al. zeigten sich bei Scherraten um 500 s! noch
keine relevanten Unterschiede in der Thrombozytenadhision zwischen der Y2561- und der
F2561-Variante des vWF. Bei Scherraten ab 1800 s' wurde jedoch eine erhohte
Thrombozytenadhdsion bei Vorliegen von Y2561-vWF merklich.

Diese Resultate werden durch die Versuchsergebnisse unserer Arbeit nicht gestiitzt.
Ursédchlich konnten hier die deutlich geringere Fallzahl, sehr hohe Standardabweichungen
innerhalb der Versuchsreihen sowie auch unterschiedliche Methoden (Flusskammer vs.

BioFlux-System) sein [47].
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6. Anhang
1. Einheit der Scherrate: [(cm/s)/cm] = [s7']

2. Formel fiir den Zusammenhang Scherrate-Pumpeneinstellung:

Fiir die Berechnung der Scherraten wurde folgende Formel verwendet:

_6x0
Y = o xh2

y = Scherrate (s™)

Q = Flussrate (ml/s)
b = Breite der Flusskammer (16mm)

h = Hohe der Flusskammer (Dichtungshéhe 250um)

Daraus ergaben sich folgende Scherraten:

Flussrate [ml/min] Flussrate[ml/h] Scherrate [s7] Einstellung an
der Pumpe [ml/h]

1 0,96

5 300 500 9,6

10 600 1000 19,2

3. Makro zur Auswertung der einzelnen Bildstapel:

open("L:\\Bleyer\\110726-04\\0018.tif");
setAutoThreshold();
//run("Threshold...");

setThreshold(1, 255);

run("Convert to Mask");
open("I:\\Bleyer\\110726-04\\0019.tif");
setAutoThreshold();
/frun("Threshold...");

setThreshold(1, 255);

run("Convert to Mask");
imageCalculator("AND create", "0018.tif","0019.tif");

//run("Image Calculator...", "imagel1=0018.tif operation=AND image2=0019.tif create");

run("Analyze Particles...", "size=0-Infinity circularity=0.00-1.00 show=Nothing

summarize");
open("L:\\Bleyer\\110726-04\\0038.tif");
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setAutoThreshold();

//run("Threshold...");

setThreshold(1, 255);

run("Convert to Mask");

open("I:\\Bleyer\\110726-04\\0039.tif");

setAutoThreshold();

/frun("Threshold...");

setThreshold(1, 255);

run("Convert to Mask");

imageCalculator("AND create", "0038.tif","0039.tif");

//run("Image Calculator...", "imagel1=0038.tif operation=AND image2=0039.tif create");
run("Analyze Particles...", "size=0-Infinity circularity=0.00-1.00 show=Nothing
summarize");

open("L:\\Bleyer\\110726-04\\0058.tif");

setAutoThreshold();

//run("Threshold...");

setThreshold(1, 255);

run("Convert to Mask");

open("I:\\Bleyer\\110726-04\\0059.tif");

setAutoThreshold();

/frun("Threshold...");

setThreshold(1, 255);

run("Convert to Mask");

imageCalculator("AND create", "0058.tif","0059.tif");

//run("Image Calculator...", "imagel1=0058.tif operation=AND image2=0059.tif create");
run("Analyze Particles...", "size=0-Infinity circularity=0.00-1.00 show=Nothing
summarize");

open("L:\\Bleyer\\110726-04\\0078.tif");

setAutoThreshold();

//run("Threshold...");

setThreshold(1, 255);

run("Convert to Mask");

open("I:\\Bleyer\\110726-04\\0079.tif");

setAutoThreshold();

//run("Threshold...");

setThreshold(1, 255);

run("Convert to Mask");

imageCalculator("AND create", "0078.tif","0079.tif");

//run("Image Calculator...", "imagel1=0078.tif operation=AND image2=0079.tif create");
run("Analyze Particles...", "size=0-Infinity circularity=0.00-1.00 show=Nothing
summarize");

open("I:\\Bleyer\\110726-04\\0098.tif");

setAutoThreshold();

//run("Threshold...");

setThreshold(1, 255);

run("Convert to Mask");

open("L:\\Bleyer\\110726-04\\0099.tif");

setAutoThreshold();

//run("Threshold...");

setThreshold(1, 255);

run("Convert to Mask");
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imageCalculator("AND create", "0098.tif","0099.tif");

//run("Image Calculator...", "image1=0098.tif operation=AND image2=0099.tif create");
run("Analyze Particles...", "size=0-Infinity circularity=0.00-1.00 show=Nothing
summarize");

open("I:\\Bleyer\\110726-04\\0118.tif");

setAutoThreshold();

/frun("Threshold...");

setThreshold(1, 255);

run("Convert to Mask");

open("L:\\Bleyer\\110726-04\\0119.tif");

setAutoThreshold();

//run("Threshold...");

setThreshold(1, 255);

run("Convert to Mask");

imageCalculator("AND create", "0118.tif","0119.tif");

//run("Image Calculator...", "imagel1=0118.tif operation=AND image2=0119.tif create");
run("Analyze Particles...", "size=0-Infinity circularity=0.00-1.00 show=Nothing
summarize");

open("I:\\Bleyer\\110726-04\\0138.tif");

setAutoThreshold();

//run("Threshold...");

setThreshold(1, 255);

run("Convert to Mask");

open("L:\\Bleyer\\110726-04\\0139.tif");

setAutoThreshold();

//run("Threshold...");

setThreshold(1, 255);

run("Convert to Mask");

imageCalculator("AND create", "0138.tif","0139.tif");

//run("Image Calculator...", "image1=0138.tif operation=AND image2=0139.tif create");
run("Analyze Particles...", "size=0-Infinity circularity=0.00-1.00 show=Nothing
summarize");

open("I:\\Bleyer\\110726-04\\0158.tif");

setAutoThreshold();

/frun("Threshold...");

setThreshold(1, 255);

run("Convert to Mask");

open("I:\\Bleyer\\110726-04\\0159.tif");

setAutoThreshold();

/frun("Threshold...");

setThreshold(1, 255);

run("Convert to Mask");

imageCalculator("AND create", "0158.tif","0159.tif");

//run("Image Calculator...", "imagel1=0158.tif operation=AND image2=0159.tif create");
run("Analyze Particles...", "size=0-Infinity circularity=0.00-1.00 show=Nothing
summarize");

open("L:\\Bleyer\\110726-04\\0178.tif");

setAutoThreshold();

//run("Threshold...");

setThreshold(1, 255);

run("Convert to Mask");
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open("I:\\Bleyer\\110726-04\\0179.tif");

setAutoThreshold();

/frun("Threshold...");

setThreshold(1, 255);

run("Convert to Mask");

imageCalculator("AND create", "0178.tif","0179.tif");

//run("Image Calculator...", "imagel1=0178.tif operation=AND image2=0179.tif create");
run("Analyze Particles...", "size=0-Infinity circularity=0.00-1.00 show=Nothing
summarize");

open("L:\\Bleyer\\110726-04\\0198.tif");

setAutoThreshold();

//run("Threshold...");

setThreshold(1, 255);

run("Convert to Mask");

open("I:\\Bleyer\\110726-04\\0199.tif");

setAutoThreshold();

/frun("Threshold...");

setThreshold(1, 255);

run("Convert to Mask");

imageCalculator("AND create", "0198.tif","0199.tif");

//run("Image Calculator...", "imagel1=0198.tif operation=AND image2=0199.tif create");
run("Analyze Particles...", "size=0-Infinity circularity=0.00-1.00 show=Nothing
summarize");
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