
Aus dem Universitätsklinikum Münster 

Institut für Anatomie 

- Direktor: Univ.-Prof. Dr. R. Hildebrand – 

 

 

 

Einfluss von Neopterin auf die Aktivierbarkeit menschlicher Blutplätt-
chen durch Thrombin und Arachidonsäure. 

- Eine photometrische und mikroskopische Untersuchung von  

Thrombozyten in Suspension - 

 

 

 

INAUGURAL-DISSERTATION 

zur 

Erlangung des doctor medicinae dentium 

der Medizinischen Fakultät 

der Westfälischen Wilhelms-Universität Münster 

 

 

vorgelegt von Wolff, Philipp 

aus Bielefeld  

2004 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen Fakultät der Westfälischen  

Wilhelms-Universität Münster 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dekan: Univ.-Prof. Dr. med. H. Jürgens 

 

1. Berichterstatter: Priv.-Doz. Dr. T. Filler 

2. Berichterstatter: Priv.-Doz. Dr. H.-P. Wiesmann 

Tag der mündlichen Prüfung: 14.05.2004 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Aus dem Universitätsklinikum Münster 

Institut für Anatomie 

- Direktor: Univ.-Prof. Dr. R. Hildebrand - 

Referent: Priv.-Doz. Dr. T. Filler 

Koreferent: Priv.-Doz. Dr. H.-P. Wiesmann 

 

Zusammenfassung 

Einfluss von Neopterin auf die Aktivierbarkeit menschlicher Blutplättchen durch Thrombin und 

 Arachidonsäure 

-   Eine photometrische und mikroskopische Untersuchung von 

Thrombozyten in Suspension   - 

Wolff, Philipp 

 

Inhalt der Arbeit ist die erstmalige Untersuchung des Einflusses von Neopterin auf die Aktivierbarkeit 

gewaschener Thrombozyten. Die verwendete Waschmethode nach Patscheke eignet sich zur Gewinnung 

von Suspensionen inaktiver Plättchen in einer proteinarmen Lösung.  

Die Blutplättchen wurden vor beziehungsweise nach den Waschvorgängen mit Neopterin inkubiert und 

im gewaschenen Zustand mit Thrombin und Arachidonsäure aktiviert. Die Auswertung der Versuche er-

folgte mit Hilfe der Aggregometrie, der Lichtmikroskopie und der Elektronenmikroskopie. Mit diesen Ver-

fahren konnte die funktionelle Morphologie der Blutplättchen nach erfolgter Aktivierung beurteilt werden. 

Die Ergebnisse zeigen keine Zeichen einer Veränderung der Aktivierungsfähigkeit von Blutplättchen un-

ter dem direkten Einfluss von Neopterin in vitro. Die Aktivierung mit Thrombin weist alle Merkmale einer 

vollständigen Aktivierung, resultierend in der Bildung kompakter Aggregate, auf. Die Gabe unphysiologi-

scher Mengen Arachidonsäure hatte starke Zelllyse zur Folge, doch führte auch sie zur Aktivierung der 

Blutplättchen.  

Die Ergebnisse waren unabhängig von den verschiedenen gewählten Neopterinkonzentrationen. Die 

gemachten Beobachtungen waren identisch mit der nicht mit Neopterin inkubierten Kontrollgruppe. Eine 

Inkubation der Blutplättchen mit Neopterin, sei es im PRP oder in gewaschenem Zustand, hatte keinen 

nachweisbaren Effekt auf die Aktivierung mit Thrombin oder Arachidonsäure. 

Dies schließt einen Zusammenhang zwischen Neopterin und der Aktivierbarkeit von Thrombozyten nicht 

aus. Vielmehr stellt diese Studie den Anfang für weiterführende Untersuchungen zu diesem Thema dar. Es 

wird Gegenstand weiterer Studien sein müssen, die aufgezeigten Theorien zu untersuchen und eine et-

waige Verbindung zwischen Neopterin und dem thrombozytären Gerinnungssystem herstellen zu können. 
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1. Einleitung 

1.1 Morphologie von Thrombozyten 

 
Menschliche Blutplättchen sind kernlose und unter Ruhebedingungen schei-

benförmige Zellfragmente mit einem Durchmesser von 2-5 µm. Sie werden im 

Knochenmark als Abschnürungen aus dem Zytoplasma von Megakaryozyten 

gebildet. Im Blut des Gesunden befinden sich normalerweise 140 000 –        

360 000 Thrombozyten/µl. 

Die Plättchen werden vom Plasmalemm umgeben, dem außen eine Schicht 

aus Glykosaminogykanen und Glykoproteinen, die Glykokalix, anliegt. Einge-

baut in die Glykokalix und die Plättchenmembran sind Glykoproteinkomplexe 

und Rezeptoren für verschiedene Liganden, über die die Plättchenmembran 

auch an Adhäsions- und Aggregationsvorgängen beteiligt sind. (White 1979, 

1994, Peerschke 1992, Rosenblum 1994) 

Vom Plasmalemm strahlen Mikrofilamente in das Hyaloplasma ein und sind 

so an der Formgebung der Blutplättchen beteiligt (Holmsen 1982). Zusätzlich 

hält ein zirkuläres Band von Mikrotubuli in unmittelbarer Nähe der Plasma-

membran die Thrombozytenform aufrecht (White 1994, Fox 1988). Strukturpro-

teine, vor allem Aktin, befinden sich in der Peripherie des Zytoplasmas und 

sind, abhängig vom Aktivierungszustand des Blutplättchens, in Polymerisati-

onsgrad und räumlicher Anordnung Veränderungen unterworfen. Kommt es zur 

Plättchenaktivierung, wird das Zytoskelett zu einer elektronendichten Masse 

gebündelter Filamente (Ware und Coller 1995) und beteiligt sich an der Pseu-

dopodienbildung, der Zentralisierung und Sekretion der Granula und der shape 

change (White 1994).  

Thrombozyten enthalten verschiedene Organellen, Membransysteme und 

Glykogen. Zu den Organellen zählen unter anderem Mitochondrien, Lysoso-

men, Peroxysomen, elektronendichte Granula und α-Granula (Abb. 1.1). 

Die Mitochondrien sind wichtig für den Energiemetabolismus der Thrombozy-

ten, Glykogen dient ihnen als Energiespender (Ware und Coller 1995). Die   
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elektronendichten Granula speichern ADP, ATP, Calcium und Serotonin. Die   

α-Granula enthalten Fibrinogen, Adhäsionsproteine, Thromboglobulin, Zytokine, 

Plättchenfaktor 4,  Willebrand-Faktor, Thrombospondin, Vitronektin und Albumin 

(Ware und Coller 1995).  

 

 

Abb. 1.1: Darstellung ultrastruktureller Merkmale eines diskoiden Plättchens im Längsschnitt. 
(EC) exterior coat, (CM) trilaminar unit membrane, (CS) surface-connected canalicular 
system, (MT) zirkumferentes Band der Mikrotubuli, (Gly) Glykogen Granula, (GZ) Golgi-
Apparat, (M) Mitochondrien, (DB) Dense Bodies, (G) α-Granula, (DTS) Dense Tubular 
System (nach White 1994).  

 

Zu den Membransystemen der Thrombozyten zählen das open canalicular sys-

tem (OCS) und das dense tubular system (DTS). Die Hohlräume des OCS 

kommunizieren über Invaginationen des Plasmalemms mit dem Extrazellulär-

raum. Während der Thrombozytenaktivierung findet eine OCS-Evagination 

statt. Das  kanalikuläre System stellt somit ein Membranreservoir für die Ober-

flächenvergrößerung der aktivierten Plättchen dar (Gentry 1992, Morgenstern et 

al. 1990). So dient es als Transportweg für Sekretionsprodukte der Granula und 
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für Stoffe aus dem Blutplasma (White 1972). Nach der Thrombozytenaktivie-

rung konnte die Fusion zwischen OCS-Kanälen und α-Granula beobachtet wer-

den (Blockmans et al. 1995, White & Krumwiede 1987, Stenberg et al. 1984). 

Die Membranschläuche des DTS sind vor allem in der Nähe der Mikrotubuli 

lokalisiert und stammen wahrscheinlich vom glatten endoplasmatischen Retiku-

lum der Megakaryozyten ab. Sie dienen als Calciumspeicher und halten über 

eine Calciumpumpe im Zytoplasma einen niedrigen Calciumspiegel aufrecht 

(White 1979, 1994, Ware und Coller 1995). Wird es aktiviert, setzt es Calcium 

frei. Darüber hinaus spielt das DTS eine Rolle in der Synthese von Prostaglan-

dinen (White 1979, Ware und Coller 1995). 
 

1.2 Aspekte zum Mechanismus der Aktivierung von Thrombozyten 

 
Blutplättchen spielen bei der Hämostase eine entscheidende Rolle. Ihre Aktivie-

rung ist ein komplexes, aus einer Reihe von sich überlappenden Teilreaktionen 

bestehendes Geschehen. Sind sie nicht beschädigt und unstimuliert, zirkulieren 

sie im Blut, ohne miteinander oder mit der Gefäßwand zu verkleben.  

Sie können durch unterschiedliche Reize und Substanzen aktiviert werden. 

Auf eine Aktivierung reagieren Plättchen mit verschiedenen Mechanismen. Sie 

äußert sich in der shape change, der Aggregation und Sekretion (Ware und 

Coller 1995, Zucker und Nachmias 1985). Man unterscheidet dabei zwischen 

reversiblen Reaktionen, bestehend aus shape change, Adhäsion und primär 

reversibler Aggregation sowie irreversiblen Reaktionen, bestehend aus Sekreti-

on von Inhaltsstoffen und der sekundär irreversiblen Aggregation. Der shape 

change manifestiert sich in der Ausbildung langer, dünner Pseudopodien mit 

einem Durchmesser von 0,1 µm. Die Plättchen verlieren dann ihre diskoide 

Form nehmen eine sphärische Gestalt an und die Pseudopodien verbreitern 

sich (Deranleau 1985, Nachmias 1983, Barnhart 1972). Dies führt zu einer                         

Oberflächenvergrößerung des Thrombozyten, die ein Mehrfaches des Aus-

gangsumfanges erreichen kann (Deranleau 1985, Niija 1987). 

Ausgelöst wird dieser Gestaltwandel durch die Aktivierung des kontraktilen 

Systems der Blutplättchen durch Calciumionen. Im Zuge der shape changes 
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kommt es zur Zentralisierung der Granula. Die Mikrotubuli verlagern sich dabei 

zentralwärts und umgeben ringförmig, gemeinsam mit Mikrofilamenten, die 

Plättchengranula (White 1994, Zucker und Nachmias 1985).  

Die Pseudopodienbildung ermöglicht den Thrombozyten in einen engen ver-

zahnten Kontakt zu treten. Im Zuge der Umorganisation der Plasmamembran 

kommt es zur Exposition des Glykoproteins IIb/IIIa, das eine hohe Bindungs-

aktivität für Fibrinogen, Fibronectin und Calcium besitzt. So kommt es bei     

aktivierten Plättchen durch die Vermittlung von Fibrinogen und Fibronectin in 

Anwesenheit von Calcium zur Bildung von Fibrinbrücken untereinander            

(Rosenblum 1997).  

Begleitet ist die sekundäre, dauerhafte Aggregation durch die gezielte Sekre-

tion von Inhaltsstoffen der dense bodies und der α-Granula (Rosenblum 1997, 

Zucker und Nachmias 1985). Diese Inhaltsstoffe dienen ihrerseits als            

Aktivatoren oder als Aggregationskofaktoren, wie zum Beispiel ADP, Serotonin,        

Calciumionen und Fibrinogen.  

Es werden zwei unterschiedliche Wege als Sekretionsmechanismen be-

schrieben. Einerseits gibt es die Hypothese, dass die Granula zur Peripherie 

wandern und dort in membranassoziierte, multivesikuläre Strukturen umgewan-

delt werden, die sich auflösen und ihren Inhalt an die Umgebung abgeben    

(Polasek 1987). Andere Autoren vertreten die Auffassung, dass die Granula im 

Zentrum der Plättchen mit der Membran des OCS verschmelzen und ihren   

Inhalt über die Kanäle an die Oberfläche abgeben (Escolar 1991, Wencel-Drake 

1991, White 1995). 
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1.3 Biomechanische Mechanismen der Aktivierung  

 

Ein breites Spektrum von Substanzen ist für die Aktivierung von Blutplättchen 

verantwortlich. Zu ihnen gehören der Willebrand-Faktor und Kollagen, die die 

Adhäsion stimulieren; Thrombin als ein starker Agonist; Endoperoxide, TxA2 

und ADP, die von aktivierten Plättchen sezerniert werden und so zum positiven 

Rückkopplungskreis gehören. Epinephrine und Vasopressin, und der Platelet 

activating factor (PAF), der von stimulierten Neutrophilen und Makrophagen 

freigesetzt wird, wirken ebenfalls aktivierend.  

Die Aktivierung der Plättchen erfolgt zuerst über die Bindung von löslichen 

oder unlöslichen extrazellulären Agonisten, wie etwa Kollagen oder Thrombin, 

an einen oder mehrere Rezeptoren in der Plättchenmembran. Werden Plätt-

chen zum Beispiel von Thrombin stimuliert, führt dies zu einer Aktivierung der 

Guanin-Nukleotid-bindenden Proteine, die ihrerseits Phospholipase C in der 

Plättchenmembran aktivieren (Kroll und Schafer 1989, Siess 1989). Phospholi-

pase C hydrolisiert Phopho-tidylinositolbiphosphat, einen Bestandteil der 

Membran, in Diacylglycerol (DAG) und 1,4,5-Triphosphat (IP3). DAG und IP3 

sind second messenger (Brass 1993). IP3 bindet an einen Rezeptor im DTS 

und verursacht eine Mobilisierung von intrazellulärem Calcium (Siffert 1995, 

1988, 1987), während DAG die Proteinkinase C (PKC) aktiviert, die bei der 

Formation des Cytoskeletts eine wichtige Rolle spielt (Asaoka 1993, Yoshida 

1988). PKC ist der primäre intrazelluläre Rezeptor für Phorbolester und kann 

durch diesen aktiviert werden. Die Aktivierung der PKC und die Phosphorylie-

rung ihrer Substrate korreliert mit der Plättchenaktivierung.  

Der Konzentrationsanstieg vom Calcium im Zytosol führt zu einer Aktivierung 

weiterer Effektorsysteme wie die Myosin-Light-Chain-Kinase (MLCK), die durch 

Proteinphosphorylierung die Interaktion von Myosinfilamenten mit Aktin ermög-

licht. Dieser Mechanismus ist bedeutend für die shape change und die Sekreti-

on der Inhaltsstoffe der Granula. 

Beides, sowohl der intrazelluläre Konzentrationsanstieg von Calcium als auch 

die G-Proteine, stimulieren die Phospholipase A2 (PLA2). PLA2 setzt aus 
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Phospholipiden der Plättchenmembran Arachidonsäure frei. Dies ist der Initial-

schritt der Eicosanoidsynthese (Rosenthal 1995). Die freigesetzte, wie auch die 

von extrazellulär aufgenommene Arachidonsäure, werden von dem Enzym  

Cyclooxygenase zu den Endoperoxiden PGG2 und PGH2 umgesetzt, die      

ihrerseits durch die Thromboxansynthase in TxA2 umgesetzt werden (Fitzgerald 

1991). Die Endoperoxide, sowie in besonderem Maße TxA2, sind wichtige Akti-

vatoren der Plättchen. So sind sie Bestandteil eines weiteren Rückkopplungs-

kreises der Plättchenaktivierung. 

Die Sekretionsprodukte der elektronendichten Granula, ADP und Serotonin, 

verhalten sich wie lokale Hormone, binden sich an spezifische Rezeptoren und 

amplifizieren so die Plättchenantwort. ADP induziert einerseits die shape   

change und die Freisetzung der Fibrinogenrezeptoren; und andererseits hemmt 

es die PgE1- oder Prostazyklinstimulierte Adenylatcyclase und fördert so die 

Freisetzung von Calcium ins Zytosol. So wird die Aktivierungsreaktion im Sinne 

eines positiven Feedbacks, ähnlich einer Kaskadisierung, mehrfach verstärkt.  

 

1.4 Neopterin 

 

Neopterin wird bereits seit über 20 Jahren untersucht (Nixon 1980, Hausen 

1982) und ist ein Marker zellvermittelter Immunität (Fuchs 1993, Müller 1998, 

Hamerlinck 2000, Murr 1999). Aufgrund seiner chemischen Struktur gehört es 

zur Gruppe der Pteridine, die erstmals 1889 aus biologischem Material isoliert 

wurden (Vrecko 1997, Millner 1998, Haavik 1989). Sie können in aromatische 

Pteridine, 7,8-Dihydropteridine, 5,6,7,8,-Tetrahydropteridine, Lumazine und an-

dere Pteridine unterteilt werden. 

Neopterin gehört zu den aromatischen Pteridinen (Oettl 1999). Es entsteht 

aus Guanosin-Triphosphat während der Biosynthese von Tetrahydrobiopterin. 

GTP Cyclohydrolase I spaltet das Purin zu 7,8 Dihydroneopterintriphosphat, 

welches durch eine Phosphatase zu Neopterin und 7,8-Dihydroneopterin     

konvertiert wird (Murr 2002). 
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Abb. 1.2: Biosynthese von Neopterinderivaten in menschlichen Monozyten/Makrophagen. Auf-
grund eines konstitutionellen Mangels an 6-pyruvoyl-tetrahydrobiopterinsynthase 
sammeln sich große Mengen von Neopterinderivaten auf Kosten von Biopterinderiva-
ten. (aus Murr et al. 2002) 

Wird die GTP Cyclohydrolase aktiviert, so produzieren die meisten Zellen, wie 

Fibroblasten oder Endothelzellen, Tetrahydrobiopterin und nur geringe Mengen 

Neopterinderivate. Da menschliche Makrophagen und Monozyten jedoch einen 

Mangel an 6-Pyruvoyl-Tetrahydropterinsynthase, die 7,8-Dihydroneopterin-

triphosphat in Tetrahydrobiopterin umwandelt, aufweisen, führt dies in diesen    

Zellen zur Akkumulation von 7,8 Dihydroneopterintriphosphat. 7,8-Dihydro-

neopterintriphosphat wird durch Phosphatasen zu Neopterin und 7,8-Dihydro-

neopterin im Verhältnis 1:3 konvertiert (Wachter 1989, Fuchs 1988, 1989). Aus 
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diesem Grund scheinen Monozyten und Makrophagen die bedeutendste Quelle 

für Neopterin und 7,8-Dihydroneopterin darzustellen (Abb. 1.2) (Anwaar 1998). 

Interferon (IFN)-γ ist der zentrale Auslöser für die Aktivierung von GTP      

Cyclohydrolase I und vermittelt so die Akkumulierung von Neopterin und        

7,8 Dihydroneopterin in Monozyten und Makrophagen (Huber 1984). Verschie-

dene Cytokine, wie zum Beispiel Interleukin (IL)-2, sind in der Lage, die IFN-γ 

Freisetzung aus T-Helferzellen zu induzieren und so zusätzlich eine Neopterin-

freisetzung zu provozieren (Brown 1989). IL-2 und besonders IFN-γ werden  

typischerweise von T-Helferzellen des Subtyps 1 produziert, die die durch zyto-

toxische T-Zellen vermittelte Immunantwort fördern (Romagnani 1991). Eine 

erhöhte Neopterin-produktion in Körperflüssigkeiten, bei Krankheiten wie Virus-

infektionen, spiegelt somit die Aktivierung der zellvermittelten Immun-antwort 

wieder (Fuchs 1988). 

In vitro kann die Neopterinproduktion auch durch eine Stimulierung mit      In-

terferon-α induziert werden. Hierfür ist allerdings eine 1000-fach höhere Dosis 

als bei Interferon-γ nötig (Huber 1984). Andere potente Aktivatoren von Mono-

zyten/Makrophagen induzieren zwar nicht die Freisetzung bedeutender Mengen 

Neopterin (Nathan 1986), einige können aber die Interferon-γ vermittelte       

Neopterinproduktion superinduzieren (Werner-Felmayer 1989).  

Neopterin kann auch in anderen Zellen, wie Nierenepithelzellen, durch Stimu-

lierung mit IFN-γ produziert werden, allerdings in geringeren Mengen als in 

Makrophagen (Moutabarrik 1994). Diese Produktion durch Epithelzellen wird 

von einer Tetrahydrobiopterinproduktion begleitet (Werner-Felmayer 1993). 

Neopterin ist als ein Marker verbunden mit der Aktivität von Monozyten und 

Makrophagen, die es produzieren und in verschiedene Körperflüssigkeiten frei-

setzen, wie Serum (Werner 1987, Oda 1999, Diamondstone 1994) , Liquor 

(Millner 1998), Synovia, Pankreassaft, Urin (Werner 1987, Oda 1999, Zangerle 

1994, Kronberger 1995), Speichel (Katoh 1989) und Aszitesflüssigkeit (Zeimet 

1998).  
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Zusätzlich besteht ein enger Zusammenhang zwischen der von diesen Zellen 

produzierten Menge Neopterin und ihrer Kapazität zur Freisetzung von Wasser-

stoffperoxid. Die Neopterinkonzentration reflektiert so das Ausmaß des durch 

die Aktivierung des Immunsystems verursachten oxidativen Stresses (Weiss 

1998). Ausgeschieden wird Neopterin in unverändertem Zustand vornehmlich 

über die Nieren. 

Monozyten und Makrophagen scheinen bei Menschen der Hauptursprung zu 

sein (Anwaar 1998). Die Obergrenze des Normwertes von Neopterin im Serum 

beträgt 10nmol/L (Millner 1998) und ist abhängig vom Alter (Ledochowski 

1999), höher bei Kindern und älteren Menschen (Oettl 1999), jedoch nicht vom 

Geschlecht (Werner 1987, Diamondstone 1994). 

Studien haben abnormal hohe Neopterinkonzentrationen in Körperflüssigkei-

ten in verschiedenen klinischen Zuständen, wie Allotransplantatabstoßung,  

Infektionen, Autoimmunkrankheiten, Herz- und Nierenfehlern, koronaren Herz-

krankheiten, bösartigen Tumorerkrankungen, Arteriosklerose und bei Myokard-

infarkten nachgewiesen.  

Da die Dihydroformen der Pteridine sehr labil sind, ist die Sammlung und 

Speicherung von Proben in großem Umfang zur klinischen Diagnostik proble-

matisch. Deshalb wird in der täglichen klinischen Routine nur das wesentlich 

stabilere Neopterin quantifiziert. Im Serum kann Neopterin leicht durch Immuno-

assays bestimmt werden; die Durchschnittskonzentration liegt bei gesunden 

Erwachsenen bei 5,3±2,7 nM (Wachter 1989, Fuchs 1989). Da Neopterin     

konstant ausgeschüttet wird, können alternative oder zusätzliche Messungen 

der Neopterinkonzentration in Urinproben unternommen werden. 
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1.5 Fragestellung 

 

Nachdem schon zahlreiche biochemische Untersuchungen zu Neopterin vor-

liegen und sein Einfluss auf die Plättchenaktivierung diskutiert wurde (Anwaar 

1998), soll diese Arbeit nun, mit Hilfe eines in der Vergangenheit erfolgreichen 

Untersuchungsmodells, eine wichtige Wissenslücke schließen. Anwaar et al. 

stellten in ihrer Studie aus dem Jahre 1998 einen möglichen Zusammenhang 

zwischen der vasodilatatorischen und vasokonstriktiven Funktion des Endothels 

und leukozytären Entzündungsmediatoren wie Neopterin bei Patienten mit 

Artheriosklerose dar.  Die Studie unterstützte die These eines möglichen anti-

aggregierenden Effektes von Leukozyten beziehungsweise den von ihnen    

sezernierten Entzündungsmediatoren. 

Die vorliegende Arbeit untersucht erstmalig eine direkte Beeinflussung des 

von Leukozyten sezernierten Entzündungsmediators Neopterin auf die Aktivie-

rung von Thrombozyten, indem gewaschene Plättchen und plättchenreiches 

Plasma mit Neopterin inkubiert und anschließend mit Thrombin beziehungswei-

se Arachidonsäure aktiviert wurden. Das Modell basiert auf der von Patscheke 

beschriebenen Methode zur Gewinnung einer Suspension von ruhenden und 

funktionell intakten Plättchen in einer proteinarmen und von anderen korpusku-

lären Blutbestandteilen weitgehend befreiten Lösung (Patscheke 1981). Beru-

hend auf dieser Methode haben bereits frühere Studien die Wirkung verschie-

denster Substanzen auf die Plättchenaktivierung getestet (Jandak 1989,       

Dierichs 1993, Pfennig 1996, Szuwart 1999, Zhao 1993). Die Aktivierungszu-

stände sollen mit Hilfe der Aggregometrie und der Licht- und Elektronenmikro-

skopie untersucht werden.  
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2. Material und Methode 

 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien 

 

Aceton: Carl Roth KG, Karlsruhe 

Albumin: Sigma, Deisenhofen 

Apyrase: Sigma, Deisenhofen 

Arachidonsäure Sigma, Deisenhofen 

Bleicitrat: Riedel de Haen, Hannover 

Calciumchlorid: Merck, Darmstadt 

Chloroform, Merck, Darmstadt 

Dinatriumhydrogenphosphat: Merck, Darmstadt 

ERL: (Komponenten: Epoxy Resin Low Viskosity nach Spurr): Serva, Heidelberg 

Glucose: Merck, Darmstadt 

Glutaraldehyd: Serva (25%), Heidelberg 

Kaliumchlorid: Merck, Darmstadt 

Kaliumhydroxid-Plätzchen: Merck, Darmstadt 

Magnesiumchlorid: Merck, Darmstadt 

Natriumchlorid: Merck, Darmstadt 

Natriumdihydratphosphat: Merck, Darmstadt 

Natriumhydrogencarbonat: Merck, Darmstadt 

Natriumhydroxid: Merck, Darmstadt 

Natronlauge: Merck, Darmstadt 

Neopterin: Sigma, Deisenhofen 
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Osmiumtetroxid: Mikrotechnik EM GmbH, München 

Prostaglandin E1: Sigma, Deisenhofen 

Saccarose: Merck, Darmstadt 

Salzsäure: Kraft, Duisburg 

Thrombin: Behringwerke, Marburg 

TRIZMA: Sigma, Deisenhofen 

Uranylacetat: Merck, Darmstadt 

 

2.1.2 Geräte 

 

APACT-Aggregometer: Sekonic, Tokyo, Japan 

Drucker: Sekonic S-200 GP, Tokyo, Japan 

Elektronenmikroskop EM 109: Zeiss 

Heizplatte Medax: Nagel KG, Kiel 

IKA-Vibrax-VXR: Janke & Kunkel GmbH, Staufen 

Laborwaage BP 210D: Sartorius 

Lichtmikroskop: Fa. Leitz, Wetzlar 

LKB Knife Maker Type 7801B: Stockholm-Bromma, Schweden 

LKB Pyramitom Ultramicrotomy System: Stockholm-Bromma, Schweden 

pH-Meter CG840: Schott-Geräte GmbH, Hofheim 

Tischzentrifuge: Eppendorf 

Ultracut Typ 701701: Reichert Jung, Wien 

Universal-Wärmeschrank: Memmert, Schwabach 

Zentrifuge Digifuge: Heraeus-Christ GmbH, Osterode 

Vibrofix VF1 Electronic: Janke & Kunkel GmbH, IKA-Werk, Staufen 
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2.2 Blutentnahme 

 

Eine wichtige Voraussetzung für Thrombozytenuntersuchungen ist die Ver-

hinderung der Aktivierung des Gerinnungssystems bei der Präparation. Deshalb 

wurden bei allen Präparationsschritten Glasmaterialien und Hautkontakt       

vermieden. Die Thrombozytenpräparation erfolgte ausschließlich mit inerten 

Kunststoffmaterialien. So wurde eine Aktivierung des Gerinnungssystems durch 

Glasmaterialien, insbesondere über Faktor II - Aktivierung und das extrinsische 

System, und damit eine unerwünschte Adhäsion und Degranulation der Blut-

plättchen vermieden.  

Von Spendern, die seit mindestens 10 Tagen weder Glucocorticoide noch 

nichtsteroidale Antiphlogistika eingenommen hatten, wurde mittels einer groß-

lumigen Kanüle (G18) Blut aus einer Cubitalvene gewonnen. Zur Vermeidung 

einer Hämolyse und einer mechanischen Plättchenaktivierung, die das intrinsi-

sche Gerinnungssystem aktivieren würde, wurde bei der Blutentnahme weder 

gestaut noch aspiriert. 

Das Blut wurde im freien Fluss in Kunststoffröhrchen aufgefangen, in denen 

1ml ACD (acid-citrate-dextrose) vorgelegt war. ACD senkt den pH-Wert,      

chelatisiert die Calciumionen und verhindert so die Gerinnung. 

Da die bei der Punktion freiwerdenden Gewebsthromboplastine das extrinsi-

sche Gerinnungssystem aktivieren, wurden die ersten 2 ml Blut verworfen. Pro 

Röhrchen wurden 7 ml Blut aufgefangen, so dass man auf ein Gesamtvolumen 

von 8 ml pro Röhrchen kommt. 
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2.3 PRP-Gewinnung 

 

Dem ACD - Vollblut wurde als Antikoagulanz anschließend pro Röhrchen    

jeweils 16 µl einer PgE1 - Lösung (Prostaglandin-E1) bis zu einer Endkonzentra-

tion von  20 nM hinzugegeben und durch sofortiges langsames Schwenken  

eine gründliche Durchmischung erreicht. Die Proben wurden nun in einer Zentri-

fuge mit Ausschwingmotor 30 Minuten bei 160g und Raumtemperatur sedimen-

tiert. 

Nach dem Zentrifugieren wurde das überstehende plättchenreiche Plasma mit 

einer Plastikinsulinspritze abgesaugt und zur weiteren Verwendung in ein   

Plastikbecherglas gegeben. 

 

2.4 Plättchenpräparation 

 

Ziel der Waschvorgänge ist es, von anderen Blutbestandteilen weitgehend ge-

reinigte und gleichzeitig ruhende und unversehrte Blutplättchen zu erhalten. 

Dies erfolgte nach dem Verfahren von Patscheke (1981). Das gewonnene PRP 

wurde mit 5µg/ml Apyrase versetzt und 10 Minuten ruhen gelassen. Die        

Apyrase spaltet das von Erythrozyten beim Zentrifugieren freigesetzte ADP und 

verhindert so die ADP - assoziierte Plättchenaktivierung. Nach zehnminütiger 

Inkubationszeit wurde das PRP zur weiteren Reduktion der Gerinnungsneigung 

mit ACD auf pH 6,5 titriert und auf Röhrchen mit jeweils 3ml verteilt. Pro Röhr-

chen wurden jetzt 20 nM PgE1 hinzugefügt. Die Röhrchen wurden zur Durch-

mischung leicht geschwenkt und anschließend 10 Minuten bei 450g und Raum-

temperatur zentrifugiert.  

Der daraus entstandene Überstand wurde nun vorsichtig mit einer Wasser-

strahlpumpe abgesaugt und anschließend das Reagenzglas mit dem aus     

sedimentierten Plättchen bestehende Pellet mit 3 ml der Waschlösung 1 (Tab. 

2.1) aufgefüllt. Nach zehnminütiger Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurden 

die Pellets resuspendiert, mit 20 nM PgE1 versetzt und 10 Minuten bei 280g 
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zentrifugiert. Der Überstand wurde wieder abgesaugt und 30 µl der Wasch-

lösung 2 in die Röhrchen gegeben.  

Es folgte eine zehnminütige Inkubationszeit mit anschließender Resuspendie-

rung. Dann wurden die Plättchen in Eppendorfgefäße gepoolt und 30 Minuten in 

einem Wasserbad von 37°C gelagert. 

 

Substanz Lösung 1 Lösung 2 Lösung 3 Lösung 4 

NaCl (mM) 100 110 135 98 

KCl (mM) 5,0 5,0 5,0 5,0 

CaCl (mM) 2,0 1,2 0,5  

MgCl (mM) 1,0 1,0  0,06 

Glucose (mM) 5,0 5,0 5,0 5,0 

Na-Citrat (mM) 30    

Phosphatpuffer (mM)  15   

Tris- Puffer (mM)    45 

BSA (mg/ml) 0,5 2,0 0,65 0,53 

Apyrase (µg/ml) 0,5 4,0 4,0 1,0 

pH-Wert 6,5 6,5 6,5 7,4 

 

Tab.  2.1: Wasch- und Suspensionslösungen; nach Patscheke (1981) 
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2.5 Antikoagulantien und Inhibitoren 

 

• ACD (Acid-Citrate-Dextrose): 

 

Glucose (120mM), Zitronensäure (41mM), Na-Citrat-2-hydrat (84mM) 

 

• PgE1-Stammlösung: 

 

PgE1 (1mM) in Ethanol, bei –20°C gelagert 

 

• PgE1-Lösung: 

 

Direkt vor der Anwendung aus der Stammlösung hergestellt, Verdünnung 

1:100 mit 0,9 % NaCL-Lösung, Endkonzentration: 0,01 mM in physiologischer 

NaCl-Lösung mit 0,1% Ethanol 

 

• Apyrase-Stammlösung: 

 

1 mg/ml NaCl (Grade VIII); bei –20°C 

 

• Apyrase-Lösung: 

 

Herstellung aus der Stammlösung, Verdünnung 1:10 mit 0,9 % NaCl-Lösung, 

Endkonzentration: 100 µg/ml in physiologischer NaCl-Lösung 
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2.6 Aggregometermessung 

 

Das Prinzip der Messung besteht in der Aufzeichnung der Lichttransmission 

durch eine Zellsuspension, in diesem Fall eine Plättchensuspension. Graphisch 

dargestellt ergibt sich eine Kurve, deren Verlauf Rückschlüsse auf zeitliche 

Veränderungen in Form, Größe und Aggregationsverhalten der Thrombozyten 

erlaubt. 

Die Plättchensuspension wird im Aggregometer in einen definierten Strahlen-

gang eingebracht und die Lichtstärke, die durch Absorption und Streuung ver-

ändert wird, nach Passage der Probe gemessen.  

Entstehen nun Plättchenaggregate, werden also aus vielen einzelnen Plätt-

chen, die das Licht streuen, wenige große Konglomerate, so bewirkt dies eine 

insgesamt geringere Ablenkung des Lichts. Gleichzeitig nimmt die Transparenz 

der Suspension und somit auch die Transmission zu. 

Für die Messung wurden 20µl der Plättchen in Lösung 2 und 40 µl der Lösung 

3 in Kunststoffküvetten gegeben. Anschließend wurde die Menge Waschlösung 

4 dazugegeben, so dass das Gesamtvolumen nach Zugabe aller Testwirkstoffe 

300µl entsprach. Dies bewirkte eine Anhebung des pH-Wertes von 6,5 auf 7,4. 

Vor Beginn der Messung wurde zuerst eine Leerprobe durchgeführt, das 

heißt, ein Trübungswert von 0% gespeichert, mit der alle späteren Messungen 

verglichen wurden. Sich verändernde Transmissionswerte können so auf der 

%-Skala in positiver oder negativer Richtung abgetragen werden.  

Lagen die ruhenden, diskoiden Plättchen in der Suspension nun ungerichtet 

vor, so richteten sie sich nach Einschalten des Rührers entsprechend des Rüh-

rerstromes aus, was zur Zunahme der Transmission und damit zum so genann-

ten Rührsprung führte. Dieser stellt sich in der Kurve als abszissenparalleler 

Verlauf dar. Der Rührsprung ist ein Zeichen für den ruhenden Zustand der 

Plättchen, da sich aktivierte Plättchen aufgrund ihrer abgerundeten Form nicht 

ausrichten und somit keine Änderung der Transmission aufweisen (Patscheke 

1983). 
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2.7 Versuchsablauf 

 

Folgende Versuchsansätze wurden durchgeführt: 

1.) Kontrollansätze ohne Neopterin  

2.) Ansätze mit Neopterin in PRP  

3.) Ansätze mit Neopterin in gewaschenen Plättchen 

4.) Erstproben mit und ohne Neopterin ohne Aktivierung 

Die ersten drei Versuchsansätze wurden in zwei unterschiedlichen Versuchs-

reihen jeweils mit Thrombin (0,005, 0,075 und 0,1U/ml) beziehungsweise     

Arachidonsäure (150, 200 und 250µM) aktiviert. Die Erstproben mit und ohne 

Neopterin wurden nicht aktiviert. 

 

2.7.1 Neopterin in PRP 

 

Bis zur Titration des plättchenreichen Plasmas auf pH 6,5 erfolgte die Präpa-

ration der Plättchen wie oben beschrieben. Nach der zehnminütigen Ruhe-

pause wurde das PRP auf vier Reagenzgläser mit jeweils 3ml verteilt. Zwei  

Reagenzgläser dienten der Kontrolle und zwei den Ansätzen mit Neopterin. 

Nun erfolgte die Zugabe von Neopterin in zwei der Reagenzgläser bis zu einer 

Endkonzentration von 20 nMol. In weiteren Versuchsreihen wurde die Endkon-

zentration auf 40, 80 beziehungsweise 160 nMol erhöht. In die Kontrollansätze 

erfolgte gleichermaßen die Zugabe der äquimolaren Menge TRIS-Puffer. 

Der Waschvorgang setzte sich nun wie in Kapitel 2.4 beschrieben fort. Nach 

der 30-minütigen Inkubationszeit schloss sich nun die Aggregometermessung 

an. 

Für den Kontroll- und den Neopterinansatz wurden jeweils vier Kunstoff-

küvetten mit Rührfischen bestückt, um eine gute Durchmischung der Proben 

durch den Magnetrührer zu erreichen. Wie bereits im Kapitel „Aggregometer-
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messung“ beschrieben, wurden die Küvetten mit den Waschlösungen aufgefüllt. 

Nun erfolgte der Nullabgleich. 

Anschließend wurden die Erstproben des Kontroll- und des Neopterin-

ansatzes parallel in den Strahlengang gebracht und es wurde mit der Aufzeich-

nung der Aggregometerkurve begonnen. Nach einer Vorlaufzeit von ca. 60 Se-

kunden erfolgte die Gabe von 3µl Calcium. Nach der Vergewisserung, dass 

keine Aggregation erfolgte, wurden die Proben entnommen und in Glutar-

aldehyd (2,5%) fixiert. Anschließend wurden die Proben 2, 3 und 4 in derselben 

Weise in den Strahlengang gebracht und nach erfolgter Calciumgabe mit 

0,05U, 0,075U beziehungsweise 0,1U Thrombin versetzt, um die Plättchen zu 

aktivieren. Die Kurve sollte nun so lange aufgezeichnet werden, bis sich keine 

Veränderungen im Kurvenverlauf mehr zeigten. Dann wurden die Proben    

gleichermaßen in Glutaraldehyd (2,5%) fixiert.  

In einer weiteren Versuchsreihe wurde statt Thrombin Arachidonsäure in den 

Konzentrationen 150, 200 beziehungsweise 250µM zur Aktivierung der Plätt-

chen verwendet. 

 

2.7.2 Neopterin in gewaschenen Plättchen 

 

In dieser Versuchsreihe wurde der Waschvorgang zuerst, wie oben beschrie-

ben, durchgeführt. Nach der Gabe von Waschlösung II wurden alle Zellen in ein 

Kunststoffcap gegeben und die Probe wurde zehn Minuten ruhen gelassen. 

Anschließend wurden die Zellen in Waschlösung II auf zwei weitere 

Kunststoffcaps verteilt, eins für den Kontrollansatz und eins für den Ansatz mit 

Neopterin. Dann wurde die doppelte Menge der Waschlösung III in beide Caps 

gegeben und anschließend mit der Waschlösung IV bis zum Gesamtvolumen 

von 1,5 ml pro Cap aufgefüllt. 

In den Kontrollansatz wurde nun, je nach Versuchsreihe, 20, 40, 80 bezie-

hungsweise 160nMol TRIS-Puffer und in den zweiten Ansatz die äquimolare 

Menge Neopterin gegeben. 
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Dann wurden beide Proben für 30 Minuten bei 37°C ins Wasserbad gegeben. 

Die Aggregometermessung erfolgte wie im vorherigen Kapitel beschrieben, mit 

dem Unterschied, dass sich in dieser Versuchsreihe die Plättchen mit den 

Waschlösungen bereits in einer Suspension ohne Blutplasma befanden. Ziel 

war es, die Plättchen in einer proteinarmen und von anderen korpuskulären  

Bestandteilen befreiten Lösung mit Neopterin zu inkubieren.  

Von dieser Suspension wurde nun so viel in die Küvetten gegeben, dass das 

Gesamtvolumen nach Zugabe aller Testwirkstoffe 300µl entsprach. Auch dieser 

Versuch wurde in einer zweiten Versuchsreihe mit Arachidonsäure (150, 200 

bzw. 250µM) statt Thrombin (0,05, 0.075 bzw. 0,1U) durchgeführt. 

Jede Versuchsreihe wurde dreimal durchgeführt. Insgesamt standen 15 Per-

sonen als Blutspender zur Verfügung.  

 

2.8 Aufbereitung der Proben 

 

2.8.1 Fixation und Entwässerung 

 

Im Anschluss an die Versuche wurden die Ansätze mit 300µl von 2,5% Glutar-

aldehyd (in Cacodylatpuffer) 30 Minuten lang fixiert. Danach wurden die Proben 

in Kunststoffküvetten (Eppendorf, Hamburg) umgefüllt und dreimal in 0,1 M  

Cacodylatpuffer, pH 7,3; 4% Saccharose gewaschen. Zwischen jedem Wasch-

vorgang wurden die Pellets kurz angehoben und anschließend bei 1500 G fünf 

Minuten zentrifugiert, um eine gute Durchtränkung der Pellets zu erreichen.  

Um die Proben nachzufixieren und den Kontrast im Elektronenmikroskop zu 

erhöhen, wurden die Pellets für eine Stunde mit 1% Osmiumtetroxid (OSO4) in 

0,1 M Cacodylatpuffer, pH 7,3; 4% Saccharose inkubiert. Nach demselben 

Prinzip des Waschvorgangs, wie oben beschrieben, wurden nun die Pellets 

wiederum viermal mit 0,1 M Cacodylatpuffer, pH 7,3; 4% Saccharose und an-

schließend dreimal mit Aqua dest gewaschen. 
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Um eine Entwässerung der Pellets zu erreichen, wurden die Pellets mit 30%, 

50%, 70%, 90% und dreimal 100%igem Aceton gewaschen. Die Pellets wurden 

mit der jeweiligen Konzentration überschichtet, vorsichtig mit Hilfe der Pipette 

vom Boden der Küvette gelöst, 5 Minuten lang geschüttelt und 5 Minuten bei 

1500 G zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Überstand verworfen 

und mit Aceton der nächsthöheren Konzentration überschichtet. 

 

2.8.2 Einbettung in Kunstharz 

 

Zur Einbettung der Pellets diente Epoxy Resin Low Viskosity (ERL) nach 

Spurr (Spurr 1969), das über die Pellets in die Eppendorf-Küvetten gegeben 

wurde. Um die Pellets vollständig zu durchtränken, wurden sie mit der Plastik-

pipette vom Boden gelöst. Dann wurden die Proben zur Verdampfung des rest-

lichen Acetons für 1 Stunde bei 60°C im Wärmeschrank inkubiert. Dieser Vor-

gang wurde noch einmal wiederholt und anschließend wurden die Pellets in 

Gelatinekapseln mit frischem ERL gegeben. Diese Kapseln kamen für 8 Stun-

den oder über Nacht zur Auspolymerisation bei 80°C in den Wärmeschrank. 

 

2.9 Herstellung von Semidünnschnitten 

 

Mit einem LKB-Pyramitom (Bromma, Schweden) wurde bis zum Erreichen 

des Pellets eine plane Fläche aus der Kunstharzblockspitze getrimmt. An-

schließend wurde aus dieser Fläche ein Quadrat der Größe 1x1 mm herausge-

trimmt. 

Die Herstellung der Semidünnschnitte erfolgte am Ultramikrotom (Ultracut, 

Reichert Jung, Wien) mit den bereits getrimmten Kunstharzblöckchen. Zur An-

fertigung der 1µm dicken Schnitte wurde ein Histo-Diamant-Messer benutzt.  

Um die Schnitte zu strecken, wurde ein Tropfen Aqua bidest auf eine Glas-

platte aufgebracht. Die wiederum wurde auf eine 60°C warme Wärmeplatte  
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gelegt. Die angefertigten Schnitte wurden nun mit einer Wimper auf den Trop-

fen gelegt, bis der Tropfen verdampft war.  

Die Schnellfärbung der Schnitte erfolgte mit Methylenblau-Azur II, eine Mi-

schung von 1% Methylenblau in 1%iger wässriger Boraxlösung und 1% Azur II 

in Aqua dest. Die Schnitte wurden auf der Wärmeplatte bei 60°C eine Minute 

gefärbt, mit Aqua bidest gespült und anschließend getrocknet. Basophile und 

osmiophile Strukturen färben sich blau, metachromatische Substanzen rotviolett 

(Romeis 1989).  

 

2.10 Herstellung von Ultradünnschnitten 

 

An den getrimmten Blöckchen wurden nun am Ultramikrotom mit Diamant-

messern Schnitte in einer Dicke von ca. 80 nm angefertigt. Die Schnitte wurden 

mit Chloroform gestreckt und mit Kupfernetzchen aufgefangen. 

Die Kontrastierung der Schnitte erfolgte, indem die Kupfernetzchen für 30 Mi-

nuten und unter Ausschluss von Licht auf jeweils einen Tropfen Uranylacetat 

(5% in Aqua bidest) aufgebracht wurden. Nach einer 30-minütigen Inkubations-

zeit wurden die Netzchen mit Aqua bidest gespült und zum Trocknen auf      

Papierfilter gelegt. Anschließend wurden die Netzchen, wiederum unter Aus-

schluss von Licht, für 5 Minuten jeweils auf einen Tropfen Bleicitrat gelegt, ge-

spült und getrocknet, wie oben beschrieben. Um bei diesem Vorgang Nieder-

schläge auf den Schnitten zu vermeiden, wurde die Kontrastierung in Glaspetri-

schalen in Anwesenheit von Natriumhydroxidpellets vorgenommen. 

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen erfolgten an einem Trans-

missions-Elektronenmikroskop EM 109 (Zeiss). Die Thrombozyten wurden bei 

einer Primärvergrößerung von 1950 bis 22000 exemplarisch fotografiert. 
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3. Ergebnisse 

 

Folgende Versuchsansätze wurden durchgeführt: 

1.) Kontrollansätze ohne Neopterin  

2.) Ansätze mit Neopterin in PRP  

3.) Ansätze mit Neopterin in gewaschenen Plättchen 

4.) Erstproben mit und ohne Neopterin ohne Aktivierung 

Die ersten drei Versuchsansätze wurden in zwei unterschiedlichen Versuchs-

reihen jeweils mit Thrombin (0,05, 0,075 und 0,1U/ml) beziehungsweise       

Arachidonsäure (150, 200 und 250µM) aktiviert. Die Erstproben mit und ohne         

Neopterin wurden nicht aktiviert. 

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe dreier Verfahren: 

1.) Beobachtung der Transmission im Aggregometer 

2.) Untersuchung im Lichtmikroskop 

3.) Untersuchung im Elektronenmikroskop 

 

3.1 Untersuchungen zum Zustand der Plättchen nach den Wasch-

vorgängen 

 

Um beurteilen zu können, ob die Blutplättchen innerhalb der Waschvorgänge 

nicht aktiviert wurden und vor Beginn der Aggregometermessung ruhende 

Plättchen vorlagen, wurde der Erstprobe eines jeden Ansatzes kein Aktivator, 

sondern lediglich Calcium hinzugefügt und für ca. 3 Minuten die Transmission 

beobachtet.  

Anschließend wurden die Proben in 2,5% Glutaraldehyd fixiert.  

Die Aggregometerkurven zeigten nach erfolgtem Rührsprung durch das An-

stellen des Rührers einen absolut abszissenparallelen Verlauf und somit keine 

Veränderungen in der Transmission. Die Zugabe von Calcium ist durch einen 



 

 

 

24

negativen Ausschlag und einen anschließenden leichten Transmissionsanstieg 

aufgrund der Verdünnung der Plättchensuspension gekennzeichnet. 

Im Lichtmikroskop (Durchlicht) betrachtet, waren die Thrombozyten, soweit 

beurteilbar, spindelförmig. Eine mögliche Adhäsion und Aggregation der Plätt-

chen ist nicht beurteilbar (Abb. 3.1). 

 

 

Abb. 3.1: Lichtmikroskopische Aufnahme der mit Neopterin inkubierten        
Erstprobe. (x 25) 

 

Bei der Untersuchung im Elektronenmikroskop zeigte sich größtenteils die für 

ruhende Plättchen typische Spindelform ohne Ausbildung von Pseudopodien 

(Abb. 3.2). Die Granula waren innerhalb der Plättchen gleichmäßig verteilt, und 

es sind Glykogeneinschlüsse zu erkennen. Die membranumhüllten Lumina des 

OCS zeigten keine Erweiterungen. Es lagen keine Zeichen einer Degranulation 

vor. Adhäsion oder Aggregation waren nicht zu erkennen. 
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Abb. 3.2:  Elektronenmikroskopische Aufnahme der mit Neopterin inkubierten 
Erstprobe. (x 3400) 

 

3.2 Untersuchungen zum Zustand der Plättchen nach erfolgter Ak-

tivierung mit 0,05 U/ml, 0.075 U/ml bzw. 0,1 U/ml Thrombin 

 

Ansatz 1: Kontrollansatz 

Nach Einschalten des Magnetrührers zeigt sich in der Kurve ein deutlicher 

Rührsprung.  

Durch die Verdünnung der Suspension nach der Gabe von 1mM Calcium, die 

durch einen kurzzeitigen negativen Ausschlag gekennzeichnet ist, erfolgt ein 

leichter Transmissionsanstieg. Nach der Zugabe von 0,075U Thrombin, an ei-

nem weiteren Peak in der Kurve zu erkennen, zeigt sich ein kurzer konkaver 

Abfall der  Aggregometerkurve um ca. 5%, der auf die shape change der Plätt-

chen zurückzuführen ist. Anschließend steigt die Transmission innerhalb von 

zwei Minuten exponentiell bis zu einem Maximum zwischen 70 und 80% an und 

verläuft horizontal weiter. Zu diesem Zeitpunkt ist eine vollständige Aggregation 

abgelaufen, da durch den Rührer Zell-Zellkontakte stattgefunden und die Plätt-

chen über ihre Pseudopodien Aggregate gebildet haben.  
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Die Aggregometerkurve zeigt somit einen für thrombinaktivierte Plättchen    

typischen Verlauf (s. Abb. 3.3). 
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 Abb. 3.3:  Transmissionsverlauf im Aggregometer nach erfolgter Aktivierung mit 0,075 U/ml 
Thrombin. Die beiden negativen Peaks kennzeichnen die Calcium- bzw. Thrombin-
gabe. 

 

Durch die Erhöhung der Thrombinkonzentration auf 0.075 U/ml beziehungs-

weise 0.1 U/ml verändert sich der Kurvenverlauf nicht. Es kommt zu keinem 

schnelleren oder stärkeren Transmissionsanstieg. 

Die Gabe von Thrombin führt zu einer sphärischen Formveränderung der 

Plättchen und zur Ausbildung von Pseudopodien. Aufgrund einer scheinbaren 

Vermehrung von kleinen, das Licht streuenden Partikeln führen diese Verände-

rungen zu einer verminderten Transmission des Lichts. 
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Der darauf folgende starke Anstieg der Transmission ergibt sich infolge von   

Sekretion und Aggregation der Thrombozyten. Durch die Sekretion von Inhalts-

stoffen nimmt die Transparenz zu, die Bildung von Aggregaten bewirkt eine Ab-

nahme der Lichtstreuung. 

 

 

Abb. 3.4:  Lichtmikroskopische Aufnahme der Plättchen 240 sek. nach er-
folgter Aktivierung mit 0.075 U/ml Thrombin. (x 25) 

 

 

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen die Bildung großer kompakter     

Aggregate. Um die Aggregate herum sind einzelne Thrombozyten zu erkennen 

(Abb. 3.4).  

Bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung der Kontrollgruppe erkennt 

man, dass sich eine shape change mit Abrundung und der Ausbildung von 

Pseudopodien vollzogen hat. Es sind große kompakte Aggregate entstanden 

und die geringe Anzahl der Granula deutet auf eine Sekretion der Inhaltsstoffe 

hin. Die Lumina des OCS haben sich erweitert. Die wenigen freien Thrombo-

zyten sind abgerundet, haben Pseudopodien ausgebildet und die Granula 

ausgeschüttet (Abb. 3.5). 
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Abb.3.5: Elektronenmikrosko-
pische Aufnahme der Plättchen 
240 sek. nach erfolgter Aktivie-
rung mit 0.075 U/ml Thrombin. 
(x 1950) 
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Ansatz 2: Neopterin mit PRP  

Der Verlauf der Transmissionskurve zeigt dieselben charakteristischen Merk-

male wie die der Kontrollgruppe. Nach Einschalten des Magnetrührers ist der 

Rührsprung zu erkennen. Nach Calcium- und Thrombingabe, in der Kurve 

durch zwei negative Peaks nachzuweisen, fällt die Kurve leicht ab, um inner-

halb von zwei Minuten auf ca. 70% exponentiell anzusteigen und horizontal  

weiter zu verlaufen. Dies lässt auf eine Aktivierung der Plättchen mit shape 

change, Sekretion und Aggregation schließen (Abb. 3.5). 

Eine Änderung der Thrombin- beziehungsweise Neopterinkonzentration 

nimmt keinen Einfluss auf den Verlauf der Kurve.  
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 Abb. 3.6: Transmissionsverlauf im Aggregometer nach erfolgter Aktivierung mit 0,075 U/ml 
Thrombin. Die beiden negativen Peaks kennzeichnen die Calcium- bzw. Thrombin-
gabe. 
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Unter dem Lichtmikroskop zeigt sich das Bild kompakter Aggregate mit nur 

wenigen freien Blutplättchen die sich zum größten Teil im Umkreis der Aggre-

gate befinden (Abb. 3.7).  

 

 

Abb. 3.7: Lichtmikroskopische Aufnahme der im PRP mit 80 nMol Neopte-
rin inkubierten Plättchen 240 sek. nach erfolgter Aktivierung 
mit 0,075 U/ml Thrombin. (x 25) 

 

Im Elektronenmikroskop ist eine vollständigen Aktivierung der Thrombozyten 

zu erkennen. Es ist zur Shape change der Plättchen mit der Ausbildung von 

Pseudopodien gekommen. Die Plättchen haben dichte Aggregate gebildet und 

ihre Granula zum größten Teil ausgeschüttet. Es sind nur noch wenige freie 

Thrombozyten zu erkennen (Abb. 3.8). 
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Abb. 3.8: Elektronenmikroskopische Aufnahme der im PRP mit 80 nMol 
Neopterin inkubierten Plättchen 240 sek. nach erfolgter Akti-
vierung mit 0,075 U/ml Thrombin. (x 1950) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

32

Ansatz 3: Neopterin mit gewaschenen Plättchen 

Auch die Blutplättchen, die erst nach den Waschvorgängen mit Neopterin    

inkubiert wurden, zeigen nach Aktivierung mit Thrombin einen aggregations-

typischen Kurvenverlauf. Der durch die shape change erfolgende Transmissi-

onsabfall ist ebenso zu sehen, wie der anschließende durch Sekretion und   

Aggregation gekennzeichnete Transmissionsanstieg (Abb. 3.9). Der Kurven-

verlauf erreicht nach ca. zwei Minute mit knapp über 70% sein Maximum und 

verläuft danach horizontal weiter. Weder eine Änderung der Thrombin- noch der 

Neopterinkonzentration haben einen Einfluss auf den Verlauf der Trans-

missionskurve. 
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 Abb. 3.9: Transmissionsverlauf im Aggregometer nach erfolgter Aktivierung mit 0,075 U/ml 
Thrombin. Die beiden negativen Peaks kennzeichnen die Calcium- bzw. Thrombin-
gabe. 
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Die lichtmikroskopischen Aufnahmen lassen eine Aggregatbildung mit nur 

wenigen freien Blutplättchen erkennen (Abb. 3.10). Die entstandenen Aggre-

gate sind groß und kompakt. Die freien Plättchen befinden sich in der unmittel-

baren Umgebung der Aggregate. 

 

 

 

Abb. 3.10:  Lichtmikroskopische Aufnahme der nach den Waschvorgängen 
mit 80 nMol Neopterin inkubierten Plättchen 240 sek. nach Akti-
vierung mit 0,075 U/ml Thrombin. (x 25) 

 

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen die Bildung von ausge-

prägten Aggregaten (Abb. 3.11). Die Thrombozyten haben sich abgerundet und 

Pseudopodien ausgebildet. Ihre Granula sind zum Teil sezerniert und die     

Lumina des OSC haben sich erweitert.  
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Abb. 3.11: Elektronenmikroskopische Aufnahme der nach den Wasch-
vorgängen mit 80 nMol Neopterin inkubierten Plättchen 240 
sek. nach Aktivierung mit 0,075 U/ml Thrombin. (x 1950) 
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3.3 Untersuchungen zum Zustand der Plättchen nach erfolgter Ak-

tivierung mit Arachidonsäure 

 

Ansatz 1: Kontrolle 

Beim Einschalten des Magnetrührers ist ein deutlicher Rührsprung zu erken-

nen. Die Zugabe von 1mM Calcium führt, nach einem kurzen negativen Aus-

schlag, zu einem leichten Anstieg der Transmission. Nach Aktivierung der Blut-

plättchen durch die Gabe von 150µM Arachidonsäure erfolgt die durch einen 

leichten Abfall der Kurve charakterisierte shape change. Anschließend steigt die 

Transmission innerhalb von einer Minute bis auf ca. 60% an.  
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 Abb. 3.11: Transmissionsverlauf im Aggregometer nach erfolgter Aktivierung mit 250µM Arachi-
donsäure. Die beiden negativen Peaks kennzeichnen die Calcium- bzw. Arachidon-
säuregabe. 
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Die Kurve sinkt, nachdem sie ihr Maximum erreicht hat, innerhalb von drei   

Minuten auf ca. 20% ab. Werden die Plättchen mit 200µM Arachidonsäure 

schließt sich der ersten Welle, nach einem kurzen Absinken der Kurve, eine 

zweite Welle der Aggregation an. Die Transmission erreicht einen maximalen 

Wert von ca. 60%. Bei einer Steigerung der Arachidonsäurekonzentration auf 

250µM aktiviert, so sind die zwei Wellen nicht mehr zu erkennen. Die Kurve 

steigt kontinuierlich innerhalb von vier Minuten auf ca. 60% an (Abb. 3.11) 

 

 

Abb. 3.12:  Lichtmikroskopische Aufnahme der nach den Waschvorgängen 
mit 80 nMol Neopterin inkubierten Plättchen 240 sek. nach Akti-
vierung mit 250µM Arachidonsäure. (x 25) 

 

Betrachtet man die mit dem Fotomikroskop erstellten Aufnahmen, so lässt 

sich feststellen, dass es nicht zur Bildung von  Aggregaten gekommen ist (Abb. 

3.12). Vielmehr liegen die Plättchen einzeln vor und scheinen sich, soweit beur-

teilbar, abgerundet zu haben.  

Elektronenmikroskopisch erkennbar ist es zur Formveränderung gekommen, 

die sich in der Abrundung der Plättchen und der Bildung von Pseudopodien äu-

ßert.  
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Es haben sich keine Aggregate gebildet, die Plättchen liegen alle einzeln vor 

(Abb 3.12). Die Plättchenmembran hat sich zum größten Teil aufgelöst und es 

sind viele Zelltrümmer zu erkennen. Die Zellorganellen sind, abgesehen von 

den elektronendichten Granula in der Peripherie der Plättchen, nicht mehr er-

kennbar. 

 

 

Abb. 3.13: Elektronenmikroskopische Aufnahme der nach den Wasch-
vorgängen mit 80 nMol Neopterin inkubierten Plättchen mit 
250µM Arachidonsäure. (x 1950) 
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Ansatz 2: Neopterin mit PRP 

Das Einbringen von Calcium und Arachidonsäure ins plättchenreiche Plasma 

ist durch zwei kurzzeitige Peaks im Kurvenverlauf gekennzeichnet. Nach Gabe 

von 150µM Arachidonsäure kommt es, infolge der shape change der Plättchen, 

zu einem kurzfristigen Abfall der Kurve. Danach steigert sich die Lichttrans-

mission in einer ersten Welle bis auf ca. 60%. Nachdem die Kurve ihr Maximum 

erreicht hat, sinkt sie bis ca. 20-30 % ab. 

Nach Aktivierung der Plättchen mit 200µM bzw. 250µM Arachidonsäure steigt 

die Kurve kontinuierlich bis auf ca. 60% beziehungsweise 70% an. Im ersten 

Fall erreicht die Kurve nach fünf Minuten, nach Gabe von 250µM (Abb. 3.14) 

nach ca. vier Minuten ihr Maximum. 
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Abb. 3.14: Transmissionsverlauf im Aggregometer nach erfolgter Aktivierung mit 250µM Arachi-
donsäure. Die beiden negativen Peaks kennzeichnen die Calcium- bzw. Arachidon-
säuregabe. 
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Abb. 3.15:  Lichtmikroskopische Aufnahme der nach den Waschvorgängen 
mit 80 nMol Neopterin inkubierten Plättchen 240 sek. nach Akti-
vierung mit 250µM Arachidonsäure. (x 25) 

 

Lichtmikroskopisch ist das Vorliegen einzelner Thrombozyten zu erkennen 

(Abb. 3.15). Es sind keine größeren Zellinseln entstanden. 

Deutlich elektronenmikroskopisch erkennbar ist es zur Lyse der Plättchen ge-

kommen (Abb. 3.15). Die Membran ist nur noch zum Teil erhalten und es sind 

viele Zelltrümmer zu sehen. Die Plättchen haben sich abgerundet, eine Pseu-

dopodienbildung ist nicht erkennbar. Es haben sich keine Aggregate gebildet, 

die Plättchen liegen alle frei vor. Zellorganellen sind nur noch undeutlich in eini-

gen Plättchen zu sehen.  
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Abb. 3.16: Elektronenmikroskopische Aufnahme der nach den Wasch-
vorgängen mit 80 nMol Neopterin inkubierten Plättchen 240 sek. 
nach Aktivierung mit 250µM Arachidonsäure. (x 1950) 
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Ansatz 3: Neopterin mit gewaschenen Plättchen 

Die beiden negativen Peaks kennzeichnen die Gabe des Calciums und der 

250 µM Arachidonsäure (Abb. 3.17). Sekunden nach der Zugabe der Arachi-

donsäure kommt es zu einem leichten Abfall der Kurve, die anschließend inner-

halb von ca. vier Minuten bis auf ca. 60% ansteigt.  
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Abb. 3.17: Transmissionsverlauf im Aggregometer nach erfolgter Aktivierung mit 250µM Arachi-
donsäure. Die beiden negativen Peaks kennzeichnen die Calcium- bzw. Arachidon-
säuregabe. 
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Abb. 3.18:  Lichtmikroskopische Aufnahme der nach den Waschvorgängen 

mit 80 nMol Neopterin inkubierten Plättchen 240 sek. nach Akti-
vierung mit 250µM Arachidonsäure. (x 25) 

 

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen, dass sich die Plättchen 

abgerundet und zum Teil Pseudopodien ausgebildet haben (Abb. 3.19). Aggre-

gate haben sich, soweit beurteilbar, nicht gebildet. Im Zytoplasma sind keine 

Zellorganellen sondern nur Trümmer erkennbar. Die Plättchenmembran hat 

sich aufgelöst. 
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Abb. 3.19: Elektronenmikroskopische Aufnahme der nach den Wasch-
vorgängen mit 80 nMol Neopterin inkubierten Plättchen 240 sek. 
nach Aktivierung mit 250µM Arachidonsäure. (x 1950) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

44

4. Diskussion 

 

Diese Untersuchung leistet einen Beitrag zu der Frage, ob und inwieweit eine 

Inkubation von Blutplättchen mit Neopterin ihre Aktivierbarkeit durch Thrombin 

und Arachidonsäure beeinflusst. 

 

4.1 Präparation der Blutplättchen 

 

Zur Durchführung der Experimente der vorliegenden Arbeit werden Suspensi-

onen von ruhenden, funktionell intakten Thrombozyten in einer proteinarmen 

und von anderen korpuskulären Blutbestandteilen weitgehend befreiten Lösung 

benötigt. 

Die Methode zur Präparation der Plättchen ist die oft eingesetzte Wasch-

methode nach Patscheke (Patscheke 1981).  

Bei einem sauren pH-Wert von 6,5 liegen die Plättchen inaktiv vor. Dieser pH-

Wert wird mit dem Antikoagulanz ACD eingestellt und während des gesamten 

Waschvorgangs aufrecht erhalten. Ein weiterer antikoagulierender Effekt des 

ACD ist die Komplexbildung mit Calcium, das ein wichtiger Faktor in der    

plasmatischen Gerinnung ist (Patscheke 1981). 

Da die Thrombozytenpräparation bei Raumtemperatur erfolgt und die Abküh-

lung von physiologischen 37°C auf Raumtemperatur einen aktivierenden Effekt 

auf die Blutplättchen haben kann (Terres 1990, Nachmias et al 1985), wird die-

se Wirkung ebenfalls durch den sauren pH-Wert gehemmt. Die angewandte 

Methode von Patscheke bietet den Vorteil, dass alle Präparationsschritte bei 

Raumtemperatur durchgeführt werden können. Die Anhebung des pH-Wertes in 

den physiologischen Bereich erfolgt erst wieder nach Erwärmung auf 37°C 

durch die Gabe der Waschlösung 4. 

Der Zusatz von Apyrase zum PRP und in den Waschlösungen dient dem    

enzymatischen Abbau von ADP, das aus Erythrozyten freigesetzt werden kann 

und ein Plättchenagonist ist (Born 1962, 1970, Ollgaard 1961). 
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Bei den Zentrifugationsschritten entstehen Scherkräfte, die zu einer Aktivie-

rung der Plättchen führen können (O´Brien 1990, O´Brien und Etherington 

1996). Deshalb wird jeweils unmittelbar zuvor PgE1 hinzugefügt. PgE1 führt zu 

einer Aktivierung der Adenylatzyklase, die den intrazellulären cAMP-Spiegel 

erhöht und so eine Hemmung der Plättchen erreicht (Mustard et al 1980, Siess 

1989). Durch die kurze Wirkdauer des Prostaglandins ist seine Wirkung rever-

sibel. Ein weiterer Nebeneffekt der Zentrifugation ist die mögliche ADP-

Freisetzung aus den roten Blutkörperchen (Hensler et al 1992).  

Bei den durchgeführten Methoden werden die Blutplättchen durch verschie-

dene Agentien in den Zustand verminderter Aktivierbarkeit versetzt. Durch die 

Zugabe der Waschlösungen wird nun stufenweise ein annähernd physiologi-

sches Milieu wiederhergestellt, in dem sich die Reaktionsfähigkeit der Plättchen 

auf Stimuli regeneriert. 

Zeichen für eine erfolgreiche Präparation der Thrombozyten ist das Vorliegen 

ruhender und funktionstüchtiger Plättchen nach den Waschvorgängen. Die 

Plättchen haben im ruhenden Zustand eine charakteristische oval-diskoide Zell-

form (Zucker 1980). Durch Aktivierung und ablaufende Aggregationsprozesse 

folgt die shape change der Thrombozyten. Es handelt sich dabei um eine 

Formveränderung, die sich in der Annahme einer rundlich-sphärischen Gestalt 

und der Ausbildung von Pseudopodien äußert (White 1974). Durch Stimulati-

onsreize kann es schließlich zur Degranulation, zur Adhäsion und Aggregation 

der Plättchen untereinander kommen (Zucker 1980, Packham 1994). 

Bei der Kontrolle der Thrombozyten nach den Waschvorgängen zeigt sich das 

typische Bild ruhender Plättchen. Sie besitzen eine oval-diskoide Form ohne 

Ausbildung von Pseudopodien. Sie liegen einzeln ohne Adhäsion oder Aggre-

gation vor. Unter dem Elektronenmikroskop kann man die gleichmäßige Vertei-

lung der Granula innerhalb der Plättchen sehen, die Lumina des OCS zeigen 

keine Erweiterungen. 

In der Aggregationskurve zeigt sich nach Einschalten des Magnetrührers eine 

deutliche Steigerung der Lichttransmission, der so genannte Rührsprung. Das 

Phänomen des Rührsprungs lässt auf eine diskoide Form der Plättchen schlie-
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ßen, die nach ihrer Ausrichtung im Rührerstrom eine geringere Streuung in der 

Suspension bewirken. 

Die Präparation der Blutplättchen ist somit erfolgreich verlaufen. 

 

4.2 Aktivierung und Hemmung von Blutplättchen 

 

Die Aktivierung der Blutplättchen erfolgt durch zwei verschiedene Präparate, 

nämlich Thrombin und Arachidonsäure. Thrombin ist ein potenter physiologi-

scher Agonist und führt über eine intrazelluläre Signalkaskade zur Aktivierung 

und Aggregation von Thrombozyten (Packham 1994). Gewaschene Plättchen 

zeigen schon bei geringer Konzentration von 0,05 U/ml Reaktionen (Maschke 

1991). Aus diesem Grunde werden Konzentrationen von 0,05U/ml, 0,075U/ml 

beziehungs-weise 0,1U/ml gewählt. Die Ergebnisse zeigen, dass diese Kon-

zentrationen zu einer erfolgreichen Aktivierung der Blutplättchen führen. 

Exogen zugeführte Arachidonsäure ist in der Lage, Thrombozyten zu aktivie-

ren und Aggregation und Sekretion auszulösen, indem es von Blutplättchen 

aufgenommen wird und durch das Enzym Cyclooxygenase in Prostaglandin G2 

und PGH2 gespalten wird. Thromboxansynthetase setzt die Endoperoxide dann 

zum größten Teil zu TxA2 um (Packham 1994). TxA2 ist ein wichtiger Aktivator 

der Blutplättchen. Wird die Freisetzungs- oder Aggregationsreaktion von Blut-

plättchen untersucht, so führt der Zusatz steigender Konzentrationen Arachi-

donsäure zu einer glockenförmigen, dosisabhängigen Kurve. Niedrige Konzent-

rationen steigern, hohe Konzentrationen wirken sich zunehmend hemmend auf 

diese Reaktionen aus  (Fratantoni 1981). Zusätzlich können hohe Konzentratio-

nen dosisabhängig zur Zelllyse und zu einer Verflüssigung der Membran und so 

zu einer Hemmung der Plättchenantwort führen (Sato 1989, Fratantone 1981). 

Für diese Studie werden Konzentrationen von 150µM, 200µM und 250µM ver-

wendet, die eine Aktivierung, allerdings auch eine partielle Lyse, der Thrombo-

zyten induzieren. 
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Viele Faktoren und Substanzen wirken sich hemmend auf die Plättchen-

aktivierung aus. Als wichtiger Faktor gilt der Blutfluss, weshalb Veränderungen 

in der  Gefäßwand, die zur lokalen Stase und so zur Konzentrierung von Plätt-

chen und Gerinnungsfaktoren führen, als gefährlich einzustufen sind (Coller 

1991, Goldsmith 1986).  

Endothelzellen sind in der Lage, zwei potente Inhibitoren zu sezernieren, 

Prostazyklin und NO. Die physiologische Prostazyklinsynthese ist zu gering um 

die Plättchenaggregation zu beeinflussen, allerdings steigern aktivierte Endo-

thelzellen ihre Produktion und auch aktivierte Plättchen sind in der Lage über 

einen Rezeptor-vermittelten Mechanismus die Prostazyklinsynthese zu erhöhen 

(Ware und Coller 1995). Prostazyklin steigert über das Enzym Adenylatzyklase 

die Produktion von cAMP, das die Funktion der Blutplättchen über verschiedene 

Mechanismen hemmt (Limbird 1988, Zavoico 1984). NO entsteht aus Arginin in 

stimulierten Endothel-zellen, erhöht den cGMP-Spiegel und hemmt so die Ad-

häsion (Coller 1992).  

Dass sich gewaschene Plättchen und das gewählte Untersuchungsmodell 

zum Nachweis inhibitorischer oder stimulierender Effekte verschiedener Sub-

stanzen auf ihre Aktivierung durch Thrombin und Arachidonsäure eignen, zeig-

ten bereits verschiedene Arbeiten (Jandak et al 1989, Szuwart et al 2000, Pfen-

nig 1995, Linder 1981, Dierichs 1993). So zeigte Dierichs, mit Hilfe des in dieser 

Arbeit gewählten Untersuchungsmodells, in seiner Studie aus dem Jahre 1993, 

dass α-Tocopherol (Vitamin E) einen hemmenden Einfluss auf die Aktivierbar-

keit gewaschener Thrombozyten durch Thrombin hat. In einer anderen Studie 

aus dem Jahre 1993 stellten Zhao et al einen stimulierenden Einfluss von LDL 

auf die Aktivierung von Plättchen durch Thrombin fest (Zhao 1993).  
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4.3 Aggregometermessungen und mikroskopische Befunde 

 

Zur Auswertung der Versuche werden drei Verfahren verwendet: 

1.) photometrisch: Aggregometermessung 

2.) mikroskopisch: Lichtmikroskop 

3.) ultrastrukturell: TEM 

 

4.3.1 Aggregometermessungen 

 

Die photometrische Messung der Thrombozytenaggregation nach Aktivierung 

mit einem Agonisten geht auf Aggregometermessungen zurück, die erstmals 

von Born 1960 beschrieben wurden. Die Aggregometermessungen dienen in 

dieser Arbeit als Kontrolle für die Qualität der präparierten Thrombozyten und 

der Überprüfung der Thrombozytenaktivierung nach Zugabe von Thrombin be-

ziehungsweise Arachidonsäure. 

Aktivierungs- und Aggregationsprozesse führen zu Formveränderungen der 

Blutplättchen, die morphologisch fassbar sind (White 1974). Diese morphologi-

schen Veränderungen werden im Aggregometer durch eine Änderung der Licht-

transmission sichtbar. Die bei der Formation von Plättchenaggregaten vom  

Aggregometer aufgezeichneten Kurven variieren entsprechend dem verwende-

ten Agonisten und seiner Konzentration. Allen Agonisten, mit Ausnahme von 

Epinephrin, ist gemeinsam, dass aufgrund der shape change der Blutplättchen, 

der von der diskoiden zu einer stachelig sphärischen Form führt, eine Abnahme 

der Lichttransmission erfolgt. Hingegen führen die folgende Aggregation und 

Sekretion zu einem Transmissionsanstieg (Gear 1994, Zucker und Nachmias 

1985, Milton und Frojmovic 1983). Dieser Anstieg der Lichttransmission äußert 

sich durch zwei „Wellen“, die die Plättchenaggregation beschreiben (Charo 

1977). Die erste Welle repräsentiert die primäre reversible Aggregation, die 

nicht mit einer Sekretion von Inhaltsstoffen verbunden ist. Die zweite Welle, die 

sekundäre Aggregation, entsteht aufgrund der Bildung großer irreversibler 
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Plättchenaggregate. In dieser Phase tritt auch die Sekretion der Inhaltsstoffe 

auf. Ist die Konzentration des Plättchenagonisten ausreichend hoch, ver-

schmelzen die beiden Wellen zu einer einzelnen kontinuierlichen Kurve. 

So lässt die Aggregometrie Rückschlüsse auf die Aktivierungszustände von 

Thrombozyten, die sich in shape change, der Aggregation und Sekretion äu-

ßern, zu. Anhand der bei der Messung aufgezeichneten Kurven kann nun nach 

erfolgter Aktivierung der Transmissionsverlauf der mit Neopterin inkubierten 

Plättchensuspension mit einer Kontrollsuspension verglichen und somit der  

Aktivierungsprozess beurteilt werden. Durch eine Aktivierung bedingte morpho-

logische Veränderungen der Plättchen, sowie die Bildung von Aggregaten und 

die Sekretion von Inhaltsstoffen, führen zu einer erhöhten Transmission und 

somit zu einem Anstieg der Aggregometerkurve.  

Der Verlauf der Aggregometerkurven spricht dafür, dass nach erfolgter 

Thrombingabe eine shape change der Plättchen innerhalb weniger Sekunden 

eingetreten ist. Dies ist deutlich an einem kurzfristigen Transmissionsabfall zu 

erkennen. Ursächlich hierfür sind die Entstehung der sphärischen Gestalt und 

die Ausbildung von Pseudopodien (Zucker und Zaccardi 1964, MacMillan und 

Oliver 1965). 

In Gegenwart von Calcium erfolgt bei Zell-Zell-Kontakt eine Aggregation der 

Trombozyten und eine Sekretion ihrer Granula. Hieraus entsteht ein Trans-

missionsanstieg, der in Gegenwart von 0,05 U/ml Thrombin nach ca. zwei Minu-

ten sein Maximum erreicht. Diese Merkmale sind nach der Aktivierung mit 

Thrombin bei den mit Neopterin inkubierten Blutplättchen als auch bei der Kon-

trollgruppe zu erkennen. Aus den Aggregometerkurven ist folglich kein Einfluss 

von Neopterin auf die Aktivierung der Thrombozyten durch Thrombin ersichtlich. 

Die Aktivierung durch Arachidonsäure führt zu einem im Vergleich zur Throm-

binaktivierung insgesamt langsameren Anstieg und flacheren Verlauf der 

Transmissionskurve. Aktivierung mit 150µM Arachidonsäure führt zur Bildung 

primärer    Aggregate, die sich in der Folge lösen. Dies äußert sich im Kurven-

verlauf durch eine erste Welle der primären Aggregation und anschließendem 

Abfall aufgrund der durch Auflösung der Aggregate bedingten sinkenden Licht-
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transmission. Die Steigerung der Konzentration führt zu einem langsamen, kon-

tinuierlichen Anstieg der Lichttransmission, der nicht charakteristisch ist für eine 

vollständige Aktivierung mit Bildung sekundärer irreversibler Aggregate. Die 

erreichten Transmissionswerte entsprechen denen früherer Studien (Sato 1989, 

Linder 1981). Die Kontrollgruppe zeigt dieselben Charakteristika, so dass ein 

direkter Einfluss von Neopterin auf die Aktivierung der Blutplättchen mit Arachi-

donsäure durch die Aggregometermessungen nicht nachweisbar ist. 

 

4.3.2 Lichtmikroskopie 

 

Die Lichtmikroskopie als Mittel zur Darstellung von Thrombozyten wird orien-

tierend angewandt. So lässt sich beurteilen, wie sich die entstandenen Aggre-

gate in der Übersicht darstellen.  

Die schwache Anfärbung der mit Arachidonsäure aktivierten Blutplättchen ist 

auf die ausgeprägte Zelllyse zurückzuführen. Die Schnitte der mit Thrombin 

aktivierten Blutplättchen zeigen eine erfolgreiche Aktivierung mit der Bildung 

großer kompakter Aggregate. Es lassen sich keine Unterschiede zwischen den 

mit Neopterin inkubierten Plättchen und der Kontrollgruppe und somit keine 

Wirkung des Neopterins auf die Aktivierung feststellen. Die Ergebnisse der mit 

Arachidonsäure aktivierten Blutplättchen bestätigen die Aggregometer-

messungen mit dem Ausbleiben sekundär irreversibler Aggregate. Es ist durch 

die Aktivierung lediglich zur shape change im Sinne einer Abrundung gekom-

men.  

Die Tatsache, dass die Kontrollgruppe identisch erscheint, lässt einen fehlen-

den Einfluss des Neopterins ableiten. 
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4.3.3 Elektronenmikroskopie 

 

Mit dem Elektronenmikroskop lässt sich die Ultrastruktur der Thrombozyten 

beurteilen. Ruhende Plättchen haben eine diskoide Form ohne Pseudopodien-

bildung. Werden die Plättchen aktiviert, kommt es zur Änderung der diskoiden 

Form in eine sphärische. Diese „shape change“ geht einher mit der Ausbildung 

fingerförmiger Ausstülpungen der Zellmembran, die als zytoplasmatische Fort-

sätze oder auch Pseudopodien bezeichnet werden (Deranleau 1987, Patscheke 

1980).  

Auch die Zellorganellen lassen elektronenmikroskopisch Veränderungen er-

kennen. Durch Aktivierung kommt es zu einer Zentralisation der Granula, und 

es erscheint am Rand der Plättchen ein heller Hyaloplasmasaum. Durch die 

Zusammenballung der Organellen wird das Zentrum der Plättchen elektronen-

dichter   (Ruzicka 1976). Mit fortschreitender Aktivierung kommt es im Zuge der 

Bildung sekundär irreversibler Aggregate zur Sekretion (Degranulation), die sich 

in der Verringerung der dense bzw. α-Granula im Zellinnern äußert (Ruzicka 

1976). Die gespeicherten Inhaltsstoffe werden über das OCS ins Plasma aus-

geschüttet (White 1984). Das OCS zeigt ein erweitertes Lumen. Diese im Elekt-

ronenmikroskop als Aufhellungen erscheinenden Strukturen beinhalten teilwei-

se wenig elektronendichtes Material. Die mit der Sekretion einhergehende se-

kundär irreversible Aggregation ist durch eine intensive Verzahnung von Pseu-

dopodien gekennzeichnet.  

Bei den mit Thrombin aktivierten Plättchen finden sich auf den elektronenmik-

roskopischen Aufnahmen alle diese Merkmale wieder. Es ist also eine vollstän-

dige Aktivierung der Thrombozyten mit Bildung sekundär-irreversibler Aggrega-

te und einhergehender Sekretion der Granula eingetreten. Es ist kein Unter-

schied zwischen den mit Neopterin inkubierten Plättchen und der Kontroll-

gruppe zu erkennen. Es macht auch keinen Unterschied, ob sie im PRP oder 

nach den Waschvorgängen inkubiert wurden. 

Die mit Arachidonsäure aktivierten Plättchen weisen Unterschiede auf. So 

kommt es nicht zur Bildung von Aggregaten, die Membran der Plättchen wird 
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zerstört und es finden sich viele Zelltrümmer. Es kommt zur shape change der 

Thrombozyten, die sich abrunden und teilweise Pseudopodien ausbilden. Dies 

spricht für eine zumindest unvollständige Aktivierung der Plättchen. Da sich die 

nicht mit Neopterin inkubierte Kontrollgruppe in der Übersicht identisch darstellt, 

ist dieser Effekt nicht auf den Einfluss des Neopterins zurückzuführen. Wie in 

Kapitel 4.2 beschrieben, können hohe Arachidonsäurekonzentrationen zu 

Schäden an Thrombozyten führen. Die unphysiologisch hohe Konzentration der 

Arachidonsäure verursacht vermutlich die Verflüssigung und Lyse der Plätt-

chenmembran. Ein inhibitorischer Einfluss von Neopterin auf die Plättchenakti-

vierung lässt sich somit nicht feststellen.  

 

4.4 Neopterin 

 

Neopterin gehört zur Klasse der Pteridine und leitet sich biochemisch von 

Guanosintriphosphat ab. Interferon-y ist der zentrale Stimulus zur Aktivierung 

der GTP Cyclohydrolase, die das Purin zu 7,8-Dihydroneopterintriphosphat 

spaltet. Dieses Zwischenprodukt wird in den meisten Zellen, wie Fibroblasten 

oder Endothelzellen, durch das Enzym 6-Pyruvoyl-Tetrahydropterin-Synthase in 

Tetrahydrobiopterin umgewandelt. Aufgrund eines relativen Mangels des En-

zyms in Monozyten und Makrophagen kommt es nach Aktivierung der GTP 

Cyclohydrolase I zu einer Anhäufung von 7,8-Dihydroneopterintriphosphat auf 

Kosten von Tetrahydrobiopterin. 7,8 Dihydroneopterintriphosphat wird durch 

Hydrolyse und Oxidation in Neopterin umgewandelt (Vrecko 1997, Millner 1998, 

Müller 1991). 

Die Erhöhung der Neopterinkonzentration ist ein Zeichen für eine Aktivierung 

des Immunsystems. Monozyten und Makrophagen sind die Hauptquelle und 

geben das Neopterin an die Körperflüssigkeiten ab (Ziegenhagen 1997, Werner 

1987, Katoh 1989). Neopterin zeigt außerdem verschiedene biochemische 

Funktionen über Wechselwirkungen mit zellulären Redoxmechanismen und der 

Förderung von oxidativem Stress. So wurde gezeigt, dass Neopterin die Toxizi-

tät gegenüber Bakterien steigert und die Apoptose bestimmter Zelltypen fördert 
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(Murr 1994, Hoffmann 1998). Bekanntermaßen hemmt oxidativer Stress intra-

zelluläre Ca-Kanäle verschiedener Zelltypen (Agostinho 1997). So wurde be-

reits eine direkte hemmende Wirkung von Neopterin auf die ATP-induzierte 

Calciumfreisetzung von Lungen-epithelzellen nachgewiesen (Hoffmann 2002). 

Dieser Umstand würde bei Blutplättchen zu einer Herabsetzung ihrer Aktivie-

rungsfähigkeit führen. 

Es ist bekannt, dass eine funktionelle Kopplung zwischen dem thrombo-

zytären Anteil des Gerinnungssystems und Leukozyten besteht. So kann der     

„platelet activating factor“, PAF, ein im Zuge des Aktivierungsprozesses synthe-

tisiertes Phospholipidderivat, auch von aktivierten Leukozyten an die Umge-

bung abgegeben werden (Chignard 1979). Andere Arbeiten beschreiben eine 

antiaggregierende Wirkung von Leukozyten auf Blutplättchen (Salvemini 1989, 

Nicolini 1990). Der PAF aktiviert nicht nur Thrombozyten, sondern wirkt auch 

chemotaktisch und phagozytoseaktivierend auf neutrophile Granulozyten und 

Makrophagen. Er ist also ein Thrombozytenaktivator, der gleichzeitig als Ent-

zündungsmediator dient. Vielleicht wirkt Neopterin in ähnlicher Weise, also als 

Entzündungsmediator und, im Gegensatz zum PAF, als Thrombozytenhemmer.  

Anwaar et al. untersuchen in ihrer Studie aus dem Jahre 1998 einen mögli-

chen Zusammenhang zwischen der vasodilatatorischen und vasokonstriktiven 

Funktion des Endothels und leukozytären Entzündungsmediatoren bei Patien-

ten mit    Artheriosklerose (Anwaar et al. 1998). Diese Arbeit unterstützt die 

These eines möglichen antiaggregierenden Effektes von Leukozyten bezie-

hungsweise der von ihnen sezernierten Entzündungsmediatoren. So wurde in 

der genannten Studie gezeigt, dass erhöhte Neopterinwerte im Blut mit einem 

Anstieg von cGMP und cAMP einhergehen.  

Dies reflektiert den Zusammenhang in der Biosynthese von Stickstoffmonoxid 

und Neopterin. Der Zusammenhang erklärt sich durch die Tatsache, dass 

Tetrahydrobiopterin, ein Produkt der Pteridinsynthese, ein essentielles Coen-

zym der NO-Synthase ist. Stickstoffmonoxid, der sogenannte Endothelium-

derived-relaxing-factor, ist ein kurzlebiges Abbauprodukt von Arginin. Es stimu-
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liert die Guanylatzyklase in Plättchen, deren Aktivierung zu einer Erhöhung von 

cGMP führt.  

Prostazyklin ist ein Abbauprodukt der Arachidonsäure und wird aus Endothel-

zellen freigesetzt. Es wirkt vasodilatierend. Prostazyklin stimuliert die Adenylat-

zyklase und erhöht so die Bildung von cAMP, das über verschiedene Mecha-

nismen an der Hemmung von Blutplättchen beteiligt ist. cGMP und cAMP sind 

second messenger, die u. a. Arachidonsäure aus Membranen freisetzen. Beide 

wirken hemmend auf Blutplättchen. 

Ergebnisse früherer Studien zeigen verschiedene Mechanismen auf, die die 

Wirkung von Leukozyten auf Blutplättchen erklären könnten. Blutplättchen be-

sitzen eine NO-Synthase und sind so selbst in der Lage, Stickstoffmonoxid und 

cGMP zu bilden (Mehta 1995). Leukozyten könnten durch ihre Mediatoren, zum 

Beispiel Neopterin, die Synthese von cGMP durch Stickstoffmonoxid in Blut-

plättchen stimulieren, wie es auch in Endothelzellen geschieht (Werner-

Felmayer 1993). Ein weiterer möglicher Mechanismus wäre eine Wirkung leu-

kozytärer Entzündungsmediatoren auf Rezeptoren vaskulärer Endothelzellen. 

Dies könnte zu einer Freisetzung von Stickstoffmonoxid (Moncada 1993) und 

Prostazyklin (Dinerman 1990) führen, die ihrerseits einen Anstieg von cGMP 

und cAMP in zirkulierenden Blutplättchen auslösen würden.  

Zur Beurteilung einer direkten Wirkung des Neopterins auf die Aktivierungs-

fähigkeit der Thrombozyten werden zwei Versuchsansätze gewählt. Einerseits 

wird das Neopterin zu den gewaschenen Plättchen gegeben, also in eine prote-

inarme und von anderen korpuskulären Blutbestandteilen befreite Lösung. An-

dererseits wird in einem zweiten Versuchsansatz das Neopterin bereits in das 

plättchenreiche  Plasma gegeben, um zu untersuchen, ob die im Plasma gelös-

ten Substanzen, wie zum Beispiel Fibrinogen oder andere Proteine, einen Ein-

fluss auf die Wirkung von Neopterin auf Thrombozyten haben. Um zeigen zu 

können, ob konzentrationsabhängige Veränderungen auftreten, werden ver-

schiedene Konzentrationen des  Neopterins, nämlich 20, 40, 80 beziehungs-

weise 160nMol gewählt.  
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In unseren Versuchen kann kein Einfluss des Neopterins auf die Aktivierung 

der Blutplättchen in vitro nachgewiesen werden. 

 

4.5 Abschluss und Ausblick 

 

Inhalt der Arbeit ist die erstmalige Untersuchung des Einflusses von Neopterin 

auf die Aktivierbarkeit gewaschener Thrombozyten. Die verwendete Wasch-

methode nach Patscheke eignet sich zur Gewinnung von Suspensionen inakti-

ver Plättchen in einer proteinarmen Lösung. Da Blutplättchen durch Scherkräfte 

während der Zentrifugation, durch fehlende Strömung in den Lösungen, Abküh-

lung auf Raumtemperatur, freiwerdendes ADP aus zerfallenden Erythrozyten 

und Konzentrationsänderungen bei der Zugabe von Waschlösungen aktiviert 

werden können, wurden sie während des gesamten Waschvorgangs reversibel 

gehemmt. 

Die Blutplättchen wurden vor beziehungsweise nach den Waschvorgängen 

mit Neopterin inkubiert und im gewaschenen Zustand mit Thrombin und Arachi-

donsäure aktiviert. Die Auswertung der Versuche erfolgte mit Hilfe der Aggre-

gometrie, der Lichtmikroskopie und der Elektronenmikroskopie. Mit diesen   

Verfahren konnte die funktionelle Morphologie der Blutplättchen nach erfolgter   

Aktivierung beurteilt werden. 

Die Ergebnisse zeigen keine Zeichen einer Veränderung der Aktivierungs-

fähigkeit von Blutplättchen unter dem direkten Einfluss von Neopterin in vitro. 

Die Aktivierung mit Thrombin weist alle Merkmale einer vollständigen Aktivie-

rung, resultierend in der Bildung kompakter Aggregate, auf. Die Gabe unphysio-

logischer Mengen Arachidonsäure hatte starke Zelllyse zur Folge, doch führte 

auch sie zur Aktivierung der Blutplättchen.  

Die Ergebnisse waren unabhängig von den verschiedenen gewählten Neopte-

rinkonzentrationen. Die gemachten Beobachtungen waren identisch mit der 

nicht mit Neopterin inkubierten Kontrollgruppe. Eine Inkubation der Blutplätt-

chen mit Neopterin, sei es im PRP oder in gewaschenem Zustand, hatte keinen 

nachweisbaren Effekt auf die Aktivierung mit Thrombin oder Arachidonsäure. 
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Dies schließt einen Zusammenhang zwischen Neopterin und der Aktivierbar-

keit von Thrombozyten nicht aus. Vielmehr stellt diese Studie den Anfang für 

weiterführende Untersuchungen zu diesem Thema dar. Es wird Gegenstand 

weiterer Studien sein müssen, die aufgezeigten Theorien zu untersuchen und 

eine etwaige Verbindung zwischen Neopterin und dem thrombozytären Gerin-

nungssystem herstellen zu können. 
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