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Zusammenfassung
Untersuchung des EinfluRes von Kunstherzen aufrhozyten
durch Bestimmung von Thrombozytenaktivitat und Meggregatbildung mit DurchfluBzytometrie nach
Entwicklung eines Protokolls zur Vollblutpraparatio

Abdel-Karim, Sami

Es ist bisher nicht ganz geklart, wie die Hamostagekiinstliche Oberflachen reagiert. Da die Haamesin
der fruhen postoperativen Phase nach Kunstherzimgtlan die Prognose maligeblich durch
thrombembolische Komplikationen beeinfluf3t, weraheib dieser Studie (Institutional Review Board, Penn
State College of Medicine, 17.12.2004, Protocol N¥00-264EP), zur weiteren Klarung des EinfluRes vo
kiinstliche Oberflachen, Veranderungen der Hamostedlerend und nach einer Kunstherzimplantation
(LVAD - TCI und Thoartec) untersucht.

Die postoperativen, thrombembolischen Komplikatiomgerden durch die primére Hamostase verursacht.
Die primare Hamostase wird durch Thrombozyten djesiEe Untersuchungen der Thrombozyten sind mit
DurchfluRzytometrie durchgefuhrt worden. Im Vorfeldieser Studie ist dafir ein Protokoll zur

Vollblutpraparation entwickelt worden.

Der Einflu der kinstlichen Oberflachen wurde dumbstimmung der Thrombozytenaktivitat und
Mikoraggreagtbildung bestimmt. Die Expression voeseiectin ist als Aktivitdtsmarker verwendet worden
die Bildung von Mikro-/Aggregaten ist durch die Kbimation aus Thrombozytenidentifizierung (CD61) und
Lichtreflex bzw. Vorwartslichtzerstreuung (forwasdatter) nachgewiesen worden. Diese Parameterirsind
Kunstherzpatienten, Klappenersatzpatienten, Harffimenpatienten (NYHA [lI-1V) und Freiwilligen

untersucht worden.

Zusammenfassend kann aus dem geringen Patientektkglldas der Studie zugrunde liegt, Folgendes
festgehalten werden: Kunstherzen haben keinen fikignien Einflu@ auf den Aktivitdtszustand von
Thrombozyten und keinen signifikanten Einflu aig 8ildung von Mikro-/Aggregaten im Vergleich mit

Klappenersatzpatienten.

Als Zufallsbefund ist in der frihen postoperatimase (24h und 72h nach Operation) Hypersensitiléa
Thrombozyten festgestellt worden. Dabei handelsieb a.e. um eine Folge der Herz-Lungen-Maschine.
Hypersensitiven Thrombozyten scheinen die Ursadhalie bekannten postoperativen, thrombembolischen

Komplikationen zu sein.
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1 EINLEITUNG

Herzerkrankungen gehoren zu den haufigsten Erkragequin der Bevolkerung. In der
Bundesrepublik Deutschland wird die Anzahl an cledm Herzkranken auf zirka
800.000 geschétzt. In den letzten 20 Jahren hat die Anzahl der Menschen mit
schweren chronischen Pumpstdrungen vervierfachds egt in erster Linie an den
Auswirkungen von Bypal3-Operationen, der heute IbessBehandlung von akuten
Myokardinfarkten durch Lyse und an den perkutanemansiuminalen
Coronarangioplastien (PTCA) [108]. Am schwerstettrdifen sind Patienten, deren
Herzerkrankung sich bereits im Endstadium befirfftegminale Herzinsuffizienz), d.h.
bei denen allein medikamentds eine adaquate Hempistung nicht mehr
sichergestellt werden kann. Als Therapiemoglichlsght dann oft nur noch eine
Herztransplantation zur Verfiugung. Bis 1999 sind ltweat zirka 50.000
Herztransplantationen  durchgefihrt worden [108]. vdBe es zu einer
Herztransplantation kommen kann, gilt es aber emscheidende Hirde zu nehmen -
es mul} ein passendes Spenderherz gefunden welidsristin den letzten Jahrzehnten
immer problematischer geworden. 1998 zum Beispielrden 540 Herzen in
Deutschland transplantiert, es wurden aber zirkaeizwbis dreimal so viele
Spenderherzen bendtigt. Diese Situation hat zielafatientenwartelisten gefiihrt. Die
Lage ist unbefriedigend, weil durch den standigeaniyel an Spenderorganen ein
groBer Teil der Transplantationskandidaten in dexrrtézeit auf ein Organ verstirbt.
Schon vor Jahrzehnten wurde begonnen, nach Auswagghosungen zu suchen. In
dieser Situation ist die Idee entstanden, kunslidHerzen, d.h. mechanische
Unterstitzungspumpen zu entwickeln. Das Kunstherterstitzt die zu schwache
Pumpfunktion des kranken Patientenherzens bis e@iggetes Spenderherz gefunden
werden konnte oder bis sich sein eigenes Herz $s@weolt hat, dal? es eine wieder
ausreichende Pumpleistung alleine leisten kanallém deutschen Herzzentren werden
heute Herzunterstitzungspumpen verwendet. Erstngalgng die Implantation eines
Kunstherzens 1963 Liotta et al. [6@]ls Uberbriickung bis zu einer Transplantation
1969 Cooley et al. [23]. Seitdem sind viele klimscErfahrungen gesammelt worden.
Diese hat die Uberlebenschancen von Patienten tverlvickungsherz und spéaterer

Transplantation annahernd angeglichen an die Ubemkehancen von Patienten mit



sofortiger Transplantation [108]. Mittlerweile werd auch Kunstherzen entwickelt, die
nicht nur als Ubergangslésung dienen, sondern atsnHettersatz fiir eine

Transplantation, d.h. als Dauerlésung eingesetmevekdnnen.

1.1 Kunstherzen

Unter einem Kunstherz bzw. Unterstitzungssystem d wiein chirurgisch
implantierbares, mechanisches Pumpsystem verstarden die Pumpfunktion des
Herzens, die Funktion eines Ventrikels, unterstiiteder auch ersetzen kann. Nicht
ersetzen kann es jedoch die endokrine FunktioHéezsens.

Damit ein Kunstherz die Funktion des natirlichemzdas ersetzen kann, sind Antriebe
vorhanden, die die Arbeit des Herzmuskels leisterese mechanischen Antriebe
brauchen eine Energieversorgung, die dem StoffvedamsMyokard gleichzusetzen ist.
Steuer- und Regelungselektronik sind erforderliomzErsatz der nervalen Regelung
der Herzfunktion. Hinzu kommen Anschluf3elemente, diemkiinstlichen Blutpumpen
mit dem GefaRsystem des Patienten verbinden zuekidrensoren zur Uberwachung
der Kunstherzfunktion und Sicherstellung einer eetienden Herzleistung fur den
Stoffwechselbedarf des Kunstherzempfangers sowie mieist Uber Kabel von aul3en
fur den Betrieb notwendige externe Energieversaygsind zusatzliche Komponenten
eines Systems.

An diese Systeme werden sehr hohe medizinische sictierheitstechnische
Anforderungen gestellt. Als lebenserhaltende Imalensind die Anspriche an die
Betriebszuverlassigkeit und die Dauerfestigkeitthadeute werden mindestens funf
Jahre ununterbrochener Betrieb angestrebt. Die efgst missen eine hohe
Biovertraglichkeit aufweisen, d.h. sie sollten btiionend arbeiten und die
Blutkontaktflachen sollten das Gerinnungssystenwesaig wie moglich beeinflussen.
Die Materialien mussen nicht nur mechanisch extrenh belastbar, sondern auch
chemisch und biologisch stabil sein. Des Weiterérssan Kunstherzen fir Patienten
akzeptabel sein. D.h. stérende BetriebsgerauscteVibrationen, die vom Patienten
wahrgenommen werden konnten, sollten so gering mviglich gehalten werden.
AuBBerdem sollten die Mobilitatt und die allgemeineebknsqualitat des

Kunstherzempfangers moglichst uneingeschrankt dateiblm Idealfall sollte die



Existenz des Kunstherzens, &@hnlich wie bei einenedé@rittmacher, vom Patienten
praktisch vergessen werden kénnen.

Die zur Zeit am meist verwendeten Systeme sind sogenannten LVAD
(left ventriculare assist device). Dabei handeltseh um Systeme, die den linken
Herzventrikel unterstitzen. Ein klassischer LVADOzseam linken Ventrikel an und
saugt Blut aus der Kammer in die Pumpe. Das Kursthempt dann das Blut durch
eine kunstliche GefalRverbindung Uber die Aorta etediriick in den grof3en Kreislauf.
Versorgungskabel ziehen durch die Bauchdecke zu da@ntroll- und
Versorgungseinheit des Unterstitzungssystems. LM#dédden Uberwiegend in das
obere Abdomen gepflanzt. Im Allgemeinen werderfi@d age bis Monate eingesetzt.
Zur Zeit gibt es drei Systeme, die hauptsachlichlamtiert werden. Zum einen gibt es
das TCI, Heartmate Unterstltzungssystem. Es ighm@umatisch betriebenes Herz, das
in den linken, oberen Quadranten des Abdomens leiaglet wird. Ein Kabel und eine
Druckluftleitung durchziehen die Bauchdecke nach3esw Thoratec, Thoratec
Laboratorien Inc. ist das zweite System. Es ish&lis ein pneumatisch angetriebenes
System. Es wird auf die Bauchwand gepflanzt (payakal). Novacor, Novacor Baxter
Laboratorien ist ein elektrisch betriebenes Syst&®.wird in den linken oberen
Quadranten eingebracht und ebenfalls ziehen Varsgsleitungen durch den linken
unteren Quadranten der Bauchdecke. Die drei Systenm&nd
Langzeitunterstitzungssysteme. Sie kbnnen gegefadiseauch kurzzeitig verwendet
werden.

Wo liegen die Unterschiede der Systeme? Das TCirthate Unterstltzungsherz
enthalt Bioklappen. Oberflachen, die mit Blut in rikakt kommen, sind mit kleinen
Titaniumperlen bestlickt. Diese Oberflachenbeschhé# flhrt zur Ausbildung einer
endothelialisierten Neointima aus Fibrin und eikedlagenartigen Gewebes, die zu
einer besseren Biovertraglichkeit beitragen. Degnagerursacht das TCI Kunstherz im
Vergleich zu anderen Systemen weniger thrombendi@isKomplikationen. Die
Patienten missen aber trotzdem téaglich Acetyldalicye oder Heparin einnehmen. Das
Kunstherz kann nur an die Herzspitze bzw. den firkentrikel angeschlossen werden.
Das Blut wird dann in die Aorta gepumpt. Das TCkt8yn kann nicht an den Vorhof

angebracht, noch als Rechtsherzunterstitzung vedetewerden. Das Thoratec



Kunstherz arbeitet mit mechanischen Herzklappee. Blutkontaktflachen sind glatt
(smooth surface) verarbeitet. Patienten, die dielrg implantiert bekommen, missen
Heparin oder Phenprocoumon einnehmen. Das System &a das linke Atrium oder
den linken Ventrikel operiert werden. Es pumpt d&at ebenfalls in die Aorta.
Das Thoratec-Kunstherz kann auch als Rechtsheratifiteung eingesetzt werden. Das
Novacor System arbeitet mit biologischen Klappene Blutsackoberflachen sind
ebenfalls glatt (smooth surface) verarbeitet. Dagsteé®n arbeitet mit einer
aulBergewohnlichen Pumptechnik. Der Blutsack wirdiseziaen zwei Druckplatten
blutleer gequetscht. Patienten mit diesem Kunstineiizssen dauerhaft antikoaguliert
werden (Heparin, Phenprocoumon, Acetylsalicylsdudegben den beschriebenen, gibt
es noch andere Systeme, die zum Einsatz kommen. Beispiel das mit der US-
Raumfahrtbehdrde NASA Zusammen entwickelte DeBakey-
Linksherzunterstitzungssystem. Es ist ein Kklapm&so sehr leichtes und kleines
System mit einer Axialpumpe. Es ist nur so grol3 &iree Zigarettenschachtel und mit
etwa 100 Gramm wiegt es nur rund ein Zehntel desi€h¢s herkdmmlicher Systeme.
Die Axialpumpe erzeugt einen kontinuierlichen Blu. Der Patient hat keinen
melbaren Puls mehr, und das System arbeitet adfgian Pumptechnik und nicht
vorhandener mechanischer Klappen auf3ergewohnlitloga AuRerdem wird fieberhaft
an neuen Systemen gearbeitet. Im Hershey Medicate€ést in der Abteilung fur
kinstliche Organe das System Lionheart, Arrow fragonal entwickelt worden. Das
Besondere und weltweit Einmalige an diesem Syststn dal es ohne jegliches
Versorgungskabel nach aul3en auskommt. Das Systenollismplantierbar. Kontroll-
und Steuereinheiten sind im Korper des Patientere PBnergieversorgung und
Steuermdglichkeiten werden Uber Induktionstechrekvd@hrleistet. Es ist eine Spule
entwickelt worden, die auf den Rippen, aber unierHthut des Patienten operiert wird
und Uber die Energie Ubertragen, Kontrollbefehleriittelt und Betriebsdaten erhalten
werden konnen. Nach Implantation des Lionhearteé®ysthat der Patient keine erhéhte
Infektionsgefahr aufgrund der den Korper von awdasorgende Kabel. Es ist aber sehr
voluminds, so dal’ es weder fur Kinder noch firacké Erwachsene in Frage kommt.
Die Aufwendungen, um implantierbare, kinstliche  zéer  bzw.

Herzunterstiitzungssysteme zu entwickeln, liegenwsgiem Uber allen Voraussagen,



die zu Beginn der Kunstherzforschung gemacht wurdenAnfang ist von 10 bis 15
Jahren Entwicklungszeit ausgegangen worden. Bitelend zirka 40 Jahre vergangen

und das Endziel, das auf Dauer implantierbare kithetHerz, ist noch nicht absehbar.

1.2 Herzinsuffizienz

Kunstherzen kommen zum Einsatz bei Patienten, de emner terminalen
Herzinsuffizienz leiden (NYHA 1V), andere therapsahe Mdoglichkeiten, wie zum
Beispiel intraaortale Ballonpumpen (IABP) nicht adgversprechend oder
kontraindiziert sind, und flr die nicht rechtzeiggh passendes Spenderherz gefunden

werden kann.

1.2.1 Definition
Eine Herzinsuffizienz ist eine gestorte Herzfunkfiaunter der das Herz eine den
Stoffwechselbedirfnissen der Korpergewebe entspretgh Pumpfunktion nicht oder

nur unter erhéhtem Fallungsdruck erbringen kann.

1.2.2 Einteilungsformen

Es gibt zwei klassische Insuffizienzformen: die tekund die chronische Form. Die
akute Herzinsuffizienz entsteht am haufigsten naghem Herzinfarkt (akute
Linksherzinsuffizienz) oder nach akuter Lungeneng(kute Rechtsherzinsuffizienz).
Die chronische Form kann sehr unterschiedlithsachen haben. Allgemein steht
meistens eine erhohte Druckbelastung des Herzemdittmlpunkt. Ursachen sind zum
Beispiel arterielle Hypertonie, Klappenfehler.

Die Insuffizienz kann nur die linke oder nur dieliee Herzhalfte betreffen. Wenn beide
Halften betroffen sind, wird von einer Globalinsuinz gesprochen.

Die Herzinsuffizienz kann zu einem Rilckwarts- oderwartsversagen fuhren. Beim
Ruckwartsversagen (Backward-failure) ist die digstbe Fullung des Herzens
beeintrachtigt, zum Beispiel durch eine Ventriketgersteifung. D.h. es ist dem
Herzen nur noch unter erhéhtem Fullungsdruck inRiestole méglich, ein normales
Herzzeitvolumen zu pumpen. Ist es zum Vorwartsygasa (Low-output-failure)
gekommen, so ist der systolische Auswurf verringed das Herz erbringt nicht mehr
die fir den Korper nétigen Blutmengen. Es gibt anokh eine Insuffizienzform bei

Hyperzirkulation (High-output-failure) bei Hyperttepse oder Anamie.



1.2.3 Stadieneinteilung
Die Herzinsuffizienz wird nach den Richtlinien dblew York Heart Association

(NYHA) eingeteilt. Es werden vier Gruppen untersclan:

I keine Beschwerden unter normaler Belastung,

Il keine Beschwerden in Ruhe und bei leichter Belag,
aber bei normaler Belastung,

0 keine Beschwerden in Ruhe, aber bei leichtdaB®@ing,

v Beschwerden in Ruhe, verstarkt bei leichter Belag.
1.3 Kunstherzimplantation

1.3.1 Indikation
Liegt ein Linksherzversagen vor, so kann vor dgulémtation eines Kunstherzens noch

die Indikation fUr eine intraaortale Ballonpump@&RP) festgestellt werden. IABP
werden eingesetzt bei kardialem Versagen nach Mygokarkt oder nach
Herzoperation, allgemein bei schlechter Pumpfumktilare Kontraindikationen sind
aber eine Aortenklappeninsuffizienz, eine Aorteselidion oder ein thorakales
Aneurysma. Ist medikamentds keine ausreichende Rumkippn des Herzens zu
gewahrleisten (NYHA IV, terminale Insuffizienz), nei |IABP bei einem
Linksherzversagen kontraindiziert oder liegt einciRsherzversagen vor, wird die
Indikation fur ein Kunstherz gepruft. Eine Indilati ist unter anderem durch
hamodynamische Grenzwerte festgelegt worden. Gremewind [108]:

* Herzindex < 2,0 I/min/m?,

» Arterieller Mitteldruck < 60-70 mmHg,

* Pulmonaler Verschlu3druck > 20 mmHg,

* Urinausscheidung < 20 ml/h.

Diese Grenzwerte sind aber nicht allein entscheideBin weiterer wichtiger
Entscheidungsparameter ist der Verwendungszweckniteder Implantation verfolgt
wird. Die Hauptfrage ist: Soll ein Kurzzeit- oderangzeitunterstiitzungssystems

implantiert werden?



Im Allgemeinen gibt es vier Verwendungszwecke [108]

« Uberbriickung bis zur Erholung des eigenen Herzens,

« Uberbriickung bis zu einer Transplantation,

» Uberbriickung bis zur Implantation eines Langze#tsttitzungssystems,

* Implantation eines Langzeitunterstitzungssystems.

Das Grundleiden stellt ebenfalls ein Entscheiduagspeter dar. Bestimmte
Krankheiten sind heute als Implantationsindikattigemein akzeptieftL08]:

» dilatative Kardiomyopathie,

e ischamische Kardiomyopathie,

* nicht anders therapierbares Vitium,

e akuter Myokardinfarkt,

» akute Myokarditis,

» Postkardiotomieversagen,

akutes Transplantatversagen.

Bevor es aber letztendlich zu einer ImplantatioregiUnterstlitzungssystems kommen

kann, missen ebenfalls die Kontraindikationen ertvrerden.

1.3.2 Kontraindikation

Leidet der Patient akut unter einer systemischdakiion, kann es nicht zu einer
Implantation eines Fremdkorpers kommen. Eine weitkpntraindikation ist eine
schwere Gerinnungsstorung. Gerinnungsstérungenanaginen chirurgischen Eingriff
unmdglich. Wenn eine Vollantikoagulation nicht cdufithrbar ist, kann keine
Implantation vorgenommen werdewgeil diese fur die Implantation eines Systems
notwendig ist. Eine Kontraindikation kann sich alzerch aus der Gesamtsituation
ergeben. Wenn bei einem Patienten zum Beispiektsigbgen eine Implantation eines
Kurzzeitiberbriickungssystems spricht, der Patieber anicht fur die spéatere
Transplantation zugelassen werden kann, macht dieplahtation eines

Kurzzeitiberbrickungsherzens keinen Sinn.



1.3.3 Operation
Die Operation implantierbarer Unterstltzungshereefolgt unter Verwendung der

extrakorporalen Zirkulation (Herz-Lungen-Maschinejter Vollantikoagulation mit

Heparin am schlagenden Herzen.

1.3.4 Komplikationen nach Implantation

Blutungen sind eine haufige Komplikation besonderden ersten Stunden nach einer
Kunstherzimplantation [30, 36, 47, 61, 123]. Frigstoperative Blutungen rihren meist
von der Vollheparinisierung und dem groRen Wundgeher [108]. In ungunstigen
Fallen kdbnnen unbeherrschbare Blutungen auftreten.

Ein Kunstherzsystem ist ein groR3er Fremdkoérper bedinstigt die Entstehung von
akuten und chronischen Infektionen. Deshalb siriektionen haufige Komplikationen
nach Implantation eines Unterstitzungssystems 327,31, 40, 58, 91]. Jeder dritte
Patient erleidet eine Besiedlung seines Systemsalltpemeinen lassen sich diese aber
mit Antibiotika beherrschen. Aber auch die Auststelle der Kabel aus der Haut birgt
ein hohes Risiko fur Infektionen. Infektionen begiigen die Pathogenese von
Thrombembolien [22, 117].

Thrombembolien sind in der Regel einige Tage naeh @peration haufige und
ernsthafte Komplikationen [36, 40, 41, 47, 61, 63, 77, 91 u.a.]. Sie kdnnen im
kranken Patientenherz und besonders im Unterstgisayatem entstehen. Klinisch
erscheinen solche Komplikationen als zerebrale cstemische Symptome. Am
haufigsten sind zerebrale Symptome in Form von lggien. Systemische Embolien
kénnen in den Extremitaten, besonders in den Beinan zu Durchblutungsstérungen
fuhren. Sehr haufig kommt es auch zu asymptomaisémbolien der inneren Organe
(Leber, Milz,Niere) [108].

1.4 Entwicklung der Fragestellung
Bis heute ist nicht ganz verstanden und geklam, die Hamostase auf die Operation

und den implantierten Fremdkorper reagiert. Daan drsten Tagen und Wochen nach
der Operation das Uberleben der Patienten haufigdeo Gerinnungslage und -reaktion
abhangt, kommt der Hamostase eine besondere Bedeutuler postoperativen Phase

zu. Ein Problem der Unterstitzungssysteme in Beauf) die Hamostase ist die



kinstliche Oberflache, die das Kunstherz im Organsdarstellt und so Einfluf3 auf die
Blutgerinnung nimmt [4, 10, 17, 26, 75, 76, 97 JulBa die Hamostase der limitierende
Faktor in der frGhen postoperativen Phase durchtuBgen und in der spateren
postoperativen Phase durch Thrombembolien, ist, demur mit dieser Studie
Verdnderungen von hamostatischen Parametern wahrend nach einer
Kunstherzimplantation ndher untersudbs wurden Thrombozyten n&her untersucht, da
sie 1. die primare Hamostase darstellen und simaBgeblich verantwortlich fir
postoperative Blutungen und thrombembolische Kokagibnen sind.

Den letzten Ausschlag fur diese Studie gab eineendffentlichte Literaturstudie der
Abteilung fur kinstliche Organe des Hershey MediCanters [106]. Die Studie
beschaftigt sich mit Verotffentlichungen im Bereietdmostaseologie in Bezug auf
Kunstherzen. Es wurde aufgezeigt, welche Teilbbeeider Hamostase bereits mit
welchen Methoden untersucht worden waren [5, 7,180, u.a.]. Nach dieser Studie ist
DurchfluRzytometrie noch nicht verwendet worden, dinrombozyten und deren

Reaktion nach Kunstherzimplantation zu untersuchen.

1.5 Durchflu3zytometrie

Durchfluf3zytometrie ist eine Methodilie auf Lasertechnologie basiert. Sie bietet die
Moglichkeit in einem vielfaltigen Zellgemisch die ntérsuchung nur auf eine
bestimmte, gewlnschte Zellart zu beschranken. Bshist moéglich Vollblutproben zu
verwenden und die Untersuchung nur auf Thrombozztekonzentrieren. Separations-
oder Waschungsschritte missen nicht durchgefiihndeme um Thrombozyten aus dem
Patientenblut zu isolieren. Die Thrombozyten werdendieser Untersuchungsmethode
weniger beeinflu3t und gleichzeitig macht es diedp@ration einfacher. Die
DurchfluBzytometrie ist eine allgemein aber auchBereich von Untersuchungen an
Thrombozyten sehr anerkannte Methodik [1, 34, 4859, 79, 84, 85, u.a.].

1.6 Hamostase
Die Blutgerinnung hat die Aufgabe, den Korper vdil§eren Blutverlusten zu schitzen.

Sie ist ein komplexes Zusammenwirken von Endothélhrombozyten,
Koagulationskaskade und fibrinolytischem System, [21, 74, 88, 90, 94, 114]. Eine

zentrale Rolle in diesem Geschehen kommt den Thoagitén zu.



1.6.1 Primare Hamostase

Die primére Hamostase (Blutstillung) hat die Aufgabin Wundgebiet zu verschlie3en,
um damit einen gréReren Blutverlust vorlaufig zopgien. Aul3erdem aktiviert sie die
nachfolgende Gerinnungskaskade (sekundare Hampstadebildet so ein wichtiges
Verbindungsglied zwischen primarer und sekundéadmeéstase. Thrombozyten stellen
ebenfalls ein Verbindungsglied zum Immunsystem &, 117]. Thrombozyten
verbinden sich nach Aktivierung mit Leukozyten, dreders mit Monozyten und
neutrophilen Granulozyten [18, 43, 53, 103, 105].

Die primare Hamostase wird durch die kernlosen ifirazyten (Blutplattchen) gestellt.
Thrombozyten sind die kleinsten zellularen Elemedés Blutes. Sie sind kleine
Bruchstlcke der polyploiden Megakaryozyten, did s Knochenmark befinden. Ein
gesunder Mensch hat zirka 200.000 Thrombozytenvpyreroliter Blut. Thrombozyten
sind unter Normbedingungen nicht aktiviert. In éms Zustand aggregieren
Thrombozyten nicht untereinander und haften auchtram Endothel, auch wenn sie
mit diesem in Berthrung kommen [26, 72, 7Rbmmt es aber zu einem Defekt am
GefalRsystem, traumatisch oder entztndlich bedmgtfFreilegung der Basalmembran
oder zu einem operativen Eingriff, werden Thromhery aktiviert. Aktivierte
Thrombozyten adhéarieren an die Basalmembran, seatmenVesikelinhalte (dense,
alpha) ins Blutplasma frei und formen Aggregatee Diesikelfreisetzung geht immer
mit einer Zellverformung einher. Thrombozyten simgth unaktivierten Zustand
Diskozyten und werden dann durch die Aktivierung Eghinospharozyten mit

Pseudopodien.
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All dies fuhrt zur Bildung eines Thrombozytenpfreps, der die Verletzungsstelle bzw.

Operationswunde abdichtet.

s e N

Disc

Aggregation Coalescence

Nachdem es zum Beispiel zu einer GefalRverletzukgrngmen ist, binden vor allem die
Plasmaproteine von Willebrand Faktor (VWF) und iRibgen an freigelegtes,
subendotheliales Kollagen (Typ IV) der Basalmembram subendotheliales Kollagen

gebundener VWF ist eine wichtige Bindungsstelleutiaktivierte Thrombozyten.
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Liegt zum Beispiel ein Mangel an VWF vor, so bestdie hamorrhagische Diathese
von-Willebrand-Jirgens-Syndromhrombozyten binden im unaktivierten Zustand mit
dem Rezeptor GPIb an den an subendotheliales dérilahaftenden VvWF.
Hierbei handelt es sich um eine reversible Bindudig. Bindung fuhrt zur Aktivierung
der Thrombozyten und des GP lIb/llla Komplexes.

Immobilisiertes Fibrinogen ist ebenfalls ein Adlgspunkt fir unaktivierte
Thrombozyten. Der unaktivierte Proteinkomplex @#llla bindet nur an
immobilisierte Fibrinogen oder Fibrin und fiihrt tenss zu einer irreversiblen Adhasion
und zweitens zur Aktivierung des Plattchens. Aktite Plattchen sind in der Lage
Aggregate zu bilden. Im aktivierten Zustand, zunsBiel durch vorherige Aktivierung
des GP Ib Rezeptors, bindet der Komplex GP lIbAhaeine Menge sowohl I6sliche als
auch bereits immobilisierte Adhasionsproteine wisnzBeispiel VWF, Fibronektin,
Vitronektin, Thrombospondin. Die Aktivierung des @GPFllla Komplexes ist
unerlaBlich fur die Ausbildung von irreversiblenliden Bindungen, die dem Thrombus
die nétige Stabilitéat verleihen, um die Verletzung verschlieBen. Die irreversible
Bindung von GP llIb/llla ist um so wichtiger, da dé@ndung des GP Ib Rezeptors an
den VWF keine irreversible Bindung ist. Neben dardBngsrate gibt es hier auch eine
hohe Dissoziationsrate. Die Aktivierung des GPllld/ Komplexes ist auch von
entscheidender Bedeutung, damit Thrombozytenaggregatstehen kodnnen. Die
Aggregation von Thrombozyten untereinander wirdctuden Rezeptor GP lIb/llla
hervorgerufen. Liegt zum Beispiel durch MutatiomesiVerringerung der GP llb/llla
Komplexe vor oder fehlen sie sogar ganzlich, lidigt angeborene Thrombozytopathie
Glanzmann-Naegeli-Syndrom vor. Damit Thrombozytenteimander aggregieren
konnen, bzw. damit eine Verbindung zwischen zwei IIBMla Rezeptoren
unterschiedlicher Thrombozyten zustande kommt, \audreichend Calcium und das
|6sliche Plasmaprotein Fibrinogen als Verbindungslbenétigt. Die Bindung von
l6slichem Fibrinogen an funktionstichtige GP lllaiIKomplexe ist essentiell, damit
Aggregate gebildet werden kénnen. D.h., eine A&tiung der Thrombozyten versetzt
den GP lib/llla Komplex erst in die Lage, loslichégrinogen zu binden und so
Thrombozytenaggregate zu bilden [12, 13, 67, 70,881 94]. Durch die Adhasion an

Proteine  werden  Thrombozyten  aktiviert und es  kommdadurch
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zur Plattchenveskilausschittung. Durch die Exozytgsben die dense Granula ADP,
ATP, Ca u.a. die alpha Granula Fibrinogen, PF4, RiT& ins Plasma ab. Gleichzeitig
kommt es zu einer Erhéhung von unterschiedlichemombozytenoberflachenproteinen
wie zum Beispiel von GP 62p durch Verschmelzung\@esikelmembran, auf der sich
ebenfalls derartige Rezeptoren befinden mit der oifimozytenzellmembran.
Die ausgeschitteten Stoffe bewirken, dal3 im Blutkuberende, unaktivierte
Thrombozyten im naheren Verletzungsgebiet ebenfaksviert werden. Die neu
aktivierten und mit mehr Oberflachenrezeptorenseieenen Thrombozyten adharieren
daraufhin an die bereits an das Wundgebiet gebw@mdd@mrombozyten. Aul3erdem
formen nach der Vesikelfreisetzung im Plasma tredee aktivierte Thrombozyten
untereinander Aggregate und adhéarieren ebenfalisciDdie Vesikelfreisetzung kommt
es auch zu Vasokonstriktion im verletzten Berel@le im Blut aktivierten und dann
neu adharierenden Thrombozyten tragen zur Klumpsdlgung bei und die
gleichzeitig ausgeloste Vasokonstriktion verkleinedas zu verschlieRende
Verletzungsgebiet [21, 88, 90].

Plattchenadhé&sion, Plattchenaktivierung, Vesikaslehigttung, Aggregatbildung und die
Vasokonstriktion haben das gemeinsame Ziel, einribergehenden Blutklumpen
(weil3er Abscheidungsthrombus) zu formen, damit @ zorlaufigen Blutungsstop
kommt. Ein endgultiger, stabiler Thrombozytenpfeapfiroter Abscheidungsthrombus)

bildet sich aus, nachdem die Blutgerinnungskaskadelaufen ist.

1.6.2 Primare Hamostase auf Biomaterialien

Biomaterialen (ktinstliche Oberflachen) haben im &gtz zur natirlichen Oberflache
des Endothels Einflul3 auf das Blut bzw. die Hanses{a, 3, 17, 32, 35, 54, 120 u.a.].
Kommt Blut mit einer nicht kdrpereigenen OberflacheKontakt, fihrt das immer zu

Thrombozytenadhéasion, Aktivierung und Aggregatieh ¥, 75, 76, 97, 106 u.a].

Kdrpereigene Oberflachen (Endothel) aktivieren Tozyten nicht. Endothel ist

blutkompatibel [26, 72, 73, 121]. Intakte Endotledllen bieten Schutz vor Adh&sionen
von Thrombozyten. Der Schutz geht so weit, dal} itsergebildete Thromben

abgestol3en werden, unter anderem weil das Endatieelauch die Thrombozyten

negativ geladen sind [72, 73, 121]. Nachdem Blutnight kdrpereigenen Oberflachen

in Kontakt gekommen ist, lagern sich Plasmaproteané der Oberflache ab, die
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Bindungsstellen fir Thrombozyten sind [37]. Die temezusammensetzung auf der
kunstlichen Oberflache hat einen Einflul3 auf didh@slon von Thrombozyten [10, 68].
Eine vermehrte Ablagerung von Fibrinogen oder Gar@imbulinen unterstitzt die
Thrombozytenadhasion, wohingegen die Adsorption Atbumin eher hemmend auf
Thrombozytenadhasion wirkt [2, 3, 50, 60, 69, 93)07,1 128, 130]. Die
Adhasionstendenz der unterschiedlichen Plasmapeoigti materialabhangig.

Um Biomaterialen vertraglicher einsetzen zu koénnemeyden auf der einen Seite
Anstrengungen unternommen, die Mechanismen der Bt@as®besser zu verstehen, um
so effektiver und genauer die Gerinnung bei Paiemhit Kunstherzen kontrollieren
bzw. medikament6s steuern zZu kénnen, zum Beispielurchd
Thrombozytenaggregationshemmer bzw. GP llb/llla a§onisten wie zum Beispiel
Clopidogrel. Auf der anderen Seite wird nach Mailexn geforscht, die das
Gerinnungssystem weniger oder im Idealfall wie HBhdb gar nicht aktivieren

(blutkompatible Biomaterialen).

1.7 BTG und PF4
Neben Untersuchungen der DurchfluRzytometrie staféerdem noch die Bestimmung

der Aktivitatsmarker 3-Thromboglobulin (BTG) und Plattchenfaktor 4 (PFA)r
Diskussion. BTG und PF4 sind Proteine, die in dgrhA Granula gespeichert sind und
nach der Aktivierung eines Plattchens durch dieiRédfseisetzung ins Blutplasma
ausgeschuttet werden. D.h., die Prasenz der Peoi@irBlutplasma ist ein Marker fir
aktivierte Thrombozyten [7]. Es erschien hilfreich, neben der
Durchflu3zytometrieuntersuchung ebenf&8BG und PF4 zu bestimmen. Sie sollten als
Validierungsmoglichkeit bestimmt werden, um so spausatzliche Ergebnisse neben
den DurchfluBzytometriedaten bei der Gesamtanalysdiegen zu haben. Nach
Rucksprache mit dem Hamatologen Herr Dr. med. Ahktitory des Hershey Medical
Centers ist aber von der Bestimmung abgesehen woRle DurchfluRzytometrie sei
heute die Standardmethodik in diesem Bereich, eéstiBimung von BTG und PF4 sei
Geld und Zeitverschwendung. Aul3erdem gibt es Hinweiseler Literatur, dafd die
Marker unzuverlassig und auch widerspriuchliche Emngse erbracht haben [39, 86],

obwohl sie friher gerne zur Aktivitatsbestimmungnv@hrombozyten verwendet
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wurden. Daraufhin sollten Thrombozyten wahrend nadh Kunstherzimplantation nur

mit Durchflul3zytometrie untersucht werden.

1.8 Wer soll untersucht werden?
Untersucht werden sollten Patienten und Kélber. Bisteme TCI und Thoratec sollten

an Patienten untersucht werden. Ein in der tienexmntellen Erprobungsphase

befindliches total artificial heart (TAH) sollte &@lbern untersucht werden.

1.9 Fragestellung
Wie bereits erwahnt, neigen Patienten nach Kurathetantation oft erst zu Blutungen

[30, 47, 61, 123 u.a.] und spater zu thrombembodéisdomplikationen [6, 27, 28, 30,
36, 40, 41, u.a)]. Dall in den letzten Jahren mitr d&nfihrung der
Thrombozytenaggregationshemmer (Clopidogrel) desheli Fortschritte bezuglich
thrombembolischer Ereignisse in der postoperatRbase erzielt werden konnten und
dadurch eine Prognoseverbesserung erreicht wur@@],[Inacht nochmals deutlich,
welche zentrale Rolle der primaren Hamostase irpdstoperativen Phase zukomrit.
dieser Studie wurde mit DurchfluRzytometrie der flHi® von Kunstherzen auf

Thrombozyten untersucht. Daflr galt es die folgermeei Fragen zu beantwortet:

Werden Thrombozyten durch eine Kunstherzprasemaer?

Kommt es daraufhin zu Mikro-/Aggregatbildung?
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2 METHODIK
Die Untersuchung der Thrombozyten ist mit einem dbtiu3zytometer durchgefihrt

worden.

2.1 Durchflul3zytometrie

Das Herz eines DurchfluBzytometers ist ein Laseas [@rundlegende Prinzip der
Untersuchungsmethodik besteht darin, daf3 ein zersuthendes Partikel in das
Laserlicht gebracht wird und das Partikel eine taodtwort zurticksendet. Die

Lichtantwort wird dann in verwertbare Informationemmgearbeitet. Durch das
Laserlicht kann es zu zwei unterschiedlichen Lictw@rten kommen. Erstens wird das
Partikel Licht reflektieren, d.h. je nachdem wiegeformt ist, wird es zu spezifischen
Lichtreflexen kommen. Das DurchfluRzytometer kamhand des Lichtreflexes die
Partikelmorphologie rechnerisch konstruieren. Zemst kbnnen mit Hilfe von

immunologischen  Antikorpertechniken gleichzeitig hise genaue zusatzliche
Untersuchungen durchgefihrt werden. D.h. vor deekdnchung kénnen Partikel bzw.
bekannte Rezeptoren oder Strukturen mit ausgewaligikbrpern markiert werden.

Die Antikdrper mussen vor der Verwendung mit fliszmierenden Markern (z.B. FITC-

Flurescein isothiocyanate oder PE—phycoerythrin)jkgiert werden. Passieren diese
fluoreszierenden Marker das Laserlicht, wird einestimmte, je nach Marker

spezifische Lichtantwort hervorgerufen. Anhand derch den Laser hervorgerufen
spezifischen Lichtantwort der fluoreszierenden kdarkann das Durchflul3zytometer
die Antikorper erkennen und registrieren. Mit Hidler Antikdrpermarkierungstechnik
konnen Informationen zum Beispiel Uber den Zelltypustand, -bestandteile, u.a.
gewonnen werden.

Der Lichtreflex und die Fluoreszenzantworten findam selben Zeit statt und die
Maschine bendétigt fur die gesamte Untersuchungselartikels nur einen Bruchteil
einer Sekunde. D.h. in kirzester Zeit kann einsigee Menge an Partikeln einzeln
untersucht, und gleichzeitig vielfaltige Informaten von jedem gewonnen werden.
Man kann das Durchflu3zytometer auch als autore#tes Fluoreszenz-Mikroskop
bezeichnen [84, 100].
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Ein Durchflul3zytometer besteht aus vier Teilsysteme

1. Flul3-System,

. Laserlicht-System,

2
3. Optisch-Elektronisches-System,
4

. Computer-Datenspeicherungs-System.
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unterschiedliche Zellen erkannt werden, sondern ekdir im  Anschluss
auch separiert werden. Aus einem vielfaltigen Zstiggch kbnnen bestimmte,

gewinschte Zellarten heraussortiert und gesamneetien.

Diese Studie ist mit einem Becton Dickinson FACScBurchflu3zytometer
durchgefihrt und die gewonnen Daten mit der AnalgBe/are Cell Quest V 3.1

analysiert worden. Dieses Gerét besitzt kein SépasaSystem.

Zur Beantwortung der zwei Fragestellungen, werddmwombozyten durch eine
Kunstherzprasens aktiviert und kommt es daraufhirMikroaggregatbildung mufiten
beide Wege der Informationsgewinnung, Lichtreflexd uluoreszierende Antikdrper
verwendet werden. Markierte Antikdrper wurden begibum Thrombozyten eindeutig
in der Zellvielfalt des Vollblutes fur das DurchBzytometer erkennbar zu machen. D.h.
es wurde ein Rezeptor gesucht, der ausschliefdliciif@ombozyten vorkommt und so
eine eindeutige Identifizierung mdglich machte. ieiterer Antikorper sollte klaren,
ob der Thrombozyt aktiviert war oder nicht. Es waigin Rezeptor bendtigt, der nur auf
aktivierten Thrombozyten vorhanden ist und so dwseime Prasens den aktivierten
Zustand eines Thrombozyten erkennbar macht. ZutiBesing der Mikroaggregate
wurde die Kombination aus Thrombozytenidentifiziegu und Lichtreflex bzw.
Vorwartslichtzerstreuung (forward scatter) ausgetnut Wenn Thrombozyten
verklumpen, sind sie weiterhin positiv fir den Tintwozytenidentifikationsmarker. Sie
reflektieren aber aufgrund ihrer zusammen groéRekesmalde mehr Licht in der
Vorwartslichtzerstreuung. D.h. aggregierte Thromybez bzw. Mikroaggregate sind
solche Zellen, die positiv fir den Thrombozytentiféda@tionsantikérper sind und eine
groRere Vorwartslichtzerstreuung als einzelne Tioaagten besitzen [11, 16, 65,
79, 98].
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2.2 Antikorper

2.2.1 Thrombozytenidentifikationsmarker
Bei der Frage der eindeutigen Thrombozytenidemifimg wurde nach einem

Antikorper gesucht, der an einen sehr haufig unssehlie3lich auf Thrombozyten
vorkommenden Rezeptor bindet. Je mehr Rezeptoredeawelloberflache vorhanden
sind, desto mehr Antikérper binden pro Thrombogdyh, desto heller die Lichtantwort
bzw. deutlicher wird der Thrombozyt durch das Déitddzytometer erkannt. GP lIb/llla
kommt nur auf Thrombozyten vor und ist der hauédlezeptor auf der Oberflache mit
einer Haufigkeit von ca. 30. - 80.000 pro Thromhozir besteht aus zwei
Untereinheiten GP IlIb und Illa und zusammen bildenden Rezeptor fur Fibrinogen
[25, 81, 94, u.a.]. Nach Aktivierung und ausreiaghdfalzium andert dieser seine
Konformation. Erstmalig wurde dieser Rezeptor 19¥8n Marguerie et al.
beschrieben [71].

Fur Kalberthrombozyten gab es einen AntikorperG# lib/llla (CD41/61). Es mul3te
aber sichergestellt sein, dal3 der Antikérper imnaar, aktivierte und unaktivierte
Rezeptoren bindet, damit alle Thrombozyten immendeitig bestimmt werden
konnten. Fir das Menschenblut kamen als Rezeptetziendlich CD 41 (GPlIb) oder
CD 61 (GPllla) in Frage, weil nur flr Untereinheitepezielle Antikdrper erhaltlich
waren. D.h. die Antikérper banden unabhdngig vomnfionationszustand des

gesamten Rezeptors, weil die Antikorper rezeptem@mheitenspezifisch waren.

2.2.2 Thrombozytenaktivitatsmarker

FUr die Aktivitatsbestimmung gab es mehrere Rezept@ur Auswahl (CD 62P
P-selectin = GMP-140 = PADGEM = LECAM-3; CD 63;DC107 a / b
LAMP 1 / 2). Es wurde der Aktivitdtsrezeptor Restin (CD62p) verwendet, well

dieser Rezeptor von unterschiedlichen Firmen (Beck@oulter, Becton Dickinson,
u.a.) empfohlen wurde und in anderen Studien lseegiblgreich eingesetzt worden war
[56, 63, 64, 77, 82, u.a.]. CD62p ist auf unaktitea Thrombozyten kaum vorhanden
(ca. 200 — 400 mal). Der Rezeptor befindet sich uneaktivierten Thrombozyten
hauptséachlich in Vesikeln, die sich im Zellplasmefifden. Wird der Thrombozyt

aktiviert, so verbinden sich die Vesikel mit der lldeerflache (Exozytose).
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Je mehr Vesikel mit der Zelloberflache verbundenl sdesto mehr CD 62p Rezeptoren
( = GMP-140) sind dann auf der Oberflache vorhanden

Plotelet

«—granule
Activation

GMP—140 -

Auf stark aktivierten Thrombozyten befinden sich 4800 - 8000 Rezeptoren [21, 88,
119]. Erstmalig wurde CD62p 1984 vavicEver et al. beschrieben [82]. Dieses
Phanomen a3t sich fur den Zweck der Aktivierungibemung ausnutzen. Je starker
der Thrombozyt aktiviert ist, desto mehr Vesikelrden sich mit der Oberflache
verbinden, d.h. desto mehr Rezeptoren werden auOberflache vorhanden sein. Es
werden mehr Antikorper an den Thrombozyten bindexd desto heller wird die

Lichtantwort im Durchflu3zytometer.

2.3 Antikérper gegen humane Thrombozyten

Die Antikorper fir humane Thrombozyten wurden nadkersuchen mit
unterschiedlichen Antikorperklonen von unterschaain Herstellern letztendlich von
Becton Dickinson (www.bd.com) gekauft. Die Studst mit dem Anti-CD61-FITC
(IgG, Cat. No. 348093) und Anti-CD62p-PE Antikorp€igG, Cat.N0.348107)

durchgefihrt worden

2.4 Antikorper gegen Kéalberthrombozyten

Der Anti-CD62p Antikorper fiur das Kalberblut wurden Zymed (www.zymed.com)

(IgG, Cat. No. 13-7500und Anti-CD41/61 (IgG, Cat. No. CAPP2A) von VMRD
(www.vmrd.com) bestellt. Die Antikorper fur Kalbéub waren aber nur unmarkiert
erhaltlich. D.h. die Antikérper muf3ten vor der Verdung mit fluoreszierenden
Markern konjugiert werden. Es wurden dann FITC i@$gein isothiocyanate) und PE

(R phycoerythrin) Marker fur die Konjugation segarbei Molecular Probes
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(www.molecularprobes.com) gekauft (Cat. No. A-1023%exa Fluor® 488 Protein
Labeling Kit und Cat. No. P-806, R-phycoerythrin).

2.4.1 Markierungsreaktionsschritte
Der Anti-CD41/61 Antikdrper muf3te mit FITC und denti-CD62p Antikorper mit PE

konjugiert werden. Die Markierungsreaktionen wanetwendig, damit die Antikdrper
spater bei der Untersuchung vom Durchflu3zytomedentifiziert werden konnten.
Ohne fluoreszierende Marker kommt es zu keiner kdngerlichtantwort auf das

ausgesendete Laserlicht.

2.4.1.1 Flurescein isothiocyanate - FITC

Der FITC-Farbstoff ist mit einem speziellen Kit ansmen geliefert worden, so daf}
alles nétige fur die Reaktion vorhanden war. DsteeSchritt (4.1) bestand darin, eine
1 molare Natriumbicarbonatlésung herzustellen. Dafiif3ten die vorhanden 84 mg
Pulver (Component B) in 1 ml deionisiertem Wass#gel0st werden. Da nur mit einer
geringen Menge an Antikorpern gearbeitet wurden(@)l konnte der nachsten Schritt
(4.2) Ubersprungen werden, in dem die Antikorperieotration auf max. 2 mg/ml
verringert werden sollte. Dann sollten 0,5 ml degikdrpers mit 5Qul der 1 molaren
Bicarbonatldsung gemischt werden. Da nur 0,1 mhaonden waren, ist nur mit 0,1 ml
gearbeitet worden. Die Antikoérper-Bikarbonatlésusgdann in ein Gefal3 transferiert
worden, das den reaktiven FITC-Marker enthielt Y4rachdem das Gefal3 mit dem
Marker Raumtemperatur erreicht hatte. In der Loswefand sich ein kleiner
Magnetstab mit dem die Lésung dann fur eine StumeieRaumtemperatur gerthrt
wurde. Nach einer Stunde mufdte die Reaktion mitpllHydroxylamin gestoppt
werden. Dafur wurde das mitgelieferte Hydroxylamilwer in 100 ul deionisiertem
Wasser geldst. Nach dem hinzugeben vorull{4.5) mufl3te die Lésung weitere 30
Minuten geruhrt werden. Mit dem nachsten Schrittrdeudie Marker-Antikorper-
Losung durch ein Plastikrohrchen geleitet, das eimiem Filter besttickt war, um die
erfolgreich markierten Antikdrper von den nicht kiarten Antikdrpern zu trennen.
Dafur wurde das mitgelieferte Material aufgebaus Bestand aus einer leeren
Plastikrohre, auf die ein Trichter gesteckt und eundie RoOhre ein Kkleiner

Auffangplastikbehalter gestellt werden muflte (5.BIs Nachstes muldte eine
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Pufferlosung hergestellt werden. Dafiir wurde deK 1Blution Puffer 10fach mit
deionisiertem Wasser verdunnt (5.2). Der Puffer deurflir das spatere
Trennungsverfahren benétigt. Um die markierten Krpper von den nicht markierten
Zu trennen, muldte ein Filterbett in das Roéhrchergeatiracht werden. Bevor die
Purification resin (Component D), die die Filterktion Gbernahm, in das Réhrchen
eingebracht werden konnte, muf3te die L6ésung sehdwgehmischt werden. Nach dem
Durchmischen wurde Material der Purification resiit einer Pipette in die Plastikrohre
eingebracht und das Bett bis zirka 2-3 cm unter deeren Rand der Plastikrohre
angeflllt. Das Bett muf3te sich fur zirka 30 Minuserizen. In dieser Zeit lief Flussigkeit
aus dem Bett aus, die gesondert aufgefangen wiNedd 15 Minuten war das Filterbett
etwas zusammengerutscht, so dal3 Material nachgegafreen mul3te. Nach zirka 20
Minuten war die benétigte Matrix zur Trennung aumsigiet. Nun konnte die
Antikdrper-Marker Losung auf das Filterbett gegebenden (5.4). Es war wichtig, erst
die gesamte LOsung in das Bett einziehen zu lagssemicht den Antikdrper mit dem
Elutionspuffer zu verdinnen. Nachdem das geschekan wurden 10QL des
Elutionspuffers in das Antikorper-Marker Gefal3 dege um das Gefald zu spilen und
die restlichen Antikdrper auch ins Filterbett eibdogen. Es wurde dann nochmals
gewartet, bis die gesamten 10D in das Bett eingezogen waren. Danach wurden alle
funf bis zehn Minuten 10QL des Puffers nachgegeben, damit die Antikérpeciddias
Filterbett getrieben wurden. Die Rohre durfte nistdark erschittert werden, um ein
gleichméaRiges Durchziehen der Losung zu gewaheleidlach kurzer Zeit bildeten sich
zwei Banden aus. Die erste bestand aus den eifdigrearkierten Antikdrpern, die
spater verwendet werden sollten.

Nachdem die erste Bande gewonnen werden konntetene@8timmt werden, wie gut
die Reaktion verlaufen war. Zur Bestimmung des Nadhngsgrades wurde ein
Photometer benutzt. 30 der gesammelten Antikdrper-Lésung sind in 540 PBS
(Phosphate Buffered Salinegrdiinnt und wie in der Anleitung beschrieben (&€ and
494 nm mit einem Photometer untersucht worden (@& der Antikdrper in PBS
verdinnt worden war, muf3te reines PBS ebenfallsi&eiWellenlangen gemessen und
die Werte dann von den Antikorper-PBS-Werten abgezowerden. Die Ergebnisse

wurden dann in die Formel 6.2 eingesetzt und daii@t Proteinmenge errechnet
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(0.0000224 M). Als Nachstes wurde das MalR der Mawkig ermittelt (6.3), d.h.
wieviel FITC-Molekile im  Schnitt pro Antikdrper gebden hatten.
Bei sehr guten Markierungen konnten das funf big @aco Antikoérper sein. 0.89 mol
FITC pro Mol Protein sind errechnet worden. 0.891 mar sehr gering und damit
schien die Reaktion nicht gut verlaufen zu seirr. Rendenservice der Firma Molecular
Probes riet dazu, die Antikdrper wenigstens einmal testen. Unter gunstigen
Umstanden, kénnte diese auch nach einer nichteséigreichen Markierung trotzdem
verwendet werden. Es war auch moglich, dal3 diermeg zwischen markierten und
nicht markierten Antikdrpern nicht so gut verlaufear, was die Proteinkonzentration
falschlich erhdht und folglich den Grad der Markieg erniedrigt.

Die Empfehlung des Herstellers VMRD war, die Ant@rlosung bei einer
Konzentration von 1%l/ml zu verwenden. Es sollte dann mit gDAntikérpern pro

1 Million Thrombozyten begonnen werden zu praparer Die photometrisch
bestimmte Proteinmenge auf das vorhandene Volunmegerechnet, ergab eine
Konzentration von 3,25 mg/ml. D.h., um eine Koneation von 15ul/ml zu erhalten,
muldte das Volumen 217-mal verdinnt werden. Es wuBdqul der Antikdrperldésung
mit 5,43 ml PBS verdinnt.

2.4.1.2 R phycoerythrin - PE

Fur die Antikorpermarkierung mit PE wurde zusatzliein speziell fur Reaktionen
zwischen Antikérpern und Markern entwickelter Pnotrotein Crosslinking Kit
bendétigt. Dieser Crosslinking Kit wurde ebenfalenviMolecular Probes bestellt (Cat.
No. P-6305, Protein-Protein Crosslinking Kit) urid Honjugation durchgefihrt.

Der erste Schritt bestand darin, den Antikdrper ein kleines Plastikgefald mit
Ruhrmagneten zu transferieren. Es muf3ten dannpllNatriumbicarbont zum
Antikorper im Plastikgefald gegeben werden (2.1),aimen pH Wert zwischen 7,5 und
8,5 sicherzustellen. Ein pH Wert in diesem Bersveln Voraussetzung fir die Reaktion.
Danach wurde errechnet wie viel einer DimethylsiddDMSQO) — Succinimidyl-trans-
4-(maleinidylmethyl)cylohexane-1-carboxylat (SMCG)sung bendtigt wurde (2.2). Da
wiederum nur mit einer geringen Menge Antikorpearpeitet wurde, wurden nur
0.92pl der Losung flur die Reaktion bendtigt. Weil 0.@Rein sehr kleines Volumen

war, wurde beschlossen, die Loésung in Phosphatkeigdf Saline (PBS) zu verdiinnen
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und dann mit einem grél3eren Volumen zu arbeiten.ditnDMSO - SMCC Lésung
herzustellen, muf3ten die Gefalie erst auf Raumtertypeayebracht werden. Das SMCC-
GefaR darf vor der Benutzung nicht getffnet werdereil das Pulver sofort
Luftfeuchtigkeit aufnimmt und dann nach kurzer Zeitht mehr verwendbar ist. Es
wurde dann 10Q des DMSO in das SMCC Gefal transferiert und diesg&anzen gut
vermischt, bis sich das SMCC Pulver komplett im DM§eldst hatte (2.3). Es wurden
dann 10l der Losung in 2Qul PBS verdinnt. Mit 2,7 der DMSO-SMCC-PBS
Losung wurde dann weitergearbeitet, anstatt mit ekeechneten 0,94l. Die 2,76l
DMSO-SMCC-PBS Lésung wurde zum gepufferten Antiledrfwvon 2.1) gegeben (2.4).
Das Gemisch wurde fir 1,5 Stunden bei Raumtempegatuihrt (2.5). Ungefahr eine
Stunde spater wurde begonnen, den Marker PhycoeryRE) fur die Konjugation
vorzubereiten. Da mit dem R-PE (P-806) gearbeitatde, mufdten die Schritt 1.1-1.6
und 3.1-3.7 nicht durchgefuhrt werden. Es konntekdli mit Schritt 4.1 begonnen
werden. Als erstes mul3te ausgerechnet werden ali@ ns-(2-carboxyethyl)phosphine-
hydrochloride (TCEP) fur die Reaktion benétigt wewrdDie Reaktion zwischen
Antikorper und PE sollte im Mengenverhaltnis 1:1lrahgefiihrt werden. Fur dieses
Reaktionsverhaltnis wurden 1.98einer 1 mg/ml TCEP Loésung zur Vorbereitung des
PE bendtigt (4.1). 1,7 mg TCEP sind in 1,7 ml PBSsgt worden (4.2). Daraufhin
wurden 1,981l der TCEP Lésung zu 83 des PE-Markers gegeben (4.3)..83les PE-
Markers entsprach der verwendeten Antikdrpermeriden@enverhaltnis 1:1). Das
Gemisch ist fur 15 Minuten bei Raumtemperatur in&ttlworden.

Nachdem der Antikérper mit der DMSO-SMCC-PBS Lo6stingl,5 Stunden und der
PE-Marker mit der TCEP Ldsung fur 15 Minuten redgiatten, wurde die PE-TCEP
Losung zum Antikérper-Gemisch gegeben (5.1) und f®ine Stunde bei
Raumtemperatur und danach weiter iber Nacht imd¢hinank bei 4C inkubiert (5.2).
Nach einer Reaktion mit dem Protein-Protein-Crog&slig Kit sollten 50-70% der
Antikorper erfolgreich markiert sein. Es ist vomhiechtesten Ergebnis ausgegangen
worden, so dal3 mit einer markierten Antikdrperkanizion von 0,5 mg/ml gerechnet
wurde, weil die Ausgangsantikdrperkonzentration #j/mi betrug. Der Hersteller
Zymed empfahl fur DurchfluRzytometrieverwendungeefmtikorperkonzentration von

10ug/ml. Da die 0,5 mg/ml in einem Volumen von 2{0gel6st waren, muf3te mit
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einem Faktor von 10,5 verdinnt werden, um eine Kotration von 10ug/ml zu
erhalten. Leider war keine Empfehlungsmenge zutpBfyaration angegeben worden.
Es ist mit dem selben Volumen (%0 pro Blutprobe) zu Beginn prapariert worden,

welches fur den CD41/61 Antikdrper empfohlen wurde.

2.5 Kontrollantikorper

Neben den Antikérpern CD61 bzw. CD41/61 und CD62@nti-Antikérper) werden
fur eine Durchflul3zytometeruntersuchung aufRerdengemannte KontrollantikGrper
bendtigt (Isotype Kontrollen).

Ein Antikorper besteht aus zwei identisch leichtex zwei identisch schweren Ketten.
Die vier Ketten sind symmetrisch in einer Y-Formgeordnet. Die N-terminalen
variablen Arme der schweren und leichten Ketterddnl die antigenbindenden
Fragmente oder auch fragment-antibody (Fab) mitgeénbindungsstelle genannt. Diese
sind mit dem C-terminalen konstanten sogenanntestakisierbaren Fragment
(fragment cristalline (Fc)) beweglich verbundensB& ist ein Teil der schweren Kette

bzw. das andere Ende mit komplement- und zellbideeRunktion.
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Durch diese zellbindende Funktion bindAntikdrper nicht nur spezifisch Uber das
antigenbindende Fragment (Fab). Sie kbnnen auchddsekristallisierbare Fragment,
Fc-Fragment unspezifisch an Zellen binden und s® dntersuchungsergebnisse
verfalschen. Um die Menge an unspezifischen Bindartgerauszufinden bzw. mef3bar
zu machen, mussen Isotype Kontrollen verwendet everdZur Bestimmung der
unspezifischen Bindung muf3 immer ein zusatzlichessichsrohrchen pro Probe
verwendet werden. Die in dem Kontrollréhrchen durdie Kontrollantikérper
bestimmten unspezifischen Bindungen werden von Begabnis der eigentlichen Probe
subtrahiert, um dann die spezifischen Bindungeh, die eigentlichen Werte zu
erhalten. Isotype Kontrollen missen dieselbe Klasse Antikorpern wie die
verwendeten Anti-Antikorper sein (in diesem FalGly. Damit Kontrollantikdrper nur
unspezifisch binden kdnnen, bestehen sie entwederans dem Fc-Teil, d.h. sie
besitzen keine spezifische Bindungsstelle oderdg&ir Fall das es sich um komplette
Antikorper handelt, sind die Bindungsstellen nig@dgezifisch, d.h. fur nichts im
Menschen bzw. Kalb spezifisch, so daf3 sie auclhunspezisfisch binden kénnen.

Es wurde mit Isotypen Kontrollen einer Tochterfirman Becton Dickinson, BD
PharMingen (www.bdpharmingen.com) gearbeitet (PEkiede Maus IgG1, Isotype
Kontrolle (Cat. No. 33815x), FITC markierte Mausslh Isotype Kontrolle (Cat. No.
33814x)). Um auf die unspezifische Bindungsmenggeineigentlichen Probe schliel3en
zu konnen, mufdte das Verhaltnis Blut:Antikorper heiden Réhrchen (Probe und
Kontrolle) identisch sein. D.h. die Menge an KotitAntikérpern in der Kontrolle
multe exakt gleich sein, wie die Menge an Anti-Rérpern in der eigentlichen Probe
und in der Probe muf3te gleich viel Blut verwendetden wie in der Kontrolle. Fir den
Fall, da3 die Anti-Antikdrperkonzentration und di@ntrollantikbrperkonzentration
nicht identisch sind, mul3 erst errechnet werdea,wél MycroliterKontroll-Antikdrper
zur Praparation notigt sind, um die exakt gleichenlyge an KontrollantikGrpern in der
Kontrollprobe zu verwenden, wie in der eigentlichBnobe an Anti-Antikérpern
verwendet werden. In dieser Studie mul3te auf demz&mirationsunterschied geachtet

werden.
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2.6 Protokollentwicklung

Da am Hershey Medical Center zuvor noch keine tigeatUntersuchung durchgefiihrt
worden war, bestand zu Beginn die Aufgabe, einehbtik zu recherchieren und zu
entwickeln, mit der das Blut bearbeitet bzw. duleBtytometriegerecht aufbereitet

werden konnte. Es wurden folgende Anspriiche aPdatskoll gestellt:

e S0 wenig Praparationsschritte wie maglich.
e Die Proben sollten Vollblutproben sein, so dal3 &&lellseparation oder

ahnliches durchgefihrt werden muf3te.

Da Thrombozyten sehr reaktionsfahige Zellen sintltessichergestellt werden, daf3 die
Zellen wahrend der gesamten Untersuchung so urthé&invie moglich blieben und
nur wirklich notwendige Pré&parationsschritte duedfigrt wurden. Zu Beginn wurde
allgemein nach Studien recherchiert, die die Methodurchflu3zytometrie und
Untersuchung von Thrombozyten etabliert haben 41,32, 63, 64, 85, 99, u.a.]. Auch
einige Lehrbicher enthielten natzlich Informatiori@n 9, 42, 59, 84, 100, 109, 126].
Danach wurde allgemein nach Studien gesucht die Dutrchflul3zytometrie
durchgefuhrt worden waren und Thrombozyten untértsunchaben [29, 48, 49, 51, 55,
56, 57, 63, 78, 79, 125]. Shattil et al. haben 188% ersten mal mit Vollblutproben
gearbeitet und ThrombozytenaktivierungszustandeDuitchfluRzytometrie gemessen
(Detection of Activated Platelets in Whole Blood itgs Activation-Dependent
Monoclonal Antibodies and Flow Cytometry [112]).eDverwendete Methode diente

uns als Ausgangspunkt fur das Protokoll. Der Ansatzwie folgt aus:

Blood drawing:

Drawing with a 19 gauge butterfly into a tube camtay citrate
(0,5 of 3,8% sodium citrate) and take 4.5ml bloatiseard 2 ml
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Blood preparation:

1) Fixation - for 45 min in 1% paraformaldehyde

2) after fixation or 1 min after collection

a) take Hul aliquots
b) transfer into tube containing %0 of isotonic HEPES buffer
c) 5ul of labeled PAC-1 or S12

3) Incubation at room temperature for 15 min. withstirring
4) 500pl of isotonic buffer
5) Analyse by FC

Nach der Studienrecherche kristallisierte sich stthiheraus, dall Thrombozyten
allgemein mit einem Puffer verdunnt, kleine Prolganommen, diese Proben mit
Antikorper markiert und dann fixiert werden mit Bfarmaldehyd oder Formaldehyd
[29, 48, 49, 51, 56, 63, 78, 125, u.a.].

In verschiedenen Studien wurde mit unterschiedie@h$®uffern und Fixierung [1, 24,
34, 55, 57, 64, 79, 85, 99, u.a] gearbeitet. Hiestch die Frage, was die Unterschiede
waren und wann welche benutzt werden sollten. Da r de
Thrombozytenaktivierungszustand in vivo bestimmtdee sollte, bestand ein grol3es
Interesse an Fixierung, um so Zellreaktionen unciN@erungen nach der Blutabnahme
unmaglich zu machen. Des Weiteren stellte sichH-dage, wie kdnnen Blutproben Uber
langere Zeit gelagert werden. Das Durchflu3zytomstnd nur in der Woche zwischen
10 und 17 Uhr zur Verfigung. Fir Proben die aulleritheser Zeit oder am
Wochenende gewonnen wurden, muf3te ein Weg gefumeeten, diese zu lagern.

Als Fixation wurde letztendlich 1% Paraformaldehyd (PFA) ausdpiwa
1% Paraformaldehyd ist erstens allgemein die ldaksi Standardfixation und zweitens
war es die Standardfixation in dem DurchfluRzytariebor des Hershey Medical
Centers. Bei der Frage des Puffers gab es etlicablMdglichkeiten. Es schien, als

wurden die unterschiedlichen Puffer nicht wesendid/or- oder Nachteile aufweisen.
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Es wurde dann mit PBS (Phosphate Buffered Salieajlgpitet, weil dieser Puffer im

Labor standardméafidig vorhanden war.

Was stand soweit fest?

Anti-CD41 bzw. 41/61-FITC zur Thrombozytenidentiiming,
Anti-CD62p-PE zur Aktivitatsmessung,

PE und FITC markierte Maus IgG1, Isotype Kontrollen
Protokoll nach Shattil,

Fixation 1% PFA,

PBS als Puffer.

Nachdem die Grundziuge fur das Protokoll feststandewurde mit ersten

Voruntersuchungen begonnen.

Was galt es unter anderem zu klaren?

Waren die Markierungsreaktionen der Kalberantikbmpi FITC/PE gut
verlaufen?

Bindet der Kalber-Anti-CD41/61-Antikorper unabhagpgom GP lIb/llla
Rezeptorzustand?

Sind die Antikdrper und ihre Epitope fixationstaagP

Wie viel Mycroliter Antikdrper muf3ten pro Test veamdet werden?

Als erstes wurde getestet, ob der Kélber-Anti-CB44FITC Antikérper unabhangig

vom Aktivierungszustand des GP lib/llla Rezeptorsdbt. Dies muflite sichergestellt

sein.

Der Antikoérper hat unabhéngig vom Aktivierungszustades Rezeptors gebunden.

Damit stand gleichzeitig fest, das die FITC-Marliggsreaktion erfolgreich verlaufen

war, weil das DurchflulRzytometer den Antikorper eemken konnte. D.h. die Studie
konnte mit dem Antikérper von VMRD (Cell Linie CARR) durchgefiihrt werden.
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Die Testung des Kalber-Anti-CD62p-Antikdrpers wuigleichzeitig mit einer weiteren
Frage geklart. Koktailing, das Verwenden von mdblresnem Antikorper in derselben
Probe war nicht vom Hersteller empfohlen wordensh2éb sollte getestet werden, ob
die Verwendung beider Antikorper (CD41/61 und CDpGgfeichzeitig in derselben
Probe einen Unterschied macht. Bei diesem Versaohtk auch festgestellt werden, ob
der zweite Antikorper CD62p ebenfalls erfolgreichrkiert worden war. Daflr ist eine
unaktivierte Probe mit beiden Antikérpern gleichigeiund dieselbe Probe jeweils
getrennt mit einem der Antikdrper versehen wordeer Versuch wurde mit den
zugehdrigen Kontrollproben durchgefihrt.

Die Ergebnisse waren identisch. Der DurchfluRzytomespezialist versicherte
aulBerdem nach dem Versuch, das Koktailing kein |IBnolsein sollte, auch wenn der
Hersteller nicht dazu riet. Dies wére die Ublichedehensweise. Letztendlich war nicht
klar, ob der Anti-CD62p Antikdrper wirklich einwafrdi funktionierte, weil in der
Probe nicht mehr gemessen wurde, als in der zuggmiKontrolle. D.h. beim nachsten
Mal muf3te die Blutprobe vor der Markierung mit Adtipern aktiviert werden, so daf3

ein klarer CD62p Peak gemessen werden wiurde.

Der Kalber Anti-CD41/61 Antikérper funktionierte weit bei der empfohlenen Menge
von 50l gut. Der beteiligte DurchfluRzytometrieexpertetraber trotzdem dazu, auf
eine optimalere AntikGrpermenge fir das verwen&éi¢volumen zu testen. Er war der
Meinung, daf} die derzeitige Thrombozytenidentifiziy in der Vollblutprobe noch
weiter verbessert werden kdnnte. Dafir wurde eit@tionsreihe von %l bis 105pl
Antikorper in 20ul Schritten durchgefuhrt.

Bei 25ul Anti-CD41/61 war die Thrombozytenidentifizieruagn gré3ten. 2%l Anti-

Antikorper entsprachen 7|8 Kontroll-Antikérpern.
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Eine gute Identifizierung der Thrombozyten von destlichen Zellen im Blut war
wichtig, damit sich die Analyse der Probe nur aigf @Thrombozyten beziehen konnte
und nicht durch falsch positive Zellen ungenau wtird

Es schien bei den Untersuchungen, als ob die Gessigniisrate, d.h. wieviel Zellen
insgesamt den Laser pro Sekunde passieren, ein@ergiEinflul auf die gemessenen
Mikroaggregate hatte. Je groRRer die Rate, desta mghregate wurden anscheinend
angegeben. Um uber den Ereignisraten-Aggregatmgsstusammenhang Klarheit zu
erhalten, wurde eine Titrationsreihe fur die Eredgate pro Sekunde durchgefihrt. Es
wurde eine Probe mit 28 Anti-CD41/61 und die zugehorige Kontrollprobe gestellt.
Die selben Proben wurden bei 6400, 3800, 2200, 18@D 600 Gesamtereignissen
gemessen. Dabei bestatigte sich: desto niedrigeRdie war, um so weniger Aggregate
wurden gemessen. Normalerweise ist das DurchfloBmter bzw. das Flul3system in
der Lage, eine Probe so am Laser vorbeizuleitefy, idaner nur einzelne Zellen
passieren. Der DurchfluRzytometrieexperte war ddfassung, dal3 das System bei sehr
zellreichen Proben Uberfordert sein kdnnte und @ondmehrere Zellen gleichzeitig
passieren. D.h. wenn aufgrund der Zelldichte imliMot gleichzeitig drei oder vier
einzelne Thrombozyten den Laser passieren, erdcbas fir die Maschine wie ein
Thrombozytenklumpen, was es im Endeffekt nicht Bth. es wird ein hoher

Prozentsatz fur Aggregate gemessen. Wird die Paelis verdinnt und bei einer
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geringeren Gesamtereignisrate untersucht, so iiiretie Maschine eher méglich, nur
einzelne Zellen am Laser vorbeizuleiten, so dalEdigbnisse fir Aggregate niedriger
ausfallen. Es wurde beschlossen, jede Probe net &ate von 30 Thrombozyten pro
Sekunde in Zukunft zu untersuchen. Diese Festleguaghte es maoglich, bei der
spateren Datenanalyse die Prozente an Aggregatenurtterschiedlichen Proben

miteinander vergleichen zu kénnen.

Als nachstes wurde ebenfalls eine Titrationsreilie @en Kalber Anti-CD62p
Antikérper durchgefuhrt, um auch hier die Antikémmenge herauszufinden, bei der der
Peak am grof3ten, deutlichsten ist.

Der Versuch verlief erfolglos. Obwohl die Probert isdenosindiphosphat (ADP) fur
funf Minuten aktiviert worden waren, konnte in keinder Proben Aktivierung
gemessen werden. Als Erklarung kam in Frage: ddikémper funktioniert nicht, die
PE Markierung war nicht erfolgreich verlaufen odex Aktivierung mit ADP hat nicht

funktioniert.

Hilfreiche Unterstitzung zur Protokollentwicklungisde parallel von Beckman Coulter
zur Verfigung gestellt. Beckman Coulter riet dazaf} Vollblut sofort zu fixieren, dann
auf zirka 20.000 Thrombozyten pro Mikroliter zu dénnen und mit 4@ Blutproben
zu arbeiten. Sattigende Antikdrperkonzentrationelitesy dann fur menschliches Blut
10l far Anti-CD41 und 5ul fir Anti-CD62p sein. Beckman Coulter wies daraird,
dald fixieren vor der Rezeptormarkierung mit Antp&mn negativen Einflu3 auf die
P-selectin-Rezeptoren haben konnte. Da aber einerebge an dem
Thrombozytenaktivierungsstatus in vivo bestandcreen die sofortige Fixierung nach
der Blutabnahme sinnvoll. AuRerdem ist die Bees¥ling der P-selectin-Rezeptoren in
allen Proben gleich, so dal3 der negative Einflufalien Proben vorhanden ist und
letztendlich wahrscheinlich kaum einen Einflu3 hakairde. 4Qul ist ein angenehmer
zu pipettierendes Volumen, das keinerlei Nachtéile die Fragestellung brachte.
Nachdem fur den Ansatz von Beckman Coulter Literetchweise vorlagen [55] wurde
beschlossen, mit den Empfehlungen zu arbeiten. eindibser Praparation nachher bei

der Untersuchung auf eine Thrombozytenrate vonaz8® pro Sekunde zu kommen,
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mufdten fur Kalberblut 85 und fur Menschenblut 23QlI der Proben vor der

Untersuchung in 2 ml PBS Puffer verdiinnt werden.

Das Protokoll sah zu diesem Zeitpunkt im DetaijévldermalRen aus:

1. add 1% paraformaldehyde to blood sample in &tdrae ratio, fix for
30 min
2. dilute with PBS buffer to get a concentration obab20000 plat./microL
3. take 40 microL aliquots
4. add aliquots to
- tube containing measured concentration of antdsd
- tube with matched isotype Controls
5. wait 10-15 minutes
6. dilute again 85b/230h blood in 2ml buffer to getaite of 30 platelets

per sec. (b = bovine, h = human)

Von nun an wurden alle Proben immer auf 20.000 fibazyten pro Mikroliter
verdunnt, 40ul Blut mit Antikbrpern markiert und dann bei 30 ©hmbozyten pro

Sekunde untersucht.

Es wurde parallel zur Protokollentwicklung begonnere Lagerungsfahigkeit von
Proben zu untersuchen. Dafiir wurde eine Kalbertbgp sofort nach Abnahme nur mit
Anti-CD41/61 prapariert und untersucht. Zwei Tagéter wurde eine neue Probe aus
dem fixierten und in PBS auf 20.000 Thrombozytea pfikroliter verdinnten Blut
entnommen, untersucht und die Ergebnisse verglichen

Eine Lagerung von zwei Tagen, was zirka einem Woehde entsprach, schien soweit

mit dem Anti-CD41/61 durchfihrbar, ohne die Ergebrizu verfalschen.

Es wurde dann begonnen, die Antikorper fir humaheombozyten zu testen. Zu
Beginn ist mit dem Anti-CD41 Antikoérper (Klon SzZ2@er Firma Beckman Coulter
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gearbeitet worden. Der Rezeptor GP llb bestehtzawes Ketten,a und 3. Der Klon
SZ22 bindet an dia Kette des CD41 Rezeptors (GPIIb). Der Klon wurldeeastes auf
seine Fixationstauglichkeit getestet. Beckman @oWlbnnte eine Fixationstauglichkeit
nicht versichern. Da bereits feststand, mit fiaartProben zu arbeiten, muf3te der
verwendete Klon fixationstauglich sein.

Es ergaben sich keine eindeutigen Ergebnisse, Wl Separation zwischen
Thrombozyten und den restlichen Blutzellen nicht gar. Da das Ergebnis nicht

eindeutig war, muf3te der Versuch nochmals wiedevieiden.

Der P-selectin (CD62p) Test der menschlichen Ampko verlief ebenfalls nicht
erfolgreich. Es stellte sich die Frage, ob unterstéimden das verwendete ADP nicht
einwandfrei war. Das selbe ADP hatte schon die &dfloombozyten nicht aktiviert.
ADP ist ein Thrombozytenaktivator, der als Routkiaator allgemein benutzt wird. Es
erschien eher unwahrscheinlich, dal3 das ProblerddreiCD62p Antikérper lag, weil

die Antikdrper fur humane Thrombozyten bereits rmeatlgekauft worden waren.

Da sich die empfohlenen Antikorpermengen fur meldobs Blut immer auf eine
Million Thrombozyten bezogen, ist das Untersuchbhgsolumen von 800.000 auf
eine Million Thrombozyten angehoben worden. Damieiterhin mit 20.000
Thrombozyten pro Mycroliter gearbeitet werden kennturden jetzt 5@ Blutproben
verwendet. Um einheitlich zu bleiben, wurde dasuwfoén ebenfalls fir das Kalberblut
auf 50l angehoben und nochmals mit der ermittelten Ampkémenge getestet. Das

Ergebnis war unverandert zufriedenstellend.

Der Klon SZ22 Anti-CD41 fur menschliches Blut wurdechmals mit fixiertem Blut
getestet.
Die Ergebnisse waren nicht Uberzeugend und nichitedenstellend. Es mul3te nach

einem neuen Klon gesucht werden.

Da der Kalber Anti-CD62p Antikorper nach einigenrS&hen nicht funktionierte und
es wahrscheinlich war, dal3 das Problem der Antdothw. die Markierung war,
wurde der menschliche CD62p Antikdrper mit Kalbatbhetestet. Die erhoffte

Kreuzreaktion fand nicht statt.
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Daraufhin wurden erneut Antikérper CD62p fur Kaltdat bestellt, mit PE markiert

und eine neue Versuchsreihe durchgefuhrt. Danachnwdie Ergebnisse akzeptabel.

Als Nachstes wurde das Bindungsepitop auf Fixastaislitat getestet. Der Antikdrper

CD62p fur Kalberblut arbeitete auch nach Fixieraoffiedenstellend.

Als Letztes wurde dann eine Titrationreihe durciibef
Bei 45pul war der Peak des Antikorper CD62p fur Kélberlaot gré3ten. Das entsprach

9 ul Isotype Kontrollvolumen.

Weil der SZ22 Klon Anti-CD41 fir humane Thromboazyt@cht fixationstauglich war,
mufdte nach einem neuen Klon gesucht werden. BecKboasiter bietet noch weiter
CD41 Klone an. Der P2-Klon war ebenfalls nicht fidlg weil dieser nur an die
aktivierte Form, nach Konformationséanderung des CTB4£zeptors bindet. Der letzte
Klon PLT-1 (Cat. No. PN 6602993) schien verwendbar handelte sich dabei aber um
einen IgM Klasse Antikorper. Der DurchfluRzytomeéxperte war skeptisch, weil IgM
Antikodrper sehr viel mehr unspezifisch binden gis IAntikérper und ein IgM und IgG
Antikorpertyp zusammen verwendet wirden. Da nicbimglett zu einem anderen
Hersteller gewechselt werden sollte und bezigliess @D41 Antikoérpers keine andere
Moglichkeit bestand, blieb keine andere Wahl. DaRleT-1 Klon ein IgM Antikorper
war, mufdte auch ein neuer Kontrollantikérper engarliverden (IgM Kontrolle, Cat.
No. PN 6602434). Anti-Antikdrper und Kontrollantigier missen der selben Klasse
angehoren. Es wurde dann der neue Klon getestat.PD&-1 Klon funktionierte

Uberraschend gut.

Nach einigen Fehlversuchen mit dem Anti-CD62p Adrgier fir Menschenblut, ist es
dann gelungen, eine aktivierte Probe zu erhalteheime Titrationsreihe durchzufuhren.
25 pl Anti-CD62p konnte als optimale Menge festgelegérden. 3.1pl war das
entsprechende Kontrollantikdrpervolumen.

Eine Titrationsreihe wurde ebenfalls fir den nedgM Anti-CD41 Antikorper
durchgefuhrt. 1Qul waren hier das optimale Volumen. Da der Kontrdiledrper gleich

konzentriert war, muf3ten fur die Kontrolle ebersdlOul verwendet werden.
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Die Fixationstauglichkeit der Epitope der humanénombozyten wurde mit 25l
Anti-CD62p und 1Qul IgM Anti-CD41 getestet.
Die Ergebnisse waren nach Fixation unverandert,ndithdenen ohne Fixation

identisch.

Als Letztes stellte sich die Frage, ob die Temperder Reagentien (PFA, PBS, ADP)
einen Einflud auf die Ergebnisse hatte. Dafur wwetie Probe geteilt und zum einen
mit 8 °C und zum anderen mit 3€ warmen Reagentien prapariert und untersucht.

Die Ergebnisse waren identisch. D.h. die Reagemieten vor Verwendung nicht erst

auf Koérpertemperatur erwarmt werden.

Das Blut wurde bisher mit einer Spritze, in die har Zitrat aufgezogen worden war,
abgenommen und danach mit PFA versehen. Um diealBlahme zu vereinfachen,
sollte auf ein Adaptersystem (VACUTAINER) umgest@agwerden, das es madglich
machte, direkt in mit Zitrat versetzten VacuumgefaBlut abzunehmen und danach im
selben Gefall mit PFA zu mischen. Es bestand aleeBdfirchtung, der in den
VacuumgefalRen herrschende Unterdruck kdnnte sosgindald das Blut mit einer zu
hohen Geschwindigkeit angesogen werden kénnte. Edhe Blutgeschwindigkeit in
der Nadel geht mit hohen Reibungskraften einheribigskrafte aktivieren
Thrombozyten. D.h. diese Méglichkeit der Abnahmarké die Ergebnisse verfalschen.
Es wurde dann auf beiden Wegen Proben gewonnepane#& und die Ergebnisse
verglichen.

Es konnte in Zukunft mit dem Vacutaineradaptersysigearbeitet werden, da die

Ergebnisse in beiden Proben gleich waren.

Das Problem der Lagerung von Proben konnte durod éereinbarung gelést werden,
so dal3 24 Stunden, 7 Tage pro Woche das Durclyflufdeter benutzt werden konnte.
Es muf3ten keine Proben mehr gelagert werden. Jetle Bollte zirka eine Stunde nach

Blutabnahme untersucht sein.
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Was haben die Voruntersuchungen ergeben?

Kalberantikdrpermarkierungen waren nun erfolgreich,
Der Anti-CD41/61 Antikdrper bindet immer an GP lii,
Die Antikorper und die Epitope waren fixationstaalk)

Kalberantikorper:
Anti-CD41/61, von VMRD - cell line CAPP 2A, FITCarkiert — 25ul,
Anti-CD62p, von Zymed, PE markiert — 4§

Menschenantikdrper:
Anti-CD41-FITC, Beckman Coulter Cat. No. PN 66029980,
Anti-CD62p-PE, Beckman Coulter Cat. No. IM1759 25

Kontrollantikdrper:

PE markierte IgG1, Isotype Kontrolle, von BD Phanlykn

Cat. N0.33815x Kalberkontrolle|8 / Menschenkontrolle 3.fil,
FITC markierte 1IgG1, Isotype Kontrolle, von BD Pkiangen

Cat. N0.33814x Kalberkontrolle 7.8,
FITC markierte IgM, Isotype Kontrolle, von Beckm@oulter

Cat. No. PN 6602434 Menschenkontrolleud,0
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Es wird das Vacutaineradaptersystem mit Zitratgaféfur Blutabnahme

verwendet,
Blutabnahme mit 21 gauge Butterfly ohne Stauschiauc
Das Blut wird auf 20.000 Thrombozytpro Mikroliter verdiinnnt,

Sofortige Fixation des Blutes mit 1% PFA im Verhétl:1
Blut:PFA fir 30 min,

PBS als Puffer,
PFA , PBS missen nicht auf Kérpertemperatur erwérenten,

Protokollansatz grundlegend Shattil

mit Veranderungen nach Prof. Koksch (Beckman Copllte

50 pl Blutversuchsvolumen,

Koktailing war moglich,

Proben bei einer Rate von 30 Thrombozyten / Sekuntersuchen,

keine Lagerung, alle Proben sollen 1 Stunde nactaAlme untersucht

sein.
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Wie sahen die Ergebnisse der Voruntersuchungerotolkdllform aus:

- Use 1% PF and PBS at room temperature
- draw blood with low or without tourniquet and cisd the first 3cc blood
- draw blood into a 2,7 cc vacuum tube containitr@ie

- open the tube add 2,7 cc 1% PF into the bloodediately and

fix for 30 min
- shake the tube
- dilute with 22cc PBS to get a concentration aftl20000 plat. / micro L
- take 3 x 50 micro L aliquots into FC tubes

- add tothe aliquot 45 / 2%l of anti-P-selectin-PE and 7,5 / uDof
isotype control FITC directly into the blood - GOROL |

- add to the aliquot of 25 / 30 anti-CD41-FITC and 9/ 3,fl of isotype
control PE directly into the blood - CONTROL I

- add to the aliquot 45 / 38 of anti-P-selectin-PE
and 25/ 1Qul of anti-CD41-FITC directly into the blood - SAMEL

- wait 10-15 minutes for staining in the dark
- dilute again with 1ml PBS and shake the tube
- add again 1cc PBS

- take 85b / 230h microL of sample and dilute imesv FC tube containing

2cc PBS to get 30 plat. / sec
- ready for FC

- collect 10.000 platelets
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2.7 Protokollkontrollphase

2.7.1 Positive Kontrolle
Nachdem die Protokollentwicklung abgeschlossen salite jeweils eine klar positive

Probe erbracht werden, d.h. eine Blutprobe sobite @inem Menschen und einem Kalb
gewonnen und diese mit dem AktivierungsagonisterP AdRtiviert werden. Ein hoher
Prozentsatz an Thrombozyten sollte als aktivierBlnae und einige klar als verklumpt
zu bestimmen sein. Mit diesem Versuch sollte gézeid sichergestellt werden, dal3 die
Protokollentwicklung wirklich abgeschlossen war ut@als gemessen werden konnte,
woran Interesse bestand, die Bestimmung von aki@rie Thrombozyten und

Mikroaggregaten.

Der Nachweis von positiven Kontrollen gestaltethsinerwartet schwierig. Die ersten
Versuche mit ADP Aktivierung schlugen komplett feNicht nur das zu Beginn keine
Aktivierung und Verklumpung mel3bar waren, sogar ddentifikation der

Thrombozyten in der Vollblutprobe war extrem bekidf und verandert.
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Es zeigte sich kein Peak, d.h. es wurden keingiakiien Thrombozyten gemessen.
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Eine Separation zwischen Thrombozyten und deniaksti Blutzellen fand nicht statt,
deutlich zu sehen am fehlenden Peak im Bereich M2

Die Ursache fiur die teilweise ausgebliebene Thraytemseparation war unklar. Es
wurden weiter Versuche durchgefihrt. Nach einigeit Ztellte sich die Frage, ob das
Blut nicht ausreichend mit ADP aktiviert werden ke Selbst die Verdoppelung und
Verdreifachung der ADP Menge brachte keinen Erfédg.wurden dann auch andere
Methoden zur Thrombozytenaktivierung getestet, W9eMinuten zentrifugieren oder
hohe Reibungskrafte, aber nichts schien die Thraytba zu aktivierenEs wurde
unter anderem mit dem Gedanken gespielt, den Blogmr Kalzium kurz vor der
Aktivierung zuzugeben. Das Blut wurde in Zitratréien abgenommen. Zitrat bindet
freies Kalzium. Es ist aber bekannt, daf} Thromlmralzium bendtigen, um vom
nicht aktiven in den aktivierten Zustand tUbergeharkbénnen. Nach Rucksprache mit
dem lokalen Hamatologielabor schien die Kalziumbggaicht das Problem zu sein,
weil dort taglich Zitratblutproben mit ADP aktivieund zum Beispiel mit dem
Aggregometer erfolgreich untersucht werden konnten.

Es wurde nochmals in der Literatur diesbezuglicbthgalesen und ein wichtiger Punkt
fiel auf. Das Blut wurde nach der Abnahme nicht lddfpertemperatur gehalten. Es ist
dann eine menschliche Blutprobe gewonnen worden,ndch der Blutgewinnung in

einem 37C warmen Wasserbad aufbewahrt wurde. Auch wahreret d
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10 Minuten  Aktivierung mit ADP wurde die Probe a7 °C gehalten.
Diese Veranderung brachte den Durchbruch. NachdesnBdut nun aktiviert werden
konnte, fiel auf, dal3 es einen gewaltigen Unteestimachte, ob die Probe fixiert oder
unfixiert war. Ziel der Versuche war es, festzusetel ob die Protokollentwicklung
wirklich abgeschlossen war. D.h. es mul3te ebeng@izeigt werden, dal’ die Fixation
des Blutes keine Veranderungen hervorrief. Desialtnlen alle Blutproben geteilt. Die
erste wurde nach der Aktivierung durch ADP sofartessucht. Die zweite wurde erst

fixiert und danach untersucht. Die Ergebnisse deidém Versuche wurden dann

verglichen.
unfixiert 66 % aktiviert 63 % Aggregate
fixiert 47 % aktiviert 3,3 % Aggregate

Die Ergebnisse waren erschreckend, weil die Antigbrund Epitope zuvor auf ihre

Fixationstauglichkeit getestet worden waren.

Der gleiche Versuch, die Proben ebenfalls auf@G7gehalten, wurde mit Kalberblut

durchgefihrt. Leider ergab sich hierbei keine Alktivng.

Da die Fixation erheblichen Einflud auf die Ergeisei hatte, wurden andere
Fixationsmoglichkeiten getestet. Da Paraformaldetig Standardfixation ist, sollte
diese vorerst nicht gewechselt werden. Es wurdetersechiedliche Prozentsatze
getestet. Es wurde eine Probe viermal praparientnfixiert, 2. 0.25% PFA, 3. 0.5%
PFA und 4. 1% PFA. Die Ergebnisse der fixiertenberowaren alle unterschiedlich zur

unfixierten.

Von nun an wurden pro Blutprobe immer vier Probed aine Kontrolle prapariert, d.h.
jeweils zwei unfixierte und fixierte Proben zuziaglieiner Kontrollprobe. Es sollte
damit herausgefunden werden, ob die gleichen Pr{fbeert zu fixiert bzw. unfixiert

zu unfixierte) tberhaupt identisch waren.
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Es wurde erneut ein Anlauf unternommen und sowobh&then als auch Kélberblut
nochmals prapariert. Bei dieser Praparation wurden Proben aber wahrend der
30 Minuten Fixation auf Kuhlschranktemperatur, d.hirka 7 °C gehalten.
Es gab Hinweise in der Literatur, dal3 niedrige Terafuren wéahrend der Fixation
hilfreich sein kdnnten.

Das menschliche Blut konnte wieder aktiviert werd@ie Fixation hatte aber wiederum
einen enormen Einflul auf die Probe. Nicht nur diasErgebnisse zwischen fixierten
und unfixierten Proben unterschiedlich waren, adiherste fixierte bzw. unfixierte
Probe war unterschiedlich zur zweiten. AulRerdem wBr Separation zwischen
Thrombozyten und den restlichen Blutzellen zum Tagder kaum vorhanden. Das

Kalberblut ist wiederum nicht aktiviert worden uder Versuch damit fehlgeschlagen.

Es kam die Frage auf, ob Kalberthrombozyten andkrsnenschliche Thrombozyten
funktionierten und unter Umstanden nicht durch ARRtiviert werden konnten.
Nachdem Informationen eingeholt worden waren, s$prafles daftr, das auch
Kalberthrombozyten durch ADP aktiviert werden soilt Trotzdem wurde beschlossen,
Kollagen anstatt ADP als zuklnftigen Agonisten mmwenden. Da das Kollagen der
Firma Biodata aus Kalbern gewonnen wurde, war sjchdall es die
Kalberthrombozyten aktivieren wird. Das Kollagennkte ebenfalls problemlos fur
Menschenblutaktivierung verwendet werden. Auf3erdsmKollagen ein starkerer
Aktivator als ADP was gut war, um deutlich positiveoben zu erhalten. Eine weitere
Moglichkeit fur die Probleme mit der Aktivierung wakéalberblut war eventuell, dafl? der
Antikorper bzw. die Markierungsreaktion mit PE eweites mal nicht ausreichend
erfolgreich verlaufen war. Die Antikorper binden @die Rezeptoren, diese konnten aber
durch das Durchflul3zytometer nicht immer erkanntder, d.h. die Proben werden
immer als nicht aktiviert bestimmt. Auf der andei®eite erschien diese Mdglichkeit
eigentlich unwahrscheinlich, weil der markierte Kdtper bereits in den

Voruntersuchungen funktioniert hatte.

Es stellte sich auRerdem die Frage, ob das PFA kannekt hergestellt wurde. Die

Fixation schien nicht in Ordnung zu sein, da diesdehsergebnisse so schlecht waren.

43



Nach erneuter Recherche fiel auf, daf3 nie auf #ekMert der Losung geachtet worden
war. Der pH Wert der PFA Losung wurde daraufhin tibeat. Er war im

Normalbereich.

Ein weiteres Problem, das immer wieder auftrat,, wiég Bestimmung der aktivierten
Thrombozyten. Die Ergebnisse (%+ = Prozent an @kten Thrombozyten) der
fixierten und unfixierten Proben waren immer untaredlich. Der mogliche Grund fur
die unterschiedlichen Prozentsatze an aktiviertenombozyten war moglicherweise die
Aktivierungszeit. Nach genauerer Uberlegung fief, alaR die unfixierte Probe viel
mehr Zeit hatte, durch Kollagen aktiviert zu werags die fixierte. Die fixierte Probe
hatte nur die reine Aktivierungszeit, um aktivied werden, weil sie direkt danach
fixiert wurde. Die unfixierte Probe hingegen hatte gesamte Zeit bis zur eigentlichen
Untersuchung, was im Schnitt zirka 45 Minuten waren aktiviert zu werden. D.h. am
folgenden Tag wurde die Probe fixiert, wenn die ixiafte Probe mit dem
Durchflu3zytometer untersucht wurde, um so die VA&tungszeit in beiden Proben
gleich lang zu halten.

Die Ergebnisse waren nicht Uberzeugend. AufRerdette loas PFA wieder grol3en
Einflul3 auf die Zellen. Diesmal sogar schon allaeeatlich zu sehen in der Abbildung,

die auf Lichtzerstreuung beruhte.
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Wie deutlich zu erkenne ist, ist in dem markierfei das Feld segmentiert. Hier sollte

ein homogner Bereich vorliegen, der die Thrombazgarstellt.

Durch einen Zufall waren die gleichen Antikdrpee dur dieses Projekt verwendet
wurden nochmals im Labor vorhanden. Diese wareneinar anderen Firma gekauft
worden und fanden in einer anderen Studie VerwemdDa die Projektsituation zu

dem Zeitpunkt sehr aussichtslos war, wurden diekArer der anderen Firma, Becton
Dickinson mit unseren Proben getestet. D.h. eiobé&wurde mit dem Anti-CD62p von
Beckman Coulter und dem Anti-CD61 von Becton Diskin versehen und umgekehrt.
Die Ergebnisse waren erstaunlich gut, besonderfdgCD61 Antikorper der Firma

Becton Dickinson arbeitete viel sauberer und klarer

Nach diesen Ergebnissen wurden die Antikérper vackBian Coulter zu Becton
Dickinson umgestellt. Im Allgemeinen waren die Hngisse besser, besonders die
Separation zwischen Thrombozyten und den restlidetien war sehr klar. Es fiel aber
immer ein Unterschied zwischen der ersten und ewdikierten bzw. unfixierten Probe
auf. In der ersten Probe war der FITC-Peak ehehfland breit und in der zweiten spitz,
schmal und die Separation war optimal, viel graein derselben ersten Probe. Es war

aber immer noch klar und deutlich der negative Igihfles PFA zu sehen.
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Am folgenden Tag wurde der gleiche Versuch nochmdlschgefihrt, um
sicherzustellen, daf} die guten Separationserge&bniskt nur ein Zufallsbefund waren.
Die Ergebnisse waren diesbeziglich zufriedenste)leaber der PFA Einflu@ war

enorm.
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Das normal homogene, einheitliche Gebiet, das ti@mbozyten reprasentierte (R1)
war in zwei geteilt. Die Ergebnisse fur Prozentifpos Thrombozyterund Aggregate
waren im Vergleich fixierte zu unfixierte Probe bes aber noch nicht

zufriedenstellend.

Da von einer Blutprobe immer unterschiedliche Engete in unterschiedlichen

Roéhrchen gemessen wurden, stellte sich die Fragelieo Maschine tGberhaupt in der
Lage war, von ein und demselben R6hrchen mehrmeishg Ergebnisse zu liefern.

Um dies herauszufinden, wurde ein und dasselbe dRéhrdreimal hintereinander

untersucht und die Ergebnisse verglichen.

Das Problem lag nicht am DurchfluRzytometer, dimggsenen Werte waren identisch.
Es fiel aber wie immer der Einflul3 des PFA auf.

Die letzten drei Untersuchungen sind dann noch atmr zusammen ausgewertet
worden. Es wurde festgestellt, da3 immer konstduigerschiede zwischen den
fixierten und unfixierten Proben vorzufinden waréiber auch zwischen der ersten und
zweiten Probe derselben Untersuchung konnten inmmeter gleiche Veréanderungen
festgestellt werden. Es ergab sich der Eindruck, di@ zweite Probe immer “gleich’

anders war, als die erste. Dann fiel deutlich daf die ersten Proben der fixierten mit
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den ersten unfixierten Proben sehr identisch warah die zweiten fixierten mit den
zweiten unfixierten. Diese Verdnderungen waren len arei Tagen immer konstant
vorhanden. Da lag die Vermutung nah, das ProblesemPréparation der Proben zu
suchen, weil es sich immer um unterschiedliche @aiien handelte, die

Préaparationsschritte und Durchfiihrung aber an dlsgen dieselben.

AulRRerdem fielen noch die folgenden Veranderungén au

1. der Anti-CD61-FITC-Peak war in der ersten Probe ansehr breit, in
der zweiten aber immer schmal und spitz,

2. in der ersten Probe war meist mehr Aktivierung nael3dds in der
zweiten,

3. die Gesamtereignisse von der ersten zur letztehePstiegen immer
weiter an, um die selbe Anzahl (10.000) an Throrgteor zu
untersuchen,

4. beziuglich des PFA war auffallig, dall es in einigéroben zu
Veranderungen kam, d.h. die Population der Throwyteoz(R1) sah
anders bzw. verdndert aus und in einigen nicht,obibvan allen drei

Tagen mit dem selben PFA gearbeitet worden war.
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Was wurde daraus geschlossen:

1. ein breiter Peak kann fur zu wenig Antikdrper spet Wenn
ausreichend Antikorper vorhanden sind, wird jederombozyt ungefahr
gleich viele Antikdrper binden, d.h. ungefahr gteleell sein was einem
schmalen, spitzen Peak entspricht. Sind hingegewerug Antikorper
vorhanden, so wird es nur wenige Thrombozyten gethienausreichend
Antikoérper binden, aber bei einer grof3en Anzahl vidirombozyten
bindet nicht an jeden CD61 Rezeptor ein Antikérjpredieser Probe gibt
es dann eine Streubreite im Extremfall von keinemtik®rper pro
Thrombozyt bis zur vollen Sattigung, d.h. von nigleflektierenden
Thrombozyten bis sehr stark reflektierenden undsatlazwischen. Das
ist nichts anderes als ein breiter und flacher Pgakogisch war, dal} in
beiden R6hrchen gleich viel Antikdrper verwendetaen, in dem ersten
schienen zu wenig und in dem zweiten ausreichendikdmper

vorhanden zu sein.

2. Fur die unterschiedlichen Aktivierungszustande Rierben gab es keine

Erklarung.

3. Die immer wieder von der ersten zur letzten Prolmsteagenden
Gesamtereignisse, um dieselbe Anzahl an Thromboz(6.000) zu
erhalten, sprachen fiur ein nicht ausreichendesHhbiszhen der Proben.
D.h. in den ersten Proben waren immer mehr Throgtbaozals in den
letzten. Diese Schluf3folgerung machte Sinn in \fetbng mit den
unterschiedlichen Anti-CD61-FITC Peaks. In der emsProbe waren
mehr Thrombozyten als in der zweiten. Deswegen &umdden ersten
Proben weniger Gesamtereignisse bendtigt, aber die
Antikdrperkonzentration war nicht ausreichend zuitti§ung aller
vorhandenen Thrombozyten. Im zweiten Roéhrchen wagemau anders

herum. Es waren weniger Thrombozyten vorhanden,da® mehr
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Gesamtereignisse benotigt wurden, um 10.000 Thragteo zu
untersuchen, aber die Anti-CD61 Antikorperkonzeidra war hier
ausreichend, um alle Thrombozyterit Antikbrpern zu sattigen, weil

insgesamt weniger Thrombozyten vorhanden waren.

4. Die unkontinuierlichen Veradnderungen des PFA liefaeh ein PFA
unabhangiges Problem schlieRen und hatte u.U. a&bsenmit der

Blutpraparation und der Durchmischung zu tun.

D.h. im Ganzen gesehen, ergeben sich zwei Schidstoigen:

* Die Proben miussen zwischen jedem Schritt gut dustdim werden.

« Es werden mehr Antikorper benutzt oder spater eigt neue

Titrationsreihen durchfthrt.

Es wurde eine Menschenblutprobe mit mehr AntikGrpearsehen und zwischen jedem
Arbeitsschritt gut gemischt.

Die Separation war optimal in allen Proben (fix¢ednd unfixierte) und die Peaks
waren in allen  Proben identisch. Die  statistischerWerte  fur
P-selectin (%+) waren ebenfalls identisch. In ddot Ber auf Reflexion beruhte, war
die Region R1 bis auf die fixierte Kontrolle einvddirei.

Am folgenden Tag wurde der Versuch wiederholt, ichexzustellen, dal3 es sich dabei
nicht um einen Zufallsbefund handelte. Die Ergefmiam Folgetag waren ebenfalls
zufriedenstellend. Zu einem spéateren Zeitpunkt wurdchmals eine Probe dieser Art

durchgefiuhrt, die ebenfalls sehr zufriedenstellensfiel.
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Nachdem das Protokoll nun zufriedenstellend fumkéide und verwertbare Ergebnisse
lieferte, wurde Uberlegt, ob und wie man das Pmitakus finanzieller Sicht effektiver

gestalten konnte. Weil Geld gespart werden soilMarde Uberlegt, die unter den
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jetzigen Bedingungen gerade ausreichende Antikdrpege zu bestimmen. Zusatzlich
sollten auch die Volumina halbiert werden, so dafhtnmit 50ul sondern nur noch
25ul Blut pro Proben gearbeitet werden wirde und schmals Antikorper gespart
werden konnten.

Aus einer Probe wurden dann zwei Versuche gemcinh. einen wurde das Protokoll
verwendet, das in den Tagen zuvor zufriedenstelfandtioniert hatte. Zum anderen
wurde das veranderte Protokoll angewendet, d.hBtatestvolumen auf 28 halbiert
und die Antikbrper Menge auf das von der Firma erhjghe Mal3 zuriickgebracht (von
beiden Antikdrpern wurden 14 benutzt).

Die Ergebnisse waren identisch und zufriedenstell&s wurde beschlossen von nun an
mit dem neuen Protokoll weiter zu arbeiten. FleRain sollte in Zukunft aber 14
pro Test verwendet werden, um auf der sicherere Seaitsein und definitiv ausreichend

Antikorper in der Probe zu haben.

Entscheidende Anderungen waren:

e regelmalig gutes Durchmischen der Proben,
e das Probevolumen auf 26breduzieren,
e AntikOrper von Becton Dickinson,

e Anti CD61 10ul und Anti CD62p 15ul.
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Das Protokoll wurde daraufhin geandert.

. draw 3cc blood into syringe and discard

. draw blood into a 2.7 cc vacuum tube preloaded wittlate without

tourniquet (human blood has a concentration of 200.000 ptatcro L)

3. open the tube add 2.7 cc 1% PF into the blood inemelgt and reseal it

4. gently shake the tube, making sure it mixes coreplefix for 30 min at

10.

11.
12.

13.
14.
15.
16.

room temperature — shake occasionally during fixing

. transfer blood in 30 x 115 tube and dilute with @P8S

(to get a concentration of about 20.000 plat. ranlg

. mix solution well gently by hand

. remove out 3x 2%l aliquots into each of 3 Flow Cytometry (FC) tubes

. to the first aliquot add 1fl of anti-P-selectin-PE

and 2.5ul of control FITC - CONTROL

. to the second aliquot add fuDof anti-CD61-FITC
and 1.8ul of dilutedcontrol PE - CONTROL
to the third aliquot add 1l of anti-P-selectin-PE
and_10ul of anti-CD61-FITC - SAMPLE
gently mix

wait 10 minutes for staining in darkness, mixinggabminand

at termination

dilute with Iml PBS and gently mix tube

take 10Qul of sample and dilute in a new FC tube contairdiog PBS
ready for Flow Cytometry

flick the tubes well before placing into Flow Cytometer
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2.7.2 Negative Kontrolle — Kontrolle der Mikroaggregatbestimmung
Nachdem das Protokoll fir Menschenblut gut funkede, stellten sich zwei neue

Fragen:

* Wie sehen die Ergebnisse einer negativen Kontenite d.h. die
Untersuchung des Blutes eines gesunden Freiwilfigen

» Koénnen Mikroaggregate bestimmt werden?

Zu diesem Zweck ist Blut von einem gesunden Fregeih abgenommen worden und
zum einen wie im Protokoll festgelegt, sofort fitievorden und zum anderen nicht
fixiert aber mit doppelt so viel Kollegen versehgaorden als zuvor. Damit sollte ein
hoher Prozentsatz an aktivierten Thrombozyten wrhalwerden, damit die

Wahrscheinlichkeit grol3 war, dal3 sich Mikroaggregédten.

Die negative Kontrolle fiel sehr gut aus, wenigisr #6 der untersuchten Thrombozyten
waren positiv bzw. aktiviert und es wurden 1,7% Psgte gemessen.

In der extra stark aktivierten Probe waren 68%Tdeombozyten aktiviert. Es war aber
erstaunlich, das in der extra stark aktiviertenberaie Verklumpung gering ausfiel
mit 3,1%.

Negative Kontrolle

%+ <1%
% agg 1,7%

Positive Kontrolle

%+ 68 %
% agg 3,1 %

Da es in der extra stark aktivierten menschlicheob® kaum zu Mikroaggregaten

gekommen war, stellte sich die Frage, ob kunstiktivierte Thrombozyten auf jeden

Fall auch verklumpen. Es gab eine Studie [11], é@m dach Aktivierung mit ADP
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von 20% Aggregaten berichtet wurde. In einer amd&teidie [79] wurden die meisten
Aggregate nach einer Minute gemessen. Dies wurde dasgetestet.
Es wurde Blut aktiviert und Proben nach 1, 2, 4 W@dmin gewonnen und fixiert.

Leider waren die Ergebnisse anders als die in dedi&h. Die Ergebnisse waren wie

folgt:
1 min. 3 %,
2 min. 3 %,
4 min. 4 %,
10 min. 6 %.

Bezlglich der Thrombozytenaggregation sind Expemggnungen eingeholt worden.
Zum einen machte es keinen Sinn, in nicht aktigire®roben Thrombozytenaggregate
zu messen und zum anderen schien es unverstandlistark aktivierten Proben kaum
Aggregate bestimmen zu kdnnen. Der Thrombozytemexperof. M. Koksch von
Beckman Coulter berichtete, er messe in nicht eten Proben auch Aggregate. Dies
bringe die Methode mit sich. Es wirde in jeder rdb3% Aggregate gemessen.
Bezuglich der Aggregatbildung nach Agonistenaktiving schrieb er, es kdnnten
durchaus in kinstlich aktivierten Proben mehr Maggregate gemessen werden. Ein
weiterer Experte, Herr Prof. W. Jeske von der Laydhiversity in Maywood, lllinois
bestétigte ebenfalls, in nicht aktivierten Probeggegate gemessen zu haben. Zum
Thema Aggregate in aktivierten Proben schrieb®get wichtig unverdiinntes Blut mit
einem Agonisten zu aktivieren. Unverdinnte Blutgmlwaren aber bereits aktiviert

worden.

Es wurde ein neuer Anlauf unternommen, Kalberbalipn zu untersuchen. Die in der
Zwischenzeit vorgenommen Anderungen am Protokolrdem tbernommen, d.h.
Aktivierung mit Kollagen, gute regelmafiige Durchahisng wéahrend der Praparation
und Reduzierung des Probevolumens aufil2bie CD 62p Antikbrpermenge ist erhdht
worden von vorher 4%l auf 67 pl. Bisher konnte keine Kalberblutprobe aktiviert

werden. Mit der Antikdrpermengenerhéhung solltdeigestellt sein, dald ausreichend
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Antikorper zur Verfliigung standen. Leider verlieéskr Versuch ebenfalls negativ. Es
wurde danach beschlossen, das Projekt vorerstufilfagienten zu beschranken. Es war

nicht maglich, eine positive Probe fur Kalberbluterhalten.

Alle Erkenntnisse bei Menschenblutproben halferhinioeim Kalberblut. Nach der
letzten Untersuchung war es sehr wahrscheinliclfy dgleheinbar auch die zweite
Markierungsreaktion mit PE nicht erfolgreich vefu war. Es wurde eine Liste flr

zukinftige Alternativmoglichkeiten zusammengestellt

« die einfachste Losung ware, einen Hersteller adgfirmachen zu
kbénnen, der bereits markierte Antikorper gegen KaAlIKCD62p
produziert,

* nochmals Antikérper von Zymed bestellen und ermeiitdem Protein-
Protein-Crosslinking Kit eine PE Markierung durdmfén,

* da in der Beschreibung des Protein-Protein-CrdaslinKit daraufhin
gewiesen wurde, das freie Thiole auf den Antikémpdre Reaktion
unmaoglich machen, kdnnte vor einer erneuten PE Markgsreaktion
erst mit einem speziellen Kit getestet werden, ath sauf den
Antikdrpern freie Thiole befinden,

« den Antikdrper mit Biotin vormarkieren, was einehisegute und
zuverlassige Reaktion ist und dann Biotin mit derarelis PE
markierten Streptavidin reagieren lassen (diesektiRernverlauft von
alleine),

» die letzte Mdglichkeit bestand darin, einen Anti4lll61 zu finden, der
nicht von Mausezellen hergestellt worden ist, S® dat einem bereits
PE markierten Secondary Antikérper zum Anti-CD62mtiROrper

gearbeitet werden konnte.
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Bei dem Menschenblutprotokoll bestand immer nock Beoblem, kaum Aggregate
bestimmen zu kdnnen. Um die WahrscheinlichkeitAggregate in einer Blutprobe zu
erhohen, ist dann eine Versuchsreihe mit doppéitenge an Kollagen (20Qul)

aktiviert und anstatt fur 10 diesmal fur 15 Minutktiviert worden. Auch das brachte

nicht den erwtinschten Erfolg, nur 3% Aggregate gieithessen worden.

Um sicher zu stellen, dal’ die niedrigen Aggregasomagen nicht doch etwas mit der
Fixation zu tun hatten, ist nochmals eine Probévigkt und geteilt worden. Die eine
Probe wurde fixiert, die andere nicht. Die Ergebaigvaren in beiden Proben, fixierte
und unfixierte, identisch niedrig, d.h. die Fixatiavar nicht die Ursache fir den

niedrigen Prozentsatz an Aggregaten.

Da fur die Entwicklung des Protokolls viel mehr Zeendtigt worden war als erwartet,
wurde begonnen, Patientenblut zu untersuchen. Bsvga Protokoll und von der
Methodik DurchfluRzytometrie her nichts was bezilyldes Problems der niedrigen
Aggregatmessung geandert werden konnte. Auch der teiligee
DurchfluBzytometrieexperte teilte die Meinung, mdtienten zu beginnen. Er war der
Auffassung, es seien keine Aggregate im Blut vodean der entwickelte Ansatz sei
aber zweifelsohne fahig, Aggregate zu bestimmenetJdmstanden konnte die Studie
nur die erste Frage beantworten, ob Thrombozytechddunstherzen aktiviert werden,
aber nicht, ob Kunstherzen auch zur Mikroaggretshibg beitragen. Bei allen
Patienten sollten aber die Prozente fur Mikroagagegnit aufgenommen und zu einem
spateren Zeitpunkt entschieden werden, ob es dinstadie Werte mit in die Analyse

einzubeziehen.
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2.8 Struktur der Studie
Welche Patienten sollten untersucht und in die iStadfgenommen werden?

Erstens sollten Patienten untersucht werden, die kinksherzunterstitzungspumpe
implantiert bekommen. Es bestand Interesse an rieatiemit TCl oder Thoratec
System. Hierbei handelt es sich um zwei sehr hawbBgwendete Systeme mit
unterschiedlichen Oberflachenbeschaffenheiten. Tizgst ein System, das mit rauhen
(textured surface) Blutkontaktflachen arbeitet, dHsoratec mit glatten (smooth
surface). D.h. bei der Beantwortung der beiden Anggfragestellungen sollte
gleichzeitig untersucht werden, ob die Oberflacleschaffenheit des Systems einen
Unterschied macht. Die zweite Gruppe sollten Pwien mit
Herzklappenersatzoperation stellen. Bei den Uberiggn liber die zu untersuchenden
Patienten kam die Idee auf, dal3 bei Einbeziehunglappenpatienten in diese Studie
gleichzeitig der Einflu von Klappen auf Thrombaytbestimmt werden konnte.
Interessant erschien der mogliche Unterschied heisdPatienten mit mechanischem
und biologischem Klappenersatz. Der Einflu vonpglen auf den Aktivitdtszustand
von Thrombozyten wurde als eher gering eingeschétetald diese Gruppe ebenfalls
einen Eindruck tber den Einflu3 der Operation ued desamten Prozedere auf die
Thrombozytergeben sollte. Mit anderen Worten, die Differenz Begebnisse zwischen
den beiden Gruppen sollte anndhernd den Einflu LA&SD auf Thrombozyten
aufzeigen. Die dritte Gruppe stellten Patienten atzinsuffizienz der NYHA Klasse
[l und IV. Mit dieser Gruppe sollte herausgefundeerden, welchen Einflul3 der
Krankheitszustand auf die Thrombozyten hat. NYHAd€e Il und IV Patienten sind
Patienten, die kurz vor einer LVAD Implantation oden glicklichen Fall vor einer
Herztransplantation stehen. Als letzte Gruppe eolifesunde Freiwillige aufgenommen
werden. Zum einen konnte in dieser Gruppe erkargtden, welchen Einfluld das
Protokoll und die Praparationsschritte hatten zaneeen konnte mit dieser Gruppe ein

Eindruck tber die Verhéltnisse in Gesunden gewonvesden.
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Wann sollte Blut von den Patienten abgenommen wérde

Es wurden vier Zeitpunkte festgelegt, an denenpbldten von Patienten mit Kunstherz
und Klappenersatz gewonnen werden sollten (volQdesowie 24h, 72h und 1 Woche
nach der OP). Von Herzinsuffizienzpatienten undugden Freiwilligen sollte immer

nur eine Probe abgenommen werden.

2.9 Notige Anderungen des Protokolls im Verlauf

Nach Beginn der Studie fiel eine starker als emtartschwankende
Thrombozytenkonzentration der Patienten auf. MitT8®ombozyten pro Sekunde zu
arbeiten, erschien nicht sinnvoll, weil dadurch natlweise sehr unterschiedlichen
Gesamtereignisraten pro Sekunde gearbeitet werd@&bemVon den Gesamtereignissen
sind die gemessenen Mikroaggreagte aber abhangigolder die Gesamtereignisse,
desto hoher die gemessenen Mikroaggregate. Danawilvide beschlossen, immer mit
700 (+/-100) Gesamtereignissen weiter zu arbeitenso spater bei der Auswertung die
gemessenen Mikroaggregate vergleichen zu kdnneteiaeise pro Probe mehr als 10
Minuten bendtigt wurden, um bei 700 Gesamtereigmispro Sekunde 10.000
Thrombozyten zu untersuchen, ist die Gesamtzahtuentersuchenden Thrombozyten
auf 6000 pro Probe verringert worden. Der Durcldia8metrieexperte sah die
Zuverlassigkeit der Ergebnisse durch diese Veramgenicht in Gefahr.

Bei Betrachtung der ersten Ergebnisse konnte zerscen Ergebnissen von Patienten
und gesunden Freiwilligen kaum ein Unterschied mmkaverden. Da in allen Proben
nur Normalwerte zu finden waren, wurde Ulber neueb&sntnahmezeitpunkte
nachgedacht. Wenn es zur Aktivierung von Thrombazitam, muldte dies wahrend
oder kurzzeitig nach der Operation geschehen, da Bdh schon wieder Normalwerte
gemessen wurden. Daraufhin wurden dann auch Prel@mrend der Operation,
kurzzeitig nach der Operation (bis max. 30 Minuteh Beendigung) und 4h nach der
Operation gewonnen. Nach zirka zwei Monaten wurde klrzzeitig nach der
Operation gewonnene Probe wieder abgesetzt. Dienmaden Werte ergaben sich meist
wahrend der Operation. 4h danach war ein Zeitpudt,interessant war, weil sich bei

manchen Patienten die Werte bereits wieder noriadlisatten, bei anderen aber nicht.
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Eine Blutprobe dazwischen schien auf Dauer nichignd.h. die Studie wurde

letztendlich mit folgenden Blutabnahmezeitpunktarctigefihrt:

fur Gruppe lll (Klappenp.), Gruppe IV (Kunstherzp.)
. vor OP,

. wahrend OP,

. 4h nach OP,

. 24h nach OP,

. 72h nach OP,

. 1 Woche nach OP,

. dann einmal wéchentlich (falls noch im Krankenhaus)

fur Gruppe | (Freiwillige), Gruppe Il (NYHA 1lI/1V)

. nur eine Probe.

Zirka 1,5 Monate nach Beginn der Studie wurde dmeslen, bei jeder
Blutuntersuchung immer auch eine positive Kontrdie Blutprobe mit zu praparieren.
D.h. einmal das Blut sofort nach der Abnahme miARE fixieren und zu untersuchen,
gleichzeitig eine weitere Probe zu gewinnen, auf@7zu halten und 10 Minuten mit
Kollagen zu aktivieren und ebenfalls zu untersuchHgieser Zusatz schien sinnvoll,
weil alle Ergebnisse bis zu dem Zeitpunkt widereterad niedrig ausgefallen waren,
auch an den nachtraglich erganzten Zeitpunkten.

Erstens wurde mit der positiven Kontrolle die Fumkstlichtigkeit der Methode bei
jedem Versuch demonstriert, weil gleichzeitig neden normalen Patientenproben und
bis dahin immer sehr wenig aktivierten Proben diteg positive, aktivierte Probe
gemessen wirde, d.h. das Protokoll als Ursachdiéimiedrigen Werte ausgeschlossen
werden konnte.

Zweitens wirde gezeigt, dall das Blut zur selbent Zei einem hdheren
Aktivierungszustand sein kénnte, als es in derrgiggnen Probe war, d.h. das Blut die
Fahigkeit besitzt, aktivierter zu sein. Ferner veeranit der positiven Kontrollprobe die
geringen Werte in der eigentlichen Probe bestatgi|] das Blut bei entsprechenden

Umstanden in vivo mehr aktiviert worden ware.
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2.10 Ergebnis der Protokollentwicklung

Anti-CD61-FITC zur Thrombozytenidentifizierung,
Anti-CD62p-PE zur Aktivierungsmessung,

Anti-Antikérper:
Anti-CD61-FITC, Becton Dickinson Cat.N0.348093— 40
Anti-CD62p-PE, Becton DickinsoBGat.N0.348107— 2fl,

Kontrollantikdrper:

PE markierte IgG1, Isotype Kontrolle, von BD Phanlykn

Cat. N0.33815x 1.8l der 4x verdinnten Kontrolle,
FITC markierte 1IgG1, Isotype Kontrolle, von BD Pkiangen

Cat. N0.33814x 2.4l

Vacutaineradaptersystem mit zitratversetzten Vageaiafden ,
Blutabnahme mit 21 gauge Butterfly ohne Stauschiauc
Protokollansatz grundlegend nach Shattil mit Veeiadgen nach
Prof. Koksch,

Sofortige Fixation des Blutes mit 1% PFA im Verh#tl:1 Blut:PFA
fur 30 min,

PBS als Pulffer,

Blut auf 20.000 Thrombozyten pro Mikroliter verdi@m

PFA , PBS missen nicht auf Kérpertemperatur erwérenten,

25l Versuchvolumen,

gutes regelmalfiges Durchmischen der Proben wakemidraparation,
Proben mit 700 Gesamtereignissen pro Sekunde untess,

es werden 6000 Thrombozyten pro Probe untersucht,
gleichzeitig wird immer eine positive Kontrolle @higefiihrt,

alle Proben sollen 1h nach Abnahme untersucht sein,

Becton Dickinson FACScan mit Analysesoftware Calke& V 3.1,
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Patientengruppen:

1. Freiwillige (Gruppe ),
2. NYHA IV (Gruppe ),
3. Herzklappenersatzpatienten (Gruppe III),
4. Kunstherzpatienten (Gruppe IV);

Blutabnahmen:

fur Gruppe Ill und IV

x vor und wahrend OP,
x 4h, 24h, 72h nach OP,

x nach einer Woche und danach einmal wochentlich;

fur Gruppe | und |l

x nur eine Probe.
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In Protokollform:

1. draw 3cc of blood for discard__

2. draw blood into both 2.7cc vacuum tubes preloaditl eitrate without

tourniquet __ (human blood has a concentration of 200.000 platcfo L)

3. put the first tube into the water container untihang in the lab___

4. open the second tube add 2.7 cc 1% PF into thel bhomediately and

reseal it

5. gently shake the second tube, making sure it migespletely, fix for 30 min

at room temperature — shake occasionally durirngdix

6. 15 min after drawing start to prepare the posi@eatrol

7. transfer 5Qul Collagen at 37C into a Flow Cytometry (FC) tube

8. shake the first tube and transfer @lood to the Collagentube

9. keep the tube for 10 min at 3T in the water bath__,

shake occasionally during that time__

10. take four new FC tubes and transfer 2cc PBS inth ea

11. after 10 min take the Collagentube out of the wasth and add 200cc PBS

(to get a concentration of about 20.000 plat. franlg
12. after 30 min fixation shake the tube,

transfer blood in 30 x 115 tube and dilute with@P8BS

(to get a concentration of about 20.000 plat. ranlg
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

mix both tubes well gently by hand

remove out of the tube from step 11. twoR%liquots, transfer one in the

Control FC tube and the other in the sample FC tube positive control sample

remove out of the tube from step 12. twoR%liquots, transfer one in the

Control FC tube and the other in the sample FC_tube real patient sample

to the first aliquotscontrol tunespdd 10pl of anti-CD61-FITC__

and 1.8ul of dilutedcontrol PE - CONTROL

to the second aliquotsimple wbespdd 15ul of anti-P-selectin-PE__
and 10ul of anti-CD61-FITC __ - SAMPLE

gently mix

wait 10 minutes for staining in darkness, mixingggbmin___ and

at termination___

dilute each FC tube with 1ml PBS and gently mixetub

ready to go down to the Flow Cytometer

run the sample at about 700 events/sec (+/- 150¥altect 6000 platelets

(area R1) for each sample

flick the tubes well before placing into Flow Cytetar
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2.11 Untersuchungsparameter

Pro Patientenblutprobe sind jeweils vier untersdiithe Parameter mit dem
DurchfluRzytometer untersucht worden. Die Ergelmismsieren immer auf 6000

untersuchten Thrombozytgmo Probe.

Prozent positive, aktivierte Thrombozyten (%-+)

Dieser Wert wurde direkt vom DurchfluRzytometer egepen. Er gab an wie viel

Prozent der 6000 untersuchten Thrombozgleiviert waren.

Prozent positive, aktivierte Thrombozyten der pesit Kontrolle (%+ pC)

Dieser Wert ist vom Prinzip der selbe wie %-+. Detddschied besteht in der Probe, die
untersucht wurde. Dieser Wert wurde in der positi@ntrollprobe bestimmt. D.h.
dieser Wert gibt wiederum an wie viel Prozent ded@ untersuchten Thrombozyten
aktiviert waren, nur das die Probe zuvor fir 10 iiém mit Kollagen aktiviert worden

war.

Prozent aggregierte Thrombozyten (% agg)

Dieser Wert wurde nicht direkt vom DurchfluRzytosret geliefert. Das
Durchflu3zytometer gab an, wie viel der 6000 unteinsen Thrombozyterinzelne
Thrombozytenwaren und bei wie vielen es sich um verklumpte b#iad Aus diesen

beiden Werten wurde dann der Prozentsatz an vegtemiThrombozyten errechnet.

Prozent aggregierte Thrombozyten der positiven #diet (%agg pC)

Bei diesem Wert handelt es sich im Prinzip um delben Wert wie % agg, nur das
dieser wie schon bei %+ pC in der vor der Prapamatnit Kollagen aktivierten

Blutprobe gemessen wurde.
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2.11.1 Wie beantworten die Parameter die Fragestalhgen?
Die zu beantwortenden Fragen lauten:
1. Werden Thrombozyten durch eine Kunstherzpréasemaexk®

2. Kommt es daraufhin zur Mikroaggregatbildung?

Frage eins wird durch den Parameter %+ beantwaltet,zweite Frage durch den
Parameter % agg. %+ pC und %agg pC sind Parameterud Datenvalidierung

aufgenommen wurden.

2.11.2 Andere Parameter

Neben den erklarten Durchflul3zytometrie-Parametarden auch -andere Parameter-
erfaldt, die die Thrombozytenaktivitdt beeinfluss&mnten. Die -anderen Parameter-
sollten ermoglichen, die Ursache fur aktivierte dthbozyten ausfindig zu machen, falls
eine kunstherzunabhangige Ursache zugrunde liegke. $n wie weit diese Parameter
spater mit in die Analyse einbezogen wuirden, sofiteh Abschlul3 der Studie
entschieden werden.

Fur jeden Patienten wurde die Ausgangserkrankustgdbalten. Bei den Patienten der
Gruppe IV ebenfalls die Zeit, die zwischen Impléotassbedarfsfeststellung und
Unterstltzungssystemimplantation vergangen war. Vallen Patienten bzw.
Freiwilligen wurden die aktuelle Medikation mit Tmbozyteneinflud wie
Acetylsalicylsaure, Heparin, Phenprocoumon, etcfgenommen. Aktuelle und
Vorerkrankungen wie zum Beispiel Diabetes mellithNgeren und Lebererkrankungen
und hdmatologische Erkrankungen wurden ebenfdtf®er

Von der Operation wurden folgende Parameter mggendmmen. Die Operationsdauer,
die Gesamtzeit, die der Patient an die Herz-Lurgasehine angeschlossen war und
die Temperatur, auf die das Blut wahrend desseifildgekvurde. Aulerdem wurden
verabreichte Medikamente und Blutprodukte wie pdteich plasma, frish frozen
plasma u.a. notiert.

Im postoperativen Zeitraum wurden die Nieren untdrinktion beobachtet und die

verabreichten Arzneimittel notiert.
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Uber den gesamten Zeitraum bzw. fir die PatiensnGtuppe | und Il nur einmalig
wurden alle Werte des Routinelabors aufgenommen.

Ein besonderes Interesse bestand an der Thrombamng&hl. Es ist bekannt, dal3 die
Verwendung von Herz-Lungen-Maschinen zu einem \é¢riton Thrombozyten und
einer Verdiunnung des Blutes fuliNtedrige Thrombozytenzahlen nach einer Operation
konnen Ursache fur Blutungsprobleme sein. Blutungach Herz-Lungen-Maschinen
Operationen sind bekannt [14, 46, 124, 127, 129].

2.12 Statistik

Nach Rucksprache mit dem Institut fir Medizinistifermatik und Biomathematik der
Westfélischen Wilhelms-Universitat wurden zur Besdbung und Beurteilung der
Daten folgende statistische Methoden angewendet:

Anzahl der Patienten, Minimal-, Maximal- und Mitiedrt, Standardabweichung,
Boxplot, KRUSKAL-WALLIS-Test und Excelgraphen.

Die Mittelwerte und Standardabweichungen sind mitrivkoft Excel 7.0 errechnet
worden. Die Standardabweichung stellt den standaxt of the mean (SEM) dar. Mit
Hilfe von Boxplots wird die Verteilung der Werte i@ruppenvergleich visualisiert.
Der KRUSKAL-WALLIS-Test zeigt statistisch signifikée Unterschiede zwischen den
vier unterschiedlichen Untersuchungsgruppen aui. East ist signifikant, wenn der
p-Wert < 0.05 ist. Die Erstellung der Boxplots und die Béreungen des KRUSKAL-

WALLIS-Test wurde mit dem Programm SPSS 10.0 fundéws durchgefihrt. Mit

Excelpunktliniendiagrammen wird der zeitliche Veflader Werte der operierten

Patienten dargestellt.

Die Studie ist vor Beginn durch die lokale Ethikkmission (IRB) genehmigt worden.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Patientencharakteristika

Zur Auswertung liegen die Daten von 45 Patientenv.bEreiwilligen vor. Alle
Beteiligten waren nach den von der Ethikkommisgienehmigten Kriterien ausgewahlt
worden und alle gaben vor Beginn ihr schriftlicl@sverstandnis zur Durchfiihrung der
Studie.

3.1.1 Gesunde Freiwillige

Von den 45 Patienten waren zwolf gesunde Freivalliie Freiwilligen waren alle
Mitarbeiter des Milton S. Hershey Medical Centerdliershey, Pennsylvania, USA. Es
sind von sechs Freiwilligen neben den %+ und %\&eggten auch positive Kontrollen,

%+ pC und %agg pC gewonnen worden.

3.1.2 Herzinsuffizienzpatienten

13 Herzinsuffizienzpatienten sind in die Studiegamommen worden. Von zehn dieser
Patienten konnten positive Kontrollen gewonnen werdei zwei Patienten kam es zu
Schwierigkeiten bei der Blutabnahme. Aufgrund deshleshten allgemeinen
Venenzustands war es schwer, die Venen zu punktierd Blut ohne Stauschlauch zu
gewinnen. In einem Fall sind die Ergebnisse eindeggativ beeinflut worden, so dal3
die Werte nicht mit in die Auswertung Ubernommenrdem. Die 13 Patienten sind
ambulante Patienten in der Abteilung fiur Kardiotkogies Milton S. Hershey Medical

Centers gewesen.
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3.1.3 Klappenpatienten

Von den 14 untersuchten Klappenpatienten konnteam sieben positive Kontrollen
gewonnen werden. Auch in dieser Gruppe kam es leene Patienten zu
Schwierigkeiten bei der Blutabnahme, so dal3 diet&Vebenfalls vor der Analyse

entfernt worden sind.

3.1.4 Kunstherzpatienten

Insgesamt wurden sechs Kunstherzpatienten untdrsbrcldie Studie konnten nicht
mehr Patienten aufgenommen werden, da in der Ddielmengsphase nur wenig
Patienten eine VAD Implantation benétigten. Funhiglten ein TCl Heartmate
Kunstherz, einer ein Thoratec Kunstherz. Einer @& Patienten hatte vor der
Operation bereits einen Abionf®d VAD implantiert. Von diesem Patienten ist
erstmalig 24h nach der Operation Blut abgenommerdevg um so den Einflul3 des
Abiomed™ VAD mdglichst auszuschliel3en. Einer der funf TGtienten hatte das
Kunstherz bereits 30 Wochen implantiert. Von diedeatienten konnten drei Proben
gewonnen werden (30, 31 und 33 Woche nach Implanjat Vom ersten

Kunstherzpatienten konnte erstmalig zum Zeitpurit @ine positive Kontrollprobe
gewonnen werden. Bei allen anderen konnten zu jedbrmmahmezeitpunkt positive
Kontrollen gewonnen werden. Alle Patienten der @eupl und IV sind in der

Abteilung fur Herz-, Thoraxchirurgie des Milton Bershey Medical Centers operiert

worden.
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3.2 Ergebnisse
Das DurchfluRzytometer gab die Ergebnisse mit zidezimalen an. Diese Werte
wurden in den Grafiken verwendet. Wie im Diskussteilt noch erlautert wird, wurden

die Werte spater auf ganze Zahlen gerundet (sietréetsbellen).

3.2.1 Gesunde Freiwillige — Gruppe |
Die Ergebnisse fur die Gruppe der Freiwilligen fden Wert Prozent aktivierte

Thrombozyten (%+) sind sehr einheitlich,£10,62%. Bei den positiven Kontrollen
(%+ pC) ist das anders. Die Werte sind in einem3grén Rahmen gestreut. Der
Durchschnittswert liegt bei 56+ 21,36%. Der Prozentsatz an aggregierten
Thrombozyten (%agg) ist wiederum sehr einheitlidber Mittelwert liegt bei

2 =+ 0,32%. Die positiven Kontrollen fur Mikroaggregd#éagg pC) liegen im Schnitt
bei 4+ 1,33%.

Wertetabelle der Freiwilligen in Gruppe |

Jede Zeile ist ein Patient

Gruppe | %+ %+ pC % agg %agg pC
0 2
1 2
0 1
0 1
1 2
1 2
0 39 2 4
1 35 1 3
1 52 1 3
1 88 1 3
2 46 2 4
1 76 1 6
MAX 2 88 2 6
MIN 0 35 1 3
AVER 1 56 2 4
SEM 0,62 21,36 0,32 1,33

70



3.2.2 Herzinsuffizienzpatienten — Gruppe Il

Fur den Parameter %iegen der Mittelwert bei £ 1,05%. Bei einem Patienten kommt
es zu einem deutlich Uberdurchschnittlichen Wen V&6 aktivierten Thrombozyten,
weil sich Schwierigkeiten bei der Blutabnahme eegebatten, so dald es sich um den
Datensatz handelt, der von der Analyse ausgenomauede. Die Werte fur %+ pC sind
breiter gestreut. Der Mittelwert liegt bei 2311,87%. Fur % agg liegt der Mittelwert bei
2 + 1,30%. Hier gibt es einen Patienten, bei dem 6%rddiggregate gemessen wurden.
Die Blutabnahme war in diesem Fall einwandfrei aefén, so da3 der Wert in die
Bewertung mit einflo3. Der Mittelwert der positivégontrollen (%agg pC) liegt bei
3+ 1,94%. Hier kommt es zweimal zu Gberdurchschaftthohen Werten von 5% und

einmalig von 8% Aggregaten bei standardmalligeraBhahmen und Untersuchungen.

Wertetabelle der Patienten in Gruppe Il

Jede Zeile ist ein Patient

Gruppe Il %+ %+ pC % agg %agg pC
3 2
0 1
1 2
2 91 1 5
1 83 2 4
1 86 2 8
0 71 1 5
0 69 6 2
0 59 1 3
2 64 0 2
7 86 1 1
1 66 1 2
0 59 1 2
MAX 7 91 6 8
MIN 0 59 0 1
AVER 1 73 2 3
SEM 1,05 11,87 1,30 1,94
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3.2.3 Klappenpatienten — Gruppe IlI

Die Werte fur %+ sind sehr unterschiedlich. Es giiotf Patienten deren Thrombozyten
durch die Operation kaum beeinflul3t werden. Die t&/kegen zu allen Zeitpunkten bei
maximal 2%. Bei sechs Patienten kommt es zu eineribergehenden Anstieg auf
zirka 4% aktivierte Thrombozyten. Diese Werte wearadghrend oder kurz nach der
Operation erreicht. Sie normalisieren sich bis 24h Probe immer wieder. Bei zwei
Patienten ist es -wahrend der Operation- zu seherhdVerten gekommen. Patient
sieben hatte 11% und Patient vier sogar 17% akievi#hrombozyten. Auch hier
bestehen bereits 24h nach der Operation wieder &lamante. Der Patient eins dieser
Gruppe ist spater von der Analyse ausgeschlossesewoweil die 24h Probe nicht gut
untersucht werden konnte und die 72h Probe aufgmord Blutabnahmeproblemen

verfalscht wurdeFir den Parameter %+ liegt der Mittelwert Uber dlel3zeitpunkte

bei 2+ 3,79%.

Valve Patients Timeline %+

% Activated Platelets
H
0 O

Time of Measurement

—e— Patient 2
—=— Patient 3
Patient 4
Patient 5
—*— Patient 6
—e— Patient 7
—+— Patient 8
—— Patient 9
Patient 10
Patient 11
Patient 12
Patient 13
Patient 14

(Die X-Koordinaten in dieser und in allen folgenderafiken stehen fur die folgenden MelRzeitpunkte
—1=vor OP, O=wahrend der OP, 1=kurz nach OP, 2:3#24h, 4=72h, 5=1Woche, 6=2Wochen,

7=3Wochen, 8=4Wochen nach OP.)
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Die %+ pC Werte sind breit gestreut. Der Mittelwlegt bei 66+ 16,72%. Die Graphik

verdeutlicht, dal3 keine Regelmé&lRigkeit in den Dat&ennbar ist.

Valve Patients Timeline %+ pC

g —o— Patient 8
c —&— Patient 9
25 Patient 10
QL s .
gL c Patient 11
c Q .
T © 40 —*— Patient 12
o 30 —e— Patient 13
‘5 20 - —— Patient 14
> 10
0 : :
-2 0 2 4 6

Time of Measurement

Die %agg Werte sind uneinheitlich Uber die Untensungszeit. Der Mittelwert liegt
Uber alle Zeitpunkte bei21,05%.

VALVE Patients Timeline Aggregates
s —e— Patient 2
H'Z 7‘ —=— Patient 3
35 4 Patient 4
a ' /\ Patient 5
g P '4—-\ \ —x— Patient 6
% /'{f‘/ N —e— Patient 7
< A I - /k\’_. / —— Patient 8
N \_1 7 —r*:"» ,\l —— Patient 9
) = / Patient 10
”’N Patient 11
b | | Patient 12
-2 0 2 4 6 Patient 13
Time of Measurement Patient 14
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Der Verlauf der %agg pC ist auffallig. Besondershkeiid und nach der Operation
kommt es zu deutlichen Wertanstiegen. Der Maximehuegt bei 20% Aggregaten in
der mit Kollagen aktivierten positiven Kontrolleatient sieben ist der erste Patient, bei
dem ab dem Zeitpunkt eine Woche nach der Operateitive Kontrollen durchgefiihrt
worden sind. Zu diesem Zeitpunkt sind 17% Aggreggimessen worden. Bei Patient
acht kommt es unter der Operation zu 10% Aggregéteder 4h und 24h Probe fallen
die Werte auf 7% ab. Zur 72h Probe steigt der Westler auf 17% an. Patient neun hat
von der Operation an immer steigende Werte bis24lr Probe mit 16%. Bei der
folgenden Probe (72h) fallt der Wert wieder leiabt 13% ab.

VALVE Patients Timeline % aggregates
in pos. Control

8 —e— Patient 8
o .

c —=— Patient 9
@ 35 Patient 10
= Patient 11
O O .

20O —x— Patient 12
(@)

<CED —e— Patient 13
X —— Patient 14

-2 0 2 4 6

Time of Measurements

Die %agg pC Werte des Patienten zehn steigen nach Qperation an. Der

Maximalwert von 20% aggregierten Thrombozyten wirdler letzten Probe nach 72h
gemessen. Bei Patient elf kommt es wéhrend deraBperzu 11% Aggregaten. Dieser
Wert hélt sich bis zur 24h Probe und fallt dannzis 72h Probe auf 1% ab. Vor der
Operation sind bei Patient zwdlf 3% und wéhrend Ogeration 2% aggregierte

Thrombozyten gemessen worden. Nach der Operatieigest die Werte dann
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auf 5% an. Patient 13 erreicht wahrend der Operalid% Aggregate. Die Werte

normalisieren sich zigig, steigen dann aber wistik zur 72h Probe auf 10% an. Der
Verlauf des letzten Patienten ist eher unauffaligahrend der Operation sind 5%
Aggregate gemessen worden. Dieser Wert wird Uberf@lenden Mel3zeitpunkte fast

konstant gehalten. Der Mittelwert Gber alle Zeitkienhinweg liegt bei & 4,99%.

Bei Betrachtung der Thrombozytenanzahl ist einsgiper Verlauf fur Herz-Lungen-
Maschinen-Operationen (siehe folgende Tabelle Spaliateletcount) zu sehen.
Wahrend und nach der Operation kommt es zu einefallAker Thrombozytenanzahl.
Da die Patienten immer nur einige Tage nach derddipe im Krankenhaus blieben,

konnte nicht beobachtet werden, wie lange es daueid wieder Normalwerte erreicht

wurden.

Wertetabelle der Patienten in Gruppe llI
Jeder Block entspricht einem Patienten
Klappentyp |Sample| plateletcount | %+ | %+pC | %agg | %aggpC

HandcockBiop. |preOP 197 2 2
24h 1 8
72h 23 4
Tissue valve |preOP 268 0 1
24h 0 1
72h 0 1
Carbomedicus |preOP 0 2
24h 0 4
72h 1 2
Carpentier-Edwa. preOP 186 1 2
24h 0 1
72h 2 2
St. Jude preOP 352 0 1
durOP 17 4
shafOP 10 2
4h 0 2
24h 2 2
72h 0 2
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Klappentyp |Sample | plateletcount %+ %+ pC % agg %agg pC
Baxter Tissue |preOP 149 1 1
durOP 4 1
shafOP 5 2
7h 2 2
24h 0 2
72h 110 1 1
Baxter Tissue |preOP 167 1 1
durOP 2 0
shafOP 102 3 2
5h 2 2
24h 1 2
72h 83 1 1
1w 80 2 73 2 17
SIM preOP 279 1 73 2 3
durOP 11 59 3 10
4h 0 91 1 7
24h 0 37 2 7
72h 1 59 2 17
Baxter Tissue [preOP 188 0 46 2 3
durOP 1 47 3 7
4h 0 47 3 12
24H 36 1 71 2 16
72h 44 0 51 1 13
Carbomedicus |preOP 229 1 23 2 6
durOP 4 64 2 5
4h 127 0 47 3 11
24h 1 38 2 16
72h 104 0 56 1 20
EdwardsLifeTis. |preOP 170 0 81 1 6
durOP 1 86 3 11
4h 115 0 83 1 12
24h 0 81 1 10
72h 144 0 78 1 1
EdwardsLifeTis. |preOP 176 1 69 2 3
durOP 4 63 2 2
5h 1 60 2 5
24h 1 61 1 5
SIM preOP 150 1 91 2 2
durOP 3 70 3 12
4h 110 3 49 2 2
24h 2 77 1 6
72h 74 2 73 1 10
1w 143 1 88 1 7
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Klappentyp |Sample | plateletcount %+ %+ pC % agg %agg pC

Tissue preOP 122 2 70 1 3
durOP 3 85 1 5
4h 48 1 83 2 4
24h 0 70 1 5
72h 54 0 64 1 6

MAX 23 91 8 20
MIN 0 23 0 1
AVER 2 66 2 8

SEM 3,79 16,72 1,05 4,99
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3.2.4 Kunstherzpatienten — Gruppe IV
Bei den ersten beiden VAD Patienten ist es kaummelRbaren Einflissen auf die

Plattchenaktivitat (%+) wahrend der Operation geken. Der VAD Patient eins

erreicht eine Woche nach der Operation den hochatert fir %+ von 3%. Zu allen

Zeitpunkten vorher liegen die Werte niedriger. DEXD Patient zwei erreicht den
hochsten Wert Uber die gesamte Untersuchungszeit¥%o aktivierten Thrombozyten
zwei Wochen nach der Operation. Bei Patient drenkb es zu einem Anstieg auf 4%
unter der Operation. Danach normalisiert sich der Wert. Eine Woche nach der
Operation kommt es bei Patient drei dann aber wiedesinem geringen Anstieg auf
2%. Bei Patient vier sind wahrend der Operation &6 Thrombozyten aktiviert. Der
Wert der 4h Probe ist fast wieder normal (2%), vieglgen wieder 5% in der 24h
Probe gemessen werden. Bis zur 72h Probe hat sichod Wert wieder auf 1%
normalisiert. Eine Woche nach der Operation komsemeut zu einem Anstieg auf
4%. Die %+ Werte fur den Patienten sechs (30 Woclaeh Implantation; nicht in der
Grafik enthalten) und den Patienten dem zuvor teesn Abiomed VAD (Patient 5)

implantiert worden war, sind niedrig. Beide Ubersdien 2% aktivierte Thrombozyten

nicht. Der Mittelwert fir %+ liegen Uber alle Zaitpkte bei 2+ 1,90%.

VAD Patients Timeline %+

12

(7))
E 10 -
9 —=— Patient 1
L o .
o —e— Patient 2
E 6 Patient 3
_g J I Patient 4
— & / .
g \ —x— Patient 5
s | 2 \ \

-2 0 2 4 6 8 10

Time of Measurement
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Die %+ pC Werte sind wie in allen anderen Gruppeenélls sehr breit gestreut. Der
Mittelwert liegt bei 76+ 9,48%. Bei dem VAD Patienten zwei fallen der Wdiie
%+ pC vom Zeitpunkt 4h stetig ab. Zum Zeitpunkt eeioche steigt der Wert
sprunghaft wieder von vorher 70% auf 89% an. Aueh Ratient drei kommt es zu
einem erneuten Anstieg der %+ pC Werte ab Zeitpu@kt auf Gber 80%, obwohl die
Werte zuvor nach der Operation stetig bis auf 7E¥alen sind. Patient vier erreicht
seinen Spitzenwert fir %+ pC nach drei Wochen. NbshOperation fallen die Werte
und ab Zeitpunkt eine Woche nach der Operatiogestesie wieder an. Sie steigen auf
hohere Werte an als zum Zeitpunkt wahrend der QiparddurOP 63%, 2w 88%,
3w 92%, 4w 87%). Bei Patient funf (Abionf@advAD vor der TCI Implantation) und
sechs (30 Wochen) kommt es Uber die Untersuchuigeaeils zu einem Anstieg der
%+ pC Werte (Patient 5 von 61% auf 69%, Patien® 8% auf 78%).

VAD Patients Timeline %+pC

1.00

LUV
@ 209 n— .\/\ -
o . JAY
Q / \-\ /\’s -
£ 70— —e— Patient 1
% 5 60 S \ —=— Patient 2
© *g 50 > Patient 3
g O 40 Patient 4
o 30 —%— Patent 5
© 20
g 10

ERV)
G I I I I

-2 0 2 4 6 8 10

Time of Measurement
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Die % agg Werte sind uneinheitlich Uber die gesddmtersuchungszeit aber insgesamt
im Normalbereich fir diese Methode. Der Mittelwétt agg liegt bei * 0,48% fur

diese Gruppe.

VAD Patients Timeline Aggregates

2
"

2,5 1

§ 5 /& —e— Patient 1
i) \ / —=— Patient 2
(O] .
— Patient 3
5 *L \ _
> / Patient 4
< 1 .
R - —x— Patient 5

fa¥l =
9,9 \
fa)
v

-2 0 2 4 6 8 10

Time of Measurement
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In den %agg pC Werten wird bei drei Patienten &hek wie bei den Klappenpatienten
gesehen. Es kommt wahrend und nach der Operaticertgihten Werten tber 10%
Aggregaten. Patient drei und vier zeigen einem dexgewohnlichen Verlauf. Wéahrend
und nach der Operation ergeben sich ausschlieRlarimalwerte. Bei der 72h Probe
von Patient drei kommt es dann aber zu einem Agsiig 7% bzw. bei Patient vier zum
Zeitpunkt 24h zu 12% Aggregate. Fur Patient funbipdned” VAD vor der TCI
Implantation) kann der Verlauf nicht gut beurtetrden, weil die erste Probe nach 24h
gewonnen wurde. Es werden erhthte Werte erreicht jgaveils 8% 24h und eine

Woche nach Operation. Der Mittelwert liegt insgeshgi 5+ 3,58%.

VAD Patient Timeline Aggregates in
pos. Control
- al A
é L= \
- 12 f \ '\ —e— Patient 1
® S 10 / ‘\ —=— Patient 2
= 8 Patient 3
3 }Z - )\\3‘()(\5 Patient 4
o ii4 \"\ —— Patient 5
< N\
O\o 2 A x~. 2 |
-2 0 2 4 6 8 10
Time of Measurement

Der Thrombozytenzahlverlauf ist hier ebenfalls $ghi fir Herz-Lungen-Maschinen-
Operationen. Ein drastischer Abfall nach der Opemaist klar zu sehen. Bei Patient
eins kommt es zwei Wochen nach der Operation zweneiriberhohten Wert
(Werte siehe Tabelle).
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Wertetabelle der Patienten in Gruppe IV

Jeder Block entspricht einem Patienten

Kunstherz Sample | plateletcount %+ %+ pC % agg %agg pC
TCI preOP 229 0 1
durOP 2 1
shafOP 1 2
4h 98 1 1
24h 101 0 2
72h 86 1 86 2 12
1w 288 3 74 2 5
2w 507 0 47 0 2
TCI preOP 180 0 74 1 3
durOP 1 84 2 11
4h 95 0 86 1 15
24h 112 1 77 1 9
72h 124 0 70 1 7
1w 260 1 89 1 3
2w 5 83 1 1
3w 227 0 70 2 2
TCI preOP 275 0 76 2 3
durOP 4 82 1 3
4h 79 2 79 1 2
24h 122 1 71 1 4
72h 132 1 76 1 7
1w 188 2 83 1 2
2w 492 2 84 1 2
Thoratec preOP 113 1 75 2 5
durOP 10 63 3 5
4.5h 53 2 75 1 6
24h 97 5 71 2 12
72h 84 1 70 2 6
1w 74 4 74 2 5
2w 204 3 88 2 2
3w 230 2 92 1 2
4w 2 87 1 2
TCI 24h 84 2 61 1 8
nach 72h 158 0 62 1 6
Abiomed 1w 79 1 69 1 8
TCI 30w 162 2 68 1 2
31w 139 1 71 1 4
33w 135 1 78 1 2
MAX 10 92 3 15
MIN 0 a7 0 1
AVER 2 76 1 5
SEM 1,90 9,48 0,48 3,58

82




3.2.5 Andere Parameter

Die -anderen Parameter- werden nicht einzeln aiifgef Sie kdnnen nur geringen
Einflud  haben, weil die beschriebenen Ergebnisser fidie vier
Durchflul3zytometrieparameter niedrig ausfallen. Dhsstitut fur Medizinische
Informatik und Biomathematik der Westfalischen Wlins Universitat stellte fest, es
sei statistisch nicht mdglich so viele untersche® und unabhangige Parameter zu

analysieren. Die Analyse sollte auf die vier Haapsimeter konzentriert werden.

3.3 Explorative Analyse

Die folgende explorative Analyse konzentriert sielusschliel3lich auf die vier
DurchfluRzytometrieparameter. Damit mit den vodieden Daten Aussagen uber den
Einfluld von Kunstherzen auf Thrombozytgemacht werden kénnen, werden die
Parameter der Gruppe Ill und IV parameter- und reigiunktbezogemit denen der
Gruppe | und Il verglichen. So kann der Einflul3 Henstherzen, der Operation sowie

der Klappen analysiert werden.

3.3.1 Zeitraum bis 72h
Bis zum Zeitpunkt 72h gibt es Daten in Gruppe HduV. Fur die Messungen nach dem

Zeitpunkt 72h gibt es keine Daten von Gruppe lllhmeveil die Klappenpatienten in
der Regel nach vier bis funf Tagen das Krankenkatlassen haben. In Gruppe | und Il
gibt es pro Patient ohnehin nur eine Messung. Bid.Daten des Mel3zeitraums -vor
Operation- bis 72h wurde mit dem KRUSKAL-WALLIS-Tesund Boxplots

mel3zeitpunktspezifisch und parameterbezogen impg&rugergleich untersucht.
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3.3.1.1 Prozentktivierte Thrombozyten (%+)
Zum Zeitpunkt -wahrend der OP- ist im Boxplot elignifikanz erkennbar. Auch der
KRUSKAL-WALLIS-Test ist zu diesem Zeitpunkt posit{g = 0,001).

Boxplot zum Zeitpunkt -wahrend der OP- fur %+

;;—i

1,00 2,00 3,00 4,00

20

10 A

%+

-10

Gruppen

Wie deutlich zu erkennen ist, gibt es einen sigaiiten Unterschied zwischen den
beiden nicht operierten Gruppen (I, Il bzw. 1,0@ &00) und den operierten (lll, IV
bzw. 3,00 und 4,00) zum Zeitpunkt -wahrend der @pan-. Gruppe Il und IV bzw.

I und Il untereinander verglichen, weisen keinenddsthied auf. Die Werte der Gruppe
IV sind breiter gestreut. Alle Werte aul3er zwei #ailder der Gruppe Il befinden sich

in Streuungsrahmen der Gruppe IV.

Fir den %+ Parameter kommt es zu keinem anderetpufi&t zu statistisch

signifikanten Unterschieden.

3.3.1.2 Prozentktivierte Thrombozyten positive Kontrolle (%+ pC)
Fur den %+ pC Parameter kann zu keinem Zeitpunkt séatistisch, signifikanter

Unterschied zwischen den Gruppen ermittelt werden.
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3.3.1.3 Prozent Aggregate (% agg)
Auch fur den Parameter Prozent an aggregierten nithoayten (% agg) kann im

Vergleich unter den vier Gruppen an allen gewahHertpunkten keine statistische
Signifikanz festgestellt werden.

3.3.1.4 Prozent Aggregate positive Kontrolle (%aggC)
FUr den Zeitpunkt 24h und 72h nach Beendigung gmr&ion werden sowohl in den

Boxplots als auch in den KRUSKAL-WALLIS-Tests sifikante Unterschiede
festgestellt.

Boxplot zum Zeitpunkt 24h fiir %aqgg pC
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Boxplot zum Zeitpunkt 72h fiir %aqg pC
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In beiden Grafiken kann deutlich ein Unterschiediseiven den nicht operierten
Gruppen (I, Il) und den operierten Gruppen (Ill) §esehen werden. Der KRUSKAL-
WALLIS-Test féllt in beiden Fallen positiv aup € 0,005 fur 24hp = 0,017 fur 72h).

Zwischen den Gruppen Il und IV liegt kein signdikter Unterschied vor. Zu beiden
Zeitpunkten sind die Werte der Gruppe Ill weitestgeut, aber alle Werte der Gruppe

IV befinden sich ausschliellich in StreurahmenG@emppe IIl.

3.3.2 Zeitraum nach 72h

Fur die Zeitpunkte ab einer Woche nach der Opearakionnten keine statistischen
Untersuchungen durchgefiihrt werden, weil die Paieanzahl zu gering ist und damit
die Untersuchungen ungenau wirden. Fur die eimigisWochen Proben der Gruppe
IV bleibt der Vergleich mit den Werten der Gruppend Il. In diesem Zeitraum ist die
Analyse durch den Vergleich von Mittel-, Minimalnhdi Maximalwerten zwischen

Gruppe IV und [, Il zustande gekommen.

3.3.2.1 Eine Woche nach OP
Der Durchschnittswert fur %+ der Gruppe IV liegtt 2% knapp Gber dem von Gruppe
[ und Il mit 1%. Das Maximum liegt zwischen dem v@ruppe | und Il. Das Minimum

von 1% ist leicht héher als das von | und Il mit.0%
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Der Mittelwert fir %+ pC ist hoher als der von Gpep und Il mit 78% gegeniiber 56%
und 73%. Der Maximalwert liegt zwischen dem von ggr@i | und Il. Das Minimum mit
69% deutlich héher als in Gruppe | und 1l (35%, 59%

Der Mittelwert fir % agg ist mit 1% niedriger alsrdvon Gruppe | und Il mit 2%. Der
Maximalwert von Gruppe IV und | sind gleich bei 2%d deutlich unter dem von
Gruppe Il mit 6%. Der Minimalwert ist ebenfalls@ruppe IV und | gleich bei 1%. Der
Minimalwert der Gruppe Il betragt 0%.

Der %agg pC Durchschnittswert von Gruppe IV unthtlgleich bei 4% und der Wert
der Gruppe 1l liegt bei 3%. Maximalwert von IV urndsind identisch mit 8%, der
Maximalwert der Gruppe | liegt bei 6%. Das Minimudar Gruppe IV liegt mit 3%
zwischen dem von | (3%) und Il (1%).

Zum Zeitpunkt eine Woche ist der Aktivierungszustaer Thrombozyten gemessen an
dem vier Parametern nicht erhdht im Vergleich nmaigpe | und II. Folglich kommt es
nicht zu Aggregatbildung. Lediglich der Durchsclswtert fir %+ pC liegt deutlich
hoher als der von Gruppe | und auch gering holsevad Gruppe II.

Datenibersicht zum Zeitpunkt 1 Woche

Gruppe IV
%+ %+ pC % agg %agg pC

1w 3 74 2 5
1w 1 89 1 3
1w 1 69 1 8
1w 4 74 2 5
1w 2 83 1 2
MAX 4 89 2 8
MIN 1 69 1 2
AVER 2 78 1 4
Gruppe |

MAX 2 88 2 6
MIN 0 35 1 3
AVER 1 56 2 4
Gruppe lI

MAX 7 91 6 8
MIN 0 59 0 1
AVER 1 73 2 3
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3.3.2.2 Zwei Wochen nach OP

Der Durchschnittswert fur %+ der Gruppe IV liegtchunach zwei Wochen mit 2%
knapp Uber dem von Gruppe | und Il mit wiederum Das Maximum liegt zwischen

dem von | und Il. Das Minimum ist in allen vier Gpen bei 0%.

Der Mittelwert fur %+ pC ist auch hier hoher als den Gruppe | und Il mit 76%

gegeniber 56% und 73%. Der Maximalwert von 88%nisdem der Gruppe | identisch
und liegt unter den 91% von Gruppe Il. Das Minimomt 47% liegt zwischen dem von
Gruppe lund 11

Der Mittelwert nach zwei Wochen fir den % agg Wstrimit 1% niedriger als der von

Gruppe I und Il mit 2%. Die Maximalwerte nach zWéochen sind identisch mit denen
von Woche eins, Gruppe IV und | liegen gleich b% aber deutlich unter dem von
Gruppe Il mit 6%. Der Minimalwert ist in Gruppe Iwhd Il gleich bei 0%. Der der

Gruppe | betragt 1%.

Der %agg pC Durchschnittswert von Gruppe IV liegtischen dem von | und I

(IV 2%, 1 4% und Il 3%). Der Maximalwert ist derrgggste mit 2% gegeniber 6% und
8% von Gruppe | und Il. Das Minimum der Gruppe &gt bei 1% wie das der Gruppe
[l. Das Minimum der Gruppe | betragt 3%.

Zum Zeitpunkt zwei Wochen ist der Aktivierungszustader Thrombozyten nicht

erhoht sowie die Aggregatbildung nicht vermehrtMergleich mit Gruppe | und II. Der

Durchschnittswert fur %+ pC liegt wiederum deutliobher als der von Gruppe | und
auch gering hoher als von Gruppe Il. Es zeigt slamit dasselbe Bild wie zum

Zeitpunkt eine Woche.
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Datenubersicht zum Zeitpunkt 2 Wochen

Gruppe IV
%+ %+ pC % agg %agg pC

2w 0 47 0 2
2w 5 83 1 1
2w 2 84 1 2
2w 3 88 2 2
MAX 5 88 2 2
MIN 0 47 0 1
AVER 2 76 1 2
Gruppe |

MAX 2 88 2 6
MIN 0 35 1 3
AVER 1 56 2 4
Gruppe lI

MAX 7 91 6 8
MIN 0 59 0 1
AVER 1 73 2 3

3.3.2.3 Drei Wochen nach OP

Der Durchschnittswert fur %+ zum Zeitpunkt drei Wien ist in allen drei Gruppen
gleich bei 1%. Das Maximum von | und IV sind gleitlit 2%, Gruppe Il liegt bei 7%.
Das Minimum ist 0% in allen Gruppen.

Der Mittelwert der Gruppe IV fir %+ pC ist héhes aler von Gruppe | und Il mit 81%
gegenuber 56% und 73%. Der Maximalwert liegt mi@2napp tber dem von Gruppe
I mit 91% und Uber dem von Gruppe | mit 88%. Dasiium liegt mit 70% deutlich
hoher als das der Gruppe | und 1l (35%, 59%).

Die Werte fur % agg in der dritten Woche sind exgltich, wie die in der zweiten
Woche. Der Mittelwert fiir % agg ist mit 1% niednigds der von Gruppe | und Il mit
2%. Die Maximalwerte von Gruppe IV und | sind gleizei 2% und deutlich unter dem
von Gruppe Il mit 6%. Die Minimalwerte sind ebeitgah Gruppe IV und | gleich bei
1%. Der der Gruppe |l betragt 0%.
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Der %agg pC Durchschnittswert von Gruppe IV liegtem dem von | und Il (IV 2%,

| 4% und Il 3%). Der Maximalwert ist der geringstet 2% gegentuber 6% und 8%
von Gruppe | und Il. Das Minimum der Gruppe IV lidgei 2% und damit zwischen
dem von | und Il ( 3%, 1%).

Drei Wochen nach OP ist der Aktivierungszustand @erombozyten so wie eine
Woche und zwei Wochen nach OP. Auch eine vermehggregatbildung ist nicht

nachzuweisen. Fur die Parameter %+, % agg, und %@ggst kein Unterscheid zu

Gruppe | und Il zu erkennen. Die Werte fir %+ psiwie bereits bekannt, erhdht.

Dateniibersicht zum Zeitpunkt 3 Wochen

Gruppe IV
%+ %+ pC % agg %agg pC

3w 0 70 2 2
3w 2 92 1 2
MAX 2 92 2 2
MIN 0 70 1 2
AVER 1 81 1 2
Gruppe |

MAX 2 88 2 6
MIN 0 35 1 3
AVER 1 56 2 4
Gruppe lI

MAX 7 91 6 8
MIN 0 59 0 1
AVER 1 73 2 3

3.3.2.4 30 Wochen Patient
Auch fir den 30 Wochen Patienten konnten keinesTestchgefiihrt werden, weil nur

drei Datensatze vorliegen, die fur statistische Iysem zu wenig sind. Die Daten des
Patienten 30 Wochen nach der TCI Implantation wurébenfalls mit denen der
Gruppe | und Il verglichen.

Beim Vergleich der Mittelwerte der vier Parametes 80 Wochen Patienten mit den

Mittelwerten der Gruppe | und 1l ist kaum ein Umtgtied zu erkennen.
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Der Mittelwert fir den %+ Wert ist mit denen deru@pe | und Il identisch. Der
Mittelwert fur %+ pC liegt mit 72% deutlich Ubermeder Gruppe | mit 56% aber noch
unter dem der Gruppe Il mit 73%.

Fur % agg liegt der Mittelwert von 1% unter dem v@ruppe | und Il mit 2% Der
Mittelwert fir %agg pC ist mit dem der Gruppe leidisch (3%) und der Wert der
Gruppe | liegt héher bei 4%. Beim Vergleich der Maalwerte fallt auf, dal’ die Werte
aller vier Parameter des 30 Wochen Patienten higher liegen als die Maximalwerte
der Gruppe | und II. Bis auf das Minimum des %+ \p&ren alle anderen unauffallig
und nahezu identisch. Das Minimum von %+ pC ist wieden anderen Fallen der
Gruppe IV mit 68% hdher als das von | und Il mi#@3&nd 59%.

Zum Zeitpunkt 30 Wochen nach Implantation ist dektiierungszustand der
Thrombozyten nicht erhéht im Vergleich mit Gruppeund Il. Auch wird keine

vermehrte Aggregatbildung nachgewiesen.

Datenubersicht 30 Wochen nach Implantation
30 Wochen TCI Patient

%+ %+ pC % agg %agg pC

30w 2 68 1 2
31w 1 71 1 4
33w 1 78 1 2
MAX 2 78 1 4
MIN 1 68 1 2
AVER 1 72 1 3
Gruppe |

MAX 2 88 2 6
MIN 0 35 1 3
AVER 1 56 2 4
Gruppe lI

MAX 7 91 6 8
MIN 0 59 0 1
AVER 1 73 2 3
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4 DISKUSSION

Der EinfluR von Kunstherzen (LVAD: TCI und Thoantemuf Thrombozyten ist mit
Durchflu3zytometrie untersucht worden. Ausgang&magwaren: 1) Werden
Thrombozyten durch eine Kunstherzprasens aktiviad 2) kommt es daraufhin zur

Mikro-/Aggregatbildung?

4.1 Allgemeines

Das im Vorfeld entwickelte Protokoll zur Praparatiades Patientenblutes zur
Untersuchung mit einem DurchfluRzytometer hat silshzuverlassig erwiesen, so dald

die Studie problemlos verlief.

Wahrend der Protokollentwicklungsphase konnten iat@oben von Gesunden, in
denen Thrombozyten mit Kollagen aktiviert worderreva keine Aggregate gemessen
werden. Der Grund dafir bleibt unklar. Kollagenimsvitro sowie in vivo der klassische
Aktivator. Die Methode DurchfluRzytometrie hat imeNauf der Studie im Blut, das
durch das entwickelte Protokoll prapariert wordear,wAggregate bestimmt (siehe

Gruppe Il und 1V).

Das Durchflul3zytometer gibt als Ergebnisse Proatrdésmit zwei Dezimalen an. Die
von uns dokumentierten Ergebnisse wurden auf g&meentsétze gerundet (siehe
Ergebnistabellen). Zum einen waren zweistelligezibalen fur die Auswertung nicht
entscheidend, denn ganze Prozentsdtze waren fluvadiegenden Fragestellungen
ausreichend. Zum anderen konnen mit dem P-seldReazeptor keine validen
Dezimalbetrage bestimmt werden. Das liegt daraf?, dier P-selectin Rezeptor kein
on/off Rezeptor ist. Er ist kein on/off Rezeptorihauf unaktivierten Thrombozyten
bereits in geringer Anzahl P-selectin Rezeptorenrhasoden sind. Zwischen
unaktivierten (ca. 800 Rezeptoren auf der Membuaual) aktivierten Thrombozyten (ca.
5000-8000 Rezeptoren) gibt es keine klare Grermejesn einen flieRenden Ubergang.
Wann ein Thrombozyt vom Durchflul3zytometer als \a&tt gewertet wird, wird im

Falle des P-selectin Rezeptors durch die Kontroliprfestgelegt und ist damit letztlich
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eine willkarliche Festlegung. Die willkirliche Fésjung macht die Dezimalen
ungenau.

Es waren positive Kontrollen als Validierungspartenefir den %+ und % agg
Parameter in die Studie aufgenommen worden. Im Naem stellt sich heraus, dal3 die
beiden Parameter %+ pC und %agg pC neben der Vdbdievung wertvolle,
zusatzliche Informationen liefern. Mit Hilfe diesBarameter kann festgestellt werden,
dal3 Thrombozyten sensibler auf Aktivierungsreizgieren.

Das Blut der positiven Kontrollen wurde immer mirdgleichen Menge Kollagen
(100puL) und immer fur 10 Minuten aktiviert. Wenn in eingositiven Kontrollprobe
deutlich mehr Thrombozyten aktiviert bzw. deutlictehr Aggregate gebildet wurden
als in Kontrollproben von Patienten der Gruppe Huh sind die Thrombozyten
sensibler (hypersensitiv) geworden. Die Thrombazytearen ebenfalls hypersensitiv
geworden, wenn sich in positiven Kontrollen einesidhten vor der Operation deutlich
geringere Werte fur %+ pC und %agg pC ergaben ralpositiven Kontrollen nach
durchgefuhrter Operation. Die Thrombozyten warerchain dem Fall sensibler
(hypersensitiv) geworden, weil sie nach der Openasiuf den selben Aktivierungsreiz
(gleiche Kollagenmenge, selbe Aktivierungszeitjkstireagierten.

Somit sind positive Kontrollen Validierungsfaktoréir die Werte des %+ und % agg

Parameters und sie sind ein Marker fur Hypersenitsitivon Thrombozyten.

Ein Teilziel dieser Studie bestand darin, unteesdiithe Oberflachenbeschaffenheiten
(TCl — rauhe Blutkontaktflachen (textured surface)d Thoratec System — glatte
Blutkontaktflachen (smooth surface)) auf ihren fol¢naktivierenden Einflu zu
untersuchen. Die Studie umfaldt insgesamt nur sSéAlis Patienten, wovon einer der
Patienten ein Thoratec System erhalten hat, alieran ein TCI. Da die Patientenzahl
so niedrig ausgefallen ist, kann keine Aussage gbmawerden, ob
Oberflachenbeschaffenheiten (rauh/glatt) einen reabéedlichen EinfluR auf

Thrombozyten haben.

Eine Analyse der Daten beziiglich der Frage desioligl unterschiedlichen Einflusses

von mechanischem und biologischem KlappenersatzThtdmbozyten war ebenfalls
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nicht moglich. In Gruppe 1l sind zwar mehr Patemtals in Gruppe IV untersucht
worden, es muldten aber aufgrund der gegebenen Rhabdiegungen Patienten mit
unterschiedlichen  Klappentypen in die Studie aufgemen  werden
(siehe Ergebnistabelle Gruppe Ill). Dadurch fandefeeinzelne Klappentyp selten
Verwendung. Mit nur vereinzelten Daten pro Klapgentaldt sich ebenfalls keine

gesicherte Aussage Uber den Einflul3 auf Thrombozyédfen.

4.2 Diskussion der Ergebnisse
Die folgende Diskussion konzentriert sich auf die e der vier

Durchflul3zytometrieparameter (%+, % agg, %+ pC, §9a@) und die Ergebnisse der

explorativen Analyse.

Nach AbschluR der Datenerfassung stellt sich degé;r ob die gemessenen Daten
valide sind. Damit diese Frage positiv beantwowtetden kann, missen vier Punkte
erfullt sein:

In unaktivierten Proben von gesunden Probandenediirh Idealfall erstens keine
aktivierten Thrombozyten, zweitens keine Mikro-/Aggate zu messen sein. Drittens
missen in vivo vorliegende aktivierte Thrombozyewie viertens in vivo vorliegende
Mikro-/Aggregate gemessen werden konnen.

Diese vier Voraussetzungen werden im Folgenden em Werten der Gruppe |

Uberpraft.
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4.2.1 Diskussion der Wertverlaufe

Gruppe |

In Gruppe | werden 0 bis ¥ 0,62% fur aktivierte Thrombozyten gemessen. Durch
dieses niedrige Ergebnis ist sichergestellt, dal@nnw aktivierte Thrombozyten
gemessenen werden, dieser Aktivierungszustand iehrkh vivo besteht und nicht
durch die Untersuchung falschlich bestimmt wird.nitaist die erste Voraussetzung

erfullt.

In unaktivierten Proben von gesunden Probanden emerd% Mikro-/Aggregate
gemessen. Damit ist die zweite Voraussetzung radiitlt. Derartige Werte sind aber
durchflul3zytometriebedingt. Die gemessenen Aggesgatden Proben von Gesunden
entstehen nicht durch einen Fehler im Protokoll. Ajgregate in nicht aktivierten
Proben von gesunden Probanden sind Werte, die beierdichungen mit
Durchflul3zytometrie gemessen werden.

Die Durchflul3zytometrie-Thrombozytenexperten HemofPM. Koksch von der Firma
Beckman Coulter und Herr Prof. W. Jeske von derolayJniversity in Maywood,
lllinois/USA, hatten bereits wahrend der Protokaileicklungsphase bestatigt, dafd
durch die Methode bei jeder Untersuchung 2-4% Aggmpes gemessen werden. Bei der
Analyse wurden die erhéhten Werte berticksichtigidich, dal3 die erhéhten Werte

bei der Analyse beriicksichtigt wurden, ist die 2zev&oraussetzung erfullt.

Als dritte Voraussetzung mussen aktivierte Thromyb®mz bestimmt werden kdnnen.
Die Bestimmung von aktivierten Thrombozyten ist higlg da %+ pC Werte in
Gruppe | von maximal 88% in anderen Gruppen sogam waximal 92% dies
bestétigen. Die Ergebnisse fur den Parameter %th @&2uppe | fallen im Vergleich zu
den anderen Parametern inhomogen aust 8636%). D.h. die Thrombozyten von
verschiedenen Patienten reagieren unterschiedliopfiedlich auf den Agonisten
Kollagen. Eine Erklarung daflr ist primar nichtiehdlich. Die starke Variation in der
Antwort auf den Aktivitatsagonisten laR3t sich moébkrweise mit der Physiologie

erklaren. Wird die Blutungszeit von Patienten geseasso gibt es ein physiologisches
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Fenster von ein bis drei Minuten, bis das Blut gaeem ist. Folglich reagieren einige

Patienten mdglicherweise starker und schnelleA&tifierungsreize als andere.

Die %agg pC Werte liegen fir die Gruppe | bei #,33%. Werden die Ergebnisse mit
denen von anderen Studien verglichen [11, 79],aflerf die gemessenen Werte sehr
niedrig aus. Wie bereits erwadhnt, bleibt es unkigarum die Thrombozyten von
Gesunden mit dem Agonisten Kollagen nicht starggregieren.

Wie an den %agg pC Ergebnissen der Gruppe |l und iVSpitzenwerten von bis zu
20% Aggregaten gesehen werden kann, sind ProtokdlIMethode nicht die Ursachen
fur die bedenklich niedrigen Werte. Durch die hoiWgarte in Gruppe Il und IV ist
sichergestellt, da? Aggregate bestimmt werden kinwemit die vierte Voraussetzung

erfullt ist.

Zusammenfassend kann festgestellt werden: Dieegmfiden Daten sind valide, well
alle vier Punkte erfullt werden. Damit konnen dexden Fragestellungen dieser Studie
mit den vorliegenden Daten beantwortet werden. \Wegeren kann bei  0,62% fur
%+ und 2+ 0,32% fur % agg die Praparation einen nur geringerflud auf die
Thrombozyten haben. Die gemessenen Daten der Gilupipd damit aul3erdem eine

gute Grundlage fir den Vergleich mit den Ergebmisisr anderen drei Gruppen.

Gruppe I
Der Mittelwert fur den %+ Parameter der Gruppeidbgl um 1%, fur % agg um 2%.

Patienten im Stadium NYHA 1lI-IV sind untersucht rden, um den Einflu3 des
Krankheitszustandes auf Thrombozyten zu bestimi@ergeringe Werte bedeuten, dal3
eine Herzerkrankung im Stadium NYHA Il - IV kein&influl3 beziglich Aktivierung
und Aggregatbildung der Thrombozyten hat.

Der %+ pC Mittelwert betragt 73% mit, wie bereits Gruppe | zu sehen ist, einer
grof3en Schwankungsbreite 11,87%).Der Mittelwert liegt im Vergleich zu Gruppe |
aber deutlich héher (Gruppe | 56%).

3% als Mittelwert ergibt sich fur den %agg pC Wé&s. bleibt auch hier unklar, warum

die Thrombozyten mit dem Agonisten Kollagen niditlser aggregieren.

96



Thrombozyten von Patienten der Gruppe Il reagierst@drker auf denselben
Aktivierungsreiz als Thrombozyten von Patienten Geuppe I. Dies ist am erhdhten
Mittelwert fur %+ pC der Gruppe Il gegenuber Gruppai erkennen. Sie bilden aber
nicht mehr Aggregate. Wenn mehr Thrombozyten aufseien Aktivierungsreiz
(Standardbedingungen) aktiviert werden, missen di@ombozyten sensibler
(hypersensitiv) geworden sein. Folglich versetateeHerzerkrankung im Stadium
NYHA Il — IV die Thrombozyten in einen hypersenmg@in Zustand. Die statistische
Auswertung hingegen zeigt diesbezuglich keine Slgmz auf. Hinzuweisen gilt es
aber auf das insgesamt geringe Patientenkolleitig, der Schluf3folgerung zugrunde

liegt.

Gruppe Il

Die Ergebnisse fur den %+ Parameter der Gruppeydben Anlal3 zur genaueren
Betrachtung. Die Thrombozyten von finf Patienterrdea Uber die gesamte Zeit
praktisch gar nicht beeinflu3t, d.h. es werden O&d&vierte Thrombozyten bestimmt.
Bei sechs Patienten kommt es zu einem einmaligestiégauf zirka 5% und wahrend
bzw. kurz nach der Operation kommt es bei zwei eR&n zu Uber
10% aktivierten Thrombozyten. Alle Patienten habaren Klappenersatz erhalten und
alle sind mit derselben Methode operiert worden: &azige Unterschied bestand in
dem verwendeten Klappenersatz. Wie bereits erwasbinig in die untersuchten
Patienten viele unterschiedliche Klappentypen epefvorden (siehe Ergebnistabelle
fur Gruppe Ill). Es handelt sich um acht untersdhobe Klappentypen. Drei Typen
sind nur einmalig verwendet worden. Vier Klappeetyweimal und einer dreimal.
Schon bei der Betrachtung der wenigen Ergebnissdidé Klappentypen, die zwei-
bzw. dreimal Verwendung fanden, fallt auf, dal3 Eigebnisse bei ein und demselben
Klappentyp stark schwanken, so dal3 die unterscbieti Ergebnisse wahrscheinlich
nicht klappentypabhéngig sind. Wenn es sich umretfieflud der Klappen gehandelt
hatte, so hatte sich dieser bei demselben Klappentgnnadhernd wiederholen missen.
Hatte es sich aber um einen Einflu3 der Operatemagdelt, dann ware es bei allen
Patienten zu einheitlichen Veranderungen gekomrBerdes ist nicht der Fall. Die

gemessenen Veranderungen kénnen demnach nur patabhténgig sein.
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In der Gruppe Il sind die % agg Werte uneinhditlizVie in der Verlaufsgraphik des
Parameters % agg fur Gruppe Il zu erkennen isthkieeine patiententibergreifende
Entwicklung erkannt werden. Alle gemessenen Weetgeh aber zwischen 0-4%. D.h.
die Operation und die Herzklappen haben keinenuBrduf die Aggregatbildung.

Die %+ pC Werte weisen eine hohe Standardabweicl@i#1) auf. Im Werteverlauf
kann keine Regelmalligkeit erkannt werden. Auch zoeitpunkt —wahrend der
Operation- kommt es zu keiner Ubergreifenden Vezén, teilweise steigt der Wert,
zum Teil fallt er, einige Male ist er auch unverérid Auch hier wird derselbe
Werteverlauf wie schon in Gruppe | und Il beobatht&nige Patienten reagieren
starker und schneller auf Aktivierungsreize alsemadBei drei von 14 Patienten kommt
es zu einem Anstieg des %+ pC Wertes in der frigostoperativen Phase. Bei den drei
Patienten scheinen die Thrombozyten zu den Zeiteankypersensitiv. Im Vergleich
der Mittelwerte liegt der Mittelwert der Gruppe it 66% leicht erhoht zu Gruppe |,
mit 56% aber niedriger als der der Gruppe Il mko/3

Sehr interessant ist auch der Verlauf der %agg mctéN Teilweise steigen die Werte
unter der Operation an, fallen dann ab, teils loik Normalwerte, um spater wieder
anzusteigen. Zum Teil steigt der %agg pC Wert (dgoherstmalig nach der Operation
an. Bei einem Patienten kommt es nur zu ganz letihten Werten. Der Anstieg des
Wertes zum  Zeitpunkt -wahrend der Operation- st chmallziehbar.
FUr den vereinzelten Wiederansteig bzw. den Ersegnsach der OP gibt es keinen
erkennbaren Grund. Damit kommt es teilweise nachQjeeration aus unbekanntem
Grund zu einer héheren Sensibilisierung (Hypers$ereiung) der Thrombozyten. Es
werden mehr Aggregate gebildet. Die Kollagenmengd die Aktivierungszeit der
positiven Kontrollen waren immer gleich. Zu dies@&eitpunkten reagieren die
Thrombozyten aber starker. Das geht aber nicht emtem generell erhdhten
Aktivierungszustand einher. Die %+ Werte sind abksgBlich normal und auch die
%+ pC Werte sind Uberwiegend unauffallig. Theooktisvirde zu diesem Zeitpunkt
eine erhohte Aktivitat der Thrombozyten erwartetdes.

Um den Einflul? des OP-Procedere zu bestimmen, Batignten mit Klappenopertion
untersucht worden. An den Hauptparametern %+ uradj§deurteilt, hat das Procedere

kein EinfluR auf Thrombozyten. Die Veranderungen%e scheinen patientenabhéngig
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zu sein, da sie nicht bei allen auftreten und%llagg Werte im zu erwartenden Bereich
liegen. Die Kontrollproben legen eine mdgliche Hypersewmgidt der Thrombozyten

nach der Operation nahe.

Gruppe IV
Die %+ Daten der VAD Patienten sind denen der Geupbis zum Zeitpunkt 72h sehr

ahnlich. Es zeigt sich in beiden Gruppen eine urathche Entwicklung.Auch in
Gruppe IV scheinen die Ergebnisse fur den %+ Paenie der intraoperativen und
postoperativen Phase patientenabhangig und nigrabpns- oder kunstherzabhangig
Zu sein.

Bei einem Patienten kommt es zu 10% aktiviertenoiitimozyten, bei einem anderen
Patient kommt es zu keiner Aktivierung (0 — 1%) uomd drei Patienten kommt es zu
einem leichten Anstieg (bis zu 4%). Leider gibnes drei VAD Patienten, bei denen es
maoglich war, Uber alle Mel3zeitpunkte Proben zu geem.

Bei zwei von diesen Patienten kommt es zum Zeitp@itke Woche und bei einem
anderen zum Zeitpunkt zwei Wochen nach der Operatideicht erh6hten %+ Werten.
Der hochste Wert liegt bei 5%, was noch moderatisbis zu 10% unter der Operation
erreicht werden. Im Verlauf normalisieren sich Werte aber wieder. Ein Grund fir
den spaten Anstieg laf3t sich nicht erkennen.

Uber den gesamten MeRzeitraum betrachtet, kanitlkesisht um einen Einflu? durch
das Kunstherz handeln. Erstens, weil die erhohterrt&V nicht bei allen
Patienten auftreten. Zweitens, da die Werte enspéet, zweimal nach einer Woche
und einmal nach zwei Wochen gemessen werden. Eiterae Grund, der einen
Kunstherzeinflu3 unwahrscheinlich macht, ist, dehobte Aktivierungszustand
normalisiert sich unter Kunstherzprasens in allgiteR wieder.

Die Werte fur den % agg Parameter sind unauffallig.zeigt sich dasselbe Bild wie
bereits in Gruppe Ill. Alle Werte liegen im Normbgh, in dem Bereich, der von der
Methode immer gemessen wirB.h. eine Kunstherzprésens hat keinen Einflu3 auf
Mikroaggregatbildung.

Die %+ pC Werte weisen, wie gewohnt, eine hohe d&atabweichung auf. In
Gruppe IV kommt es, wie schon in den anderen Gmpeschrieben, zu

unterschiedlichen, inhomogenen Verlaufen.
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Verglichen mit den Mittelwerten kdnnten in Gruppedie Thrombozyten sensibler auf
Kollagen geworden sein. Die Thrombozyten scheingpetsensitiv zu sein, weil der
Mittelwert mit 76% deutlich hoher als der von Gregpst und sogar noch etwas hdéher
als von Gruppe Il. Bei Patient eins kommt es zuntpdekt 72h zu einem sehr hohen
Wert von 12% Aggregaten (%agg pC). Weil es sichdei 72h Probe um die erste
positive Kontrolle fur diesen Patienten handelt,usklar, ob es sich dabei um einen
Wieder- oder Erstanstieg handelt. Wenn man einerlaiie wie bei den anderen
Patienten annimmt, so ware der Wert bei diesenefat zum Zeitpunkt 72h erhoht.
Bei dem Patienten zwei wird 4h nach der Operat@nSpitzenwert von 15% erreicht,
mit folgendem stetigem Abfall der Werte. 72h nadr ©peration kommt es zum
Spitzenwert von 7% Mikroaggregaten bei Patienten. dver Spitzenwert von Patient
vier wird 24h nach der Operation mit 12% errei€tdtient funf gibt diesbezlglich keine
Auskunft, weil die erste Probe nach 24h enthommearde: Zum Zeitpunkt 24h und
eine Woche werden 8% Aggregate gemessen. Patiens $efindet sich 30 Wochen
nach der Operation. Hier liegen die Werte auss8hdle im Normalbereich.

Die Werte fur den Parameter %agg pC der Gruppeeigen einen ahnlicher Verlauf
wie in Gruppe lll. Nach der OP kommt es vereinzelterhohten Werten. Allerdings
gibt es in Gruppe IV nur funf untersuchte Patien#n den Hauptparametern %+ und
% agg der Gruppe IV beurteilt, hat eine LVAD Impgktion keinen Einflu3 auf
Thrombozytenaktivitat oder Aggregatbildung. Die &ederungen des %+ Parameters
scheinen patientenabhangig zu sein, da sie auchicigt bei allen auftreten und alle

% agg Werte im zu erwartenden Bereich liegen.

Die Kontrollproben haben Hypersensitivitat der Thkmzyten nach der OP aufgedeckt.
Auch in Gruppe IV kommt es nach der Operation zZbkter Sensibilisierung der
Thrombozyten. Aber auch hier gehen die erhéhtengdp&yWerte nicht zwingend mit

erhohten %+ bzw. %+ pC Werten einher.
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Zusammenfassung der Diskussion der Werteverlaufe
Nach Beurteilung der Werteverlaufe scheint ein Koz keinen EinfluR auf

Thrombozyten zu haben. Der Vergleich der Wertewéel&zeigt keinen Unterscheid
zwischen Gruppen Il und IV. Vereinzelte erhohte néedes %+ Parameters sind
sowohl in Gruppe Il als auch in IV patientenabhgndie % agg Werte liegen im

Normbereich.

Die Ergebnisse der Kontrollproben lassen auf einiglithe Hypersensitivitdt der

Thrombozyten postoperativ schlieRen. Diese triradrneut in Gruppe Il und IV auf
und ist damit kein Einflul3 des Kunstherzens.

Um einen Kunstherzeinflul3 handelt es sich moglwkeese bei erhdhten Werten fir den
Parameter %+ zweimal zum Mel3zeitpunkt einer Woctteainmal zum Mel3zeitpunkt
zwei Wochen nach Implantation. Gegen die Hypotheises Einflusses durch das
Kunstherz sprechen aber drei Griinde: erstens, dalErtwicklung nicht bei allen

Patienten auftritt, zweitens, dal3 die erhdhten ®/eu unterschiedlichen Zeitpunkten
gemessen werden und sich drittens die Werte dater kunstherzprasens in allen
Fallen wieder normalisieren.

FUr den Zeitraum ab einer Woche nach Implantatibh &s keine Vergleichsdaten aus

Gruppe lll.
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4.2.2 Diskussion der statistischen Auswertung
Bis 72h

Prozent aktivierte Thrombozyten (%+)
Es kommt in der statistischen Analyse im ZeitrausnA2h zum Zeitpunkt -wahrend der

Operation- in den operierten Gruppen Il und IV Yfargleich zu den nicht operierten
Gruppen | und Il zu einem statistisch signifikanfemstieg der Thrombozytenaktivitét
(%+). Dal3 der signifikante Unterschied zwischen dparierten und nicht operierten
Gruppen auftritt, mit anderen Worten auch in Gruppk, zeigt, der
plattchenaktivierende Einflu? kann nicht kunsthpezsfisch sein. Es ist von einem
Einflud durch die Operation auszugehen, weil diefl&sse in Gruppen Il und IV
auftreten. Nahe liegend ist, dal3 es sich bei damegsenen Veranderungen um
Einflisse der Herz-Lungen-Maschine handelt. Defl@nder Herz-Lungen-Maschine
auf Thrombozyten ist bereits bekannt [4, 14, 15,8% 87, 101, 103, 104, 125, u.a.].

Prozent aktivierte Thrombozyten positive Kontrolle (%+ pC)
Prozent Aggregate (% agg)

Fur die beiden Parameter %+ pC und % agg konnéeinem Mel3zeitpunkt statistisch
signifikante Werte bestimmt werden. Die Kunsthe#igpns hat keinen Einflul3 auf diese

Parameter zu allen Zeitpunkten bis 72h.

Prozent Aggregate positive Kontrolle (%agg pC)
Zum Zeitpunkt 24h und 72h nach der Operation reagielie Thrombozyten von

Operierten statistisch signifikant starker mit Aggatbildung (%agg pC) auf den
Aktivierungsagonisten Kollagen als die Thrombozyteon nicht Operierten. Die
Thrombozyten der Patienten der Gruppe Il und I\Nbdra vor der Operation im
Vergleich mit Gruppe | und Il nicht signifikant sk&r Aggregate gebildet. D.h. die
Thrombozyten reagieren durch die Operation hypsisenWeil die Hypersensitivitat
in  Gruppen Il und IV auftritt, handelt es sich weum um einen

kunstherzunabhéngigen Einfluf3.
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Die Hypersensitivitdt konnte ebenfalls eine Folge Werwendung der Herz-Lungen-
Maschine sein. Die statistische Auswertung kannd®iKunstherzeinflul? nachweisen,
da kein Unterschied zwischen Gruppe Il und IV Zestellen ist. Die statistische
Auswertung tber den Wertverlauf bestatigt das terei

Die in dieser Studie verwendeten Kunstherzen haerunseren Hauptparametern
beurteilt keinen EinfluR auf die Thrombozyten imr§leich mit Klappenpatienten bis

zum Zeitpunkt 72h.
Durch den Kontrollparameter %agg pC ist allerdingd/persensitivitdt der

Thrombozyten festgestellt worden. Diese ist sowol@ruppe Il als auch in Gruppe IV

vermutlich durch die Herz-Lungen-Maschine hervoufgn worden.
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Nach 72h

1 bis 3 Wochen — im Vergleich mit Gruppe | und Il

Fur alle MelRzeitpunkte nach 72h konnten keine stisthen Auswertungen
durchgefuhrt werden. Beim Vergleich der Werte daeugpe IV mit denen der Gruppe |
und Il fallt auf, daR die %+ Mittelwerte fast gleisind mit denen der Gruppe | und I
zum Zeitpunkt eine und zwei Wochen nach der OpmrafGruppe IV jeweils 2%;

Gruppe | und 1l 1%). In der dritten Woche sind Migtelwerte der drei Gruppen gleich.

1 Woche nach Implantation

%+ %+ pC % agg %agg pC
MAX 4 89 2 8
MIN 1 69 1 2
AVER 2 78 1 4
2 Wochen nach Implantation

%+ %+ pC % agg %agg pC
MAX 5 88 2 2
MIN 0 47 0 1
AVER 2 76 1 2
3 Wochen nach Implantation

%+ %+ pC % agg %agg pC
MAX 2 92 2 2
MIN 0 70 1 2
AVER 1 81 1 2
Gruppe |

%+ %+ pC % agg %agg pC
MAX 2 88 2 6
MIN 0 35 1 3
AVER 1 56 2 4
Gruppell

%+ %+ pC % agg %agg pC
MAX 7 91 6 8
MIN 0 59 0 1
AVER 1 73 2 3
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Der Mittelwert fur den Parameter % agg der dreigpen ist nahezu identisch. Genau
genommen ist der Mittelwert der Gruppe IV immer ¥ etwas niedriger als der
Mittelwert von Gruppe | und Il mit jeweils 2%.

Der %+ pC Mittelwert ist der einzige Wert der immleicht erhdht ist gegeniber
Gruppe | und Il

Der letzte Parameter %agg pC ist eine Woche nachrgeantation identisch mit dem
der Gruppe | (4%). In Woche zwei und drei ist dezrt\((2%) sogar leicht niedriger als
der Mittelwert von Gruppe | und Il (Gruppe | 4%,uppe 1l 3%).

Die Vergleiche der Werte ein bis drei Wochen nadiplantation der Gruppe IV mit
denen der Gruppe | und Il weisen keine deutlichertet$chiede auf. Es scheint, als
hatten VADs in der spaten postoperativen Phase kaisnkeinen Einflu3 auf
Thrombozyten. Die Ergebnisse fur den Zeitraum riéih beruhen allerdings auf einem

geringen Datenkollektiv.

30 Wochen Patient
Der 30 Wochen Patient gibt Aufschlul3 Uber Langfieikée des Kunstherzens auf

Thrombozyten. Der Vergleich der Werte des 30 WodRatienten mit den Werten der
Gruppe | und Il zeigt, dal3 keine hoheren Werteiegen. Die Mittelwerte der vier

Parameter liegen in keinem Fall Gber denen der Grupder Il. Selbst die erreichten
Maximalwerte liegen nie Gber denen von Gruppe I dide

Da die Mittelwerte aller vier Parameter des 30 WachPatienten mit denen der
Gruppe | und Il fast identisch sind und selbstMeximalwerte aller vier Parameter nie
Uber denen von Gesunden oder Herzinsuffizienzpgatiehegen, liegt kein meRRbarer
Einflu’ auf die Thrombozyten vor.

Wichtig ist zu erwadhnen, dal3 nach 30 Wochen keigersénsitivitdt mehr bestimmt
werden kann. Das bestétigt die These der operatiomierten Hypersensitivierung der

Thrombozyten.
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Zusammenfassung der Diskussion der statistischen Awertung

Die statistische Auswertung mit Boxplot und KRUSKAMALLIS Test kann bis zum

Zeitpunkt 72h keinen Kunstherzeinflu3 nachweisenuchA zu den spateren
Mel3zeitpunkten kénnen keine signifikant erhohtenrté/en Vergleich mit Gruppe |

und Il nachgewiesen werden. Dies ist bereits vortreaerlauf her festgestellt worden,
da die Daten der Gruppe IV sich nicht wesentlichn vdenen der Gruppe i

unterscheiden.
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4.3 Ergebnis der Studie

Die in dieser Studie durch Durchflul3zytometrie usiiehten Kunstherzen, Thoratec
und TCI haben verglichen mit Klappenpatienten, heutfienzpatienten und Gesunden
keinen signifikanten Einflud auf den Aktivitatszaisti von Thrombozyten und auf

Mikro-/Aggregatbildung.

Die beiden Ausgangsfragen der Studie 1) werden rihozyten durch eine
Kunstherzprasens aktiviert und 2) kommt es daraufli Mikroaggregatbildung,
kénnen beide mit nein beantwortet werden. Die Enggsle beruhen aber auf einem

geringen Patientenkollektiv.

In der Literatur finden sich vier Studien, die Merghbare Untersuchungen durchgefihrt
haben. Die Ergebnisse basieren in allen Fallen falblenauf einem Kkleinen
Patientenkollektiv. Die Ansatze und die Durchfilgen der Studien sind unseren
ahnlich.

Die Studie von Matsubayashi et al. [77] ist ein i8&r GUber zwei Patienten, die ein
Novarcor System erhalten haben. Es ist ein AnstegdgCD62p und CD 63 (= aktiviertes
GP lIb/llla) bzw. des Thrombozytenaktivitdtszustarmggsehen worden. Es konnte eine
Aktivierung der Thrombozyten wahrend der gesamtéAD Prasens bestimmt werden.
Nach Thrombinaktivierung kam es hingegen zu eimeminderten Expression von CD
62p und CD 63. In unseren Untersuchungen habenTd@mbozyten nach der
Operation vermehrt hypersensitiv auf den Agonistéollegen reagiert und der
30 Wochen Patient hat gezeigt, dald sich der hypsitee
Thrombozytenaktivierungszustand mit der Zeit nosieate, trotz LVAD Présens.
Schon zum den Zeitpunkten eine, zwei und drei Woama&ch der Operation ist die
Hypersensitivitat nicht mehr nachweisbar.

In den folgenden Studien wurden andere Kunstheemtygntersucht. Die Studie von
Baker et al. [11] untersuchte fliinf Kiihe mit implarten nicht-pulsativen Kunstherzen.
In allen Tieren ist ein Anstieg der Plattchenaké#ivi und ein Anstieg der

Aggregatbildung festgestellt worden. Bei einigemblieben die Werte auf erhohtem
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Niveau, bei anderen fielen die Werte wieder auf Aasgangsniveau ab. D.h. die

Ergebnisse der Studie widersprechen unseren Eggami

In der Studie von Snyder et al. [115] wurde einalaxPumpe untersucht. Auch hier
wurde ein signifikanter Anstieg von aktivierten ®@hrbozyten fiir 17 Tage gesehen. Ein
Anstieg von Mikroaggregaten fand sich aber genemalht. Es fand sich aber ein
temporéarer Anstieg an Mikroaggreagten in der frihmostoperativen Phase. Ein
Zusammenhang zwischen erhéhter ThrombozytenaktiWiéroaggregatbildung und
Thrombembolien konnte spater durch Autopsien gesicthergestellt werden. Auch
diese Ergebnisse widersprechen unseren Befundedieser Studie wird ausdricklich
auf die Fahigkeiten der DurchfluRzytometrie zur teswung von
Thrombozytenaktivitat und Mikroaggregaten hingewies

In der Studie von Linneweber et al. [65] wurde einevitro Untersuchung einer
centrifugal und roller pump durchgefuhrt. Auch hierurde ein Anstieg der
Mikroaggregate gesehen, mehr in der roller pumpiralder centrifugal pump. Eine
Untersuchung der Thrombozytenaktivitdt wurde nidhitchgefiihrt. Auch hier wiesen
die Autoren auf die Uberlegenheit der DurchfluRmygtrie gegeniber dem
Aggregometer zur Aggregatbestimmung hin.

Inwieweit diese Ergbnisse vergleichbar sind mitewas bleibt fraglich, da es sich wie
gesagt um andere Kunstherztypen, nicht-pulsatigtefie handelt.

Zusammenfassend zeigt sich, dal3 sich unsere Esgebnicht mit denen aus anderen
vergleichbaren Studien decken. Um endgiltige Klarhier den Einflu3 von
implantierten Kunstherzen auf Thrombozyten zu ¢emal besteht weiterer
Forschungsbedarf, u.a. muf3ten Studien mit grof¥eatientenkollektiven durchgefihrt

werden.
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4.3.1 Einflul3 der Herz-Lungen-Maschine
Obwohl die Kunstherzen in dieser Studie keinen maafb Einflul auf die

Thrombozytenaktivitat und Aggregatbildung habent € zu Veranderungen in
Gruppe IV gekommen. Erstens zeigt sich eine skpgnfi  erhohte
Thrombozytenaktivitat zum Zeitpunkt -wahrend dere@pion- und zweitens zeigt sich
Hypersensitivitdt der Thrombozyteaum Zeitpunkt 24h und 72h nach der Operation.
Diese Veradnderungen treten ebenso in Gruppe lll Bsifstellt sich die Frage, was die
Ursache fir die gemessene Veranderung ist. Am whéndichsten handelt es sich um
Einflisse der Herz-Lungen-Maschine auf Thrombozy#mm einen wird eine Herz-
Lungen-Maschinenunterstitzung sowohl fur Klappenrup@e Ill) als auch fir
VAD Operationen (Gruppe 1V) bendtigt, was den Aegtin beiden Gruppen erklarte.
Zum anderen ist bereits in unterschiedlichen Studiezeigt worden, da? es zu
komplexen Veranderungen der Hamostase durch HergdniMaschinen Operationen
kommt [4, 14, 15, 44, 46, 83, 87, 103, 129, u.a.].

Unter diesen Studien gibt es etliche, die sich dem Einflud der Herz Lungen
Maschine speziell auf den Thrombozytenaktivitdtsus auseinandersetzten. Die
Ergebnisse sind aber unterschiedlich und widersiigic Eine Studie berichtet tber
keinen mefbaren Einflul auf den Thrombozytenaktszustand (P-selectin) nach
Herz-Lungen-Maschinen Operation. Es konnte keindetung in der Aktivitat durch
P-selectin Messung festgestellt werden [38]. Thromytenaggregate wurden nicht
untersucht. Zwei Studien berichten Uber einen A&gstder Plattchenaktivitat durch
P-selectin bestimmt. Die Studien geben ebenfalisek@uskunft tber den Einflu3 auf
Aggregatbildung [24, 116]. In einer weiteren Studierde gezeigte, dal} es zu einem
Anstieg des Aktivitatszustandes unter der Operakommt, dal3 es aber zu einer
geringeren Aggregatbildung auf Agonsitenexposittommt [33]. D.h. teilweise wird
die These bestatigt, das die gemessenen Veran@eruhigrz-Lungen-Maschinen
induziert sind. Teilweise unterstiitzen sie die Ehasch nicht. Die in unserer Studie in
Gruppe lll und IV signifikant erhéhte Thrombozyt&tigitatszunahme zum Zeitpunkt -
wahrend der Operation- im Vergleich zu Gruppe | Unst am ehesten durch die Herz-
Lungen-Maschine verursacht worden, daesgensn beiden Gruppen auftritt und es

zweitens keine andere plausible Erklarung fir dieer&viderung gibt.

109



Als Zufallsbefund ist zum Zeitpunkt 24h und 72h maer Operation Hypersensitivitat
der Thrombozyten in der Gruppe Il und IV durch &arameter %+ pC und %agg pC
im Vergleich mit Gruppe | und Il bestimmt wordenieDHypersensivitdt scheint
ebenfalls ein Einfluld der Herz-Lungen-Maschine ein.sDieses Phdnomen konnte
erstens erneut in beiden Gruppen, Il und IV, Ibesti werden. Diese These wird
zweitens unterstltzt durch die Normalisierung dddivierungspotentials ab dem
Zeitpunkt 1 Woche nach Operation und den Verhaamnsm 30 Wochen Patienten. Es
wird keine Hyersensitivitat nach 30 Wochen mehtibeat. Am ehesten scheint es sich
um eine operationinduzierte HypersensitivierungT&ombozyten zu handeln, die sich
uber die Zeit zurlckbildet, trotz des noch vorhamhe Kunstherzens. Erhohte
Reaktivitat von Thrombozyten ist nach Verwendungterz-Lungen-Maschineereits

in der Studie von Ravn et al. [101] als auch vorksth [55] beschrieben worden.
Hypersensitivitdt von Thrombozyten ist allgemeinreiis bei vielen Erkrankungen
beschrieben [19, 55, 56, 92, 101, 102, 118], u.ardev Hypersensitivitat von

Thrombozyten nach Myokardinfarkt, Apoplex, TIA urweki arterielem Hypertonus,

pAVK, Diabetes mellitus, Hyperlipoproteinamie besehen.
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4.3.2 Klinische Relevanz von hypersensitiven Throndzyten
Es stellt sich die Frage, inwieweit hypersensififv@ombozyten Einflul3 auf die Klinik

und die Prognose von VAD Patienten haben.

Nach VAD Implantation sind thrombembolische Komplibnen bekannt [6, 7, 27, 28,
30, 31, 40, 108, u.a.]. Diese auRRern sich als Hegign oder Embolien der
Extremitaten. Haufig kommt es auch zu asymptomiagiscEmbolien von u.a. Leber,

Milz oder Nieren.

Ein Grund fur diese Komplikationen kénnten hypessre Thrombozyten sein. Fir

diesen moglichen Zusammenhang sprechen drei Punkte:

Erstens sind Thrombozyten nach unseren Untersuehnuimgder friihen postoperativen
Phase hypersensitiv. Gerade in der frihen postipena Phase werden
thrombembolische Komplikationen [6, 7, 27, 28, 3D, 40, 108, u.a.] beschrieben.

Zweitens vermindert die Anwendung von Thrombozyygmegationshemmer
(z.B. Clopidogrel) genau zu diesem Zeitpunkt dehtlidie thrombembolischen
Komplikationen, so dal3 es sogar zu einer Prognosesserung kommt [108]. Die
Thrombozytenaggregationshemmer vermindern das dttgbersensitivitat erhdhte

Aktivierungspotential der Thrombozyten.

Drittens wurde in der spaten postoperativen Phaséeb von keiner erhdhten
thrombembolischen Komplikationsrate berichtet. Diesrd ebenfalls durch die
Ergebnisse dieser Studie bestatigt. Ab dem ZeitpunkVoche bis zum Zeitpunkt
30 Wochen nach der Operation kénnen keine hypeatsems Thrombozyten mehr
bestimmt werden. Da die Thrombozyten nicht mehrehsnsitiv sind, kommt es zu
keiner Haufung von thrombembolischen Komplikationerder spaten postoperativen

Phase.

Hypersensitive Thrombozyten scheinen verantworlichsein fir thrombembolische
Komplikationen. Die Komplikationen &ufRern sich durzerebrale oder systemische

Beschwerden. Durch diese Beschwerden kommt esragn&severschlechterung.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Es ist bisher nicht ganz geklart, wie die Hamostadekiinstliche Oberflachen reagiert.
Da die Hamostase in der frihpostoperativen Phase nach Kunstherzimplantation die
Prognose mal3geblich durch thrombembolid€beplikationen beeinflul3t, werden mit
dieser Studie (Institutional Review Board, PennteS@ollege of Medicine, 17.12.2004,
Protocol No. HYO00-264EP), zur weiteren Klarung démfluRes von kinstliche
Oberflachen, Veranderungen der Hamostase wahrendd umach einer

Kunstherzimplantation (LVAD - TCI und Thoartec) argucht

Die postoperativenthrombembolischen Komplikationen werden durch diengre

Hamostase verursacht. Die primare Hamostase wirchdlhrombozyten gestellt. Die
Untersuchungen der Thrombozyten sind mit Durchiyt®netrie durchgefuhrt worden.
Im Vorfeld dieser Studie ist daftr ein Protokollr zdollblutpraparation entwickelt

worden.

Der Einflu3 der kunstlichen Oberflachen wurde durdBestimmung der
Thrombozytenaktivitdét und Mikoraggreagtbildung Ioesit. Die Expression von
P-selectin ist als Aktivitatsmarker verwendet warde die Bildung von
Mikro-/Aggregaten ist durch die Kombination aus dimbozytenidentifizierung (CD61)
und Lichtreflex bzw. Vorwartslichtzerstreuung (f@md scatter) nachgewiesen worden.
Diese Parameter  sind in Kunstherzpatienten, Klapsatzpatienten,

Herzinsuffizienpatienten (NYHA IlI-IV) und Freiwijen untersucht worden.

Zusammenfassend kann aus dem geringen Patientektkglldas der Studie zugrunde
liegt, Folgendes festgehalten werden: Kunstherzdrei keinen signifikanten Einflufd
auf den Aktivitatszustand von Thrombozyten und &risignifikanten Einflu® auf die

Bildung von Mikro-/Aggregaten im Vergleich mit Klppnersatzpatienten.

Als Zufallsbefund ist in der friihen postoperatimase (24h und 72h nach Operation)
Hypersensitivitdt der Thrombozyten festgestellt dgor. Dabei handelt es sich a.e. um
eine Folge der Herz-Lungen-Maschine. Hypersensitivdrombozyten scheinen die

Ursache fur die bekannten postoperativen, thromlbésdien Komplikationen zu sein.
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PENNSTATE

Human Subjects Protection Office
_;% Institutional Review Board
Penn State College of Medicine
Penn State Milton S. Hershey Medical Center
500 University Drive ® Room C2706 @ H112
Hershey, Pennsylvania 17033
Telephone: 531-5687 Fax: 531-3937

1855

DATE: December 17, 2004
TO: Chris A. Siedlecki, Cardiothoracic Surgery (HMC)
FROM: Kevin Gleeson, M.D., Executive Chair

Institutional Review Board

RE: IRB Protocol No. HY00-264EP - Platelet Tunction in the Presence of a Ventricular Assist
Device

The Human Subjects Protection Office (HSPO) received the progress report for the above titled
investigation, with your request for Institutional Review Board (IRB) approval to continue this research.
The progress report, protocol and supporting documentation were considered during the continuation
review process. Expedited approval was granted to renew this investigation for a twelve-month period,
from January 1, 2005 through December 31, 2005. '

Please continue to forward all correspondence for the IRB directly to the Human Subjects Protection Office,
with the IRB protocol number clearly noted. For research requiring written informed consent, the
investigator should keep the original signed consent form, provide the subject with a photocopy, and for
patients, include a copy in the medical record along with the research abstract.

Federal regulations require prompt reporting to the IRB of any proposed changes in a research activity and
prior approval before changes are initiated, except where necessary to eliminate apparent immediate hazards
to the subject. Federal regulations also require that serious, life-threatening or unexpected adverse events
occurring in subjects participating in this project be reported immediately to the IRB. These events must be
reported on the Adverse Event/Safety Report form. All other adverse events (such as mild or expected
reactions) should be reported on the Progress Report for continuing review.

The Institutional Review Board appreciates your efforts to conduct research in compliance with the federal
regulations that have been established to ensure the protection of human subjects.
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Addendum: Please forward a memo to the HSPO indicating the location of your study records.
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