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1 Einleitung

1.1 Physiologie der Thrombozyten

1.1.1 Aufbau der Thrombozyten

Thrombozyten sind mit einem Durchmesser von 2 bis 5 um, einer Dicke von 0.5
pum und einem mittleren Zellvolumen von 6 bis 10 fl die kleinsten Blutzellen des
menschlichen Korpers (Gremmel et al., 2016). Thnen kommt eine zentrale Rolle
zu, nicht nur bei der Thrombose und Hamostase, sondern auch bei anderen Pro-
zessen im Korper wie der Atherogenese, Embryogenese, Entziindungen, anti-
mikrobieller angeborener und erworbener Abwehr, Tumorwachstum und Meta-
stasenbildung (Gremmel et al., 2016; Scharf, 2018a). Ein gesunder Mensch be-
sitzt im Durchschnitt 150-350 x 10° Thrombozyten pro Liter Blut (Gremmel et al.,
2016). Thrombozyten stellen zirkulierende, kernlose Abschnirungen von Meg-
akaryozyten aus dem Knochenmark dar (Jurk & Kehrel, 2005) mit einer Lebens-
dauer von circa 9 bis 10 Tagen (Moroi & Watson, 2015). Wie in Abbildung 1 dar-
gestellt, lasst sich der Aufbau der Thrombozyten grob untergliedern in eine peri-
phere Zone, eine Zone der Organellen, eine strukturelle Zone sowie Membran-
systeme. Die periphere Zone besteht aus einer glatten Plasmamembran, gebildet
durch eine zweischichtige Lipidschicht. Sie weist viele Falten und Offnungen des
kanalikularen Systems auf, welche der Erweiterung der Membranoberflache bei
Bedarf dienen (Gremmel et al., 2016).

Die Plasmamembran setzt sich hauptsachlich aus verschiedenen Phospholipi-
den, Cholesterol und Glykolipiden zusammen (Jurk & Kehrel, 2005). Durch die
asymmetrische Anordnung dieser Phospholipide kommt der Plasmamembran
eine bedeutende Rolle bei der Hamostase zu (Gremmel et al., 2016; Jurk &
Kehrel, 2005). Im Ruhezustand befinden sich negativ geladene Phospholipide in
der endoplasmatischen Lipidschicht, wohingegen Sphingomyelin und Phos-
phatidylcholin in der &uf3eren Lipidschicht zu finden sind (Gremmel et al., 2016;
Jurk & Kehrel, 2005). Nach Aktivierung findet eine Migration der sich in der inne-
ren Membran befindenden anionischen Phospholipide in die exoplasmatische Li-

pidschicht statt. Diese kann so den zuvor aus Mikropartikeln freigesetzten Tissue



Factor sowie Gerinnungsfaktoren wie Faktor Va, Vlla und X binden und stellt eine
katalytische Oberflache fur den Prothrombinasekomplex (FXa-FVa-Ca?*) sowie
den Tenasekomplex (FIX-FVIlla-Ca?*) dar, was zu einer starken Thrombingene-
ration und damit dem Anstol3en der Gerinnungskaskade fiihrt (Reid & Webster,
2012; Scharf, 2018a).

Strukturelle Zone
Mikrotubuli

Aktin

Myosin

Periphere Zone

Glykokalix
Plasmamembran

Membransystem

dichtes tubulares

Mitochondrien System

dichte Granula Offenes

a-Granula —— kanalikulares

System
Glykogen

Lysosomen

Abbildung 1: Aufbau eines Thrombozyten, adaptiert nach (Hach-Wunderle, 2012). Der Aufbau
gliedert sich in eine periphere Zone mit Glykokalix und Plasmamembran, ein Membransystem mit
einem dichten tubuléren und einem offenen kanalikularem System, eine strukturelle Zone sowie
eine Zone der Organellen.

Die Plasmamembran wird von einer Glykokalix umgeben, einer dynamischen
Struktur, an welcher der erste Kontakt der Blutplattchen mit ihrer Umgebung statt-
findet. Die Glykokalix beinhaltet zahlreiche Glykoproteine und Rezeptorkom-
plexe. Diese sind wichtig fur die Interaktion der Thrombozyten mit subendotheli-
alen Strukturen verletzter Gefal3e, fur die Plattchenaktivierung, Adhasion, Aggre-
gation und Gerinnselretraktion. Direkt unterhalb der Plasmamembran liegt die
Submembranzone, welche ein System dunner Aktinfilamente, das kontraktile Zy-
toskelett der Zellmembran, beinhaltet. Dieses ist erforderlich fiir eine Formande-
rung und die Pseudopodienbildung der Thrombozyten sowie die Translokation
von Partikeln und Rezeptoren auf der Zelloberflache. Die strukturelle Zone be-

steht aus einer durchsichtigen, viskdsen Matrix, die Mikrotubuli, Mikrofilamente



wie Aktin und Mysoin, Glykogen, Vesikel und sekretorische Organellen beinhal-
tet. Die Aktinfilamente in der strukturellen Zone formen ein zytoplasmatisches
Zytoskelett, in das die Zellorganellen eingebettet sind. Infolge einer Thrombozy-
tenaktivierung zieht das Aktinskelett an den Mikrotubuli, wodurch a-Granula so-
wie dichte Granula in das Zentrum lokalisiert und anschlie3end sekretiert werden
(Gremmel et al., 2016).

Das Membran-System besteht aus dem mit der Oberflache verbundenen offenen
kanalikularen System, einem dichten tubuléaren System sowie gelegentlich rauem
endoplasmatischem Retikulum und Golgi-Komplexen. Das offene kanalikulare
System ist Teil der Plattchenoberflache, welche sich nach innen zieht und so tu-
bulare Strukturen formt. Dadurch kommen dem System mehrere Funktionen zu:
Die Kanéle kbnnen dem Transport von Plasmabestandteilen wie Fibrinogen in
die a-Granula dienen sowie als Route flr die Freisetzung von Granulabestand-
teilen nach der Aktivierung der Thrombozyten. AulRerdem fungiert das System
als Erweiterung der Plasmamembran. Diese Erweiterung ist bei einer Formande-
rung der Thrombozyten infolge von Plattchenadhéasion an ein verletztes Gefald
erforderlich. So kénnen Thrombozyten im aktivierten Zustand ihre Oberflache um

mehr als ein Vierfaches vergro3ern (Gremmel et al., 2016).

In der Zone der Organellen befinden sich hauptsachlich drei Arten von Granula
(a-Granula, dichte Granula und Lysosomen), Mitochondrien, Glykosomen sowie
elektronendichte Ketten und Cluster (Gremmel et al., 2016). Die verschiedenen
Granula unterscheiden sich in ihrer Grol3e, der Anzahl und den Inhaltsstoffen,
wodurch ihnen unterschiedliche Bedeutungen zukommen, wie in Tabelle 1 dar-
gestellt. Die Granulasekretion kann auf zwei Arten erfolgen; durch Degranulation
infolge einer Verschmelzung mit dem offenen kanalikularen System oder direkt

mit der Plasmamembran (Estevez & Du, 2017; Gremmel et al., 2016).



Tabelle 1: Ubersicht Uiber die Inhaltsstoffe, Marker und Funktion der verschiedenen Gra-
nula, adaptiert nach (Flaumenhaft, 2013) sowie (Gremmel et al., 2016)

Granula Generelle Funktion Inhaltsstoffe
Marker
a-Granula | P-Selektin Thrombose/ Membranproteine wie allbf33,
VWF Hamostase, GPIb-1X-V, GPVI oder P-Se-
CXCL4 (PF4) Entzindungs- | lektin,
prozesse, Adhasionsmolekule wie Fibri-
Abwehrfunk- nogen, Thrombospondin und
ton, VWF
Angiogenese, | Wachstumsfaktoren wie EGF,
Mitogenese Chemokine wie CXCL1,
CXCL4,
Immunmediatoren,
Mikrobizide Proteine,
Proangiogenetische Faktoren
wie VEGF und Inhibitoren wie
Angiostatin
Dichte CD63, Thrombose/ Kationen wie Ca?*, Mg?*, K*
Granula Serotonin Hamostase, Phosphatasen,
Entzindungs- | Nukleotide wie ADP und ATP,
prozesse Amine wie Serotonin und His-
tamin
Lysoso- Saure Endosomale Abbauende Enzyme wie
men Phosphatase Verdauung Elastasen, Kollagenasen,

Cathepsine, Glucosidasen,
Galaktasen, saure Phospha-

tase




1.1.2 Thrombozytenaktivierung, -adhasion und -aggregation
Thrombozyten tragen wesentlich zum Erhalt und der Wiederherstellung der In-
tegritat des vaskularen Systems nach einer Verletzung bei, indem sie adhérieren,
aggregieren und schliel3lich einen hdmostatischen Thrombus bilden. Sie spielen
jedoch nicht nur bei der physiologischen Hamostase eine Rolle, sondern auch
bei der pathologischen arteriellen Thrombogenese, welche zu Myokardinfarkten,
Schlaganfallen und anderen Organinfarkten fihren kann (Scharf, 2018a). Der
Prozess der Thrombusbildung und folglich Blutstillung nach einer Gefalverlet-
zung ist komplex und vielschichtig, siehe Abbildung 2. Er besteht aus einer Platt-
chenadhasion zwischen den Thrombozyten und der GefaBwand sowie eine Ag-
gregation zwischen den Blutplattchen (Jurk & Kehrel, 2005). Auf3erdem lasst er
sich in eine Initiation, Extension und Stabilisation einteilen. Initial erfolgt nach ei-
ner Gefal3lasion unter hohem Scherstress eine Plattchenadhésion und damit
Verlangsamung der Flussrate durch Bindung von freigelegten Strukturen wie Kol-
lagen dber den im Plasma zirkulierenden und aus Endothelzellen sowie spéter
endogen aus den a-Granula freigesetzten Von-Willebrand-Faktor (VWWF) an den
GPIb-IX-V-Komplex der Thrombozyten (Gremmel et al., 2016; Jurk & Kehrel,
2005; Scharf, 2018a, 2018b; Stalker et al., 2012). Unter statischen oder langsa-
meren Flussbedingungen und geringerem Scherstress findet eine Bindung des
freigelegten Kollagens an den a2B31-Rezeptorla/lla) sowie den GPVI-Rezeptor
statt. Diese Rezeptoren werden an der Thrombozytenoberflache exprimiert (Jurk
& Kehrel, 2005).

Die Stimulierung der Thrombozyten Uber die Rezeptoren als Folge der Platt-
chenadhasion fuhrt zu einem Spreading der Thrombozyten, was in der Bildung
einer Schicht aus adharierenden Thrombozyten resultiert. Dieser Prozess wird
auch als Extension bezeichnet (Jurk & Kehrel, 2005). Durch die Aktivierung der
Thrombozyten kommt es zudem zu einer Granulasekretion und folglich einer wei-
teren Aktivierung, Immobilisierung und Stimulation weiterer Thrombozyten (Jurk
& Kehrel, 2005). Es erfolgt eine Sekretion der sekundéren Agonisten Serotonin
(5-HT) und Adenosindiphosphat (ADP) aus den dichten Granula sowie die Ge-

neration von Thromboxan A2 durch die thrombozytare COX-1 (Cyclooxygenase),



was auch als zweite Welle der Aktivierung bezeichnet wird (Jurk & Kehrel, 2005;
Scharf, 2018b).

Fibrin

Inaktives allbp3 aktives allbp3 —

NO CD39 PG, ™

| Adhésion | I Aktivierung, Spreading, Sekretion, Aggregation I I Stabilisation |

Abbildung 2: Thrombozytenaktivierung und Thrombusformation, modifiziert nach (Balduini
et al., 2003; Estevez & Du, 2017; Jurk & Kehrel, 2005; Scharf, 2018a). Im Zuge der Adhé&sion
erfolgt die Bindung des freigesetzten Kollagens Uiber den vWF an den GPIb-IX-Rezeptor sowie
spater direkt an den a2B31- und den GPVI-Rezeptor. Dies flhrt zu einer Aktivierung der Throm-
bozyten mit konsekutiver Granulasekretion und Konfirmationséanderung des Fibronogenrezeptors
allB3. Es kommt zur Aggregation, Bildung eines Fibrinnetzes und schlief3lich zur Thrombusfor-
mation. Abkurzungen: NO= Stickstoffmonoxid, PGl.= Prostaglandin Iz, TM= Thrombomodulin,
VWF= Von-Willebrand-Faktor, ADP= Adenosindiphosphat, TxA2= Thromboxan A2

Die Agonisten binden an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) an der Zell-
oberflache und fihren synergistisch zur Plattchenaktivierung durch Signalampli-
fikation und Calciummobilisation, zur Formanderung und zur Rekrutierung weite-
rer Thrombozyten. Uber intrazellulare Signalwege kommt es zu einer Aktivierung
des Integrins allbB3 (GPIIb/llla) via Inside-Out-Signaling. Dies fuhrt durch eine
Affinitatssteigerung zur Bindung von vVWF und Fibrinogen an den aktivierten Re-
zeptor, wodurch eine Aggregation zwischen den Thrombozyten und dadurch eine
Thrombusbildung zustande kommt. Durch das Outside-In-Signaling nach der Lig-
andenbindung am allbB3-Rezeptor wird aul3erdem die Aktivierung weiterer
Thrombozyten angestof3en sowie die Aktivierung weiterer Integrine, Veranderun-
gen des Zytoskeletts, Granulasekretion sowie die Entwicklung einer prokoagu-
lanten Aktivitat der Thrombozyten (Jurk & Kehrel, 2005; Scharf, 2018a, 2018b;
Stalker et al., 2012).



Aktivierte Thrombozyten stellen durch Anderungen der Membranoberflache wie
oben beschrieben eine katalytische, prokoagulante Oberflache fir die Bindung
und Aktivierung von Gerinnungsfaktoren dar. So wird die sekundéare Hamostase
angestol3en und dadurch Thrombin generiert, welches wiederum durch die G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren PAR (Protease-Activated-Receptor)-1 und
PAR-4 sowie GPIb-1X-V zu einer weiteren Aktivierung der Thrombozyten fuhrt.
So laufen die primare Hamostase, bestehend aus einer Thrombozytenadhasion,
-aggregation und -aktivierung sowie die Initiation der sekundaren Hamostase, der
Koagulation, Hand in Hand ab (Jurk & Kehrel, 2005; Scharf, 2018a, 2018b). Im
Zuge der Stabilisation kommt es durch Outside-In-Signaling Uber verschiedene
Integrine sowie kontaktabhéngige Rezeptoren zur Festigung des Thrombus und
zur Clotretraktion. Dadurch entsteht ein stabiler Thrombus aus aggregierten
Thrombozyten und einem Fibrinnetz, welcher den Kraften des arteriellen Sys-
tems standhalt (Scharf, 2018a, 2018b; Stalker et al., 2012).

1.1.3 Verschiedene Signalwege in Thrombozyten

Nach der Initiation durch die Bindung der Thrombozyten an die VWF-Kollagen-
Komplexe werden zentrale Sighalwege angestof3en Uber die Rezeptoren fir Kol-
lagen (GPVI), vWF (GPIba), Thrombin (PAR 1 und PAR4), ADP (P2Y1 und
P2Y12), Serotonin (5-HT2A), Epinephrin (a2-Adrenorezeptor) und Thromboxan
A2 (TP) fur die Plattchenaktivierung (Stalker et al., 2012). Mit Ausnahme von
Kollagen und vVWF binden diese Agonisten an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(GPCR). Dabei handelt es sich um spezifische Rezeptoren mit sieben Trans-
membrandomanen, die jeweils mit verschiedenen heterotrimeren G-Proteinen
(Guanosintriphosphat-bindende Proteine) gekoppelt sind. Die G-Proteine beste-
hen aus drei Untereinheiten, einer a-, B- und y-Untereinheit. Durch die Agonis-
tenbindung an die GPCRs kommt es zu einem Austausch des im Ruheszustand
an die a-Untereinheit gebundenen GDP mit GTP, wodurch die a-Untereinheit von
der By-Untereinheit und dem Rezeptor dissoziiert. Hierdurch werden verschie-
dene Signalwege angestol3en (Estevez & Du, 2017; Jurk & Kehrel, 2005), welche
in Abbildung 3 dargestellt sind. Da diese Rezeptoren ihre Agonisten mit einer



hohen Affinitat binden, dies zu einer Aktivierung multipler G-Proteine und damit
einer Signalamplifikation fihrt und sich die Plattchenaktivierung durch die Rezep-
toren sehr gut steuern lasst, ist diese Gruppe von Rezeptoren besonders gut fur
die Signalubertragung in Thrombozyten geeignet (Stalker et al., 2012).

Basierend auf der a-Untereinheit konnen G-Proteine in vier Klassen eingeteilt
werden: Gq, G12/13, Giz und Gs, welche jeweils an verschiedene Rezeptoren
gekoppelt sind (Li et al., 2010), veranschaulicht in Abbildung 3. Die Aktivierung
durch Gg-Protein gekoppelte Rezeptoren wie PAR1, PAR4, der TxA2-Rezeptor,
der P2Y1-Rezeptor und der 5-HT2A-Rezeptor induziert die Aktivierung der Phos-
pholipase C 3 (PLCP). Diese katalysiert die Hydrolyse von Phosphatidylinositol-
4,5-biphosphat (PIP2) zu Inosit-1,4,5-Triphosphat (IP3) und 1,2-Diacylglycerin
(DAG) (Jurk & Kehrel, 2005; Scharf, 2018b). IP3 und DAG aktivieren die Protein-
kinase C, wodurch es zur Granulasekretion und Freisetzung des Second Mess-
enger ADP kommt (Estevez & Du, 2017; Stalker et al., 2012). Durch das IPs wird
auBerdem Calcium (Ca?*) aus dem dichten tubularen System freigesetzt und das
DAG fordert zudem eine transmembranare Ca?*Aufnahme. Folglich steigen die
intrazellularen Ca?*-Spiegel. Der Anstieg des intrazellularen Calciums fuhrt zur
Formanderung der Thrombozyten sowie zur Granulasekretion, was in einer wei-
teren ADP-Freisetzung resultiert. Dieses bindet am P2Y12 sowie P2Y1-Rezeptor
und verstarkt die Plattchenaktivierung (Jurk & Kehrel, 2005; Scharf, 2018b). Des
Weiteren kommt es durch die Mobilisation des Calciums zu einer Aktivierung der
Phospholipase Az, welche die Fettsdure am C2 des Phosphoglycerid von Phos-
pholipiden hydrolytisch abspaltet. So wird Arachidonsaure frei, die durch die
COX-1 in Prostaglandin G2 (PGG2) und anschlie3end Prostaglandin Hz (PGH2)
umgewandelt wird. Dieser Prozess kann durch Aspirin unterbunden werden.
PGH2 wird dann wiederum durch die Thromboxan-Synthetase zu Thromboxan
A2 (TxAz) umgewandelt. Das sekretierte TxA2 kann durch die Plasmamembran
diffundieren und sowohl autokrin als auch parakrin an Gg-Protein-gekoppelten
Thrombopoietin (TP)-Rezeptoren binden, welche Gq und Gi213 gekoppelt sind
und somit zur Verstarkung der Signaltransduktionsprozesse, Formanderung und
Rekrutierung weiterer Thrombozyten beitragen (Jurk & Kehrel, 2005; Scharf,
2018b; Stalker et al., 2012). Durch den Anstieg des intrazellularen Calciums



kommt es auRerdem zu einer Aktivierung des Integrins allbp3 (Stalker et al.,

2012). Dieses kann nun l6sliche Liganden wie Fibrinogen, vVWF und Fibronectin

binden und fuhrt so zu einer Aggregation von Thrombozyten (Jurk & Kehrel,
2005; Scharf, 2018a).
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Abbildung 3: Ubersicht tiber Signaltransduktionswege der Thrombozytenaktivierung, mo-
difiziert nach (Estevez & Du, 2017; Jurk & Kehrel, 2005; Jurk & Walter, 2019; Stalker et al., 2012;
Stegner & Nieswandt, 2010). Die Agonisten binden an verschiedene G-Protein gekoppelte Re-
zeptoren, was unter anderem zu einem Anstof3en diverser Signalwege fiihrt. Infolgedessen
kommt es zu einer Aktivierung, Granulaserektion und Forméanderung der Thrombozyten. Uber
die Aktivierung der Adenylatcyclase wirken inhibitorische Effekte. Abkirzungen: PLCB3= Phos-
pholipase C B; TXA2= Thromboxan Az, TPa/B= Thrombopoietin-Rezeptor a/f, GTP= Guano-
sintriphosphat, ATP= Adeonsintriphosphat, cAMP= zyklisches Adenosinmonophosphat, ADP=
Adenosindiphosphat, PGl2= Prostaglandin |2, R= Rezeptor, PI3K= Phosphatidylinositol-3-Kinase,
PIP2= Phosphatidylinositolbiphosphat, IPs= Inositol-1,4,5-Triphosphat, DAG= Diacylglycerin,
PAR= Protease-aktivierter Rezeptor, PKC= Proteinkinase C

Damit Thrombozyten nicht in Abwesenheit einer Verletzung aggregieren, werden
Prostaglandin 12 (PGI2) und EDRF/Stickstoffoxid (NO) von den Endothelzellen
freigesetzt. Diese Plattcheninhibitoren induzieren einen Anstieg der intrazellul&-
ren sekundaren Messenger cAMP und cGMP, indem PGI2 die Adenylatzyklase
Gas-vermittelt und NO die Guanylatzyklase aktiviert und au3erdem die Aktivitat
der Phosphodiesterase herabsetzt. Die hohen Konzentrationen dieser zyklischen
Mononukleotide fuhrt zur Herabsetzung der Plattchenaktivitat (Estevez & Du,
2017; Gremmel et al., 2016; Jurk & Kehrel, 2005; Scharf, 2018b).



Das durch Aktivierungsprozesse freigesetzte ADP initiiert Uber den P2Y12-Re-
zeptor auch Gi-Protein vermittelte Prozesse. Auf diese Weise kommt es zu einer
Hemmung der Adenylatcyclase und folglich einer Abnahme des Second Mess-
enger cAMP, wodurch die Blockade der Plattchenaktivierung durch diesen auf-
gehoben wird (Jurk & Kehrel, 2005; Jurk & Walter, 2019; Stalker et al., 2012).
Uber die By-Untereinheit werden auch Downstream-Effektoren wie die die PLCB
und die PI3-Kinase aktiviert. Die P13-Kinase fuhrt tiber eine Phosphorylierung von
Phosphatidylinositolbiphosphat zu Phosphatidylinositoltriphosphat zur Integrin-
Aktivierung. Des Weiteren wird die Phospholipase C aktiviert, welche wie oben
beschrieben zur Granulasekretion und Formanderung der Thrombozyten beitragt
(Estevez & Du, 2017; Jurk & Walter, 2019; Stalker et al., 2012).

Einen weiteren essenziellen Signaltibertragungsweg fir eine Formanderung der
Thrombozyten stellt die Signaltbertragung Uber die Proteine Gi2 und vor allem
Gais dar. Diese sind an die Rezeptoren PAR1 und 4 sowie TP gekoppelt. Sie flh-
ren Uber nachgeschaltete Signalprozesse zur Formanderung der Thrombozyten
(Estevez & Du, 2017; Stalker et al., 2012).

Kollagen, Immunglobuline und vVWF lbertragen ihre Signale im Gegensatz dazu
Uber nicht-rezeptorgekoppelte Tyrosinkinasen. Kollagen bindet indirekt tiber vVWF
an die Rezeptoren GPIb-IX-V, allbf3 und GPla. Die direkte Signaltibertragung
durch Kollagen findet sowohl Gber den Rezeptor a2p1 (=GPla/lla) als auch Uber
GPVI statt. Abbildung 4 stellt die Signalweiterleitung dar. Der potenteste Kol-
lagen-Rezeptor ist GPVI und gehort zu der Familie der Immunglobuline. Er ist mit
einem Dimer aus kovalent gekoppelten Fc-Rezeptor-y-Ketten (FCRY) verbunden,
wodurch der Rezeptor die Thrombozytenoberflache erreicht (Jurk & Kebhrel,
2005; Moroi & Watson, 2015; Scharf, 2018b; Stalker et al., 2012). Die Bindung
von Kollagen an den Rezeptor fiihrt Gber einige nachgeschaltete Prozesse unter
anderem zur Hydrolyse von PIP2 zu IP3 und DAG und dadurch zu einer Calcium-
freisetzung. Es folgen die gleichen nachgeschalteten Prozesse wie bei der Gg-
Protein-vermittelten Signaltransduktion, beispielsweise die ADP-Sekretion, Frei-
setzung von TxAz und Integrinaktivierung (Jurk & Kehrel, 2005; Moroi & Watson,
2015; Scharf, 2018b; Stalker et al., 2012). Auch die Signaliibertragung via GPIb-
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IX-V fuhrt zur Aktivierung der PI3-Kinase und damit indirekt zur Aktivierung der

Thrombozyten mit Granulasekretion und Aggregation (Stalker et al., 2012).
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Abbildung 4: Kollagenrezeptoren und ihre Signalweiterleitung, vereinfacht dargestellt, mo-
difiziert nach (Estevez & Du, 2017; Laurent et al., 2014; Li et al., 2010; Moroi & Watson, 2015;
Stalker et al., 2012). Kollagen bindet tiber vWF den GPIb-IX-V sowie direkt an GPVI und azf:.
Uber die Aktivierung von unter anderem PI3K sowie PLCy kommt es zur Thromboxansynthese,
Granulasekretion, Integrinaktivierung und Aggregation. Abkirzungen: PLCy= Phospholipase C y;
TXA2= Thromboxan Az, PI3K= Phosphatidylinositol-3-Kinase, PIP2= Phosphatidylinositolbiphos-
phat, IPs= Inositol-1,4,5-Triphosphat, DAG= Diacylglycerin, PKC= Proteinkinase C, PIPs= Phos-
phatidylinositoltriphosphat, ITAM= Immunrezeptor-Tyrosin-basiertes Aktivierungs-Motiv

Einen zentralen Punkt der Thrombozytenaktivierung stellt, wie oben bereits be-
schrieben, die Aktivierung des Integrins allbB3 dar. Dieses wird durch Signal-
transduktionsprozesse via Inside-Out-Signaling aktiviert, welche durch verschie-
denen Agonisten angestof3en werden (Scharf, 2018b). Infolge dieser Aktivierung
kann ein Outside-In-Signaling stattfinden, mediiert durch die Bindung von Ligan-
den wie Fibrinogen an allbB3. Auch bei diesem Signalweg spielen G-Proteine
und die Aktivierung der P13-Kinase eine wichtige Rolle (Scharf, 2018b). Es kommt
zur Stabilisierung der Plattchenadhésion, einem Plattchen-Spreading, einer Gra-
nulasekretion und einer Amplifikation der Plattchenaggregation, was wichtig ist

fur das Wachstum des Thrombus und seine Retraktion (Estevez & Du, 2017). Da
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die Arbeit auf der Untersuchung des Phosphorylierungszustandes einer spezifi-
schen Kinase, der AKT-Kinase, beruht, wird im folgenden Kapitel auf den damit

verbundenen Signalweg detailliert eingegangen.

1.1.4 Der AKT- Sighalweg

Die AKT-Kinase, auch als Proteinkinase B (PKB) bezeichnet, ist eine ubiquitér
vorkommende 57-kDa-Serin-Threonin-Kinase mit pleiotropen Effekten auf das
Zelluberleben, das Zellwachstum und den Zellmetabolismus. Auch menschliche
Thrombozyten exprimieren die AKT-Kinase. Sie ist bei der Aktivierung und Sig-
naltransduktion und vermutlich auch an thrombotischen Prozessen beteiligt. Die
AKT-Kinase besteht aus drei Domanen, namlich einer Pleckstrin-Homologie-Do-
mane (PH), einer katalytischen Doméane mit einer Thr308-Phosphorylierungs-
stelle und einer regulatorischen Doméne mit einer Ser473-Phosphorylierungs-
stelle (Kim et al., 2006; Woulfe, 2010). Es gibt drei Isoformen der AKT-Kinase,
AKT1 (PKBa), 2 (PKBB) und 3 (PKBY). Alle drei Isoformen werden in menschli-
chen Thrombozyten exprimiert (Estevez & Du, 2017; Kim et al., 2006).

Der PI3K-AKT-Signalweg ist von grol3er Bedeutung fir die Granulasekretion,
Plattchenaktivierung und stabile Thrombozytenadhasion. Er ist beteiligt an der
Signaltransduktion via GPIb-IX, ITAM-Rezeptoren wie GPVI oder dem C-type
lectin-like receptor 2 (CLEC-2), via IGF1(Insulin-like growth factor 1)-Rezeptor
und beim Integrin-Inside-Out sowie Outside-In-Signaling. Der CLEC-2-Rezeptor
spielt unter anderem bei Wachstums-, Entziindungs- und Gerinnungsprozessen
eine Rolle (Estevez & Du, 2017; Guidetti et al., 2015; Laurent et al., 2014; Meng
et al., 2021; Woulfe, 2010). An der priméren Signaltransduktion tber die Agonis-
ten via GPCRs ist der PI3/AKT-Signalweg nicht direkt beteiligt, dient jedoch der
Signalamplifikation des Signalweges tber eine zweite Welle der Sekretion. Diese
wird in erster Linie vermittelt durch den Gi-gekoppelten ADP-Rezeptor P2Y12
(Estevez & Du, 2017; Guidetti et al., 2015; Laurent et al., 2014; Woulfe, 2010),
wobei auch P2Y12-unabhéngige Wege der AKT-Phosphorylierung identifiziert
wurden (Laurent et al., 2014). Innerhalb des PI3-AKT-Signalwegs steht die Phos-
phatidylinositol-3-kinase (PI3K) (ber der AKT-Kinase und reguliert deren
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Aktivitat. P13-Kinasen bestehen aus einer kalatytischen und regulatorischen Un-
tereinheit und sind der Lage, die Phosphoinositide an der 3-Position ihres Ino-
sitid-Ringes zu phosphorylieren. Dies fuhrt zu einer Rekrutierung von Adaptor-
proteinen und Effektoren Uber eine PIP3-bindende Domé&ne wie die Pleckstrin-
Homologie-Doméne (PH) an die Plasmamembran und damit zu einer Komplex-
bildung (Guidetti et al., 2015; Laurent et al., 2014; Moroi & Watson, 2015). Abbil-

dung 5 skizziert den Aufbau sowie die Aktivierung der AKT-Kinase schematisch.

_Wﬁezeptor” Integrine | G-protein
gekoppelter
Rezeptor

Thrombozytenaktivierung
Thrombozytenaggregation
Thrombusformation

Abbildung 5: Aktivierung der AKT-Kinase durch die PI3-Kinase, adaptiert nach (Guidetti et
al., 2015; Woulfe, 2010). Die Signalubertragung verschiedener Rezeptoren flhrt zu einer Aktivie-
rung der PI3-Kinase, welche PIPzin der Zellmembran zu PIP3 umwandelt und so eine Bindung
der AKT-Kinase ermdglicht. Durch eine zweifache Phosphorylierung via PDK1 und mTORC2 wird
diese aktiviert, was in einer Thrombozytenaktivierung, -aggregation und Thrombusformation re-
sultiert. Abklrzungen: PI3-Kinase= Phosphoinositid-3-Kinase, PIP2= Phosphatidylinositol-4,5-
biphosphat, PIPs= Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat, PDK1= 3-Phosphoinositid-abhéngige
Proteinkinase-1, PH= Pleckstin-Homologie-Doméne, KD= katalytische Doméane, RD= regulatori-
sche Doméne, mMTORC2=cytosolic mammalian target of rapamycin complex2

Agonisteninduziert kommt es Uber verschiedene Rezeptoren zur Aktivierung der
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI13K). Diese wandelt primar Phosphatidylinositol-
4,5-Biphosphat (PIP2) in der Zellmembran zu Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphos-
phat (PIP3) um, indem die 3-Position des Inositolrings des PIP2 phosphoryliert
wird. Durch die Bindung der AKT-Kinase mit ihrer PH-Domane an die 3 -phos-
phorylierten Phosphatidylinositole wird die Kinase an die Zellmembran lokalisiert,

wo sie in Kontakt mit zwei weiteren Kinasen kommt, die die Phosphorylierung
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und damit die Aktivierung der AKT-Kinase katalysieren. An Thr308 in der kataly-
tischen Domane erfolgt eine Phosphorylierung durch die 3-Phosphoinositid-ab-
hangige Proteinkinase-1 (PDK1), welche ebenfalls durch die PH-Domane an
PIP3 binden kann. An Ser473, das sich in der regulatorischen Doméane befindet,
erfolgt eine primar durch den cytosolic mammalian target of rapamycin complex2,
MTORC2, katalysierte Phosphorylierung. Diese zweifache Phosphorylierung
fuhrt zur vollen AKT-Aktivierung und infolgedessen zur Granulasekretion sowie
Thrombozytenaktivierung (Estevez & Du, 2017; Guidetti et al., 2015; Laurent et
al., 2014; Woulfe, 2010). Thrombozyten exprimieren verschiedene Isoformen der
P13-Kinase, namlich PI3Ka, B, y und &, die bei der Aktivierung der AKT-Kinase
beteiligt sind und jeweils durch verschiedene Agonisten und Rezeptoren stimu-
liert werden (Guidetti et al., 2015; Woulfe, 2010). Tabelle 2 zeigt hierzu eine Uber-

sicht.

Tabelle 2: Ubersicht iiber die Isoformen der PI3-Kinase und ihre Rolle bei der Signalwei-
terleitung in Thrombozyten, modifiziert nach (Hirsch et al., 2001; Laurent et al., 2014)

Isoform Bedeutung

PI3KB Thrombusformation und -stabilitat
Kontrolle der AKT/GSK3-Achse
Regulation, Erhalt der allbB3-Aktivierung

Regulation der PLCy2 und Ca?*-Mobilisation downstream von
GPVI und allbp3

beteiligt an der Signalweiterleitung von GPVI, sowohl kooperativ
mit PI3Ka als auch nicht-redundant

kooperative Rolle mit PI3Ky bei der Signalweiterleitung von
P2Y12

PI3Ky kooperative Rolle mit PISKB bei der Signalweiterleitung von
P2Y12

relevante Rolle bei dem durch ADP induzierten Thromboembolis-

mus

PI3Ka beteiligt an der Signalweiterleitung von GPVI, sowohl kooperativ

mit PI3K als auch nicht-redundant
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Potenzierung der Thrombozytenaktivierung durch den IGF1-Re-
zeptor
Geringer Effekt auf die AKT-Aktivierung

PI3Ky Untergeordnete Rolle downstream des GPVI-Rezeptors

Neben dem gut charakterisierten Weg der AKT-Aktivierung via PI13-Kinase exis-
tieren PI3K-unabhangige Mechanismen der AKT-Aktvierung, welche jedoch noch
sparlich charakterisiert sind (Woulfe, 2010). So zeigen Experimente, in denen alle
Formen der PI3K gehemmt wurden, keine vollstandige Unterdriickung der AKT-
Phosphorylierung (Laurent et al., 2014). Stattdessen scheint bei diesen PI3K-
unabhangigen Wegen die PLC, PKC und zytosolisches Calcium eine Rolle zu
spielen, wobei der genaue Mechanismus noch genauer bestimmt werden muss.
Dessen ungeachtet spielt die PI3K vermutlich die Hauptrolle bei der Signaltber-
tragung durch die AKT-Kinase (Laurent et al., 2014).

Der AKT-Kinase nachgeschaltet sind verschiedene Effektoren, die beteiligt an
der Granulasekretion und Thrombozytenaktivierung sind, unter anderem die
Stickstoffoxidsynthase (NOS) sowie Glykogen Synthase Kinase 3 (GSK3[), wie
in Abbildung 6 dargestellt. Durch die Aktivierung der AKT-Kinase kommt es zur
Phosphorylierung und Aktivierung der NOS, wodurch der cGMP-Signalweg an-
gestol3en wird. Dieser fuhrt Gber die I6sliche Guadenylcyclase, cGMP, und die
Proteinkinase G (PKG) zur Granulasekretion und GPIb-IX-abhéngigen Throm-
bozytenaktivierung. Der NO-cGMP-PKG-Signalweg wirkt so biphasisch. Geringe
Konzentrationen von endogen synthetisiertem NO und cGMP férdern die Platt-
chenaktivierung und steigern die Sensitivitat von Thrombozytenrezeptoren wie
GPIb-1X, ITAM-Rezeptoren und GPCRs gegeniber niedrig konzentrierten Ago-
nisten. Hohe Konzentrationen von NO zeigen dagegen einen inhibitorischen Ef-
fekt auf die Thrombozytenaktivierung, hauptsachlich durch die cGMP-abhangige
Steigerung des cAMPs, was zu einer Aktivierung der cAMP-abh&ngigen Protein-
kinase fuhrt. Durch seine biphasische Rolle stellt der cGMP-Signalweg damit
eine wichtige Rolle fur die Regulation der Plattchenaktivierung dar (Estevez &
Du, 2017). Die Serin-Threonin-Kinase GSK3 mit ihren Isoformen GSKa und
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GSKpB spielt dagegen bei verschiedenen Wegen der Aktivierung eine unter-
schiedliche Rolle (Estevez & Du, 2017; Laurent et al., 2014). So wirkt GSK zum
Beispiel inhibitorisch bei der Thrombin-induzierten Plattchenaktivierung oder
beim Integrin-Outside-In-Signaling. Hier hemmt AKT durch eine Phosphorylie-
rung die GSK3[, welche unghemmt eine negative Regulation des Plattchen-
Spreadings, der Clotretraktion und der Thrombusstabilitat induziert. Bei der durch
Kollagen-induzierten Thrombozytenaktivierung scheint die GSKB jedoch for-
dernd zu wirken (Estevez & Du, 2017). Der Mechanismus der GSK33-Aktivierung
sowie die Substrate der GSK sind noch nicht hinreichend geklart (Estevez & Du,
2017; Laurent et al., 2014). Der PISK/AKT/GSK3-Signalweg gilt jedoch als einer
der Hauptwege zur Regulation der Signaltransduktion von Thrombozyten, vor al-
lem bei der arteriellen Thrombusbildung unter hohem Scherstress. Damit stellt er
ein potenzielles Ziel fir weitere antithrombotische Therapien dar (Laurent et al.,
2014).

! ! Calciumfreisetzung

// PIP, PIP;, — — Aktivierung/Inside-Out- N
/ — Signaling allbB3 \

/ Aggregation \
[ Granulasekretion ‘\‘
‘ Thrombuswachstum ‘
{ und -stabilitat |
\ l NO /
\ E : /
\ @ Calciumfreisetzung /
\ e — > Aktivierung/Inside-Out-
b cGMP Signaling allbB3

Granulasekretion
Signalamplifikation

Abbildung 6: Downstream-Effektoren der AKT-Kinase, adaptiert nach (Estevez & Du, 2017;
Guidetti et al., 2015; Laurent et al., 2014; Li et al., 2010; Morello et al., 2008; Moroi & Watson,
2015; Stalker et al., 2012; Woulfe, 2010). Die Aktivierung der AKT-Kinase fuhrt zur Aktivierung
der Stickstoffsynthase und nachgeschaltet der Guanylylcyclase sowie Proteinkinase G, aul3er-
dem fiihrt sie zu einer Hemmung der Glykogen Synthase Kinase 33. Durch diese Mechanismen
kommt es zur Aktvierung von allbB3, zur Thrombozytenaggregation, zur Granulasekretion und
Signalamplifikation, einem Thrombuswachstum und einer Zunahme der Thrombusstabilitat. Ab-
kirzungen: eNOS= endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase, sGC= lésliche Guanylylcyclase,
cGMP= zyklisches Guanosinmonophosphat, PKG= Proteinkinase G, PI3K= Phosphoinositid-3-
Kinase, PIP2= Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat, PIPs= Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat
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1.2 Thrombozytéare Erkrankungen

1.2.1 Angeborene Thrombozytopathien

Grundsatzlich lassen sich Blutungsstérungen bedingt durch Pathologien der
Thrombozyten untergliedern in Thrombozytopenien, also Stérungen aufgrund
eines Mangels an Thrombozyten, sowie Thrombozytopathien, unter denen man
Defekte der Thrombozytenfunktion versteht. Sowohl Thrombozytopenien als
auch Thrombozytopathien kdnnen angeboren oder erworben sein.
Thrombozytopathien lassen sich erneut untergliedern nach der betroffenen
pathologischen Struktur. Es existieren Defekte der Plattchenrezeptoren, Storage-
Pool-Diseases, also Defekte der a-Granula, der 8-Granula, der Lysosomen oder
kombinierte Granuladefekte, Defekte des Zytoskeletts, Defekte der
Plasmamembran, Signaltransduktionsdefekte oder Transkriptionsfaktordefekte
(Althaus et al., 2020; Gothwal et al., 2014; Sandrock-Lang et al., 2016; Wagner
et al.,, 2022). Zu den am besten charkaterisierten Rezeptordefekten z&hlen das
Bernard-Soulier-Syndrom, ein Defekt des GPIlb-V-IX, sowie die Glanzman-
Thrombasthenie, ein Defekt des allbp3. Defekte der Granula sind mit einer
verminderten Anzahl oder reduzierten Inhaltstoffen der a-Granula / 6-Granula
beziehungsweise einer Stérung der Granulasekretion assoziiert, wie
beispielsweise das Gray-Platelet-Syndrom (a-Granula) oder das Hermansky-
Pudlak-Syndrom (&-Granula). Zytoskelettale Defekte wie das Wiskott-Aldrich-
Syndrom oder die MYH9-assoziierten Syndrome beeintrachtigen unter anderem
die PlattchengréRe und gehen haufig mit einer Thrombotyzopenie einher
(Sandrock-Lang et al., 2016; Wagner et al.,, 2022). Auch Defekte der
Transkriptionsfaktoren wie die familidre Thrombozytopenie mit malignen Assozi-
ationen oder der GATALl-Defekt sind oft mit einer Verminderung der
Thrombozytenzahl assoziiert. AufRerdem koénnen Defekte der bei der
Signaltransduktion  beteiligten  Strukturen wie den G-Proteinen, den
Phospholipasen oder anderen Enzymen vorliegen, welche die

Thrombozytenfunktion beeintrachtigen (Wagner et al., 2022). Patienten! mit

1 In dieser Arbeit wird um eine bessere Lesbarkeit zu gewahrleisten auf das Verwenden von
genderspezifischer Sprache verzichtet. Die Formulierungen beziehen sich hierbei gleichermaf3en
auf alle Geschlechter.
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angeborenen Thrombozytenfunktionsdefekten kdnnen verschiedene Symptome
aufzeigen, von Schleimhautblutungen wie Epistaxis oder Zahnfleischblutungen
Uber Hamatome und Petechien bis hin zu lebensbedrohlichen Blutungen im Zuge
von Operationen oder Traumata. Vor allem Frauen leiden haufig unter
Menorrhagien und kénnen schwere Blutungen nach der Menarche bekommen.
Insbesondere bei dlteren Patienten stellen vor allem gastrointestinale Blutungen
eine  ernstzunehmende  Komplikation dar. Da die verschiedenen
Thrombozyopathien jedoch mit &hnlichen Symptomen einhergehen kdnnen, ist
es klinisch oft nicht méglich, diese voneinander zu unterscheiden. So bedarf es
umfassender diagnostischer Malinahmen, um die zugrundeliegende Ursache der
Blutung auszumachen und infolgedessen die passende Behandlung einleiten zu
konnen (Gothwal et al., 2014; Sandrock-Lang et al., 2016). Einen Uberblick tiber
die verschiedenen Defekte und ihre Charakteristika in der Diagnostik gibt Tabelle
3.
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Tabelle 3: Ubersicht tiber die verschiedenen Thrombozytendefekte sowie ihre Diagnostik, modifiziert nach (Althaus et al., 2011; Althaus et al.,
2019; Althaus et al., 2020; Bakchoul & Hinz, 2017; Balduini et al., 2012; Deuitch et al., 1993; Gothwal et al., 2014; Latger-Cannard et al., 2016; Li et al.,
2019; Rosa et al., 2019; Sandrock-Lang et al., 2016; Satta et al., 1997; Saultier et al., 2017; Schlegelberger & Heller, 2017; Songdej & Rao, 2015; van
Geffen et al., 2016; Wagner et al., 2022). Abkurzungen: IF= Immunfluoreszenz-Mikroskopie, IB= Immunoblot (Westernblot), vVWF= von-Willebrand-
Faktor, TxA2= Thromboxan Az, EM=Elektronenmikroskopie, RUNX1= Runt-related transcription factor 1, FLI1= friend leukemia integration 1

6T

Defekte Syndrom Molekularer Mecha- Blu- Plattchen- | Plattchen- Abnormalitat | Abnormali- | Weitere Diag-
Struktur nismus tungs- | zahl struktur inder LTA tat in der nostik
symp- | (x109/1) Durch-
tome flusszyro-
metrie
Throm- Bernard-Soulier- | reduzierte oder feh- mode- | 20-100 Riesenplatt- normale Ag- GPIb-V-IX- IB, IF, geneti-
bozytéare Syndrom (BSS) lende Expression bzw. | rat bis chen gregation mit Komplexe sche Testung
Rezepto- Dysfunktion des GPIb- | ernst allen Agonis- reduziert
ren IX-V ten, fehlende oder fehlend
Agglutination
mit Ristocetin
Glanzman reduzierte oder feh- mode- normal normal fehlende Ag- allbp3-Kom- | IB, IF, geneti-
Thrombasthenie | lende Expression bzw. | rat bis gregation mit plexe redu- | sche Testung
(GT) Dysfunktion des ernst ADP, Epineph- | ziert ider
allbp3 rin, Kollagen fehlend
und Thrombin,
normale Agglu-
tination mit
Ristocetin




0¢

Von-Willebrand- | verstarkte Affinitdt des | mode- normal bis | heterogene verstarkte Ag- | verstarkte genetische Te-
Syndrom vom GPIb-V-IX-Rezeptors | rat erniedrigt Plattchen- glutination mit | Bindung des | stung
Plattchentyp fur den vVWF gréRe Ristocetin bei VWF an den
(VWD) niedrigen Kon- | GPIb-V-1X-
zentrationen Komplex
GPVI-Kollagen- reduzierte oder feh- mild normal normal reduzierte oder | GPVI redu- | IB, IF, geneti-
Rezeptor-Defekt | lende Expression bzw. fehlende Ag- ziert oder sche Testung
Dysfunktion des GPVI, gregation nach | fehlend
beeintrachtige Aktivie- Induktion mit
rung durch Kollagen Kollagen, CRP
oder Convulxin
a2p1-Kollagen- reduzierte oder feh- mild normal normal reduzierte oder | a2f1-Kom- | IB, IF, geneti-
Rezeptor-Defekt lende Expression bzw. fehlende Ag- plex redu- sche Testung
Dysfunktion des a2f31, gregation nach | ziert oder
beeintrachtige Adha- Induktion mit fehlend
sion an Kollagen Kollagen, CRP
oder Convulxin
P2Y12-Rezeptor- | reduzierte oder feh- mild normal normal kleine, instabile | unklar unklar

Defekt

lende Expression bzw.
Dysfunktion des
P2Y21-Rezeptors

Aggregate
nach Induktion
mit ADP, nor-
male Aggrega-
tion mit hohen




Tc

Thrombinkon-

zentrationen
a-Gra- z.B. Gray Platelet | fehlende/leere a-Gra- | mild bis | normal bis | vermin- kein einheitli- reduzierte Blutausstriche,
nula-De- Syndrome (GPS), | nula, Granulasekreti- mode- | erniedrigt derte/leere ches Muster CD62P-Ex- | IF; genetische
fekte (a- Quebec Platelet onsdefekt, bei Paris- rat bzw. ver- pression Testung
SPD) Syndrom (QPD), | Trosseau-Syndrom mehrte a- nach Akti-
Paris-Trosseau- vermehrte a-Granula Granula, tw. vierung, va-
Syndrom, mit Sekretrionsdefekt vergroRerte riabler Pha-
Plattchen notyp
0-Gra- z.B. Hermansky- | fehlende 6-Granula mode- normal verminderte verminderte reduzierte ATP-Freiset-
nula-De- Pudlak-Syndrom, | bzw. Granulasekreti- rat bis o0-Granula Aggregation CD63-Ex- zung, Me-
fekte Chediak-Higashi- | onsstérung schwer nach Induktion | pression pacrin-Auf-
Syndrom (CHS) mit ADP, feh- nach Akti- nahme, IF, EM,
lende bzw. re- | vierung genetische Te-
duzierte zweite stung
Welle der Ag-
gregation
ad-Gra- X-chromosomale | verminderte a- und 8- | mode- meist ver- | verminderte verminderte reduzierte Blutausstriche,
nula-De- dyserythropoeti- | Granula, Granulasek- | rat mindert 0-Granula, Aggregation, CD63- und Mepacrin-Auf-
fekte sche Anamie mit | retionsstérung variable a- kein einheitli- CD62P-Ex- | nahme, IF, EM,
Thrombozytope- Granula, ver- | ches Muster pression genetische Te-
nie/ X-Chromoso- groRerte nach Akti- stung, ATP-
male Makrothom- Plattchen vierung, Freisetzung
bozytopenie kein
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einheitliches

Muster
Zytoske- | Wiskott-Aldrich- | Mikrothrombozytope- mode- 10-100 verminderte normal/ ver- normal Blutausstri-
lett Syndrom (WAS) nie, assoziiert mit Im- | rat bis Granula, ver- | minderte Ag- che), geneti-
mundefizienz (Neutro- | schwer kleinerte gregation sche Testung
penie), ekzemattse Plattchen
Dermatitis, blutige Di-
arrhoe, Arthritis
Filamin A-Defekt | Makrothrombozytope- | variabel | variabel vergroRerte verminderte normal IF (nur ein ge-
nie Plattchen Aggregation ringer Teil der
nach Induktion Thrombozyten
mit Convulxin besitzt kein
Filamin A)
MYH9(Myosin- Makrothrombozytope- | mild 30-100 vergrof3erte fehlende For- normal IF (Einschluss-
heavychain-9)- nie, reduzierte Throm- Plattchen manderung kérperchen=
assoziierte Sto- busstabilitat und Clot- (Rie- nach Induktion MYH9-Aggre-
rungen (May- retraktion durch Muta- senthrom- mit Kollagen, gate in den
Heglin-Anomalie, | tion der nichtmuskula- bozyten), nahezu nor- Neutrophilen),
Fechtner-Syn- ren schweren Myosin- grof3e Vakuo- | male Aggrega- Blutausstriche,
drom, Epstein- kette llA, einem kon- len tion EM, geneti-

Syndrom, Sebas-
tian-Platelet-Syn-

drom)

traktilen Protein des

Zytoskeletts

sche Testung
(MYH9-Se-

guenzierung)




€c

Tran-
skripti-
onsfakto-
ren-De-
fekte

Familiare Throm- | Mutationen in RUNX1 | mild mild bis normal kein einheitli- normal Vorhandensein
bozytopenie mit moderate ches Muster des MYH10 in
malignen Assozi- Throm- Thrombozyten,
ationen bozytope- IF, IB; geneti-
nie (50- sche Testung
150x 10°/1),
gelegent-
lich auch
normal
FLI1-assoziierter | Defektin FLI1 variabel | vermindert | vergrél3erte kein einheitli- normal Vorhandensein
Granuladefekt Plattchen ches Muster des MYH10 in
Thrombozyten,
IF, 1B, geneti-
sche Testung
GATA1-Defekt Thrombozytopenie variabel | vermindert | variabel kein einheitli- normal Blutausstriche

und Thrombozyten-
funktionsstérung auf-
grund von Defekt in
GATAL, einem Tran-
skriptionsfaktor, der
wichtig fir die Meg-
akaryopoiese und

Erythropoiese ist

ches Muster,
verminderte
Aggregation
nach Induktion
mit Ristocetin,
geringere Ag-
gregation nach
Induktion mit

Kollagen

(Makrothrom-
bozytopenie),
genetische Te-

stung
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ETV6-Defekt Defekt in ETVS, fuhrt mild vermindert | normal kein einheitli- normal Vorhandensein
zu leichter Throm- ches Muster des ETV6 in
bozytopenie Thrombozyten,

IF, IB, geneti-
sche Testung
Signal- G-Protein-Defekt | durch eine Reduktion | variabel | normal normal kein einheitli- kein einheit- | genetische Te-
transduk- der mit den GPCRs ches Muster liches Mus- | stung
tionsde- (PARL1, PAR4, P2Y12, ter
fekte P2Y1, TP, 5HT2-R, E-
pinephrinrezeptor) as-
soziierten G-Proteine

Phospholipase- Defekt der zytosoli- variabel | normal normal kein einheitli- kein einheit- | genetische Te-

Defekt schen Phospholipase ches Muster liches Mus- | stung
A2a oder der Phos- ter
pholipase C

Aspirin-Like-De- Defekt des Cyc- variabel | normal normal verminderte normal TxA2-Messung,

fekt

looxygenase-Pa-
thways (Defekt der
COX1-Enzyme oder
der Thomboxansyn-

these)

oder fehlende
Aggregation
nach Induktion
mit Arachidon-
saure (Epi-
nephrin, Kol-
lagen), optional

fehlende

genetische Te-

stung




G¢

zweite Welle

nach Induktion

mit ADP
Defekte Scott-Syndrom verminderte Expres- mild normal variabel normal verminderte | reduzierte
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1.2.2 Angeborene Thrombozytopenien

Zwischen angeborenen Thrombozytopathien und -penien I&sst sich oft nicht klar
differenzieren, da sie, wie in Tabelle 3 dargestellt, auch kombiniert auftreten kén-
nen. Das Wissen uUber angeborene Thrombozytopenien ist in den letzten Jahr-
zehnten stark gewachsen. Zahlreiche neue Formen, basierend auf neu detektier-
ten Mutationen, wurden identifiziert und erfordern immer wieder Anpassungen
der diagnostischen Algorithmen. Dennoch bleiben immer noch ungefahr die
Halfte der Patienten mit angeborenen Thrombozytopenien ohne finale Diagnose
(Balduini et al., 2012; Bourguignon et al., 2022). Aktuell sind circa 45 verschie-
dene Formen von angeborenen Thrombozytopenien bekannt mit einer grof3en
Variabilitat an klinischen Erscheinungsbildern und Prognosen. Sie kbnnen sich in
einer reinen Thrombozytopenie aul3ern, mit anderen angeborenen Defekten ein-
hergehen oder eine Pradisposition flir den Erwerb weiterer Erkrankungen im
Laufe des Lebens mit sich bringen (Pecci & Balduini, 2021). Zu den haufigsten
Formen der angeborenen Thrombozytopenien zahlen die oben bereits genannte
MYH9-assoziierte Thrombozytopenie (MYH9-RD) sowie die ANKRD26-assozi-
ierte Thrombozytopenie. Trotz Mutationen im gleichen Gen kann die Klinik sehr
variieren. Grundsatzlich lassen sich angeborene Thrombozytopenien nach dem
Vererbungsmuster, den Symptomen, die sich neben der Thrombozytopenie zei-
gen, oder der Plattchengrol3e klassifizieren. Dabei kann die Thrombozytengrol3e
bei angeborenen Thrombozytopenien vergréRert, verkleinert oder normal sein.
Patienten mit angeborenen Thrombozytopenien zeigen ahnliche Symptome wie
erworbene Thrombozytopenien oder Thrombozytopathien, zum Beispiel
Schleimhautblutungen, Hamatome, Nasenbluten, Menorrhagie oder gastrointes-
tinale Blutungen. Bei Thrombozytenzahlen unter 20-30x10%I kénnen spontane
Blutungen von Geburt an auftreten, meistens ist die Thrombozytopenie jedoch
eher mild ausgepragt und Blutungen treten eher selten und vorwiegend nach
Traumata oder invasiven Eingriffen auf. Es gilt jedoch zu beachten, dass die Blu-
tungstendenz nicht immer mit dem Ausmald der Thrombozytopenie korreliert, da
nicht selten kombinierte Thrombozytenfunktionsdefekte vorliegen (Balduini et al.,
2012). So ist eine klare Differenzierung zwischen Thrombozytopenien und

Thrombozytopathien oft nicht méglich, was unter anderem am Beispiel des
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Bernard-Soulier-Syndroms oder den MYH9-assoziierten Erkrankungen (MYH9-
RD) gut zu erkennen ist. Obwohl bei den bislang bekannten angeborenen Throm-
bozytopenien die zugrundeliegenden Mutationen identifiziert wurden, ist der ge-
naue Mechanismus, der fur die Entstehung der Thrombozytopenie verantwortlich
ist, noch nicht genau bekannt. Es existieren verschiedene Hypothesen. In den
meisten Fallen befinden sich Defekte in den Mechanismen, die die Megakaryo-
zytenreifung und Proplattchenformation regulieren und so zu einer verringerten
Plattchenproduktion fihren. Aber auch Defekte der Festlegung der Stammzellen
sowie der Megakaryoztendifferenzierung mit einhergehender verminderter An-
zahl der sich im Knochenmark befindenden Megakaryozyten kénnen urséchlich
sein, ebenso in seltenen Fallen eine kiirzere Lebensspanne der Thrombozyten
(Balduini et al., 2012). Die Diagnose angeborener Thrombozytopenien stellt oft-
mals eine Herausforderung dar. Gerade milde Formen werden haufig erst im spa-
ten Kindes- oder Erwachsenenalter diagnostiziert. Nicht selten sind durch de-
novo-Mutationen keine weiteren Familienmitglieder betroffen, was den Verdacht
einer nicht-genetischen Stérung nahelegt. Bei Thrombozytopenien mit grof3en
Thrombozyten wie das BSS oder die MYH9-RD wird auRerdem haufig durch au-
tomatische Zellzahler die eigentliche Thrombozytenzahl unterschatzt. Dies birgt
das Risiko der Fehldiagnose einer schweren Immunthrombozytopenie (Balduini
et al., 2012). Aus diesem Grund ist eine mikroskopische Beurteilung des Blutaus-
striches fur die Diagnose essenziell, bei der morphologische Aufféalligkeiten der
Thrombozyten und anderer Zellreihen besser beurteilt werden kénnen (Balduini
et al., 2012; Ballmaier et al., 2006). Zudem ist eine ausfiihrliche Anamnese sowie
eine gute klinische Untersuchung von grof3er Bedeutung, vor allem bei syndro-
matischen Formen der Thrombozytopenie. Insbesondere um spezifische Formen
der angeborenen Thrombozytopenie zu diagnostizieren sind neben klinischen
Untersuchungen und der Evaluation der Plattchengréf3e auch Messungen der in-
vitro-Plattchenaggregation sowie durchflusszytometrische Bestimmungen der
thrombozytaren Glykoproteine, Immunfluoreszenzfarbungen, Knochenmarksun-
tersuchungen und genetische Untersuchungen hilfreich (Balduini et al., 2012,
Ballmaier et al., 2006; Pecci & Balduini, 2021). Abbildung 7 gibt einen Uberblick

Uber die verschiedenen angeborenen Thrombozytopathien und ihre Diagnostik.
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Angeborene Thrombozytopenie
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Anamnese und Untersuchung:
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| Morphologie: WBC NMMHC-IA), MS
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Abbildung 7: Ubersicht iiber die Diagnostik von angeborenen Thrombozytopenien, modifiziert nach (Balduini et al., 2003; Ballmaier et al., 2006; Pecci & Balduini,
2021), Abkiurzungen: XLT= X-chromosomale Thrombozytopenie; CAMT= kongenitale amegakaryozytdre Thrombozytopenie; ANKRD-26-RT= ANKRD26-assozierte
Thrombozytopenie; ETV6-RT=ETV6-assoziierte Thrombozytopenie; FDP/AML=familidre Thrombozytopenie mit Pradisposition fir AML; MECOM-AS= MECOM-assoziier-
tes Syndrom; THC2= Chromsom-10p-assoziierte Thrombozytopenie; he/hoBSS= heterozygotes/homozygotes Bernard-Soulier-Syndrom; MTCP= benigne mediterrane
Thrombozytopenie; MTCP gpA= Makrothrombozytopenie mit Glykophorin-A-Expression; MYH9-RD= MYH9-assozierte Thrombozytenstérung; GPS=Gray-Platelet-Syn-
drom; XLTT=X-chromosomale Thrombozytopenie mit B-Thalasamie; PTvWD= Plattchentyp/Pseudo-von-Willebrand-Syndrom; SFLN14-RT= SFLN14-assoziierte Throm-
bozytopenie; ITGA2B/ITGB3-assoziierte Thrombozytopenie; MPS=Montreal-Platelet-Syndrom; WAS= Wiskott-Aldrich-Syndrom; RUSAT1= radioulnare Synostose mit
amegakaryozytarer Thrombozytopenie 1; TAR= Thrombozytopenie mit fehlendem Radius; VCFS= velocardiofaziales Syndrom; TCPT= Paris-Trosseau-Syndrom; JBS=
Jacobsen’s Syndrom;; SRC-RT= SRC-assoziierte Thrombozytopenie; KM= Knochenmark(untersuchung); EM= Elektronenmikroskopie; WBC= weil3e Blutzellen; MS= Mu-
tationsscreening; FC= Durchflusszytmetrie



1.2.3 Erworbene Thrombozytopathien

Erworbene Thrombozytenfunktionsdefekte entstehen haufig durch Medika-

mente, durch medizintechnische Methoden wie die extrakorporale Memb-

ranoxygenierung, auf der Basis von hamatologischen Grunderkrankungen (z.B.

myeloproliferative Erkrankungen) oder durch ein Nierenversagen (Konkle, 2011).

Tabelle 4 stellt mégliche Ursachen erworbener Thrombozytenfunktionsdefekte

dar.

Tabelle 4: Mogliche Ursachen erworbener Thrombozytenfunktionsdefekte,
modifiziert nach (Konkle, 2011)

» Medikamente

COX1-Inhibitoren wie Aspirin, Ibuprofen, Naproxen, Diclofenac, Indo-
methicin, Ketorolac

Thienopyridine (P2Y12-Antagonisten) wie Clopidogrel, Prasugrel, Ti-
cagrelor, Ticlopidin

allbp3-Inhibitoren wie Abciximab, Tirofiban, Eptifibatid
Phosphodiesterasehemmer wie Dipyridamole, Cliostazol, Sildenafil,
Koffein, Theophyllin,

Antikoagulantien wie Heparine, thrombolytische Wirkstoffe wie Strep-
tokinase, Urokinase, t-PA; antifibrinolytische Wirkstoffe wie €-Amino-
capronsaure

Beta-Laktam-Antibiotika wie Ampicillin, Cephalosporine

Nitrate, Beta-Blocker, Calcium-Kanal-Blocker, ACE-Hemmer, AT1-
Antagonisten

HMG-CoA-Inhibitoren wie Statine oder Fibrate

Psychopharmaka wie trizyklische Antidepressiva, Phenothiazine, se-
lektive Serotonin-Wiederaufnahmehemmer (SSRI)
Chemotherapeutika wie Mithramycin, Daunorubicin, Hochdosische-
motherapien mit Cisplatin oder Melphalan

Radiologische Kontrastmittel

Antihistaminika

Plasmaexpander
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= Anasthetika wie Procain, Lidocain

» Pflanzliche Nahrungserganzungsmittel und Nahrungsmittel
z.B. Ingwer, Knoblauch, Zwiebel, Ginko, Heidelbeeren, chinesische En-
gelwurz, Mutterkraut, Ginseng, Kurkuma, Cumin, Nelken, Vitamin E, ech-

tes Madesuf3, Silberweide, Alkohol, Aronox, Delphinol, Fruitflow

Y

Nierenversagen

A\

Medizinische Therapien wie kardiopulmonale Bypasse, extrakoope-
rale Membranoxygenierung

Myeloproliferative Erkrankungen

Myelodysplastische Syndrome

Paraproteindmien

Y V V V

Antikdrperinduzierte Thrombozytendysfunktion

Medikamente und Nahrungsergé&nzungsmittel kdnnen eine Inhibition der Platt-
chenfunktion sowohl als Therapieziel als auch als Nebeneffekt aufweisen. Ein
prominentes Beispiel hierfur ist der COX1-Inhibitor Aspirin, welcher die Umwand-
lung von Arachidonséure zu Thromboxan A2 hemmt und damit in die Signalwei-
terleitung eingreift. Medikamenteninduzierte Thrombozytenfunktionsdefekte stel-
len in der heutigen Gesellschaft die haufigsten erworbenen Plattchendysfunktio-
nen dar, sowohl durch bewusste Thrombozyteninhibition als auch durch eine Be-
eintrachtigung der Thrombozytenfunktion durch Nebenwirkungen von Medika-
menten wie NSAIDs, Antibiotika oder SSRIs (Konkle, 2011; Scharf, 2012). Wie
oben dargestellt kbnnen auch Nahrungsmittel und Nahrungserg&nzungsmittel
oder Alkohol einen inhibitorischen Effekt auf die Thrombozytenfunktion haben.
Ihre klinische Bedeutung ist aber bislang aufgrund zu weniger aussagekraftiger
Studien noch nicht belegt (Konkle, 2011; Olas, 2018). Ebenso kann ein Nieren-
versagen die Thrombozytenfunktion beeintrdchtigen und so zu einer verlangerten
Blutungszeit fihren. Medizinische Therapien mit artifiziellen Membranen wie ein
kardiopulmonaler Bypass (CPB) oder die extrakooperale Membranoxygenierung
(ECMO) kénnen sowohl zu Thrombozytopenien als auch zu Thrombozytenfunk-
tionsdefekten fihren, unter anderem durch eine geringere Verfugbarkeit von A-

gonisten.  Dabei  kdonnen  zugrundeliegende  Vorerkrankungen  wie
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myeloproliferative Erkrankungen den Effekt verstarken. Sie sind sowohl mit
Thrombosen als auch mit Blutungskomplikationen assoziiert. Patienten mit mye-
lodegenerativen Erkrankungen wie der Myelodysplasie leiden dagegen unter ei-
ner zu geringen Thrombozytenzahl, oftmals in Kombination mit dysfunktionalen
Thrombozyten aufgrund ineffizienter Thrombopoiese. Erkrankungen, die mit der
Bildung von Paraproteinen einhergehen, beispielsweise das Multiple Myelom
oder der Morbus Waldenstdém, konnen ebenfalls die Hamostase beeintrachtigen
und durch eine Adhasion der unspezifischen Immunglobuline an die Plattchen-
oberflache zu einer Dysfunktion fiihren. Des Weiteren kann es induziert durch
Autoantikdrper zu Thrombozytendysfunktionen kommen, worauf im nachsten Ka-
pitel genauer eingegangen wird. Fur die Diagnose von Patienten mit Thrombozy-
tenfunktionsdefekten ist es daher sinnvoll, die Medikation zu erfragen, eine aus-
fuhrliche Anamnese zu erheben und Labortestungen durchzufiihren (Konkle,
2011).

1.2.4 Erworbene Thrombozytopenien

Erworbene Thrombozytopenien kénnen verschiedene Ursachen haben. So kon-
nen Knochenmarkserkrankungen, die Immunthrombozytopenie, die thrombo-
tisch-thrombozytopenische Purpura (TTP), das hamolytisch-uramische Syndrom
(HUS), aber auch Viren wie HIV, das Hepatitis-C-Virus oder Bakterien wie He-
licobacter pylori sowie verschiedene Medikamente zu Thrombozytopenien fihren
(Lassila, 2016). Bei durch Medikamente verursachten Thrombozytopenien wer-
den immunvermittelte von nicht-immunvermittelten Mechanismen unterschieden.
Waéhrend letztere auf der direkten Toxizitdt von Medikamenten beruhen, entste-
hen immunvermittelte Thrombozytopenien durch die Bildung von Antikérpern ge-
gen Glykoprotein-Komplexe auf der Thrombozytenoberflache. Dies fluhrt zu ei-
nem vermehrten Verbrauch, einer Zerstérung der Thrombozyten oder einer be-
eintrachtigten Thrombozytenproduktion, was je nach Krankheitsbild mit Blutun-
gen oder thromboembolischen Komplikationen assoziiert sein kann (Marini et al.,
2022). Im Folgenden soll auf zwei Beispiele einer erworbenen Thrombozytopenie

naher eingegangen werden.
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1.2.4.1 Heparin-induzierte Thrombozytopenie (HIT)

Die Heparin-induzierte Thrombozytopenie (HIT) ist eine durch Antikérper vermit-
telte Thrombozytopenie, die als unerwiinschte Arzneimittelreaktion des Heparins
auftritt. Sie geht mit einem erhohtem Thromboserisiko sowohl im vendsen als
auch im arteriellen System einher und kann zu lebensbedrohlichen Komplikatio-
nen wie Schlaganfallen, Herzinfarkten oder Lungenarterienembolien flhren
(Greinacher, 2003; Thiele et al., 2010). Es werden zwei Formen der Heparin-
induzierten Thrombozytopenie unterschieden. Die nichtimmunologische Hepa-
rin-induzierte Thrombozytopenie (auch HIT Typ 1 genannt) basiert auf der Bin-
dung des stark negativ geladenen Heparins an positiv geladene Proteine, die
unter anderem auf der Oberflache von Thrombozyten vorkommen. Die Bindung
des Heparins an GPIIb/llla-Komplexe fuhrt zu einer Potenzierung des Outside-
In-Signalings und folglich zu einem Abfall der Thrombozyten. Dieser tritt typi-
scherweise ein bis zwei Tage nach Behandlungsbeginn mit unfraktioniertem He-
parin auf, allerdings ist der Thrombozytenabfall gering ausgepréagt (unter 30 %)
und die Thrombozytenzahl normalisiert sich in der Regel unter weiterer Heparin-
gabe von selbst. Davon zu unterscheiden ist die immunologische Heparin-indu-
zierte Thrombozytopenie (HIT Typ 2) (Greinacher, 2003; Marini et al., 2022). lhre
Pathogenese wird in Abbildung 8 dargestellt. Sie basiert auf der Bildung von An-
tikbrpern, vor allem der Klasse 1gG, gegen ein Neoantigen. Dieses wird durch die
Komplexbildung von negativ geladenen Heparinmolekilen und positiv gelade-
nem PF4 aus den Speichergranula der Thrombozyten gebildet. Durch die mehr-
fache Bindung dieser AntikOrper an Ketten aus repetitiven Antigenen entstehen
Plattchenfaktor-4/Heparin/IlgG-Immunkomplexe. Die IgG-Antikérper kbnnen tber
ihren Fc-Teil an die Fc-y-lla-Rezeptoren der Thrombozyten binden, diese vernet-
zen und damit zu einer intravasalen Thrombozytenaktivierung und -aggregation
fuhren, was zu einer Thrombozytopenie sowie einer Aktivierung der Gerinnungs-
kaskade auf der Thrombozytenoberflache mit konsekutiver Thrombinfreisetzung
und Thrombusformation fuhrt. Zudem konnen die PF4/Heparin/lgG-Komplexe
auch Monozyten, neutrophile Granulozyten und Endothelzellen aktivieren, was
die Thrombus- und Thrombinbildung verstarkt (Thiele et al., 2010). Diese Pro-

zesse erklaren die scheinbar paradoxe Thromboseneigung von HIT-Patienten
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auf das antikoagulatorisch wirksame Heparin (Bakchoul, 2016). Die Immunoge-
nitdt des Antigens ist dabei von der Lange der Heparinmolekile abhangig. So
konnen sich bei langerkettigen Heparinmolekilen grof3ere Komplexe ausbilden,
welche wiederum mehr PF4/Heparin-Antikdrper binden. Durch die gré3eren Im-
munkomplexe kbnnen auRerdem mehr Thrombozyten Uber Fc-y-lla-Rezeptoren
vernetzt werden, wodurch das Ausmal3 der Thrombozytenaktivierung steigt. Dies
erklart das grofR3ere HIT-Risiko fur unfraktionierte Heparine (UFH) im Gegensatz
zu niedermolekularen Heparinen. Neben der Art des Heparins héngt das Risiko
fur eine HIT zudem von der Grunderkrankung und dem Ausmalf des Eingriffs ab.
(Thiele et al., 2010). Nahezu die Halfte der akuten HIT-Patienten entwickelt
thromboembolische Komplikationen. Am haufigsten ist hier die tiefe Beinven-
enthrombose. Da die Komplikationen nicht immer symptomatisch sind und es
auch vorkommen kann, dass das thrombotische Ereignis dem Thrombozytenab-
fall ein bis drei Tage vorausgeht, ist die Diagnose einer HIT nicht immer einfach
und erfordert eine grindliche Untersuchung sowie Diagnostik (Bakchoul, 2016;
Marini et al., 2022).

= Thrombin
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l AK- - R \\ PLT ©o
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Abbildung 8: Pathophysiologie der Heparin-induzierten Thrombozytopenie Typ 2, adaptiert
nach (Greinacher, 2003; Marini et al., 2022). Bei der Heparin-induzierten Thrombozytopenie Typ
2 kommt es zur Antikorperbildung gegen PF4/Heparin-Komplexe. Diese binden Uber den FcyR
an die Thrombozyten und fihren zur Aktivierung, Thrombose und zum Verbrauch von Throm-
bozyten. Abkirzungen: PLT=Thrombozyt, PF4= Plattchenfaktor 4, AK=Antikdrper
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Zur Abschatzung der Wahrscheinlichkeit einer Heparin-induzierten Thrombozy-
topenie Typ Il kann der 4-T-Score herangezogen werden. Der Score beurteilt als
Kriterien das Ausmald der Thrombozytenabfalls, die absolute Thrombozytenzahl,
den zeitlichen Zusammenhang des Auftretens des Thrombozytenabfalls mit der
Heparingabe, klinische Erscheinungen und thromboembolische Komplikationen
sowie das Vorliegen mdglicher anderer Griinde fir eine Reduktion der Throm-
bozytenzahl (siehe Tab. 5). Basierend auf diesem Score wird anhand der Ge-
samtpunktzahl die Wahrscheinlichkeit des Vorliegens einer HIT als niedrig (0-3
Punkte), mittel (4-6 Punkte) oder hoch (7-8 Punkte) eingestuft (Thiele et al., 2010;
Zeleznik et al., 2021).

Tabelle 5: 4-T-Score, adaptiert nach (Bakchoul, 2016; Thiele et al., 2010)

4Ts 2 Punkte 1 Punkt 0 Punkte
Thrombozytope- | Thrombozytenaball | Thrombozytenab- | Thrombozytena-
nie tber 50 % und all 30-50 % oder | ball unter 30 %

niedrigster Throm- | niedrigster oder niedrigster

bozytenwert Thrombozyten- Thrombozyten-

>20x10%/I wert 10-19x10%1 | wert <10x10/
Zeitpunkt des zwischen Tag 5 nach Tag 10 oder | unter 4 Tage
Auftretens des und 10 bzw. <1 bei | 21 bei vorheriger | bzw. Uber 14
Thrombozytenab- | vorheriger Hepa- Heparingabe (30- | Tage nach He-
falls ringabe (in den 90 Tage) paringabe

letzten 30 Tagen)

Thrombosen oder | gesichterte neue nicht gesicherter | keine
andere Komplika- | Thrombose, ana- | Verdacht auf
tionen phylaktische Reak- | Thrombose oder

tion nach Heparin- | nicht nekrotisie-

bolus oder rende Hautl&sion
Hautnekrose
Andere Ursachen | nicht vorhanden maoglich definitiv

der Thrombozyto-

penie
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Charakteristisch fir die HIT Typ2 ist ein Thrombozytenabfall von tber 50 % in-
nerhalb von ein bis zwei Tagen. Dieser tritt in der Regel 5-14 Tage nach Beginn
einer Heparintherapie auf. Bei erst kurz zurtckliegender vorheriger Heparingabe
innerhalb der letzten 100 Tage kann es jedoch durch bereits vorhandene PF4/He-
parin-Antikorper schon innerhalb der ersten 24h nach Reexposition mit Heparin
zu einem Thrombozytenabfall kommen (,Rapid Onset Hit*). Bei einem 4T-Score
24 und dem Verdacht auf eine HIT ist eine Labordiagnostik zur Diagnosesiche-
rung sinnvoll. Generell gibt es zwei Moglichkeiten, eine HIT nachzuweisen. Zum
einen lassen sich PF4/Heparin-Antikorper mittels Enzymimmunoassays (ELISA)
sowie partikel-basierten Immunoassays nachweisen, zum anderen gibt es funk-
tionelle Tests wie den Heparin-induzierten Plattchen-Aktivierungsassay (HIPA)
oder den Serotoninfreisetzungstest (SRA, engl. ,serotonin-release assay®), die
thrombozytenaktivierende, Heparin-abhangige Antikérper nachweisen. Die En-
zymimmunoassays zur Detektion von Antikdrpern sind mittlerweile weit verbreitet
und haben einen hohen negativen pradiktiven Wert, sodass sie geeignet sind fur
den Ausschluss einer HIT. Obwohl der Wert der optischen Dichte dieser Tests
mit der Wahrscheinlichkeit des Vorhandenseins einer HIT korreliert, haben sie
nur eine geringe Spezifitat und sind damit allein nicht ausreichend fur die Diag-
nose einer HIT. Bei einem positiven Antikbrpernachweis bedarf es der funktionel-
len Tests, die die Thrombozytenaktivierungsfahigkeit der Antikdrper gegen
PF4/Heparin-Komplexe beurteilen und so einen hoéheren positiven pradiktiven
Wert und eine hohere Spezifitat fur klinisch bedeutsame thrombozytenaktivie-
rende Antikorper besitzen. Diese Tests sind jedoch nur in Speziallaboren durch-
fuhrbar. Sowohl fir den HIPA als auch den SRA, die den Goldstandard fur die
Diagnostik einer HIT darstellen, werden gewaschene Thrombozyten benétigt und
die Durchfihrung der Tests bedarf ausreichend gesunden Spendermaterials so-
wie fachlicher Expertise in der Durchftihrung (Bakchoul, 2016; Marini et al., 2022;
Thiele et al., 2010). Der Algorithmus fir die Diagnose einer Heparin-induzierten
Thrombozytopenie besteht also aus der Einschatzung der klinischen Wabhr-
scheinlichkeit (z.B. durch den 4-T-Score), einem Antikérpernachweis durch Im-
munoassays sowie einem funktionellen Test bei positivem Antikdrpernachweis.

Da die PF4/Heparin-Antikorper rasch abnehmen und nach 30 Tagen in der Regel
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nicht mehr nachweisbar sind, ist nur eine unmittelbare Diagnose mdglich. Eine
Untersuchung mit zeitlichem Abstand zum Ausschluss einer anamnestisch be-

richteten HIT ist dagegen nicht sinnvoll (Thiele et al., 2010).

Besteht der starke klinische Verdacht auf eine HIT Typ 2, sollte das Heparin un-
mittelbar abgesetzt und ein alternatives Antikoagulans angesetzt werden, um die
Bildung weiterer Thromben zu verhindern. Hierfur kommen direkte Thrombininhi-
bitoren wie Lepirudin, Bivalirudin oder Argatroban sowie indirekte Faktor-Xa-In-
hibitoren wie Danaparoid oder Fondaparinux infrage (Bakchoul, 2016; Thiele et
al., 2010). Diese alternativen Antikoagulantien sind jedoch kostenaufwandiger,
finden seltener klinische Anwendung und gehen mit einem erhgéhten Blutungsri-
siko einher, weshalb die Unterscheidung zwischen funktionell relevanten HIT-An-
tikérpern von lediglich im Plasma vorhandenen nicht relevanten PF4/Heparin-An-
tikbrpern von Bedeutung ist (Bakchoul, 2016; Bakchoul & Marini, 2018; Marini et
al., 2022; Thiele et al., 2010). Die Einstellung auf Vitamin-K-Antagonisten bei
nachgewiesener HIT darf aufgrund der Gefahr von weiteren Thrombosen erst
nach vollstandiger Normalisierung der Thrombozytenwerte erfolgen und sollte
stets einschleichend unter zunachst fortgefuhrter Gberlappender Antikoagulation
erfolgen (Greinacher, 2003; Thiele et al., 2010).

Da die Diagnose einer HIT bedeutende Konsequenzen fiir den Patienten mit sich
bringt, wie beispielsweise die Verzdgerung einer dringend notwendigen Heparin-
therapie bei lebensbedrohlichen Erkrankungen wie einer Lungenarterienembolie
oder einem Myokardinfarkt sowie eine Umstellung auf weniger etablierte Antiko-
agulantien, sollte sie nur dann eingetragen werden, wenn eine sorgfaltige Diag-
nosesicherung stattgefunden hat (Thiele et al., 2010). Dabei stellt die Diagnose-
sicherung einer klinisch relevanten HIT sowie die Unterscheidung einer HIT von
einer Thrombozytopenie anderer Ursache in vielen Féllen immer noch eine Her-
ausforderung dar, sodass weitere Forschung fur klinische und diagnostische
Fortschritte notwendig ist, um ernsthafte Komplikationen dieser Reaktion auf das
im klinischen Alltag sehr haufig verwendete Heparin zu verhindern (Bakchoul,
2016; Marini et al., 2022).
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1.2.4.2 Immunthrombozytopenie (ITP)

Die primare Immunthrombozytopenie (ITP) stellt eine Autoimmunerkrankung dar,
die durch das Auftreten von Blutungen bei reduzierten Thrombozytenzahlen un-
ter 100x10%1 charakterisiert ist (Althaus et al., 2021; Cooper & Ghanima, 2019;
Singh et al., 2021). Nach Knochenmarkserkrankungen stellt die chronische Form
der ITP die haufigste Ursache einer Thrombozytopenie dar (Lassila, 2016). Die
ITP kann primar entstehen oder sekundéare Ursachen wie Infektionen, Medika-
mente oder andere Autoimmunerkrankungen haben (Cooper & Ghanima, 2019).
Die Pathogenese der ITP ist komplex und bis heute noch nicht genau verstanden.
Es wird angenommen, dass dieser Erkrankung ein Ungleichgewicht zwischen re-
gulatorischen Immunzellen und Effektorzellen zugrunde liegt. Dieses Ungleich-
gewicht fuihrt zu einer Uberaktivitat zytotoxischer T-Zellen sowie einem verstark-
ten Uberleben Autoantikorper-produzierender B-Zellen, was in einer Beeintrach-
tigung der Thrombopoiese sowie einer verkirzten Lebensspanne der Throm-
bozyten durch einen gesteigerten Umsatz sowie Zerstorung der Thrombozyten
resultiert. Die Thrombozytendestruktion wird dabei verursacht durch die direkte
Wirkung zytotoxischer T-Zellen, durch Phagozytose, Apoptose und Komplemen-
taktivierung nach dem Binden von Autoantikérpern sowie durch Fc-abhéngige
und Fc-unabhangige Mauserung in Milz und Leber (Althaus et al., 2021; Cooper
& Ghanima, 2019; Lassila, 2016; Singh et al., 2021). Abbildung 9 zeigt die Pa-
thogenese schematisch.

H&aufige Symptome der ITP sind Petechien, Purpura oder Schleimhautblutungen
verschiedener Lokalisationen, wobei sich circa 30-40 % der Patienten mit chro-
nischer ITP asymptomatisch prasentieren (Cooper & Ghanima, 2019; Singh et
al., 2021). Die Vorhersage des Blutungsrisikos ist komplex, da es nicht in jedem
Fall mit der Thrombozytenzahl korreliert (Lassila, 2016). Zwar treten Blutungen
bei Patienten mit ITP in der Regel bei sehr geringen Thrombozytenzahlen auf,
gelegentlich zeigen sich jedoch auch Blutungssymptome bei milden oder mode-
raten Thrombozytopenien. Dies kann daran liegen, dass manche Antikorper bei
der ITP auch zu Thrombozytenfunktionsdefekten fihren kdnnen (Konkle, 2011).
Ebenso kann es durch antithrombozytare Antikérper zu thrombotischen Kompli-

kationen kommen (Lassila, 2016). Bei der Diagnose der ITP handelt es sich um
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eine Ausschlussdiagnose nach Evaluation anderer Ursachen der Thrombozyto-
penie, was Expertise auf dem Gebiet der Thrombozytenstérungen voraussetzt
und die Diagnose erschwert (Althaus et al., 2021). Bestatigt werden kann sie
durch verschiedene Labortests, die Thrombozyten-spezifische Autoantikbrper
nachweisen, wie die monoklonale Antikérper-spezifische Immobilisierung von
Plattchen (MAIPA). Diese Tests sind jedoch nicht sehr sensitiv, es werden nur
bei circa 50 % der ITP-Patienten Autoantikdrper nachgewiesen. Bislang gibt es
noch keine klaren Empfehlungen fir sie (Althaus et al., 2021; Cooper & Ghanima,
2019; Singh et al., 2021). Auch Labormessungen der Plattchenfunktion sind oft
nicht weiterfihrend, da niedrige Thrombozytenwerte oftmals schon zu abnorma-
len Werten fihren (Konkle, 2011). Priméres Ziel in der Therapie der ITP stellt die
Reduktion schwerer Blutungskomplikationen dar (Althaus et al., 2021). Die Ent-
scheidung, ob eine Therapie eingeleitet werden sollte oder abwartend vorgegan-
gen wird, hangt dabei mitunter von der Thrombozytenzahl, dem Alter des Patien-
ten, vorherigen Blutungskomplikationen, Komorbiditaten, Medikamentenein-
nahme und Nieren- sowie Leberfunktion ab und sollte nach Abwéagung der Risi-
ken mit dem Patienten besprochen werden. Zur Verfiigung stehen als Erstlinien-
therapie Glucocorticoide wie Dexamethason oder Prednisolon. Diese kdnnen mit
intravendsen Immunglobulinen (IVIG) oder Anti-Rhesus-D-Immunglobulinen
kombiniert werden. Weitere Therapieoptionen stellen Medikamente wie der B-
Zell-Inhibitor Rituximab, der Syk-Inhibitor Fostamatinib, Thrombopoietin-Rezep-
tor-Agonisten wie Romiplostin oder, wenn diese Zweitlinientherapien nicht grei-
fen, eine Splenektomie als Alternative dar (Singh et al., 2021). Im Falle einer
akuten Blutung sollten Antikoagulantien abgesetzt werden und Thrombozyten-
transfusionen in Kombination mit Glucocorticoiden oder IVIG erfolgen (Cooper &
Ghanima, 2019; Singh et al., 2021). Trotz stetiger Weiterentwicklung neuer The-
rapieoptionen spricht ein betrachtliches Patientenkollektiv nicht oder nicht ausrei-
chend auf die bislang existierenden Therapien an, sodass weitere Forschung not-
wendig ist, um neue Therapieansatzpunkte zu finden, individuelles Therapiean-
sprechen besser beurteilen und zuverlassigere Diagnostik etablieren zu kdnnen
(Althaus et al., 2021; Singh et al., 2021).
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Abbildung 9: Pathophysiologie der ITP, adaptiert nach (Cooper & Ghanima, 2019; Singh et al.,
2021). Durch eine Dysbalance des Immunsystems kommt es zur Bildung von Autoantikdrper ge-
gen Thrombozyten, was wiederum zur Phagozytose und dem Abbau der Thrombozyten sowie
einer Beeinflussung der Megakaryopoiese fuhrt. Aul3erdem findet eine Zerstérung der Throm-
bozyten und Megakaryozyten durch fehlregulierte zytotoxische T-Zellen statt. Abkirzungen: T-
Reg= regulatorische T-Zelle, T-zyt= zytotoxische T-Zelle, Th= T-Helferzelle, PLTs= Thrombozy-
ten, Syk= Spleen Tyrosine Kinase

1.3 Die Rolle des AKT-Signalings in Thrombozytenerkrankungen

Da dem PI3/AKT-Signalweg eine bedeutende Rolle bei der Thrombozytenakti-
vierung und Signaltransduktion zukommt, stellen diese Enzyme vielverspre-
chende Ziele fur antithrombotische Therapien sowie die Pravention einer Aggre-
gatbildung bei extrakorporalen Zirkulationssystem dar (Guidetti et al., 2015;
Laurent et al., 2014). Verschiedene Studien haben bereits sowohl ex vivo als
auch in vivo die Auswirkungen der Hemmung dieser Kinasen auf die Thrombus-
formation getestet. Klassische Inhibitoren aller Formen der PI3K wie Wortmannin
und LY294002 haben zwar eine Thrombose in ex vivo-Modellen verhindern kon-
nen, wurden jedoch aufgrund ihrer hohen Toxizitat und Nebenwirkungen bislang
nur spéarlich in vivo getestet. Ein neuerer Pan-PI3K-Inhibitor, S14161, welcher fur
die Therapie des Multiplen Myeloms eingesetzt wird, hat bei Mausen zu einer
Verlangerung der Zeit bis zur Okklusion verletzter Carotiden sowie eine verlan-
gerte Blutungszeit gefuhrt (Guidetti et al., 2015; Laurent et al., 2014).

Weitere Studien haben zudem gezeigt, dass der PISK/AKT-Signalweg auch an

der durch nicht-physiologischen Scherstress induzierten

39



Thrombozytenaktivierung und Thrombozyten-Matrix-Interaktion in medizinischen
Geraten, die mit Blut Kontakt haben, wie ECMOs (extracorporeal membrane
oxygenation), Herz-Lungen-Maschinen oder VADs (ventricular assist devices)
beteiligt ist (Chen et al., 2019). Sowohl der prozentuale Anteil der GPIIb/llla-Ak-
tivierung als auch die P-Selektin- und pAKT-Expression stiegen unter unphysio-
logischem Scherstress signifikant an im Vergleich zu einer Negativkontrolle, die
keinem Scherstress ausgesetzt war (Chen et al., 2019; Hidiatov et al., 2023).
Dieser Effekt konnte durch die vorherige Inkubation des Blutes mit dem PI3K-
Inhibitor TGX221 gehemmt werden. Damit konnte die Inhibition des PI3K/AKT-
Signalweges auch eine praventive Behandlungsmaglichkeit fur Patienten darstel-
len, deren Blut durch ein solches medizinisches Gerat geleitet wird, um auf diese
Weise verursachte Thrombosen zu verhindern (Chen et al., 2019).

Ein weiteres Ziel stellt die AKT-Kinase als primarer Downstream-Effektor der
PI3K bei der Thrombusformation dar. Wéahrend der AKT1 bei der Thrombose in
vivo eine untergeordnete Rolle zukommt, sind Mause, bei denen sowohl AKT1
als auch AKT2 ausgeschaltet wurden, nicht in der Lage, stabile Thromben nach
einer Verletzung der Carotiden zu bilden. Mause ohne AKT3 zeigten eine Verzo-
gerung der arteriellen Thrombusbildung. Auch eine Inhibition der PDK1, welche
AKT an Thr308 phosphoryliert, beeintrachtigt eine Thrombusformation. Verschie-
dene Experimente bestatigten aul3erdem, dass dem PI3K-AKT-GSK3-Signalweg
als Teil des Integrin-Outside-In-Signalings fur die Festigung der Plattchenaggre-
gate im Rahmen einer Thrombose eine bedeutende Rolle zukommt (Guidetti et
al., 2015).

Generell fuhrt die Inhibition der PI3K-Isoformen und ihrer Downstream-Effektoren
zu einer partiellen Blockade der Thrombozytenaktivierung und zeigt nur bei nied-
rigen Agonistenkonzentrationen einen signifikanten Effekt. Das macht sie zu ei-
nem attraktiven Ziel fir neue antithrombotische Therapien, ohne das Blutungsri-
siko stark zu steigern, was bei aktuellen Therapien einen Kritikpunkt darstellt
(Moroi & Watson, 2015).

Da der PIBK/AKT-Signalweg auch haufig bei Krebspatienten mutiert ist und diese
nicht selten ein erh6htes Risiko flr vendse Thromboembolien aufweisen, kdnnten
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AKT-Inhibitoren ideal fur die Behandlung solcher Patienten sein, da sie nur einen
relativ milden Effekt auf die GPVI- und CLEC-2-vermittelte Thrombozytenaktivie-
rung haben und gleichzeitig die maligne Entartung und das Wachstum von Tu-
moren stoppen konnten (Moroi & Watson, 2015).

Als Herausforderung fiir die Zukunft gilt es, noch genauer an der Rolle der ver-
schiedenen Kinasen bei der Thrombozytenaktivierung zu forschen, um weitere
spezifische PI3K/AKT-Inhibitoren als antithrombotische Therapien zu entwickeln.
Dabei konnte die Identifizierung verschiedener, den unterschiedlichen Rezepto-
ren und Integrinen nachgeschalteten Mechanismen und Effektoren helfen, spe-
zifischere Ziele auszumachen und so bestimmte erwiinschte Wirkungen zu errei-
chen (Guidetti et al., 2015).

1.4 Diagnostik von Thrombozytenfunktionsstdérungen

Thrombozytenfunktionsstorungen kénnen viele verschiedene Ursachen aufwei-
sen, die multiple klinische Erscheinungen mit sich bringen. So kénnen sowohl
qualitative als auch quantitative Thrombozytendefekte zu einem erhdhten Blu-
tungsrisiko beziehungsweise zu thromboembolischen Komplikationen fiihren.
Um Patienten mit angeborenen oder erworbenen Thrombozytenfunktionsdefek-
ten zu identifizieren, aber auch fiir die Uberwachung und Bestimmung des An-
sprechens anithrombozytarer Therapien, dem Vorhersagen und Management
perioperativer Blutungskomplikationen sowie fur verschiedene Aspekte der
Transfusionsmedizin und die Beurteilung der Pathophysiologie von Thrombozy-
ten bei diversen Erkrankungen ist neben einer ausfuhrlichen Anamnese ein brei-
tes Panel an Thrombozytenfunktionstests essenziell. Zur Erfassung der multiplen
Funktionen der Thrombozyten und ihrer zahlreichen Aktivierungswege sowie auf-
grund der vielfaltigen Anwendungsgebiete der Thromozytenfunktionstestung be-
darf es vielseitiger Methoden. So wurde bereits ein breites Spektrum an Platt-
chenfunktionstests hervorgebracht (Lassila, 2016; Lordkipanidze, 2016; Paniccia
et al., 2015). Die Analyse der Thrombozytenfunktion ist allerdings komplex, zu-
dem fehlt oft eine Standardisierung (Althaus et al., 2019). Dabei gewinnen neben

den klassischen Testungen wie der Lichttransmissionsaggreometrie nach Born

41



(Born, 1962), die immer noch speziellen Laboren vorbehalten sind, Point-Of-
Care-Tests, welche im klinischen Setting und in den Standardlaboren einfach an-
gewendet werden konnen, zunehmend an Bedeutung (Althaus et al., 2019;
Althaus et al., 2020; Paniccia et al., 2015; Wagner et al., 2022). Verschiedene
praanalytische Variablen wie die Blutabnahmebedingungen in Bezug auf Koffe-
inkonsum, Sportverhalten, Medikamenteneinnahme oder das Nahrungsverhalten
des Probanden, die Verwendung verschiedener Nadeln und das Stauverhalten
bei der Abnahme, das falsche Befillen von Blutrohrchen, die Verwendung der
falschen Antikoagulantien sowie eine falsche Aufbewahrung oder Transport, zu
lange Zeitspannen zwischen Abnahme und Bearbeitung der Blutproben oder
eine falsche Prozessierung der Proben kénnen zu einer Variabilitdt der Ergeb-
nisse zwischen verschiedenen Laboren fiihren, was die Bedeutung von Quali-
tatskontrollen sowie einer zunehmenden Standardisierung von Thrombozyten-
funktionstest hervorhebt (Lordkipanidze, 2016). Tabelle 6 gibt einen Uberblick
uber die aktuellen Methoden der Thrombozytenfunktionstestung. Abbildung 10
zeigt den empfohlenen Diagnosealgorithmus fur Thrombozytenfunktionsstérun-

gen.

Ausfiihrliche Anamnese

Blutungsgeschichte, Familienanamnese, klinische Manifestation

Differentialblutbild, Blutausstrich

|4l

ThrombozytengréRe, GroRenverteilung, Anteil

Vi e eraie, AT Thrombozytenzahl, -gréRe, -morphologie

|4l

Koagulationstests (z.B. APTT)

Ausschluss VWD, FXIlI-Defizienz, andere Stérungen des Gerinnungssystems

Weiterflihrende Thrombozytentests

|4l

PFA100, WBA, LTA, Durchflusszytometrie (Oberflachenrezeptoren), Elektronenmikroskopie

Abbildung 10: Diagnostikalgorithmus von Thrombozytenfunktionsstérungen, modifiziert
nach (Lassila, 2016). Abkirzungen: APTT= aktivierte partielle Thromboplastinzeit, PFA100= Pla-
telet Function Analyzer-100, WBA=Vollblutimpedanzaggregometrie, LTA= Lichttransmissionsag-
gregometrie



In der Diagnose von Thrombozytenfunktionsstérungen nach der AWMF-Leitlinie
stellt den ersten Schritt eine ausfiihrliche Blutungsanamnese anhand verschie-
dener Fragebdgen dar. Anschlie3end folgen erste Untersuchungen zur Eingren-
zung der Diagnosen. Dabei spielen fur die richtige Diagnosefindung die Messung
der Thrombozytenzahl, des mittleren Thrombozytenvolumens (MPV) sowie ein
einfacher Blutausstrich oft eine entscheidende Rolle. Beim Blutausstrich ist auf
das Vorhandensein vergrof3erter oder verkleinerter Thrombozyten, Einschluss-
korper in den Granulozyten, die Anfarbbarkeit von Thrombozyten sowie eine
maogliche Dyserythropoese zu achten. Bei auffalligen Befunden sind nach dem
Ausschluss anderer Gerinnungsstorungen durch Koagulationstests fir eine gute
Differentialdiagnose weiterfihrende Thrombozytenfunktionstests wie die Throm-
bozytenaggregometrie, Sekretionstests, eine Immunfluoreszenzmikroskopie,
durchflusszytometrische Tests, Elektronenmikroskopie und gegebenenfalls eine

genetische Untersuchung anzuschlieen (Althaus et al., 2019; Lassila, 2016).

Tabelle 6: Uberblick Uber verschiedenen Thrombozytenfunktionstests mit ihren Vor-
und Nachteilen, modifiziert nach (Althaus et al., 2019; Jurk, 2015; Lordkipanidze, 2016;
Paniccia et al., 2015)
Methode Probe Anwendungs- | Vorteile Nachteile
gebiet
Elektronen- Citrat- Diagnostik von | keine Proben- | teuer, bedarf
mikroskopie | VB, Thrombozyten- | bearbeitung spezieller
EDTA- | defekten (VB), hilfreich Ausriistung
Blut speziellen La- | fur die Darstel-
boren vorbehal- | lung von Gra-
ten nula
Lichttrans- Citrat- Diagnostik von | Goldstandard manuelle Pro-
missionsag- | PRP Thrombozyten- | diagnostische | benbearbei-
gregometrie defekten Methode, ver- | tung, von
(LTA) Screeningtest schiedene Sig- | praanalyti-
auf Blutungs- nalwege beur- | schen und
neigung teilbar, emp- analytischen
findlich fur Variablen

43




Monitoring anti-
thrombozytéarer
Therapien; weit
verbreitet in

Speziallaboren

antithrom-
bozytare The-

rapien

abhangig, be-
darf groR3er
Blutvolumina,
zeitaufwandig,
geringe Stan-

dardisierung

Impedanzag- | Citrat- Diagnostik von | keine Proben- | abh&ngig vom
gregometrie | VB Thrombozyten- | bearbeitung Hamatokrit
defekten (VB), diagnosti- | und der
Screeningtest sche Methode, | Thrombozy-
auf Blutungs- schneller Ein- | tenzahl, bei
neigung satz verschie- | alteren Gera-
Monitoring anti- | dene Signal- ten missen
thrombozytarer | wege beurteil- | Elektroden
Therapien; weit | bar, empfind- gereinigt und
verbreitet in lich far anti- recycelt wer-
Speziallaboren | thrombozytare | den
Therapien
Lumiaggre- Citrat- Detektion von beurteilt Granu- | semiquantita-
gometrie VB Granuladefek- | lasekretion und | tiv
ten; weit ver- sekundare Ag-
breitet in spezi- | gregstion
alisierten Labo-
ren
Verfiy Now Citrat- Monitoring anti- | POCT, einfach, | unflexibel,
VB thrombozytérer | keine Proben- | teuer, abhan-
Therapien bearbeitung, gig vom Ha-
verschiedene matokrit und
Kartuschen der Throm-
verflgbar bozytenzahl
Plateletworks | Citrat- Monitoring anti- | POCT, nur mi- | Indirekter
VB thrombozytarer | nimale Test, bedarf
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Therapien; ver- | Probenbearbei- | eingestellter
wendet in der tung, schneller | Thrombozy-
Chirurgie und und einfacher | tenzahl, we-
Kardiologie Screeningtest | nige Daten
PFA100/Inno- | Citrat- Beurteilung des | POCT, einfach, | starres, ge-
vance PFA-|VB Blutungsrisikos, | schnell, keine | schlossenes
200 der Wirkung Probenbearbei- | System, ab-
von Medika- tung (VB), hangig vom
menten, Scree- | kleine Blutvolu- | Hamatokrit,
ning auf mina erforder- | Thrombozy-
schwere lich, empfind- tenzahl und
Thrombozyten- | lich fur schwere | VWF, nicht
defekte; weit Thrombozyten- | empfindlich
verbreitetf funktionsde- fur Granula-
fekte, sekretionsde-
fekte
TEG/ROTEM | Citrat- Diagnostik von | POCT, globale | bestimmte
VB Thrombozyten- | Beurteilung der | Messpunkte
defekten Hamostase, definiert, misst
Beurteilung der | keine Proben- | Thrombusei-
gesamten Ha- | bearbeitung genschaften,
mostase (VB), reduziert | abhangig vom
Monitoring anti- | Bluttransfusio- | Hamatokrit
thrombozytérer | nen, Vorher- und der
Therapien; weit | sage von Blu- | Thrombozy-
verbreitet in der | tungskomplika- | tenzahl, we-
Chirurgie und tionen, nige klinische
Anésthesie Studien
Durch- Citrat- Beurteilung der | z.T. keine Pro- | spezialisiertes
flusszytome- | VB, Zellzahl, des benbearbeitung | Verfahren,
trie PRP, Aktivierungszu- | (VB), kleine teuer, Proben-

stand, der

Blutvolumina

bearbeitung
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gewa- Expression von | erforderlich, kann zu Arte-
schene | Oberflachen- grol3e Variabili- | fakten fihren
Platt- marker sowie tat der durch-
chen der zytoplas- fuhrbaren

matischen Mar- | Tests

ker; vor allem in
spezialisierten
Laboren ange-

wandt

1.5 Ziele der Arbeit und Ausblick

Die Diagnose von Thrombozytenfunktionsstérungen, vor allem milder Plattchen-
funktionsstorungen, stellt bis heute eine Herausforderung dar (Althaus et al.,
2020). Zwar existiert bereits ein breites Spektrum diagnostischer Testmethoden,
dennoch weisen auch die aktuellen Methoden noch Defizite auf. Studien haben
gezeigt, dass lediglich 10 % der Patienten mit Verdacht auf eine angeborene
Thrombozytenfunktionsstoérung eine spezifische molekulare Diagnose bekom-
men, wahrend bei 40 % der Patienten ein Funktionsdefekt ausgemacht wurde
(Lassila, 2016). AuRerdem profitiert nur ein begrenzter Anteil der Patienten mit
Thrombozytendefekten von den Fortschritten, die die letzten Jahre auf diesem
Bereich gemacht wurden, da viele neue Methoden aktuell noch Speziallaboren
vorbehalten sind und so viele Patienten nur erschwert Zugang zu adaquater Di-
agnostik haben (Greinacher et al., 2017). Des Weiteren bendétigen viele Metho-
den groRRere Blutvolumina, wie beispielsweise die Lichttransmissionsaggrego-
metrie als aktueller Goldstandard. Dies stellt jedoch gerade bei Untersuchungen
von Neugeborenen und Kindern ein Problem dar. Hinzu kommt, dass die Licht-
transmissionsaggregometrie bei Patienten mit Thrombozytopenie nur wenig aus-
sagekraftig ist, sie unmittelbar durchgefiihrt werden muss und sehr arbeits- und
zeitintensiv ist (Althaus et al., 2020). Zudem werden mit der Lichttransmissions-
aggregometrie bei nicht allen Patienten mit klinischen Blutungszeichen Platt-
chenfunktionsstorungen festgestellt. Genetische Screeningmethoden wie das
Next-Generation-Sequencing kdnnen zwar haufig zugrundeliegende genetische
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Defekte detektieren, jedoch ist dabei die Korrelation zwischen variablen geneti-
schen Auspragungen und phanotypischen Erscheinungen oftmals schwer
(Greinacher et al., 2017).

Die durchflusszytometrische Messung der pAKT-Kinase bringt hier als neue Me-
thode zur Diagnostik von Thrombozytenfunktionsstérungen einige Vorteile mit
sich. So stellt gerade bei der Diagnostik von Thrombozytendefekten bei throm-
botyzopenen Patienten die Durchflusszytometrie die Methode der Wahl dar, da
die Thrombozytenzahl, anders als bei vielen Standardmethoden, keinen Einfluss
auf die Ergebnisse hat (Lordkipanidze, 2016; Paniccia et al., 2015). Inshesondere
bei Patienten unter einer Chemotherapie, die die Thrombopoiese beeinflusst, ist
es essenziell, Aussagen uber eine erh6hte Blutungsneigung und folglich den in-
dividuellen Transfusionsbedarf treffen zu kdnnen. Auch Patienten, die unter der
Immunthrombozytopenie leiden, kdnnen trotz erniedrigter Thrombozytenzahl so-
wohl zu Blutungen als auch zu Thrombosen neigen (Konkle, 2011; Lassila, 2016).
Eine Charakterisierung des Aktivierungszustandes der Thrombozyten kann hier
helfen, mdgliche Komplikationen vorherzusagen und so ein schnelles Handeln
zu gewabhrleisten. Zudem bendétigen die durchflusszytometrischen Verfahren nur
geringe Blutvolumina, was gerade bei der Diagnostik von Thrombozytendefekten
bei Kindern einen entscheidenden Vorteil darstellt (Althaus et al., 2020). Die Fi-
xierbarkeit der Proben erlaubt des darliber hinaus eine weitreichendere Diagnos-
tik, da Proben verschickt werden kdnnen und so keine direkte raumliche Anbin-
dung an Speziallabore notwendig ist. Durch die Mdglichkeit der Darstellung int-
razellularer Prozesse ermdglicht die Durchflusszytometrie zudem die Analyse
verschiedener Signaltransduktionswege und somit eine bessere Charakterisie-
rung von Thrombozytenfunktionsstorungen, die mit den Standardmethoden bis-
lang nicht weiter eingrenzbar sind. In Studien wurde gezeigt, dass die bereits
etablierten durchflusszytometrischen Messungen der Expression der Oberfla-
chenmarker CD62P und CD63 relativ zuverlassig Patienten detektieren kénnen,
die spater auch eine Funktionsstérung in der LTA aufweisen, und somit als Pra-
test fur die aufwandige Standardmethode in Frage kommen. Allerdings weisen

auch diese Methoden Defizite auf, insbesondere was die Diagnose von
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Stérungen von Signaldefekten der Glykoproteinrezeptoren angeht (Dovlatova et

al., 2014), sodass hier weitere Methoden sinnvoll sind.

Immer mehr therapeutische Ansatze zielen zudem auf die Inhibition spezifischer
Signalwege ab. So finden Inhibitoren der AKT-Kinase und PI3-Kinase in der Zu-
kunft voraussichtlich immer mehr Einsatz in der Therapie von Tumoren (Ellis &
Ma, 2019; Hirai et al., 2010; Hua et al., 2021; Revathidevi & Munirajan, 2019)
oder entzuindlichen Prozessen wie der Osteoarthritis (Liu et al., 2019; Xue et al.,
2017). Die Beeintrachtigung der Thrombozytenfunktion unter diesen Therapien
l&sst sich mit den aktuell etablierten Methoden schlecht abschatzen. Der Einfluss
der spezifischen Inhibition von Signalwegen auf die Thrombozytenfunktion und
Gerinnung sollte jedoch nicht vernachlassigt werden. Hier kdnnte die durch-
flusszytometrische Bestimmung der pAKT-Expression der Thrombozyten von

Bedeutung sein.

Gerade bei multimorbiden Patienten, die neben Antikoagulantien mehrere Medi-
kamente mit potenziellem Einfluss auf die Thrombozytenfunktion wie zum Bei-
spiel SSRI oder Antibiotika einnehmen, kénnte ein spezifischeres Monitoring der
Thrombozytenaktivitat sinnvoll sein, insbesondere wenn eine erhdhte Blutungs-
neigung bei Sturzgefahr schwerwiegendere Konsequenzen haben kodnnte.
Ebenso kann es bei Hochrisiko-Patienten mit Stents wichtig sein, die Effektivitat
der dualen Thrombozytenaggregation zu Uberwachen, um weitere thromboem-

bolische Ereignisse zu vermeiden (Gross et al., 2016).

Die durchflusszytometrische Messung der pAKT-Kinase kdnnte aulerdem der
Identifizierung neuer therapeutischer Ansatzpunkte im Signaling bei antikorper-
vermittelten Erkrankungen dienen. So stellt der PI3K-AKT-Signalweg einen der
Hauptaktivierungswege der Thrombozyten bei COVID-19 dar. Studien haben ge-
zeigt, dass die Aktivierung des pAKT/AKT-Signalweges mit einer Thrombozyten-
aktivierung bei schweren COVID-19-Verlaufen einhergeht. Damit stellt dieser
Signalweg potenziell auch einen méglichen Ansatzpunkt fur die Pravention von
Thrombosen bei COVID-Patienten dar (Pelzl et al., 2022). Dartber hinaus konnte
die in meiner Dissertation beschriebene Methode fir die Diagnostik der HIT neue
Moglichkeiten mit sich bringen. So hat nicht jeder im HIPA positiv getesteter
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Patient eine klinisch relevante HIT (Warkentin, 2011), sodass eine genauere
Charakterisierung der Aktivitat der HIT-Antikdrper und somit eine Schweregrad-
beurteilung der HIT entscheidend ist. Aul3erdem konnte eine Analyse der durch
die HIT-Antikorper aktivierten Thrombozyten bei der Identifizierung von Subgrup-

pen mit einem hohen Risiko fur Thrombose helfen (Pelzl et al., 2022).

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen, dass es durchaus realisierbar ist, mittels
durchflusszytometrischen Methoden die pAKT-Expression von Thrombozyten zu
visualisieren und zu quantifizieren (Althaus et al., 2020). Ebenso konnte gezeigt
werden, dass der Anteil der pAKT-Expression abhangig von der Aktivierung der
Thrombozyten durch verschiedene Agonisten ist und somit einen wichtigen Be-
standteil von verschiedenen Signaltransduktionswegen darstellt. Auch die Akti-
vierung der Thrombozyten durch antithrombozytare Antikdrper, wie sie zum Bei-
spiel bei der HIT vorhanden sind, lasst sich mittels der in meiner Doktorarbeit
vorgestellten Methode darstellen. Damit sind wichtige Grundvoraussetzungen
zur Beurteilung der Thrombozytenfunktion und ihrer Stérungen erfullt. Mit ent-
scheidenden Vorteilen wie dem Bedarf geringer Blutvolumina sowie der Méglich-
keit der Fixierung von Proben und einer damit verbundenen Flexibilitat kdnnte
die durchflusszytometrische Bestimmung der Expression der pAKT-Kinase eine
neue Methode als zuklnftige Alternative oder Erganzung in der Thrombozyten-
funktionsdiagnostik darstellen (Althaus et al., 2020). Fir eine weitere Beurteilung
der Eignung der Methode, ihrer Sensibilitat und Spezifitat fur die Diagnose von
Thrombozytendefekten bedarf es jedoch weiterer Messungen an gré3eren Pati-

entengruppen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialen und Gerate

2.1.1 Verwendete Chemikalien

Tabelle 7: Ubersicht iber die verwendeten Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

Ampuwa® (destilliertes Wasser)

Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutsch-

land

Dulbecco’s phosphate buffered
saline (PBS)

Biochrom, Berlin, Deutschland

NacCl 0,9%

Braun, Melsungen, Deutschland

ROTI®Cell Hanks* BSS

Carl Roth GmbH + Co0.KG, Karlsruhe,

Deutschland

MelonTM-Gel IgG Spin Purification
Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

PerFix no centrifuge assay Kit

Beckman Coulter, Marseille, Frankreich

RIPA lysis buffer

ThermoFisher Scientific, Paisley, UK

0,5 EDTA Solution (100X)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Halt™ Protease & Phosphatase
Inhibitor Cocktail (100X)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Laemmli-Sample-Buffer

BioRad, California, USA

EveryBlot Blocking Buffer

BioRad, California, USA

PageRuler Prestained Protein Lad-

der

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

AKT-Inhibitor Bay1125976

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Heparin 1000 E/ml

Emosis, lllkirch, Frankreich

Heparin 3 E/ml

Emosis, lllkirch, Frankreich

TRAP-6

HART, Hartlepool, UK

Kollagen Chrono-Par

Chrono-Log Corp., Haverton, USA

Arachidonsaure

Hart, Hartlepool, UK

ADP

Hart, Hartlepool, UK

Kollagen-Reagenz-Horm (fur
HIPA)

Takeda Austria GmbH, Tokio, Japan

SKF-Lésung

Takeda Austria GmbH, Tokio, Japan

Hirudin 2000 ATU

Pentapharm, Aesch BL/Schweiz

Heparin fur HIPA

Ratiopharm, Ulm, Deutschland

Reviparin (Clivarin)

Mylan Healthcare GmbH, Bad Homburg,

Deutschland

Zymutest HIA 1gG

Hyphen BioMed, Neuville-sur-Oise,

Frankreich

2.1.2 Verwendete Antikorper

Tabelle 8: Ubersicht liber die verwendeten Antikérper

Antikorper

Hersteller

Anti-Human CD32-Antikdrper,

Clone IV.3

Stemcell technologies, Vancouver, Ca-

nada

OptiClone IgG1(mouse)-FITC-
IgG1(mouse)-PE, IgG1(mouse)-PC5-

Antikéroper

Beckman Coulter, Marseille, France
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PC5-labelled mouse anti-human
CD41, Clone P2

Beckman Coulter, Brea, USA

AKT1-Monoclonal Antibody APC

Invitrogen, Rockford, USA

Anti-Hu/Mo Phospho-AKT1 (Ser473),

eBioscience-PE-Antikorper

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

APC Mouse Anti-Human CD62P-
Anttikdrper

BD Pharmingen, New Jersey, USA

Ms mAb to AKT1

Abcam, Cambrige, UK

Sekundarantikérper IRDye®680

LI.COR®, Lincoln, US

Sekundarantikérper IRDye®800

LI.COR®, Lincoln, US

Phospho-AKT1 (Ser473) Antibody

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Anti(h)-Fcy-HRP-Immunkonjugat

2.1.3 Verwendete Labormaterialien

Tabelle 9: Ubersicht iiber die verwendeten Labormaterialien

Labormaterialien

Hersteller

50 ml Cellstar®Tubes

Greiner bio-one, Frickenhausen,

Deutschland

15 ml Falcon-Tubes

Corning Science Mexico S.A. de C.V.,

Tamaulipas, Mexiko

BD Vacutainer 9NC 0,105M

Buff. NazCitrate

Becton Dickinson, Plymouth, UK

Acidic-dextrose, Vacutainer ACD-A

Becton Dickinson, Plymouth, UK
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S-Monovette EDTA 7.5 ml Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Venofix Safety 21G Sicherheitsven- |Braun, Melsungen, Deutschland

enpunktionsbesteck

Safe-Lock Tubes 1.5 und 2 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Durchflusszytometrie-Rdhren Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Nitril Handschuhe Paul Hartmann, Heidenheim,
Deutschland

Pasteurpipette 5ml Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

TipOne XL Pipettenspitzen 10; Starlab, Hamburg, Deutschland

20; 200; 1000 pl

Amicon®Ultra Centrifugal Filters 1K | Merck, Darmstadt, Deutschland

0,45 um PVDF Membranen Merck, Darmstadt, Deutschland

PS-Microplatte 96k U-Form Greiner bio-one, Frickenhausen,

Deutschland

PS-Rohrchen 14 ml, Round Bottom | Greiner bio-one, Frickenhausen,

Deutschland

ELISA-Mikrotiterplatte Hypen BioMed, Neuville-sur-Qise, lle-
de-France

2.1.4 Verwendete Puffer und Losungen

Tabelle 10: Ubersicht uber die verwendeten Puffer und Losungen

L6ésung |Inhaltsstoffe

RIPA ly- |1 ml 100x RIPA lysis buffer (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
sis buffer | USA)
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1 ul0,5M 100x EDTA (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

1 pl 100x Halt™ protease and phosphatase inhibitor cocktail
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

Wasser

2-30 % Acrylamide/Bis Solution (BioRad, California, USA)

15 %
SDS- 1.5 M Tris-hydrochlorid (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
PAGE 4-10 % SDS ultra pure (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
Gele
5-10 % Ammonium persulfate (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)
TEMED (BioRad, California, USA)
0.025 M Trizma®base (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)
Laufpuffe
r West- 0.192 M Glycin (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
ernblot 0.10 % SDS ultra pure (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
0.025 M Trizma®base (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)
Transfer-
puffer 0.192 M Glycin (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
Western- | 9 10 % SDS ultra pure (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
blot
200 ml Methanol (Honeywell, Muskegon, Michigan, USA)
TBS-T 20 mM Trizma®base (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)
Buff . . :
utter 1 mM NacCl (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)
0,1 % Tween®20 (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)
Zymutest | Hypen BioMed, Neuville-sur-Oise, lle-de-France, bestehend aus:
HIA 1IgG | HIA Probenverdinner
ELISA- HIA 1gG Positivkontrolle
Kit

Negativkontrolle
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Anti(h)-Fcy-HRP-Immunkonjugat
Konjugatverdinner

Waschlésung

Peroxidasesubstrat (3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin)
Stopplosung (0,45M Schwefelsaure)

(Hypen BioMed, Neuville-sur-Oise, Tle-de-France)

HIPA Ba- | Bicarbonatpuffer: NaHCOs3 (VWR international, Fontenay sous
sispuffer |Bois, Frankreich), KCI (VWR international, Fontenay sous Bois,
Frankreich), NaCl, NaH2POa4 (Sigma Aldrich, St. Louis, USA), Am-
puwa
Glucose 10 % (Braun, Melsungen, Deutschland)
Rinderalbumin BSA 20 % (VWR international, Fontenay sous Bois,
Frankreich)
Ampuwa (Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland)
HIPA Basispuffer
Wasch- . . .
Apyrase 1 U/ul (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)
puffer
Hirudin 1 U/ul (DSM, Aesch BL, Schweiz)
HCI 1 M (VWR international, Fontenay sous Bois, Frankreich) zur
pH-Wert-Einstellung
HIPA Re- | Basispuffer
suspensi- . . . :
P MgCl2 0.2 M (VWR international, Fontenay sous Bois, Frankreich)
onspuffer

CaClz2 0.2 M (VWR international, Fontenay sous Bois, Frankreich)

HCI 1 M (VWR international, Fontenay sous Bois, Frankreich) zur

pH-Wert-Einstellung
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2.1.5 Verwendete Gerate

Tabelle 11: Ubersicht Uiber die verwendeten Gerate

Gerate

Hersteller

Cell-Dyn Ruby Hematological

Analyzer

Abbott, Wiesbaden, Deutschland

Durchflusszytometer Navios

Beckman Coulter, Brea, USA

Gefrierschrank (-80 °C)

liIshin Europe, Ede, Niederlande

Heraeus 37 °C Inkubator

Thermo Scientific, Waltham, USA

Kihlschrank (4 °C)

Siemens, Miinchen, Deutschland

Eppendorf Research®Plus Pi-
petten 10; 20; 100; 200; 1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Rotator

Neolab, Heidelberg, Deutschland

Rotina 46 R Zentrifuge

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Rotina 35 R Zentrifuge

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Shaker

Philips, Brussels, Belgien

Tube Roller

Benchmark Scientific Inc, Edison, USA

TubeOne Mikrozentrifuge

Starlab, Hamburg, Deutschland

Vortexer, Reax-Top

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Magnetrthrer

Janke&Kunkel GmbH& Co. KG, Staufen,

Deutschland

NanoDrop One

VWR, Bruchsal, Deutschland

Imaging System Westernblot

NIH, Bethesda, USA

Trans-Blot®Turbo System

BioRad, California, USA
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Multiplate®-Analyzer Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Test Tube Thermostat Model Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
TCR100

2.2 Methoden

2.2.1 Patienten und Spender

Fur die Messungen wurde Blut von gesunden Spendern aus der Blutspendezent-
rale Tubingen, Baden-Wiurttemberg, nach deren schriftlicher Einwilligung ver-
wendet. Voraussetzung war, dass diese keine Medikamente innerhalb der letzten
zehn Tage eingenommen hatten. Die Blutentnahme erfolgte aus der Kubitalvene
mittels 21-Gauge Butterfly (Braun, Melsungen, Deutschland) ohne Stauung je
nach Methode in ein Citratrohrchen (Becton Dickinson, Plymouth, UK), EDTA-
Rohrchen (Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland) oder ACDA-R6hrchen (Becton Di-
ckinson, Plymouth, UK).

Fir den klinischen Teil, die Testung der Wirkung von Antikdrpern gegen den He-
parin-PF4-Komplex der Klasse 1gG auf die Aktivierung von Thrombozyten, wur-
den Seren von Patienten mit Verdacht auf eine HIT und bestatigter HIT verwen-
det. Diese wurden vorher im HIPA-Test sowie im ELISA getestet und mittels die-
ser Tests sowie klinischer Kriterien (4-T-Score) in verschiedene Kategorien be-
zuglich der Schwere ihrer Erkrankung eingeteilt. Als Kontrolle dienten Seren von
gesunden Spendern der Blutgruppe AB, ebenfalls aus der Blutspendezentrale
Tubingen. Auch die Thrombozyten, an denen die Wirkung der HIT-Seren getestet
wurden, stammten von gesunden Spendern ohne Medikamenteneinnahme nach

deren Einverstandnis.
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2.2.2 Durchflusszytometrische Analysen- Grundlagen der Durchflusszy-
tometrie

Die Durchflusszytometrie (FACS= Fluorescence Activcated Cell Sorting) ist eine
Methode, die der Zahlung und Charakterisierung von Zellen dient. Mithilfe der
Durchflusszytometrie kann so die Expression verschiedener Proteine an der
Oberflache oder innerhalb von Zellen beurteilt werden. Dafur werden die zu un-
tersuchenden Zellen von dem FACS-Geréat aufgenommen und flieRen einzeln
hintereinander aufgereiht an einem scharf gebundelten Laserstrahl vorbei (siehe
Abb. 11). Trifft der Laserstrahl auf die Zelle, wird das Licht in verschiedene Rich-
tungen gestreut. Das Vorwartsstreulicht wird dabei im Forward Scatter (FSC),
erfasst und erlaubt Informationen tber die Grof3e der Zellen. In einem 90°-Winkel
dazu wird das so genannte Seitwartsstreulicht im Side Scatter (SSC) erfasst, wel-
ches Informationen Uber die Granularitat der Zellen gibt. Der Laser regt aul3er-
dem spezifische, kovalent an Antikorper gebundene Fluoreszenzfarbstoffe an,
mit denen die Zellen vorher gefarbt wurden. Die unterschiedlichen Farbstoffe
emittieren die absorbierte Energie in Form von Licht einer hoheren Wellenlange,
entsprechend des Wellenlangenbereichs fir den jeweiligen Farbstoff. Dieses
Signal wird mittels Filter in verschiedene Fluoreszenzspektren aufgetrennt und
durch nach verschiedenen Fluoreszenzkanalen getrennten Detektoren aufge-
nommen, in elektrische Signale umgewandelt und ausgewertet (Mandy et al.,
1995; McKinnon, 2018). In den hier beschriebenen Messungen wurde das Durch-

flusszytometer Navios von Beckman Coulter verwendet.
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Probe

Tragerflussigkeit ——

Filter und Detektoren

Fluoreszenz

Laser Forward Scatter
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Side Scatter

Abbildung 11: Prinzip der Durchflusszytometrie, adaptiert nach (Adan et al., 2017): Die in der
Probe enthaltenen Zellen flieRen durch die Tragerflissigkeit einzeln aufgereiht hintereinander an
einem Laserstrahl vorbei. Der Laserstrahl, der auf die Zellen trifft, erzeugt ein Streulicht, das als
Forward und Side Scatter gemessen werden kann. Aul3erdem regt der Laser die kovalent an
Antikorper gebundenen Fluoreszenzfarbstoffe an, die ein Licht spezifischer Wellenlange, je nach
gebundenem Farbstoff, emittieren. Dieses Licht wird gefiltert und trifft auf Detektoren, die das

aufgenommene Signal in elektrische Signale umwandeln.

2.2.3 Herstellung von PRP

Fir die Herstellung von thrombozytenreichem Plasma (PRP, engl. ,platelet rich
plasma®“) wurde das von den Spendern entnommene Citratblut fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur ruhen gelassen und anschlieend bei 120 g fur 15 Minuten
zentrifugiert (Rotina 46R Zentrifuge, Hettich, Tuttlingen, Deutschland). Der Uber-
stand, der das PRP darstellt, wurde dann mit einer Pasteurpipette (Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland) abgenommen und in ein separates Gefal3 Uberfuhrt
(Althaus et al., 2020). Anschlie3end wurde die Zellzahl mittels Cell-Dynn (Abbott,
Wiesbaden, Deutschland) gemessen und auf 300.000 Zellen pro Mikroliter ein-

gestellt.
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2.2.4 Verdinnung der Agonisten

Fur die Aktivierung der Thrombozyten wurden in den Experimenten verschiedene
Agonisten verwendet: TRAP-6 (=Thrombin Receptor Activating Peptide) (HART,
Hartlepool, UK), ADP (=Adenosindiphosphat) (Hart, Hartlepool, UK), Arachidon-
saure (Hart, Hartlepool, UK) sowie Kollagen (Chrono-Log Corp., Haverton, USA).
Je nach Experiment wurden die Agonisten direkt im Voraus entsprechend mit
Ampuwa (Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) verdiinnt, um final die
gewunschte Endkonzentration der Agonisten zu erhalten. Die geeigneten End-
konzentrationen hierfir wurden in Vorexperimenten ermittelt. Tabelle 12 prasen-

tiert die verwendeten Konzentrationen.

Tabelle 12: Verwendete Agonisten und jeweilige Verdinnung

Agonist Stock Endkonzentration
TRAP-6 1mM 20 uM

ADP 100 uM 15 pM
Arachidonsaure 5 mg/ml 1,5 mmol/l
Kollagen 1 mg/ml 10 pg/ml

2.2.5 Inhibierung der AKT-Kinase

Ein weiterer Teil des PRP wurde vorab mit dem AKT-Inhibitor Bay1125976
(Merck, Darmstadt, Deutschland Stock 10 mM, End-C 10 puM) fir 10 Minuten bei
37 °C inkubiert, um den Einfluss der Hemmung des AKT-Signalwegs auf die Ak-
tivierung der Thrombozyten aufzuzeigen (Pelzl et al., 2022). Der AKT-Inhibitor
hemmt dabei die Phosphorylierung der AKT-Kinase unter anderem an der Posi-
tion Ser473 sowie Thr308 durch die PDK1 (Politz et al., 2017).

2.2.6 Thrombozytenaktivierung und CD62P-Messung

Eine bereits etablierte Kontrollmethode, um die Aktivierung der Thrombozyten zu
messen, ist die Analyse der Expression des Oberflachenmarkers P-Selektin
(CD62P). Dabei handelt es sich um ein Zelladh&sionsmolekiil, das sich bei nicht

aktivierten Thrombozyten in den a-Granula befindet. Eine Aktivierung der
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Thrombozyten flihrt zu einer Freisetzung der Granula an die Zelloberflache der

Thrombozyten (Gremmel et al., 2016).

Fir die Beurteilung der Aktivierung wurde pro Agonisten ein Pipettieransatz her-
gestellt, eine Isotypenkontrolle, um das Hintergrundsignal durch unspezifische
Bindungen von Antikdrpern abschatzen zu kénnen, und eine Negativkontrolle mit
Puffer, um den nicht aktivierten Zustand der Thrombozyten beurteilen zu kénnen.
Zudem erfolgte ein Ansatz mit einer CD41-PC5-Farbung, einem Thrombozyten-
marker, um verifizieren zu kénnen, dass es sich bei den gemessenen Events um

Thrombozyten handelt.

Pro Pipettieransatz wurden 12,5 pl PRP mit 7,5 pl des jeweiligen vorher verdinn-
ten Agonisten bzw. PBS (engl. ,phosphate-buffered saline®) (Biochrom, Berlin,
Deutschland) als Kontrolle fir 5 min bei 37 °C inkubiert (Althaus et al., 2020;
Hidiatov et al., 2023). Als Vergleich erfolgte je ein Ansatz mit dem mit AKT-Inhi-
bitor vorinkubiertem PRP. AnschlieRend wurden je 5 pl pro Ansatz in 45 ul
HANKS-Puffer (Carl Roth GmbH + Co0.KG, Karlsruhe, Deutschland) tberfuhrt.
Die Ansatze wurden mit je 1 pl des entsprechenden Antikérpers (OptiClone
IgG1(mouse)-FITC-IgG1(mouse)-PE, IgG1l(mouse)-PC5-Antikoroper (Beckman
Coulter, Marseille, France), PC5-labelled mouse anti-human CD41, Clone P2
(Beckman Coulter, Brea, USA) bzw. APC Mouse Anti-Human CD62P-Antikdrper
(BD Pharmingen, New Jersey, USA) fur 15 min im Dunkeln inkubiert, anschlie-
Rend mit 450 pul HANKS-Puffer (ROTI®Cell Hanks* BSS, Carl Roth GmbH +
Co.KG, Karlsruhe, Deutschland) aufgeftillt und am Durchflusszytometer (Navios,
Beckman-Coulter, USA) gemessen. Der Versuchsaufbau wird in Abbildung 12

schematisch dargestellt.
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Entnahme von Citratblut von verschiedenen Spendern, jeweils Herstellung von

PRP (Protokoll s.0.)

PRP (nicht vorinkubiert)

Inkubation von 12,5ul PRP mit 7,5ul
Agonist/PBS fur 5 Minuten bei 37 °C

Farbung von je 5ul mit 1 pl Isotype-AK,
CD41-PC5-Antikorper bzw. CD62P-APC-
Antikorper in 45 pl HANKS fir 15 Minuten

. J/

Auffillen mit 450 pl HANKS pro Tube und
FACS-Messung

PRP (mit AKT-Inhibitor vorinkubiert,
Protokoll s.0.)

Inkubation von 12,5ul PRP mit 7,5 pl
Agonist/PBS fur 5 Minuten bei 37 °C

.

Farbung von je 5ul mit 1 pl Isotype-AK,
CDA41-PC5-Antikorper bzw. CD62P-APC-
Antikorper in 45 pl HANKS fur 15 Minuten

J

7

Auffillen mit 450 ul HANKS pro Tube und
FACS-Messung

~\

Abbildung 12: Darstellung des Versuchsaufbau fur die Thrombozytenaktivierung und

CD62P-Messung
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2.2.7 Analyse CD62P-Messung im FACS-Protokoll

Die Analyse der Zellen erfolgte nach ihrer GroRe, Granularitdt und Fluoreszenz-
markierung. Zunachst erfolgte eine Quantifizierung der in der CD41-PC5-Far-
bung positiven Events, gemessen im FL-5 Kanal. Wie in Abbildung 12 beispiel-
haft zu sehen, exprimierten fast alle Events CD41, einen Thrombozytenmarker,
weshalb davon auszugehen ist, dass es sich bei den Zellen nahezu ausschliel3-

lich um Thrombozyten handelt.

10° 100
m_
1074
o 007
Z c CD41-positive Events: 99,25%
0 VN |
10°
20
T T T 0-
100 10 102 109 100 o 102 100
SS INT CD41-PC5
Gate Number %Total Gate Number %Total
All 10.000 100,00 All 10.000 100,00

CD41-positive Events  9.923 99,25

Abbildung 13: Darstellung der CD41-positiven Events. Links wird die Zellpopularitat nach
Granularitat und Grol3e dargestellt, rechts die Expression des Markers CD41, markiert durch eine
PC5-Farbung. Die CD41-positiven Events, die hier 99,25 % der Zellen ausmachten, wurden lila
eingefarbt.

Die CD62P-Expression der Thrombozyten konnte durch die CD62P-APC-Far-
bung im FL6-Kanal detektiert werden. Um die Aktivierung der Thrombozyten
durch die verschiedenen Agonisten vergleichen zu kdonnen, wurde das Signal
nach Aktivierung mit den Agonisten (Prozentsatz der positiven Zellen) jeweils in
das Verhéltnis zu dem Signal der Negativkontrolle, also den nicht bzw. nur gering
aktivierten Zellen, gesetzt und der so genannte Fold Increase (FI) gebildet (siehe
Abb.14). Beispiel hier: FI (TRAP) = 85,65/ 17,04 = 5,03.
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Abbildung 14: Darstellung der CD62P-positiven Events nach Aktivierung mit TRAP-6. Je-
weils links sind die Zellpopulationen nach Granularitat und Grol3e dargestellt, rechts die Expres-
sion der CD62 positiven Zellen. Diese wurden griin eingefarbt. Wahrend bei der Negativkontrolle
(oben dargestellt) nur 17,04 % der gemessenen Events CD62P exprimierten, stieg der Anteil
nach Aktivierung mit TRAP-6, unten dargestellt, auf 85,65 %, was einem Fold Increase von 5,03

entsprach.
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2.2.8 pAKT/AKT-Messungen

Fur die Messung der phosphorylierten Form der AKT-Kinase bei den zuvor akti-
vierten Thrombozyten wurde zu den jeweiligen Inkubationsansatzen mit den ver-
schiedenen Agonisten (siehe oben) sowie der Negativkontrolle nach Inkubation
je 2 ul des Puffer 1 eines kommerziell erhaltlichen Perfix-Kits (Beckmann Coulter,
Marseille, Frankreich) hinzugegeben und fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur in-
kubiert, um die Zellen zu fixieren. Auch hier wurde jeweils PRP mit und ohne
vorausgegangener AKT-Inhibition verwendet. Da es sich bei der AKT-Kinase um
ein intrazellulares Protein handelt, mussten die Zellen fir die Darstellung der
Phosphorylierung dieser Kinase permeabilisiert werden. Die Permeabilsierung
erfolgte mit der Farbung in einem weiteren Schritt. Dafur wurden 5 pl des ent-
sprechenden Pipettieransatzes zu 32,5 pl eines Antikbrpermixes pipettiert, be-
stehend aus Puffer 2 des Perfix-Kit und dem jeweiligen Antikorper (siehe Tab.13),
OptiClone IgG1l(mouse)-FITC-IgG1l (mouse)-PE IgG1 (mouse)-PC5-Antikorper
(Beckman Coulter, Marseille, France), PC5-labelled mouse anti-human CD41,
Clone P2 (Beckman Coulter, Brea, USA), AKT1-Monoclonal Antibody APC (In-
vitrogen, Rockford, USA) sowie Anti-Hu/Mo Phospho-AKT1 (Ser473), e-
Bioscience-PE-Antikorper (Invitrogen Life Technologies Corp., Carlsbad, USA).

Tabelle 13: Zusammensetzung der Antikdrpermixe fir die Permeabilisierung und Far-
bung

Isotypenkontrolle 129 pl Puffer 2 + 1 pl Isotype-AK

CD41-Kontrolle 1200 pl Puffer 2 + 8 ul CD41-PC5

Solofarbung pAKT 1200 pl Puffer 2 + 32 ul pAKT-PE

Solofarbung AKT 1200 pl Puffer 2 + 32 ul AKT-APC

Doppelfarbung pAKT/AKT 1200 pl Puffer 2 + 32 ul pAKT-PE + 32 pl AKT-
APC

Die Proben wurden fur 15 Minuten in Dunkelheit mit den Antikdrpern gefarbt. Im
letzten Schritt wurden Uberschussige, ungebundene Antikorper entfernt. Dies er-
folgte durch die Zugabe von 375 pl eines vorher 1:10 mit Ampuwa verdinnten

Waschpuffers, Puffer 3 des Perfix-Kits, zu jeder Probe. Dann wurden die Proben

65



unter dem Durchflusszytometer gemessen (Althaus et al., 2020). Abbildung 15
skizziert den beschriebenen Ablauf der pAKT/AKT-Messungen.

-
Entnahme von Citratblut von verschiedenen Spendern, jeweils Herstellung von
PRP (Protokoll s.0.)
g
4 N\ 4 N\
. . . PRP (mit AKT-Inhibitor vorinkubiert,
PRP (nicht vorinkubiert) (
Protokoll s.0.)
Inkubation von nicht-vorinkubiertem PRP mit . Inkupatlon von m|.t AKT_mh'bltor .
Agonist/PBS fir 5 Minuten bei 37 °C vorinkubiertem PRP mit Agonist/PBS fur 5
Minuten bei 37 °C
| J/ | J/
4 N\ 4 N\
Fixierung mit Puffer 1 fir 15 Minuten bei Fixierung mit Puffer 1 fir 15 Minuten bei
Raumtemperatur Raumtemperatur
| J/ | J/
( Uberfiihrung von 5 ul je Ansatz in 32,5 pl des ) ( Uberfiihrung von 5 ul je Ansatz in 32,5 pl des )
jeweiligen AK-Mixes (Isotype, CD41-PC5, AKT- jeweiligen AK-Mixes (Isotype, CD41-PC5, AKT-
APC, pAKT-PE) -> Permeabilisierung und APC, pAKT-PE) -> Permeabilisierung und
\ Farbung flr 15 Minuten im Dunkeln ) . Farbung fur 15 Minuten im Dunkeln )
4 N\ 4 N\
Waschen mit Puffer 3 und FACS-Messung Waschen mit Puffer 3 und FACS-Messung
| J/ | J/

Abbildung 15: Versuchsaufbau der pAKT/AKT-Messungen

2.2.9 Analyse der pAKT/AKT-Messungen

Zuerst erfolgte auch hier bei den im FACS gemessenen Events eine Kontrolle
mittels CD41-PC5-Farbung (FL4-Kanal) um sicherzugehen, dass nahezu alle
Zellen den Oberflachenmarker CD41 exprimieren und es sich demnach per De-
finition um Thrombozyten handelt. AnschlieRend wurde die AKT-Expression
(APC, gemessen im FL6-Kanal) sowie die pAKT-Expression (PE, gemessen im
FL2-Kanal) der Zellen beurteilt. Dazu wurden die beiden Kanéle gegeneinander

aufgetragen und die Events in vier Sektoren eingeteilt: Events, die weder ein
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positives AKT- noch ein positives pAKT-Signal emittierten, Events, die nur ein
positives AKT-Signal von sich gaben, Events die nur ein positives pAKT-Signal
zeigten, sowie Events, die sowohl ein positives AKT- als auch ein positives pAKT-
Signal aufwiesen. Da Thrombozyten aufgrund des Vorhandenseins der AKT-
Kinase grundsatzlich ein positives AKT-Signal aufzeigen missen, wurde der Cut-
Off fuir die Positivitat des AKT-Signals so gesetzt, dass alle gemessenen und als
Thrombozyten identifizierten Events als AKT-positiv galten. Der Cut-Off fur ein
positives pAKT-Signal wurde anhand der Negativkontrolle definiert. Da die Zellen
sich hier in einem per Definition nicht aktivierten Zustand befinden, wurde der
Cut-Off so gesetzt, dass sich maximal ein Prozent der Events in der Negativkon-
trolle im doppelt positiven Sektor befanden (siehe Abb.16) (Althaus et al., 2020).
Die so gesetzten Cut-Off-Werte wurden dann fir die weiteren Messungen der mit
den Agonisten aktivierten Proben tibernommen. Als Mal3 der Aktivierung wurde
der prozentuale Anteil der Zellen festgelegt, die sich im doppelt positiven Sektor
befanden. In Abbildung 17, die die Aktivierung mit TRAP-6 zeigt, waren das bei-
spielsweise 11,78 %.

10° 100 o 1
pAKT-positive Events: 0,99%
10°+ 107+
- o &
& 10" e % 10"
; a
107 10° 5
R 0 10 01
FS INT AKT-APC
Gate Number %Total Gate Number %Total
All 10.002 100,00 All 10.002 100,00
pAKT-positive Events 99 0,99

Abbildung 16: Darstellung der FACS-Messung einer Negativkontrolle. Links wurde die Zell-
population nach Granularitéat und Gro3e aufgetragen, rechts wurde sie unterteilt nach AKT- sowie
pAKT-Expression. Fir die Beurteilung der pAKT-positiven Zellen sind die Events im rechten obe-
ren Quadranten entscheidend. Diese wurden bei der Negativkontrolle auf maximal 1 % eingestellt
und die Skalierung fiir die weiteren Messungen verwendet.
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Abbildung 17: Darstellung der FACS-Messung einer Probe nach Aktivierung mit TRAP-6.
Links wird die Zellpopulation nach Granularitdt und Grofl3e dargestellt, rechts nach AKT- und
pAKT-Expression. Die pAKT-positiven Events sind im rechten oberen Sektor dargestellt und rot
eingefarbt. Sie betrugen nach Inkubation mit TRAP-6 11,78 %.

2.2.10 IgG-Isolation

Fir die Testung des Effekts der HIT-Seren auf Thrombozyten wurden aus den
HIT-Seren IgG-Antikorper isoliert. Fir die Definition eines HIT-Serum wurde ein
HIT-IgG-Nachweis sowie ein positiver funktioneller Test mit entsprechender Kli-
nik vorausgesetzt. Als Kontrolle dienten IgG aus AB-Seren gesunder Spender.
Zur Isolation der Antikorper wurden die Seren zunachst fur 30 Minuten bei 56°C
hitzeinaktiviert (Test Tube Thermostat Model TCR100, Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland) und anschliel3end fur 5 Minuten bei 5000 g mit Bremse zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde in einem separaten Eppendorf-GefaR aufgefangen
und weiterverwendet. Die Aufreinigung der IgG erfolgte mittels des kommerziell
erhéltlichen MelonTM-Gel IgG Spin Purification Kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) gemal3 der durch den Hersteller beschriebenen Anleitung. An-
schlieend wurde am NanoDrop One (NIH, Bethesda, USA) die Konzentration

der IgG gemessen.
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2.2.11 Inhibierung des Fcy-Rezeptors Il

Um den Anteil der antikdrperinduzierten Signalibertragung vermittelt durch den
Fcy-Rezeptors Il (FcyRII) ausmachen zu kdnnen, wurde bei einem Teil der ver-
wendeten Thrombozyten mittels eines monoklonalen Anti-CD32-Antikdrpers
Clone IV.3 (Stemcell technologies, Canada) der FcyRIl blockiert (Worthington et
al., 1990). Dazu wurden je 75 ul des PRPS mit je 5 pl des IV.3-Antikérpers bei
37 °C fur 45 Minuten inkubiert. Danach wurde mit dem PRP wie weiter unten
ausgefuhrt verfahren (Pelzl et al., 2022).

2.2.12 Messung der Aktivierung durch HIT-IgG
Um den Effekt der HIT-IgG auf die Thrombozyten gesunder Spender zu testen
und vergleichen zu kénnen, wurden in diesem Experiment verschiedene Ansatze

durchgefuhrt:

Eine Negativkontrolle, um den Ruhezustand der Thrombozyten beurteilen zu
konnen, eine Positivkontrolle mit TRAP (Endkonzentration 20 uM) um zu beurtei-
len, inwiefern sich die Thrombozyten aktivieren lassen und eine Kontrolle des
Effekts des zur Aufreinigung verwendetet Melon Kit Puffers auf die Thrombozy-
ten. In je drei verschiedenen Ansatzen wurden die isolierten Antikorper auf die
Thrombozyten gegeben und mit gering konzentriertem Heparin (End-Konzentra-
tion 0,3 U/ml), hoch konzentriertem Heparin (End-Konzentration 100 U/ml) oder
PBS versehen. Aul3erdem wurde der Ansatz mit gering konzentriertem Heparin
auch an AKT-inhibierten und IV.3-inhibierten Thrombozyten getestet (siehe
Tab.14).

Fur die Messung der CD62P-sowie pAKT/AKT-Expression wurden die Ansétze,
wie in Tabelle 14 dargestellt, fir 30 Minuten unter Schwenken inkubiert. Im An-
schluss erfolgte fiir die pAKT/AKT-Messungen eine Fixierung mit Puffer 1 des
Perfix-Kits im Verhaltnis 1:10 fur 15 Minuten bei Raumtemperatur. Die Perme-
abilsierung und Farbung sowie das Waschen erfolgte wie im vorherigen Teil zu
den pAKT/AKT-Messungen beschrieben.
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Fur die CD62-Messungen wurden nach Inkubation 5 ul pro Probe entnommen

und in 45 ul HANKS-Puffer tberfuhrt. Die weiteren Schritte erfolgten dann analog

zur oben dargestellten CD62P-Messung nach Aktivierung mit Agonisten.

Tabelle 14: Inkubationsansétze fir die Messung der Effekte der HIT-IgG

Negativkontrolle 15 pl PBS 25 pl PRP -

Positivkontrolle 15 pl TRAP | 25 pl PRP -

Puffer Melon Kit Kon- | 7,5 ul Puffer | 17,5 pul PRP -

trolle Melon Kit

AB 0,3 5ulAB IgG | 17,5 pl PRP 2,5 pl Heparin 0,3

AB 100 5ulABIgG | 17,5 pul PRP 2,5 ul Heparin 100

AB PBS 5ulABIgG | 17,5 ul PRP 2,5 ul PBS

AB V.3 inhibiert 0,3 5ulABIgG | 17,5 pl PRP | 2,5 pul Heparin 0,3
(IV.3 inhibiert)

AB AKT-inhibiert 0,3 5ulAB IgG | 17,5 ul PRP 2,5 ul Heparin 0,3
(AKT-inhibiert)

HIT 0,3 5 pl HIT-IgG | 17,5 pl PRP 2,5 ul Heparin 0,3

HIT 100 5l HIT-IgG | 17,5 ul PRP 2,5 ul Heparin 100

HIT PBS 5yl HIT-1gG | 17,5 pl PRP 2,5 ul PBS

HIT IV.3 inhibiert 0,3 5yl HIT-1gG | 17,5 pl PRP 2,5 ul Heparin 0,3
(IV.3-inhibiert)

HIT AKT-inhibiert 0,3 5ul HIT-IgG | 17,5 pl PRP | 2,5ul Heparin 0,3
(AKT-inhibiert)

2.2.13 Analyse der Messung der Aktivierung durch HIT-IgG

Um die Wirkung der HIT-IgG sowohl auf die CD62P-Expression als auch auf den
AKT-Signalweg zeigen und vergleichen zu kénnen, wurden pro Inkubationsan-
satz beide Farbungen durchgefuhrt, wie im Kapitel zuvor dargestellt. Die Auswer-
tungen der FACS-Messungen erfolgten wie bei der Aktivierung durch die Agonis-
ten. Abbildung 18 zeigt die Negativkontrolle, Abbildung 19 beispielhaft die
CD62P-Messung nach Inkubation mit HIT-IgG und gering konzentriertem
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Heparin, Abbildung 20 die CD62P-Expression nach Inkubation mit hoch kon-

zentriertem Heparin.
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Abbildung 18: Darstellung der CD62P-Messung einer Negativkontrolle. Links ist die Popula-
tion nach Granularitat und Gro3e dargestellt, rechts die CD62-APC-Expression. Die CD62P-po-
sitiven Events sind griin dargestellt und betrugen bei der Negativkontrolle 35,76 %.
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Abbildung 19: Darstellung der CD62P-Messung nach Inkubation mit HIT-IgG und Heparin
0,3 U/ml. Links ist die Population nach Granularitéat und GroR3e dargestellt, rechts die CD62-APC-
Expression. Nach Inkubation mit den HIT-Antikdrpern und Heparin mit der Konzentration 0,3 U/ml
stieg der Anteil der CD62P-exprimierenden Events auf 77,88 %.
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Abbildung 20: Darstellung der CD62P-Messung nach Inkubation mit HIT-IgG und Heparin
100 U/ml. Links ist die Population nach Granularitat und Gréf3e dargestellt, rechts die CD62-APC-
Expression. Nach Zugabe von héher konzentriertem Heparin (100 U/ml) exprimierten nur 54,51

% der Zellen CD62P.
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Fur die Auswertung wurde, analog wie weiter oben beschrieben, der Fl zur jewei-
ligen Negativkontrolle, also der Quotient aus dem Prozentsatz der CD62P-posi-
tiven Events der mit HIT-IgG inkubierten Probe zu dem Prozentsatz der CD62P-
positiven Events der Negativkontrolle gebildet, der in diesem Beispiel fur das ge-
ring konzentrierte Heparin 77,88/ 35,76 = 2,18 und fur das hoch konzentrierte
Heparin 54,51/ 35,76 = 1,52 betrug.

Analog zeigen die Abbildungen 21 bis 23 die entsprechenden pAKT/AKT-Mes-
sungen zu den entsprechenden Inkubationsansatzen mit den gleichen HIT-IgG.
Abbildung 21 zeigt die Negativkontrolle, die als Referenz diente und bei der sich

1 % der Zellen im pAKT-positiven Bereich befanden.
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Abbildung 21: Darstellung der pAKT/AKT-Messung der Negativkontrolle. Links ist die Po-
pulation nach Granularitdt und Grol3e dargestellt, rechts die AKT- sowie pAKT-Expression. Die
pAKT-positiven Events, im rechten oberen Sektor dargestellt und rot eingefarbt, betrugen bei der
Negativkontrolle 1 %.

Abbildung 22 stellt eine Messung nach Aktivierung mit den HIT-IgG und gering
konzentriertem Heparin dar. Hier waren 6,66 % der Zellen pAKT-positiv. Nach
Inkubation mit den gleichen HIT-IgG und hoch konzentriertem Heparin waren es
dagegen nur 2,83 % (siehe Abb.23).
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Abbildung 22: Darstellung der pAKT/AKT-Messung nach Inkubation mit HIT-lgG und He-
parin 0,3 U/ml. Links ist die Population nach Granularitat und Grof3e dargestellt, rechts die AKT-
sowie pAKT-Expression. Nach Inkubation mit den HIT-IgG und Heparin 0,3 U/ml exprimierten

6,66 % der Zellen pAKT.
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Abbildung 23: Darstellung der pAKT/AKT-Messung nach Inkubation mit HIT-IgG und hoch
konzentriertem Heparin. Links ist die Population nach Granularitat und Grof3e dargestellt, rechts
die AKT- sowie pAKT-Expression. Nach Inkubation mit den HIT-IgG und Heparin 100 U/ml expri-

mierten lediglich 2,83 % der Zellen pAKT.
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2.2.14 Standardmethoden fir Methodenvergleich

2.2.14.1 Vollblut-Impedanz-Aggregometrie

Ahnlich wie die Lichttransmissionsaggregometrie stellt auch die Vollblut-Aggre-
gometrie eine Methode zur Abklarung von Thrombozytenfunktionsstérungen dar.
Sie beruht auf der Messung der elektrischen Impedanz zwischen zwei Elektro-
den. Durch die Zugabe von verschiedenen Agonisten kommt es infolge einer Ak-
tivierung der Plattchen zu einer Veranderung der elektrischen Impedanz, welche
Uber 6 Minuten aufgezeichnet wird. Die Plattchenfunktion wird dabei in Aggrega-
tionseinheiten gemessen. Die Ergebnisse werden als Flache unter der Aggrega-
tionskurve angegeben, welche die maximale Aggregation (dargestellt auf der
Oordinate) und die Aggregationsgeschwindigkeit (reprasentiert durch die Stei-

gung der Kurve) integriert (Hvas & Favaloro, 2017; Hvas & Grove, 2017).

Fur die Durchfuihrung der Vollblut-Aggregometrie wurde der Multiplate®-Analyzer
(Roche, Mannheim, Deutschland) verwendet, ein semiautomatisiertes Finfka-
nal-Geréat. Fur die Messung wurde Blut von gesunden Spendern in zwei EDTA-
Rohrchen (Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland) abgenommen und eins davon mit
AKT-Inhibitor inkubiert (s.0.)
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Abbildung 24: Beispielmessung des Multiplate®-Analyzers nach Zugabe von TRAP-6,
adaptiert nach (Tran et al., 2015): Auf der Abszisse wird die Zeit in Minuten aufgetragen, auf der
Ordinate die Aggregation in Aggregationsunits (AU). Die Steigung der Kurve definiert die Aggre-
gationsgeschwindigkeit (AU/min), die Flache unter der Kurve (Area Under Curve = AUC) die Ge-
samtaggregation, der wichtigste Parameter zur Beurteilung der Thrombozytenaggregation.
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Abbildung 24 stellt eine Beispielmessung des Multiplate®-Analyzers nach Zu-
gabe von TRAP-6 dar. Es werden jeweils zwei Messungen durchgefuhrt. Auf der
X-Achse wird die Zeit in Minuten dargestellt, auf der Y-Achse die Aggregation,
die die Zunahme des Widerstands in sogenannten ,Aggregations-Units® (AU) an-
gibt und proportional zur Anzahl der an den Elektroden adharierenden Throm-
bozyten ist. Es wird also die Aggregation gegen die Zeit aufgetragen. Die maxi-
male Hohe der Kurven reprasentiert dabei die maximale Aggregation, die Stei-
gung der Kurven die Aggregationsgeschwindigkeit in AU/min. Den wichtigsten
Parameter fur die Beurteilung der Aggregation im Multiplate®-Analyzer stellt die
Flache unter der Kurve (AUC) dar (Tran et al., 2015).

2.2.14.2 Westernblot

Den Goldstandard zur Darstellung von Proteinen stellt der Westernblot dar. Die
Methode basiert auf dem Transfer von Proteinen auf eine Membran, welche im
Anschluss beispielsweise durch die Bindung von spezifischen Antikdrper sichtbar
gemacht werden kdnnen (Burnette, 1981). Damit stellt der Westernblot eine wei-
tere Methode zum Nachweis der AKT-Kinase und ihrer phosphorylierten Form,
der pAKT-Kinase, dar, wie in Althaus et al. demonstriert wird (Althaus et al.,
2020). Hierfur wurde PRP wie oben beschrieben mit verschiedenen Agonisten
fur 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschlie3end erfolgte das Waschen und Isolie-
ren der Thrombozyten durch Zentrifugation bei 750 g fur 7 Minuten bei 4 °C. Das
Pellet aus je 100 ul PRP wurde mit jeweils 50 pl RIPA-Puffer (100x ThermoFisher
Scientific, Paisley, UK), in welchen zuvor 1 ul EDTA (0,5 M, 100x ThermoFisher
Scientific, Waltham, USA) und 1 pl Protease- und Phosphatase-Inhibitor-Cocktail
(100x ThermoFisher, Scientific, Waltham, UK) pipettiert wurden, resuspendiert
und far 30 Minuten bei 4 °C lysiert. AnschlieRend wurden die Lysate bei -80 °C
gelagert. Fur das weitere Verfahren wurden die Proteinkonzentrationen der Ly-
sate am Nanodrop One (VWR, Bruchsal, Deutschland) gemessen. Das Volumen,
in dem sich 200 pg Protein befanden, wurde mit einem Drittel des jeweiligen Vo-
lumens an Laemmli-Sample-Buffer (BioRad, California, USA) fur 5 Minuten bei
95 °C gekocht, auf 15%ige SDS-PAGE-Gele beladen und in einem Laufpuffer fir
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90 Minuten mittels Trans-Blot®Turbo System (BioRad, California, USA) bei 100V
laufen gelassen, um die Proteine durch Elektrophorese zu separieren. Als Refe-
renz wurden 4-5 pl Page Ruler (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) in eine
Tasche beladen. Im Anschluss wurden die Proteine mittels Transferpuffer auf
eine Polyvinylidene-Difluorid (PVDF)-Membran (0,45 um, Merck, Tullagreen, Ire-
land) Ubertragen, welche zuvor mit Methanol aktiviert worden war. Unspezifische
Bindungen wurden mittels Blocking Buffer (BioRad, California, USA) fur 5 Minu-
ten geblockt und die Proben mit den Primarantikérper Anti-AKT1 (1:1000,
ab89402, mouse monoclonal, abcam, Cambrige, UK) und pAKT1 (1:1000, Invit-
rogen, 44-623G, Waltham, MA, USA) Uber Nacht unter standigem Rotieren bei 4
°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T Buffer fur 10 Minuten er-
folgte die Bindung der entsprechenden anti-mouse und anti-rabbit-konjugierten
Sekundarantikdrpern (1:3000, IRDye®680/IRDye®800, LI.COR®, Lincoln, US)
fur eine Stunde bei Raumtemperatur. Es folgten drei weitere zehnminitige
Waschschritte mit TBS-T, dann wurden die Proteinbanden mittels eines Imaging
System (Li-Cor, Lincoln, USA) detektiert.

2.2.14.3 ELISA

Der Enzym-Linked Immunoabsorbent Assay (=ELISA) dient als Screeningtest
auf Anti-Heparin/PF4-Antikorper bei Verdacht auf eine HIT und einem 4-T-Score
Uber drei Punkten. Das Testprinzip beruht darauf, dass das Zielantigen, in die-
sem Falle der PF4/Polyanionen-Komplex, an eine feste Phase wie eine Mikroti-
terplatte gebunden ist. Zu diesem Antigen werden Patientenserum sowie Enzym-
markierte Sekundarantikdrper gegeben, welche an die gebundenen Anti-Hepa-
rin/PF-Antikdrper im Patientenserum binden, um das Vorhandensein dieser zu
detektieren. Die Enzymaktivitat der Sekundarantikorper fuhrt dabei zu einer Farb-
veranderung der zu messenden Probe, deren optische Dichte proportional zu der

Menge der vorhandenen Antikorper ist (Nagler & Bakchoul, 2016).

Fur die Messungen wurde das ELISA-Kit Zymutest HIA IgG (Hyphen-BioMed,
Neuville-Sur-Oise, Frankreich) zum qualitativen Nachweis Heparin- bzw Prota-

minsulfat-abhéngiger Antikérper vom IgG-Isotyp verwendet. In eine
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Mikrotiterplatte wurden dazu in jede Vertiefung 50 pl Plattchenlysat pipettiert,
dazu wurden jeweils 200 ul Leerwert bzw. Kontrollen oder vorher 1:100 ver-
dinnte Proben von Patientenseren gegeben. Dies wurde fur eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert (Amiral et al., 1992; Warkentin et al., 1995) und an-
schlieBend in funf Waschschritten gereinigt (Amiral et al., 1995). Dann wurden
200 pl Anti-(h)-Fcy-HPR-Immunokonjugat hinzugegeben, fir eine weitere Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert (Amiral et al., 1992; Warkentin et al., 1995) und
erneut funf Mal gewaschen (Amiral et al., 1995). Nach dem letzten Waschschritt
wurden 200 pl Peroxidasesubstrat hinzupipettiert (Amiral et al., 1995; Amiral et
al., 1996) und nach erneuten funf Minuten Inkubationszeit in jede Vertiefung 50
pl Stopplésung gegeben, um die Farbreaktion zu stoppen (Amiral et al., 1996).
Zum Stabilisieren der Farbe wurden die Proben erneut zehn Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert (Amiral et al., 1992; Warkentin et al., 1995), dann erfolgte
die Messung der Absorption bei 450nm (Warkentin & Sheppard, 2006). Von den
jeweiligen Ergebnissen wurde der Leerwert abgezogen. Ab einem Asso-Wert von
0,3 gelten die Proben als schwach positiv, ab einem Asso-Wert von >0,5 als posi-

tiv.

2.2.14.4 Heparin-induzierter Plattchen-Aktivierungsassay

Der HIPA (= Heparin-induzierte Plattchen-Aktivierungsassay) stellt einen funkti-
onalen Assay zur Diagnose der HIT dar, der auf der Heparin-abhéangigen Aktivie-
rung von Plattchen durch Patientenseren beruht. Er dient als Bestatigungstest
nach klinisch wahrscheinlichem Vorliegen einer HIT gemalf3 klinischem Score so-
wie positivem Immunoassay und besitzt eine hohe Spezifitat bei mafiger Sensi-
tivitat. Im Gegensatz zum Immunoassay ist der HIPA in der Lage, die Aktivitat
von Anti-Heparin/PF4-Antikdrpern zu beurteilen. Die Kombination aus Immuno-
assay und funktionellem HIPA vereint eine hohe Sensitivitat mit einer hohen Spe-
zifitat, sodass fur die Diagnostik der HIT eine Kombination der beiden Tests emp-
fohlen wird (Farm et al., 2017). Fur den HIPA wurden gewaschene Plattchen ver-
wendet, welche aus dem Blut gesunder Spender ohne Medikamenteneinnahme
hergestellt wurden. Dazu wurden 8,4 ml Blut in ACD-A-ROhrchen (Becton
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Dickinson, Plymouth, UK, enthalten 1,6 ml Acid-Citrat-Dextrose) abgenommen.
Die Rohrchen wurden 5 Minuten bei 37 °C in einem 45°-Winkel ruhen gelassen
und anschlieend fir 20 Minuten bei 120 g (860 U/min, r = 13,5 cm, ohne
Bremse) zentrifugiert, um PRP zu erhalten. Das abpipettierte PRP wurde mit 111
pl warmer ACD-Ldsung pro ml auf einen pH von 6,3 eingestellt. AnschlieRend
wurden 5 ul Apyrase (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) pro ml PRP hinzugegeben.
Es erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fir 7 min bei 650 g (2200 U/min, r
= 13,5 cm, ohne Bremse). Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand dekan-
tiert, die Thrombozyten in 5ml Waschpuffer resuspendiert und fur 15 Minuten bei
37 °C inkubiert. Die Suspension wurde erneut fur 7 min bei 650 g zentrifugiert
und der Uberstand dekantiert. AnschlieRend wurden die Thrombozyten in circa 2
ml Suspensionspuffer resuspendiert, auf 300.000/ul eingestellt und die Throm-

bozytensuspension fur 45 min bei 37 °C inkubiert.

Fur den Testansatz wurden je 75 pl Thrombozytensuspension mit 20 pl Patien-
tenserum bzw. negativem oder positivem Kontrollserum und 10 pl Heparin/Hiru-
din/Kollagen/Suspensionspuffer je nach Ansatz (siehe Tabellen 15 und 16) bei
45 Minuten auf einem Magnetrihrer (500 rpm) inkubiert. Das positive Kontrollse-
rum sowie das Kollagen dienten dabei der Prifung der Funktionsfahigkeit der
Testthrombozyten. Zur Auswertung wurde die Transparenz der Plattchensuspen-
sion alle 5 Minuten beobachtet und mit den Kontrollen verglichen (Greinacher et
al., 1991; Warkentin, 2000). Bei ausbleibender Aktivierung bleibt die Plattchen-
suspension triib, wahrend die Transparenz bei einer stattgefundenen Aktivierung
zunahm. Bei jedem Ansatz wurde bei Transparenzzunahme notiert, nach welcher
Zeit diese stattfand (time to aggregation). Dabei ist beim Vorhandensein von HIT-
Antikorpern im Patientenserum keine Aktivierung der Thrombozyten bei dem An-
satz mit hoch konzentriertem Heparin zu erwarten, jedoch eine Aktivierung bei
dem Ansatz mit Reviparin. Das Hirudin dient dabei der Hemmung unspezifischer

Aktivierungen durch eine Thrombininhibition.
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Tabelle 15: Pipettierschema der Patientenproben im HIPA

Patient

Pufferkontrolle

Hirudin/Reviparin

Heparin

20 ul Patientense-

rum
10 pl Suspensi-
onspuffer

20 pul Patienten-
serum

10 pl Hirudin (50
E/ml)

10 pl Reviparin
(2,1 U/ml)

20 pul Patientense-
rum

10 pl Heparin (1050
U/ml)

Testzellsus-

pension

je 75 ul Thrombozytensuspension

Tabelle 16: Pipettierschema der Kontrollen im HIPA

Kontrolle
1. Kontrolle 2. Kontrolle 3. Kontrolle 4. Kontrolle
20 ul neg. 20 ul neg. 20 pl pos. 20 pl pos.
Kontrollserum | Kontrollserum | Kontrollserum | Kontrollserum
10 pl Kol- 10 pl Hirudin | 10 pl Hirudin | 10 pl Heparin
lagen (10 (50 E/ml) (50 E/ml) (2050 U/ml)
pg/ml) 10 pl Revipa- | 10 ul Revipa-

rin (2,12 U /ml) | rin (2,1 U/ml)

Testzellsus-

pension

je 75 pl Thrombozytensuspension

2.3 Statistische Analysen

Die statistischen Analysen wurden mittels GraphPad Prism Version 8.0 (Graph-

Pad, San Diego, California, USA) durchgefiihrt. Fir die Analyse der Daten wur-

den unter Annahme der Normalverteilung ungepaarte oder gepaarte t-Tests ver-

wendet. Die Daten wurden als Mittelwert (Mean) = Standardfehler des Mittelwer-

tes (SEM, engl. ,standard error of the mean®) angegeben, ab einem p-Wert von

<0,05 wurde von einer statistischen Signifikanz ausgegangen.
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2.4 Ethische Hintergrinde

Die Verwendung von Proben menschlicher Spender wurde von der Ethikkommis-
sion (507/2017B01; 457/2016B02) der Eberhard-Karl-Universitat Tubingen ge-
nehmigt und wurde in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki durch-

gefluhrt.

3 Ergebnisse

Die Messungen, die Grundlage dieser Doktorarbeit bilden, lassen sich in zwei
Themenkomplexe aufteilen: Den ersten Teil stellen die Etablierung einer Me-
thode zur Messung der pAKT-Expression am Durchflusszytometer und der Ver-
gleich der Ergebnisse mit den bisherigen Standardmethoden dar, den zweiten
Teil die klinische Anwendung der pAKT-Messung mit HIT-IgG. AulRerdem wurden
die erhobenen Daten mit etablierten Methoden der HIT-Diagnostik, dem 4-T-

Score, dem ELISA und der time to aggregation im HIPA verglichen.

Ein Teil der Ergebnisse, die im Verlauf der Arbeit an der Dissertation erhoben
wurden, wurde bereits von Althaus, Wagner et al. publiziert (Althaus et al., 2020).
Die in dieser Dissertationsschrift prasentierten Daten stellen eine aktualisierte

Form der erhobenen Daten dar.

3.1 Messungen der pAKT- sowie CD62P-Expression nach Inkubation mit

verschiedenen Agonisten

3.1.1 pAKT-Messungen

Um die Funktionalitdt der Thrombozyten darzustellen, wurde die pAKT-Expres-
sion, also des prozentualen Anteils der phosphorylierten Form der AKT-Kinase,
am Durchflusszytometer mit und ohne Zugabe verschiedener Agonisten an 13
verschiedenen Spendern gemessen. Verwendet wurden die Agonisten TRAP-6
(20 uM), Arachidonsaure (1,5 mM), Kollagen (10 pg/ml) und ADP (15 pM) (siehe
Abb. 25).
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Abbildung 25: Prozentuale Werte der pAKT-positiven Zellen nach Inkubation mit verschie-
denen Agonisten (TRAP-6, Arachidonséaure, Kollagen, ADP) im Vergleich zur Negativkon-
trolle mit Puffer: Inkubation mit allen Agonisten flihrte zu einem signifikanten Anstieg der p-
AKT Expression (% der pAKT-positiven Zellen MeantSEM: 5,28+0,89 vs. 0,97+0,02, p-Wert
=0.0004 bei TRAP-6; 9,82+1,68 vs. 0,97+0,02, p-Wert=0.0002 bei Arachidonsaure; 7,10+1,23
vs. 0,97+0,02, p-Wert=0,0004 bei Kollagen und 2,32+0,28 vs. 0,97+0,02 p-Wert=0,0005 bei
ADP, Signifikanzniveaus: * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001, **** = p<0,0001). Abklirzungen:
SEM= Standardfehler des Mittelwertes (engl. ,standard error of the mean®)

Dabei zeigten alle Agonisten einen signifikanten Unterschied im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle. Arachidonsaure fiihrte zur starksten Phosphorylierung
der AKT-Kinase im Vergleich zu Puffer (prozentualer Anteil der pAKT-positiven
Zellen Mean+SEM: 9,82+1,68 vs. 0,97+0.02, p-Wert=0.0002), gefolgt von Kol-
lagen (7,10+1,23 vs. 0,97+0.02, p-Wert=0.0004), TRAP-6 (5,28+0.89 vs.
0,97+0.02 p-Wert=0,0004) und ADP (2,32+0,28 vs. 0,97+0,02, p-Wert=0,0005).
Verwendet wurde der gepaarte, parametrische t-Test zum Testen der Signifikan-

zen unter Annahme einer Normalverteilung der Daten.
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Um die Spezifitdt der Aktivierung zu Uberprifen, wurde der prozentuale Anteil der
phosphorylierten Form der AKT-Kinase nach Inkubation jeweils mit und ohne den
AKT-Inhibitor Bay1125976 gemessen (siehe Abb. 26). Hier konnte gezeigt wer-
den, dass es bei allen Induktoren zu einer signifikanten Abnahme der Phospho-
rylierung nach Zugabe des AKT-Inhibitors kam. Dies zeigt, dass es sich nicht um
eine unspezifische Reaktion, sondern um ein spezifisch gemessenes Signal han-
delt (Tab. 17, Abb. 27). Unter Verwendung der Inhibitoren kam es jedoch zu kei-
ner vollstandigen Hemmung, was durch eine Voraktivierung der Thrombozyten

erklart werden kann.

Tabelle 17: Prozentuale Werte der pAKT-Expression von 13 verschiedenen Spendern
nach Inkubation mit verschiedenen Agonisten (TRAP-6, Arachidonsaure (=ARA), Kol-
lagen, ADP) mit und ohne vorherige Inkubation des PRP mit dem AKT-Inhibitor
Bay1125976 (=AKT-I), *Wert wurde aufgrund eines Pipettierfehlers aus der Wertung genom-
men

Spen- | Puf- | Puf- TRAP6 | TRAP6 | ARA | ARA Kol- Kol- ADP | ADP
der fer fer + AKT-I AKT-I | lagen | lagen AKT-I
AKT-I AKT-I
1 1,04 | 0,47 3,79 0,84 7,22 | 0,52 0,43* | 1,00 0,70 | 0,52
2 0,95 | 0,05 8,60 0,06 3,92 |0,98 3,83 2,49 2,36 | 0,08
3 0,96 | 0,40 2,60 0,59 498 | 1,26 5,12 1,14 0,91 | 0,66
4 0,93 | 0,41 2,15 1,34 17,64 | 1,96 6,8 2,45 1,66 | 1,15
S 1.00 | 0,60 6,85 1,69 15,36 | 2,38 5,51 0,80 2,14 | 0,25
6 1,05 | 0,66 1,58 1,31 527 | 1,85 3,71 1,15 1,93 | 1,42
7 0,99 | 1,02 7,55 1,54 14,08 | 4,01 4,49 1,15 1,87 | 1,16
8 0,82 | 0,46 4,59 1,33 10,80 | 1,48 7,99 4,02 2,78 | 0,35
9 0,99 | 0,31 11,78 1,77 4,78 | 519 15,42 | 3,73 3,94 | 1,30
10 0,98 | 0,45 3,75 0,96 15,89 | 1,08 4,50 2,04 3,47 | 0,63
1 0,99 | 0,47 9,11 2,19 20,12 | 4,61 15,11 | 4,10 3,98 | 2,05
12 0,96 | 0,48 1,84 1,44 2,72 | 1,14 | 3,03 1,96 1,97 | 1,34
13 1,00 | 0,87 4,40 2,71 4,85 | 2,05 9,74 4,11 2,46 | 1,85
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Abbildung 26: Durchflusszytometrische Darstellung der pAKT-positiven Events, A: nach
Inkubation mit Puffer (PBS), dient als Negativkontrolle; B: nach Inkubation mit TRAP-6; C: nach
Inkubation mit TRAP-6 und vorheriger AKT-Inhibition. Es zeigte sich eine deutliche Zunahme der
pAKT-positiven Events nach Inkubation mit TRAP im Vergleich zur Negativkontrolle (9,11 % vs.
0,99 %). Die zusatzliche Inkubation mit AKT-Inhibitor fiihrte wiederum zu einer Abnahme (2,19
% vs. 9,11 %).

Es zeigte sich, wie auch in Abbildung 27 zu sehen, dass die Prainkubation mit
AKT-Inhibitor zu einer signifikanten Abnahme des phosphorylierten Anteils der
AKT-Kinase fuhrte. Dabei nahm der prozentuale Anteil der pAKT-exprimierenden

Thrombozyten bei der Negativkontrolle von 0,97+0,02 auf 0,51+0,07 ab, p-
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Wert<0,0001. Bei den mit den verschiedenen Agonisten inkubierten Thrombozy-
ten zeigte sich bei TRAP-6 eine signifikante Abnahme von 5,28+0,89 auf
1,37+0,19, p=0,0008, bei Arachidonsaure eine signifikante Abnahme von
9,82+1,68 auf 2,19+0,41, p-Wert=0,0004, bei Kollagen von 7,10+1,23 auf
2,32+0,36, p-Wert=0,0006 und bei ADP von 2,32+0,28 auf 0,98+0,17, p-
Wert=0,0004. Auch hier wurde unter Annahme einer Normalverteilung der ge-

paarte, parametrische t-Test angewandt.
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Abbildung 27: Darstellung des prozentualen Anteils der pAKT-positiven Zellen nach Inku-
bation mit Puffer bzw. den verschiedenen Agonisten im Vergleich mit und ohne vorherige
Hemmung der AKT-Kinase durch Bay1125976 (=AKT-I): Die AKT-Inhibition fihrte in allen Fal-
len zu einer signifikanten Abnahme der AKT-Expression (% der pAKT-positiven Zellen Mean *
SEM: Puffer: 0,51+0,07 vs. 0,97+0,02, p-Wert<0,0001; TRAP-6: 1,37+0,19 vs. 5,28+0,89, p-
Wert=0,0008; Arachidonséaure: 2,19+0,41 vs. 9,82+1,68; p-Wert=0,0004; Kollagen: 2,32+0,36
vs. 7,10+1,23, p=0,0006; ADP: 0,98+0,17 vs. 2,32+0,28, p=0,0004, Signifikanzniveaus: * =
p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001, **** = p< 0,0001). Abkirzungen: SEM= Standardfehler des
Mittelwertes (engl. ,standard error of the mean®).
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3.1.2 CD62P-Messungen

Um die Methode mit etablierten Standardverfahren zu vergleichen, wurde zu-
nachst anhand von funf Spendern die CD62P-Expression als Thrombozyten-Ak-
tivierungsmarker nach Inkubation mit den gleichen Agonisten bestimmt. Dies ge-
schah im Vergleich zu einer mit Puffer inkubierten Negativkontrolle als bewéhrtes
Malf3 fur den Aktivierungszustand der Thrombozyten (siehe Abb. 28, Abb. 29A).
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Abbildung 28: Darstellung des Fl der prozentualen CD62P-Expression nach Inkubation
von PRP funf verschiedener Spender mit TRAP-6, Arachidonséaure, Kollagen sowie
ADP: Bis auf ADP fuhrten alle Agonisten zu einem signifikanten Anstieg der CD62P-Expres-
sion im Vergleich zur Negativkontrolle mit Puffer (FI1 % CD62P Mean+SEM; 3,20+0,67 vs. 1,00,
p-Wert=0,030 bei TRAP-6; 4,55+0,49 vs. 1,00, p-Wert =0,0019 bei Arachidonsaure; 3,05+£0,41
vs. 1,00, p-Wert=0,0075 bei Kollagen; 1,89+0,35 vs. 1,00, p-Wert=0,0621 bei ADP, Signifi-
kanzniveaus: * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001, **** = p< 0,0001). AbkUrzungen: Fl = Fold
Increase (entspricht Quotient aus Agonisten-Werten und Negativkontrolle); ns= nicht signifi-
kant (p=0,05), SEM= Standardfehler des Mittelwertes (engl. ,standard error of the mean®)
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Wie bei den pAKT-Messungen sah man auch hier nach Inkubation mit den ver-
schiedenen Agonisten jeweils einen Anstieg der CD62P-Expression, was flr eine
erfolgte Aktivierung der Thrombozyten spricht. In Analogie zur pAKT-Expression
zeigte die CD62P-Expression ebenfalls den starksten Anstieg im Vergleich zur
Negativkontrolle (Puffer) nach Inkubation mit Arachidonsaure (4,55+0,49 vs.
1,00, p=0,0019). Auch die Inkubation mit TRAP-6 erzeugte einen signifikanten
Anstieg der CD62P-Expression (3,20+0,67 vs. 1,00, p-Wert=0,030), ebenso Kol-
lagen (3,05+0,41 vs. 1,00, p-Wert=0,0075). Nach der Inkubation mit ADP war
ebenfalls ein Anstieg der CD62P-Expression auszumachen, dieser erreichte je-
doch knapp keine Signifikanz (1,89+0,35 vs. 1,00, p-Wert=0,0621).

Auch bei der Messung der CD62P-Expression wurde jeweils der Anstieg mit und
ohne Prainkubation mit dem AKT-Inhibitor Bay1125976 verglichen (siehe Tab.18,
Abb. 29 B, Abb. 30). Hier kam es zu einer deutlichen Abnahme des Aktivierungs-
zustandes, was zeigt, dass die CD62P-Expression abhéangig von dem Phospho-
rylierungsweg der AKT-Kinase ist.

[ TRAP-6 0 []TRAP-6 mit AKT-I
oo \ [ |puffer [BITRAP-6
-~ i -~ et ‘
S CD62P-positive Events § CD62P-positive Events
8 P (V) " _— ¥
A
55 204 ( %
I
" W
10° 10° 102 10° 10° 10’ 100 10’
CD62P-APC CD62P-APC
Marker Number %Total _ Marker Number %Total
- CD62P-positive Events  5.263 52,63 [] CD62P-positive Events  1.398 13,98
[] CD62P-positive Events  1.268 12,68 B CD62P-positive Events  5.263 52,63

Abbildung 29: Darstellung der CD62P-Expression im Vergleich zwischen Puffer und TRAP-
6 (A) sowie TRAP-6 und TRAP-6 mit AKT-Inhibitor (B): A: Im Vergleich zur Negativkontrolle
mit Puffer fuhrte die Aktivierung zu einem Rechtsshift der Kurve, der prozentuale Anteil von
CD62P-exprimierenden Zellen stieg von 12,68 auf 52,63 %. B: Die Inhibition der AKT-Kinase
fuhrte zu einem Linksshift der Kurve, die CD62P-exprimierenden Events nahmen ab und erreich-
ten mit 13,98 % nahezu wieder das Niveau der Negativkontrolle.
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Tabelle 18: FI der prozentualen Anteile der CD62P-Expression nach Inkubation mit ver-
schiedenen Agonisten (TRAP-6, Arachidonséure, Kollagen oder ADP), Vergleich mit und
ohne AKT-Inhibitor, n=5. Abklrzungen: FI = Fold Increase, ARA= Arachidonsaure, AKT-I =
AKT-Inhibitor

Spen- | Puffer | TRAP | TRAP | ARA ARA Kol- Kol- ADP | ADP
der AKT-I AKT-l1 | lagen | lagen AKT-I
AKT-I
1 1,00 2,46 0,68 5,72 2,46 2,77 2,46 3,01 0,47
2 1,00 3,04 2,20 4,26 2,45 1,75 2,45 1,64 1,66
3 1,00 1,25 0,54 5,70 1,26 3,05 1,26 0,89 0,27
4 1,00 4,15 0,83 3,51 1,40 3,43 0,90 2,15 0,59
5 1,00 511 1,10 3,57 2,36 4,25 2,00 1,76 0,89
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ADP AKT-l

Abbildung 30: Darstellung des FI der prozentualen Anteile der CD62P-Expression nach
Inkubation von PRP funf verschiedener Spender mit TRAP-6, Arachidonséaure, Kollagen
oder ADP im Vergleich mit und ohne vorheriger Inhibition der AKT-Kinase durch
Bay1125976 (=AKT-I): Der Anstieg der CD62P-Expression nach Inkubation mit TRAP, Arach-
idonséure und Kollagenliel3 sich durch die Hemmung von AKT im Vergleich zur nicht-inhibierten
Kontrolle signifikant reduzieren, wohingegen bei ADP keine signifikante Hemmung der CD62P-
Expression ausgemacht werden konnte (FI % CD62P Mean+SEM, Vergleich mit vs. ohne AKT-
Inhibition: TRAP-6: 1 ,07+0,30 vs. 3,20+0,67, p-Wert=0,0322; Arachidonsaure: 1,99+0,27 vs.
4,55+0,49, p-Wert=0,0111; Kollagen: 1,20+0,38 vs. 3,05+£0,41, p-Wert=0,0328; ADP: 0,78+0,24
vs. 1,89+0,35, p-Wert=0,0634, Signifikanzniveaus: * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001, **** =
p=< 0,000). Abkirzungen: FI = Fold Increase, ns= nicht signifikant (p=0,05), SEM= Standardfehler
des Mittelwertes (engl. ,standard error of the mean®).
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Die Inhibition der AKT-Kinase fuhrte zu einer signifikant geringeren CD62P-Ex-
pression nach Inkubation mit Arachidonsaure verglichen mit den nicht gehemm-
ten Thrombozyten (1,99+0,27 vs. 4,55£0,49, p-Wert=0,0111), ebenso nach Inku-
bation mit TRAP-6 (1,07+0,30 vs. 3,20+0,67, p-Wert=0,0322). Mit Kollagen inku-
bierte AKT-inhibierte Thrombozyten wiesen ebenfalls eine signifikant geringere
CD62-Expression auf im Vergleich zum ungehemmten Zustand (1,20+0,38 vs.
3,05+0,41, p-Wert=0,0328). Nach Inkubation mit ADP unterschied sich die
CD62P-Expression des mit AKT-Inhibitor vorinkubierten PRP nicht signifikant
von der des nicht gehemmten PRP (0,78+0,24 vs. 1,89+0,35, p-Wert=0,0634).
Dies lasst sich vermutlich auf eine geringe Fallzahl von n=5 zurtckfuhren. Die
Signifikanzen wurden hier ebenfalls mit dem gepaarten, parametrischen t-Test

erhoben.

3.2 Vergleich der pAKT-Messungen mit weiteren Standardmethoden

3.2.1 Westernblot

Um die Ergebnisse der pAKT-Messungen und ihre Aussagekraft besser interpre-
tieren und in einen wissenschatftlichen Kontext einordnen zu kénnen, wurden die
Messungen mit bislang etablierten Methoden verglichen. Eine konventionelle Me-
thode zur Messung der Expression von Proteinen stellt der Westernblot dar. Im
Westernblot wurden die Proteine nach ihrer Gro3e aufgetrennt und mit spezifi-
schen Antikdrper gegen phosphoryliertes (pAKT) und nicht-phosphoryliertes AKT
(AKT) inkubiert, um den Phosphorylierungsgrad zu visualisieren. Dazu wurde
PRP wie in Kapitel 2.2.9 beschrieben zu einem Teil mit dem AKT-Inhibitor
(Bay1125976) vorbehandelt, ein anderer Teil blieb unbehandelt. Anschliel3end
wurden die Ansatze mit den verschiedenen Agonisten inkubiert. Ein Aliquot der
jeweiligen Probe wurde fur die FACS-Messung und das zweite Aliquot als Pro-

teinlysat flr das Westernblot-System vorbereitet (siehe Abb. 31)
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60kDa | —_———— — — | akT

Abbildung 31: Darstellung der Proteinlevel von AKT und pAKT nach Stimulation der Pro-
ben mit verschiedenen Agonisten, jeweils mit und ohne vorherige Prainkubation mit
dem AKT-Inhibitor BAY1125976: Die phosphorylierte Form der AKT-Kinase (pAKT) prasen-
tiert sich auf der 68-kDa-Bande und AKT auf der 60-kDa-Bande. Nach Inkubation der Proben
mit den verschiedenen Agonisten (TRAP 20 uM, Arachidonsaure 1,5 mmol (=ARA), Kollagen
10 pg/ml (=Koll), ADP 15 uM) zeigte sich im Vergleich zwischen einer stattgefunden und nicht
stattgefundenen Prainkubation mit Bay1125976 (Konzentration 10 uM) bei allen Agonisten
eine deutliche verminderte Expression der pAKT-Bande nach Hemmung der AKT-Kinase.
Nach Aktivierung durch die Agonisten Arachidonsaure und Kollagen war ebenfalls eine stéar-
kere Expression der pAKT-Bande verglichen mit der Pufferkontrolle zu erkennen. n=6

Es zeigte sich im Westernblot eine deutliche Verringerung oder ein Fehlen der
AKT-Phosphorylierung an Ser473 in Blutplattchen mit Vorbehandlung des Inhi-
bitors Bay1125976 nach Zugabe der jeweiligen Agonisten (TRAP-6, Arachidon-
saure, Kollagen und ADP) verglichen mit den unbehandelten Proben. Damit liel3
sich auch im Westernblot demonstrieren, dass nach der Vorbehandlung mit 10
UM BAY1125976 eine Signaltransduktion unterdrtickt wird. Die Proteinmenge der
AKT blieb nahezu durchgehend gleich exprimiert und stellte hierbei die Baseline
dar. Dies bestatigte die verminderte Phosphorylierung der AKT-Kinase nach In-
kubation mit dem AKT-Inhibitor auch auf molekularer Ebene. Im Vergleich zur
Negativkontrolle mit PBS war nach Inkubation mit Arachidonsaure und Kollagen
eine Zunahme der pAKT-Bande auszumachen (siehe Abb.31), was die steigende
Phosphorylierung nach Aktivierung mit diesen Agonisten demonstrierte. Diese
Beobachtung war auch in den durchflusszytometrischen Messungen der phos-
phorylierten Form der AKT-Kinase nach Stimulation mit den Agonisten zu erken-
nen. Dagegen liel3 sich nach Inkubation mit den Agonisten TRAP-6 und ADP
keine so deutliche Zunahme der pAKT-Bande ausmachen. Diese Agonisten zeig-
ten in den FACS-Messungen zwar eine signifikante Zunahme der pAKT-Expres-

sion im Vergleich zu Puffer, jedoch waren die Mittelwerte der prozentualen
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Anteile der pAKT-Expression bei diesen Agonisten auch in den durchflusszyto-
metrischen Messungen geringer als die der Agonisten Arachidonsaure und Kol-
lagen (siehe Abb.25).

3.2.2 Vollblutaggregometrie

Als weitere Referenz fur die Einordnung der pAKT-Messergebnisse wurden bei
der Vollblutaggregometrie mit dem Multiplate®-Analyzer mogliche Unterschiede
im Aggregationsverhalten nach Aktivierung durch verschiedene Agonisten mit
und ohne Inhibition der AKT-Kinase an elf Spendern analysiert (Tab. 19, Abb.
32).

Abbildung 33 stellt anhand eines Beispiels die Ergebnisse der Multiplate®-Ana-
lyzer-Messungen in Form der originalen Graphen dar. Der ASPI-Test entspricht
dabei der Aktivierung mit Arachidonsaure. Zu erkennen war bei allen Agonisten
ein deutlich flacherer Kurvenverlauf unter Inhibition der AKT-Kinase, was zu einer
Abnahme der Flache unter der Kurve fiihrte, hier jeweils im rechten unteren Feld

in U angegeben.

Mit Bay1125976 vorinkubiertes Vollblut zeigte im Multiplate®-Analyzer nach der
Inkubation mit allen Agonisten jeweils eine signifikant geringere Aggregation als
nicht inhibiertes Vollblut, gemessen an der Flache unter der Kurve (TRAP-6:
60,27+12,13 vs. 116,7+7,58, p-Wert=0,0038; Arachidonsaure: 55,91+8,70 vs.
102,1+6,49, p-Wert=0,0028; Kollagen: 62,55+12,43 vs. 105,8+7,48, p-
Wert=0,0129 ADP: 18,09+3,46 vs. 76,73%8,72, p<0,0001). Angewandt wurde un-

ter Annahme einer Normalverteilung der parametrische, gepaarte t-Test.
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Abbildung 32: Darstellung Vergleich der Aggregation mit und ohne vorherige AKT-Inhi-
bition durch Bay1125976, gemessen in der Flache unter der Kurve nach der Aktivierung
von Vollblut sechs verschiedener Spender durch die Agonisten TRAP-6, Kollagen, ADP
sowie Arachidonséure (ASPI-Test): Bei allen Agonisten liel3 sich eine signifikante Abnahme
der Flache unter der Kurve nach AKT-Inhibition ausmachen. (Flache unter der Kurve
MeantSEM: TRAP-6: 60,27+12,13 vs. 116,7+7,58, p-Wert=0,0038; Arachidonsaure:
55,91+8,70 vs. 102,1+6,49, p-Wert=0,0028; Kollagen: 62,55+12,43 vs. 105,8+7,48, p-
Wert=0,0129 ADP: 18,09+3,46 vs. 76,73%8,72, p<0,0001, Signifikanzniveaus: * = p<0,05, ** =
p<0,01, *** = p<0,001, **** = p< 0,0001). Abkirzungen: SEM= Standardfehler des Mittelwertes
(engl. ,standard error of the mean®).
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Abbildung 33. Multiplate-Messungen eines Spenders unter Zugabe verschiedener Ago-
nisten, jeweils im Vergleich mit und ohne AKT-Inhibition: Es zeigten sich jeweils eine deut-
liche Abnahme der Flache unter der Kurve, hier angegeben in U, nach Inhibition mit AKT-Inhi-
bitor

Tabelle 19: Werte der Vollblutaggregometrie: Aggregation gemessen in der Flache unter der
Kurve nach Aktivierung von Vollblut sechs verschiedener Spender durch die Agonisten, TRAP-6,
ASPI-Test Kollagen oder ADP, jeweils im Vergleich mit und ohne AKT-Inhibition mittels
Bay1125976

TRAP-6 | TRAP-6 | ARA ARA Kollagen | Kollagen | ADP ADP
AKT-I AKT-I AKT-l AKT-l
145 43 129 57 133 101 104 15
86 24 82 34 68 30 41 15
80 61 75 65 87 60 71 16
103 95 82 82 77 89 63 9
122 142 111 107 124 139 84 41
103 118 84 97 94 114 62 11
163 36 143 41 135 29 125 29
109 25 102 22 120 22 90 9
107 27 94 26 85 35 28
133 47 117 50 135 26 107 10
133 45 104 34 106 43 69 35
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3.3 Klinische Anwendung des pAKT/AKT-Protokolls: Messung der pAKT-
und CD62P-Expression nach Inkubation von Spender-PRP mit HIT-
IgG
Neben der Aktivierung von Thrombozyten im Rahmen ihrer physiologischen
Thromboztenfunktion kann die Visualisierung verschiedener
Phosphorylierungprozesse auch bei der Uberschielienden Hamostase und so bei
verschiedenen prothrombotischen Ereignissen bedeutsam sein. Daher wurde fur
die Einordnung der neuen Methode in den klinischen Kontext die pAKT-Expres-
sion nach Inkubation von PRP bei der HIT untersucht. Hierfr wurden im Folgen-
den Untersuchungen mit isolierten IgG aus Seren von Patienten mit klinisch re-
levanter HIT, HIT-Verdacht und IgG aus Seren von gesunden Spendern durch-
gefuihrt. Dabei wurde der prozentuale Anteil der pAKT-exprimierenden Zellen
zwischen mit HIPA-positiven HIT-IgG, HIPA-negativen HIT-IgG und als Negativ-
kontrolle IgG aus gesunden Seren (AB-IgG) verglichen, jeweils unter Inkubation
mit Puffer, mit gering konzentriertem Heparin (Hep 0,3) und mit hoch konzentrier-
tem Heparin (Hep 100). AuRerdem wurden die Werte verglichen nach Inhibition
des Fcy-Rezeptors unter der Inkubation mit gering konzentriertem Heparin (Hep
0,3) sowie nach der Inhibition der AKT-Kinase unter Inkubation mit Heparin 0,3
(Tab. 20, Abb. 34 und 35). Fur die Analysen wurde jeweils auf Grundlage der
Annahme normalverteilter Daten der ungepaarte, parametrische t-Test ange-

wandt.
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Abbildung 34: Durchflusszytometrische Darstellung des Anteils der pAKT-exprimierenden
Zellen nach Inkubation mit positiven HIT-IgG, A: Negativkontrolle (PBS) B: Pufferkontrolle (IgG
+ PBS) C: gering konzentriertes Heparin (Hep 0,3) + IgG D: hoch konzentriertes Heparin (Hep
100) + IgG E: IgG + Hep 0,3 + IV.3-Inhibitor F:IlgG + Hep 0,3 + AKT-I; es liel? sich eine klare
Zunahme der pAKT-positiven Events nach Inkubation mit gering konzentriertem Heparin im Ver-
gleich zur Negativ- und Pufferkontrolle erkennen. Unter Inkubation mit hoch konzentriertem He-
parin kam es im Vergleich zu gering konzentriertem Heparin zu einer Suppression der pAKT-Ex-
pression auf das Ausgangsniveau. Sowohl unter IV.3-Inhibitor (E) als auch unter AKT-Inhibitor (F)

nahm der Anteil der pAKT-positiven Zellen ebenfalls ab.
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Abbildung 35: Darstellung der prozentualen Anteile der pAKT-exprimierenden Thrombozy-
ten nach Inkubation mit den jeweiligen IgG unter verschiedenen Bedingungen (Puffer, Hep
0,3, Hep 100, IV3-Inhibition + Hep 0,3, AKT-Inhibition + Hep 0,3), Vergleich zwischen der
pAKT-Expression nach Inkubation mit HIPA-positiven (n=12), HIPA-negativen (n=8) IgG und
gesunden Seren (AB-IgG) (n=4): Zwischen den HIPA-positiven und HIPA-negativen IgG zeigter
sich unter den verschiedenen Bedingungen bis auf die Inkubation mit IV.3-Inhibitor signifikante
Unterschiede in der pAKT-Expression, am deutlichsten zu sehen bei Hep 0,3. Unter Heparin 0,3
U/ml war auch ein klarer Unterschied zwischen den HIPA-positiven und AB-1gG zu erkennen, wel-
cher schwéacher ausgepragt auch unter Heparin 100 U/ml existierte. (% pAKT-positive Zeller
Mean + SEM: PBS: HIPA-positiv vs. HIPA-negativ: 2,85+0,54 vs. 0,98+0,29, p-Wert=0,0157;
HIPA-positiv vs. AB: 2,84+0,54 vs. 1,66+0,61, p-Wert=0,2586; Hep 0,3: HIPA-positiv vs. HIPA-
negativ: 6,10+0,43 vs. 2,56+0,19 p-Wert<0,0001; HIPA-positiv vs. AB: 6,10+0,43 vs. 2,29+0,44,
p-Wert=0,0003; Hep 100: HIPA-positiv vs. HIPA-negativ: 2,99+0,31 vs. 1,96+0,22, p-
Wert=0,0246), HIPA-positiv vs. AB: 2,99+0,31 vs. 0,82+0,17, p-Wert=0,0015; IV.3-Inhibitor+Herg
0,3: HIPA-positiv vs. HIPA-negativ: 1,52+0,33 vs. 0,93+0,18, p-Wert=0,1894, HIPA-positiv vs. AB:
1,52+0,33 vs. 0,55+0,05, p-Wert=0,1210; AKT-Inhibitor+Hep 0,3: HIPA-positiv vs. HIPA-negativ:
0,17+0,03 vs. 0,51+0,13, p-Wert=0,0441; HIPA-positiv vs. AB: 0,51+0,13 vs. 0,16+0,12, p-
Wert=0,3001; Signifikanzniveaus: * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001, **** = p< 0,0001. Abkur-
zungen: ns= nicht signifikant (p=0,05), SEM= Standardfehler des Mittelwertes (engl. ,standard
error of the mean®).
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Tabelle 20: Prozentualer Anteil der pAKT-exprimierenden Thrombozyten nach Inkubation
mit HIPA-positiven (12 Patienten), HIPA-negativen (n=8) IgG und gesunden Seren (AB-IgG]
(n=4) unter verschiedenen Bedingungen (Puffer, Hep 0,3, Hep 100, 1V3-Inhibition + Hep 0,3,

AKT-Inhibition+Hep 0,3)

Puffer Hep 0,3 Hep 100 IV.3 + Hep 0,3 Akt-l + Hep 0,3
¥ o) o o) o o) » o) o )

o () o () o () o () o (3]

& < & < & < & < & <

< < < < < < < < < <

a a i) a a ) a a o0 a a i) a a i)
T T < I T < I T < T T < I T <
0,52 | 0,55 | 1,55 | 528 | 2,5 | 3,32 (1,98 | 213|045 | 099 | 042|065 |05 |031]0,28
1,94 | 0,36 | 3,41 | 4,55 | 2,24 | 2,68 | 2,43 [ 1,73 | 1,12 | 1,66 | 0,8 | 059 | 0,4 | 0,12 | 0,04
393 |031(095 |63 [228|185]|39 |225]|1,09 |3,00|208]|040]041 0,10

2,12 10,39 | 0,74 | 5,68 | 2,08 | 1,32 | 3,5 0,72 | 0,63 | 3,19 | 1,03 | 0,55 | 1,37 | 0,26

3,69 | 1,69 4,48 | 2,54 3,56 | 1,58 3,56 | 0,97 0,61 | 0,25

0,77 | 0,63 502 | 2,12 2,25 | 2,68 0,69 | 0,84 0,10 { 0,1

2,34 | 2,43 6,88 | 3,46 2,92 | 1,98 1,92 | 0,49 1,07 | 0,07

2,62 | 1,48 5,85 | 3,29 2,55 | 2,61 0,33 | 0,77 0,03 | 0,12

1,65 8,49 1,00 0,69 0,14

6,61 8,07 3,38 0,50 0,15

2,17 8,25 5,17 0,61 1,04

5,78 4,37 3,23 1,07 0,27

Bei der Negativkontrolle mit PBS lie3 sich zwischen den HIPA-positiven und
HIPA-negativen IgG ein signifikanter Unterschied in der pAKT-Expression aus-
machen (2,85+0,54 vs. 0,98+0,28, p-Wert=0,0157). Zwischen den HIPA-positi-
ven IgG und den AB-IgG zeigte sich kein signifikanter Unterschied (2,85+0,54 vs.
1,66+0,61, p-Wert=0,2586). Unter Inkubation mit Heparin der Konzentration
0,3U/ml und HIPA-positiven IgG ergab sich mit Gber 6 % der gréf3te Anteil pAKT-

exprimierender Zellen. Dieser war sowohl signifikant gré3er im Vergleich zu He-
parin 0,3U/ml und HIPA-negativen IgG (6,10+0,43 vs. 2,56+0,19, p-Wert<0,0001)
als auch im Vergleich zu der AB-Kontrolle (6,10+0,43 vs. 2,29+0,44, p-

Wert=0,0003). Die Inkubation mit hoch konzentriertem Heparin fuhrte zu einer
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vergleichsweisen Suppression der pAKT-Expression, wobei sich auch hier der
prozentuale Anteil an pAKT-positiven Thrombozyten signifikant zwischen dem
Ansatz mit HIPA-positiven IgG und HIPA-negativen IgG (2,99+0,31 vs.
1,96+0,22, p-Wert=0,0246) sowie AB-IgG (2,99+0,31 vs. 0,82+0,17, p-
Wert=0,0015) unterschied. Eine Prainkubation der Thrombozyten mit dem IV.3-
Antikdrper flhrte zu einer sichtbaren Hemmung der pAKT-Expression unter Zu-
gabe der verschiedenen IgG. Dabei stellte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen HIPA-positiven, HIPA-negativen und AB-IgG heraus (HIPA-positiv vs.
HIPA-negativ: 1,52+0,33 vs. 0,93+0,18, p-Wert=0,1894; HIPA-positiv vs. AB:
1,52+0,33 vs. 0,55+0,053, p-Wert=0,1210). Die Inhibition der Thrombozyten mit
dem AKT-Inhibitor Bay1125976 erzielte den geringsten Anteil an pAKT-exprimie-
renden Zellen und damit eine deutliche Hemmung. Obwohl die prozentualen An-
teile der pAKT-positiven Zellen bei allen IgG unter 1 % lagen, kam es bei den
HIPA-negativen IgG nochmals zu einer signifikant geringeren pAKT-Expression
als im Vergleich zu den HIPA-positiven 1gG (0,16+0,03 vs. 0,51+0,13, p-
Wert=0,0441), ein Unterschied, der sich zwischen den HIPA-positiven IgG und
der AB-Kontrolle nicht herausstellte (0,51+0,13 vs. 0,16+0,12, p-Wert=0,3001).

Seren von manchen Patienten zeigten im HIPA eine gewisse Autoreaktivitat, das
heil3t sie fuhrten auch in Abwesenheit von Heparin und in Anwesenheit von Puffer
zu einer deutlichen Thrombozytenaktivierung. Die HIPA-positiven IgG lassen sich
anhand ihrer Fahigkeit, eine Pufferreaktion im HIPA-Test auszulésen, in zwei Un-
terkategorien unterteilen: HIPA-positive Puffer-positive sowie HIPA-positive Puf-
fer-negative Seren. Abbildung 36 demonstriert die gleichen Messungen wie Ab-
bildung 35, wobei die in Abbildung 35 dargestellte HIPA-positive Kohorte in HIPA-
positive Puffer-positive und HIPA-positive Puffer-negative 1gG aufgesplittet
wurde (Werte siehe Tab. 21).
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Tabelle 21: Prozentualer Anteil der pAKT-exprimierenden Zellen nach Inkubation mit HIPA-
positiven Puffer-positiven, HIPA-positiven Puffer-negativen ind HIPA-negativen IgG unter
verschiedenen Bedingungen (Puffer, Hep 0,3, Hep 100, IV3-Inhibitior + Hep 0,3, AKT-Inhibitior

+ Hep 0,3)
Puffer Hep 0,3 Hep 100 IV.3 + Hep 0,3 Akt-l + Hep 0,3
) o ) o ) o ) o o )
o () o () o () o () o (D)
& < e < e < e < e <
g |8 s |8 s |8 g |8 g |8
= = 5 5 5 b= b= b= b= =
o o o o o o o o o o
¥ o o) o o o o » o) » » o) o v )
o o () o o () o o () o o (3] o o (3]
& & < & & < & & < & & < & & <
< < < < < < < < < < < < < < <
a a a a a o a a a a a a a a a
T T T I I T I I I I I I I I I
2,62 | 0,77 | 055 | 585|455 |250|255|243|213|033 166|042 |0,03]|0,40 |0,31
6,61 | 3,93 | 0,36 | 8,07 | 6,30 | 2,24 | 3,38 | 3,9 1,73 | 0,50 | 3.00 | 0,8 0,15 | 0,41 | 0,12
578 | 2,12 | 0,31 | 4,37 | 5,68 | 2,28 | 3,23 | 3,5 225|107 | 319 | 2,08 | 0,27 | 1,37 | 0,10
0,52 | 3,69 | 0,39 | 5,28 | 448 | 2,08 | 1,98 | 3,56 | 0,72 | 0,99 | 3,56 | 1,03 | 0,50 | 0,61 | 0,26
0,77 | 1,69 502 | 2,54 2,25 | 1,58 0,69 | 0,97 0,10 | 0,25
2,34 | 0,63 6,88 | 2,12 2,92 | 2,68 1,92 | 0,84 1,07 | 0,10
1,65 | 2,43 8,49 | 3,46 1,00 | 1,98 0,69 | 0,49 0,14 | 0,07
2,17 | 1,48 8,25 | 3,29 5,17 | 2,61 0,61 | 0,77 1,04 | 0,12
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Abbildung 36: Darstellung des prozentualen Anteils der pAKT-exprimierenden Zellen nach
Inkubation mit HIPA-positiven Puffer-positiven, HIPA-positiven Puffer-negativen und HIPA-
negativen IgG unter verschiedenen Bedingungen (Puffer, Hep 0,3, Hep 100, IV3-Inhibi-
tior+Hep 0,3, AKT-Inhibitor+Hep 0,3), Vergleich zwischen HIPA-positiven Puffer-negativen
IgG bzw. HIPA-positiven Puffer-positiven IgG und HIPA-negativen IgG: Zwischen den HIPA-
positiven Puffer-negativen und HIPA-negativen IgG fanden sich signifikante Unterschiede in der
pPAKT-Expression unter Inkubation mit PBS, gering konzentriertem Heparin (Hep 0,3), hoch kon-
zentriertem Heparin (Hep 100) sowie der AKT-Inhibition + Hep 0,3, wobei die Unterschiede am
deutlichsten unter Hep 0,3 ausgepragt waren. Zwischen HIPA-paositiven Puffer-positiven und HIPA-
negativen 1gG fanden sich lediglich bei PBS und Hep 0,3 signifikante Differenzen in der pAKT-
Expression, wobei auch hier der groRere Unterschied bei Hep 0,3 zu sehen waren. (% der pAKT-
positiven Zellen Mean+SEM; PBS: HIPA-positiv Puffer positiv vs. HIPA-negativ: 3.88+1,41 vs.
0,98+0,28, p-Wert=0,0182; HIPA-positiv Puffer-negativ vs. HIPA-negativ: 2,18+0,41 vs. 0,98+0,28,
p-Wert=0,0307; Hep 0,3: HIPA-positiv Puffer-positiv vs. HIPA-negativ: 5,89+0,79 vs. 2,56+0,19, p-
Wert=0,0002; HIPA-positiv Puffer-negativ vs. HIPA-negativ: 6,21+0,56 vs. 2,56+0,19, p-
Wert<0,0001; Hep 100: HIPA-positiv Puffer-positiv vs. HIPA-negativ: 2,79+0,32 vs. 1,96+0,22, p-
Wert=0,0602; HIPA-positiv Puffer-negativ vs. HIPA-negativ: 3,09+0,44 vs. 1,96x0,22, p-
Wert=0,0383; 1V.3-Inhibitor+Hep 0,3: HIPA-positiv Puffer-positiv vs. HIPA-negativ: 0,72+0,18 vs.
0,93+0,18, p-Wert=0,5001; HIPA-positiv Puffer-negativ vs. HIPA-negativ: 1,92+0,43 vs. 0,9310,18,
p-Wert=0,0516; AKT-Inhibitor+Hep 0,3: HIPA-positiv Puffer-positiv vs. HIPA-negativ: 0,24+0,10 vs.
0,1740,03, p-Wert=0,4005; HIPA-positiv Puffer-negativ vs. HIPA-negativ: 0,64+0,17 vs. 0,17+0,03,
p-Wert=0,0135, Signifikanzniveaus: * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001, **** = p< 0,0001. Ab-
kiirzungen: ns= nicht signifikant (p=0,05), SEM= Standardfehler des Mittelwertes (engl. ,standard
error of the mean®).
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Die Visualisierung der Phosphorylierung stimmt mit den Ergebnissen der HIPA-
Testungen Uberein. Sowohl die HIPA-positiven Puffer-positiven als auch die
HIPA-positiven Puffer-negativen IgG zeigten in der Pufferkontrolle einen signifi-
kant hdheren Anteil der pAKT-positiven Zellen im Vergleich zu den HIPA-negati-
ven 1gG (HIPA-positiv Puffer-positiv vs. HIPA-negativ: 3,88+1,41 vs. 0,98+0,28,
p-Wert=0,0182; HIPA-positiv Puffer-negativ vs. HIPA-negativ: 2,18+0,41 vs.
0,98+0,28, p-Wert=0,0307). Nach der Inkubation mit gering konzentriertem He-
parin wiesen HIPA-positive Puffer-positive sowie HIPA-positive Puffer-negative
IgG eine signifikante Erhohung des Anteils der pAKT-exprimierenden Throm-
bozyten im Vergleich zu den HIPA-negativen IgG auf mit 5,89+0,79 vs.
2,56%0,19, p-Wert=0,0002 (HIPA-positiv Puffer-positiv vs. HIPA-negativ) bzw.
6,21+0,56, p-Wert<0,0001 (HIPA-positiv Puffer-negativ vs. HIPA-negativ).

Bei der Inkubation mit hoch konzentriertem Heparin kam es in allen Fallen zu
einer Abnahme des Anteils der pAKT-positiven Events. Zwischen den HIPA-po-
sitiven Puffer-negativen und den HIPA-negativen IgG fand sich ein gering signi-
fikanter Unterschied (3,09+0,44 vs. 1,96+0,22, p-Wert=0,0383), zwischen den
HIPA-positiven Puffer-positiven und HIPA-negativen IgG war dieser nicht signifi-
kant (2,79+0,32 vs. 1,96+0,22, p-Wert=0,0602). Unter Inhibition des Fcy-Rezep-
tors durch den Anti-Human CD32-Antikdrper Clone V.3 exprimierten noch weni-
ger Zellen nach Inkubation mit den HIPA-positiven bzw. HIPA-negativen I1gG
pPAKT. Dabei waren die Unterschiede weder zwischen HIPA-positiven Puffer-po-
sitiven und HIPA-negativen IgG (0,72+0,18 vs. 0,93+0,18, p-Wert=0,5001) noch
zwischen HIPA-positiven Puffer-negativen und HIPA-negativen 1gG (1,92+0,43
vs. 0,93+0,18, p-Wert=0,0516) signifikant.

Die geringsten prozentualen Anteile an Zellen mit phosphoryliertem AKT wurden
durch Vorinkubation der Thrombozyten mit dem AKT-Inhibitor Bay1125976 er-
zielt. Sie lagen bei allen Anséatzen unter einem Prozent. Wahrend zwischen HIPA-
positiven Puffer-positiven und HIPA-negativen IgG kein signifikant unterschiedli-
cher Effekt beobachtet werden konnte (0,23+0,10 vs. 0,17+0,03, p-Wert=0,4005),
war dieser zwischen den HIPA-positiven Puffer-negativen und den HIPA-negati-
ven IgG zu finden (0,64+0,17 vs. 0,17£0,03, p-Wert=0,0135).
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Abbildung 37: Darstellung des prozentualen Anteils der pAKT-exprimierenden Zellen nach
Inkubation mit HIPA-positiven Puffer-positiven, HIPA-positiven Puffer-negativen und
HIPA-negativen IgG unter verschiedenen Bedingungen (Puffer, Hep 0,3, Hep 100, IV3-Inhi-
bitior + Hep 0,3, AKT-Inhibitior + Hep 0,3), Vergleich zwischen HIPA-positiven Puffer-nega-
tiven IgG und HIPA-positiven Puffer-positiven IgG: Zwischen den HIPA-positiven Puffer-posi-
tiven und HIPA-positiven Puffer-negativen IgG waren keine signifikanten Unterschiede auszu-
machen (% der pAKT-positiven Zellen MeantSEM; PBS: HIPA-positiv Puffer positiv vs. HIPA-
positiv Puffer-positiv: 3.88+1,41 vs. 02,18+0,41, p-Wert=0,1601; Hep 0,3: HIPA-positiv Puffer-
positiv vs. HIPA-positiv Puffer-negativ: 5,89+0,79 vs. 6,21+0,56, p-Wert=0,7511; Hep 100: HIPA-
positiv Puffer-positiv vs. HIPA-positiv Puffer-negativ: 2,78+0,32 vs. 3,09+0,44, p-Wert=0,6599;
IV.3-Inhibitor + Hep 0,3: HIPA-positiv Puffer-positiv vs. HIPA-positiv Puffer-negativ: 0,72+0,18 vs.
1,92+0,43, p-Wert=0,0888; AKT-Inhibitor + Hep 0,3: HIPA-positiv Puffer-positiv vs. HIPA-positiv
Puffer-negativ: 0,24+0,10 vs. 0,64+0,17, p-Wert=0,1347. Abkirzungen: ns= nicht signifikant
(p=0,05), SEM= Standardfehler des Mittelwertes (engl. ,standard error of the mean®).

Zwischen den HIPA-positiven Puffer-positiven und HIPA-positiven Puffer-negati-
ven IgG zeigte sich unter den jeweiligen Bedingungen kein signifikanter Unter-
schied, wie in Abbildung 37 demonstriert (HIPA-positiv Puffer-positiv vs. HIPA-
positiv Puffer-negativ; PBS: 3,88+1,41 vs. 2,18+0,41, p-Wert=0,1601; Hep 0,3:
5,90+0,79 vs. 6,21+0,56, p-Wert=0,7511; Hep 100: 2,79+0,32 vs. 3,09+0,44, p-
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Wert=0,6599; IV.3: 0,72+0,18 vs. 1,92+0,43, p-Wert=0,0888; AKT-1:0,24+0,10
vs. 0,64+0,17, p-Wert=0,1347). Das deutet darauf hin, dass zwischen den auto-
reaktiven Seren und den nicht autoreaktiven Seren in diesem Test nicht unter-

schieden werden kann.

Betrachtet man nur die HIPA-positiven Antikorper (siehe Tab. 22, Abb. 38), lasst
sich hier noch einmal deutlich erkennen, dass der mit Abstand starkste Effekt der
HIPA-positiven 1gG durch Inkubation mit Heparin 0,3 U/ml erzielt wurde. Dieser
war signifikant hoher als die Pufferkontrolle (6,102+0,435 vs. 2,85+0,54, p-
Wert=0,0005). Mit hoch konzentriertem Heparin war im Vergleich zu gering kon-
zentriertem Heparin eine signifikante Hemmung auszumachen (2,99+0,31 vs.
6,10+0,43, p-Wert<0,0001). Eine klare Inhibition wurde auf3erdem durch die
Prainkubation mit dem IV.3-Antikdrper erzielt (1,52+0,33 vs. 6,10+£0,43, p-
Wert<0,0001) und war am deutlichsten nach der vorherigen Hemmung der AKT-
Kinase mit Bay1125976 zu erkennen (0,51+0,13, p-Wert<0,0001). Die Analysen

basierten auf dem gepaarten, parametrischen t-Test.

Tabelle 22: Prozentualer Anteil der pAKT-positiven Zellen nach Inkubation von PRP mit
HIPA-positiven IgG und PBS (Pufferkontrolle) bzw. gering konzentriertem, hoch kon-
zentriertem Heparin, IV.3-Inhibitor + Hep 0,3 oder AKT-Inhibitor + Hep 0,3.

HIPA-positiv
IgG + PBS | IgG + Hep 0,3 | IgG + Hep 100 | IgG+ IV.3 + Hep 0,3 | IgG + AKT-I + Hep 0,3
0,52 5,28 1,98 0,99 0,50
1,94 4,55 2,43 1,66 0,40
3,93 6,30 3,90 3,00 0,41
2,12 5,68 3,50 3,19 1,37
3,69 4,48 3,56 3,56 0,61
0,77 5,02 2,25 0,69 0,10
2,34 6,88 2,92 1,92 1,07
2,62 5,85 2,55 0,33 0,03
1,65 8,49 1,00 0,69 0,14
6,61 8,07 3,38 0,5 0,15
2,17 8,25 5,17 0,61 1,04
5,78 4,37 3,23 1,07 0,27
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Abbildung 38: Darstellung der prozentualen Anteile der pAKT-positiven Zellen nach In-
kubation von mit HIPA-positiven IgG und PBS (Pufferkontrolle), gering konzentriertem
(Hep 0,3), hoch konzentriertem Heparin (Hep 100), IV.3-Inhibitor + Hep 0,3 oder AKT-
Inhibitor + Hep 0,3: Im Vergleich der verschiedenen Bedingungen zu Heparin 0,3 U/ml als
Bedingung, unter der der hdchste prozentuale Anteil pAKT-positiver Zellen exprimiert wurde,
zeigte sich durchgehend ein signifikanter Unterschied, IgG+Hep 0,3 erzielt signifikant hdhere
Werte als IgG + PBS (Mean+SEM 6,10+0,43 vs. 2,85+0,54, p-Wert=0,0005), IgG+Hep 100
(6,10+0,43 vs. 2,99+0,31, p-Wert<0,0001), IgG+IV.3+Hep 0,3 (1,52+0,33 vs. 6,10+0,43, p-
Wert<0,0001) oder IgG+AKT-I+Hep 0,3 (0,51+0,13, p-Wert<0,0001), Signifikanzniveaus: * =
p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001, **** = p< 0,0001. Abklrzungen: SEM= Standardfehler des
Mittelwertes (engl. ,standard error of the mean®).
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CD62-Messungen:

Fir eine Vergleichbarkeit der pAKT-Ergebnisse mit bisherigen Standardmetho-
den wurde ebenfalls die CD62P-Expression nach Inkubation von PRP mit HIPA-
positiven und HIPA-negativen IgG gemessen unter Zugabe von je nach Ansatz
PBS, gering konzentriertem Heparin, hoch konzentriertem Heparin, IV.3-Antikor-
per oder AKT-Inhibitor (Tab.23, Abb.39).

el B * B HIPA-positiv
204 — B3 HIPA-negativ
N
§ 1.5 I et i
i 1.0- =
0.5-
0.0 . : :
lgG + + + + +
PBS + ' : : .
Hep 0,3 - + - + +
Hep 100 - - + - L
V.3 : . : + :
AKT : : : . +

Abbildung 39: Darstellung des FI der prozentualen CD62P-Expression nach Inkubation
von PRP mit HIPA-positiven (n=6) bzw. HIPA-negativen (n=3) IgG (FI= Werte der jeweili-
gen Proben/ Wert der reinen Negativkontrolle); Vergleich der Werte von HIPA-positiven
und HIPA-negativen IgG: Nach Inkubation mit gering konzentriertem Heparin zeigte sich ein
signifikanter Unterschied zwischen HIPA-positiven und HIPA-negativen IgG (FI % CD62P
MeanzSEM 1,87+0,11 vs. 1,30+0,18, p-Wert=0,0277), dieser war weder bei hoch konzentrier-
tem Heparin (1,25+0,07 vs. 1,07+0,22, p-Wert=0,3693) noch bei IV.3-Inhibition+Hep 0,3
(0,96+0,045 vs. 1,13+0,6, p-Wert=0,0663) oder AKT-Inhibition + Hep 0,3 (0,56+0,07 vs.
0,58+0,07, p-Wert=0,9017) auszumachen. Signifikanzniveaus: * = p<0,05, ** = p<0,01, *** =
p<0,001, **** = p< 0,0001. Abklrzungen: FI = Fold Increase, ns= nicht signifikant (p=0,05),
SEM= Standardfehler des Mittelwertes (engl. ,standard error of the mean®).
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Tabelle 23: Werte der prozentualen CD62P-Expression nach Inkubation von PRP mit
HIPA-positiven (n=6) bzw. HIPA negativen (n=3) IgG im Verhaltnis zur Negativkontrolle
(nur PBS), Angabe als Fold Increase = Wert der jeweiligen Probe / Wert der Negativkontrolle

PBS Hep 0,3 Hep 100 | IV.3 + Hep 0,3 | AKT-I+ Hep 0,3

IPA-pos
HIPA-neg.
IPA-pos
HIPA-neg
HIPA-pos
IPA-neg
HIPA-pos.
IPA-neg
HIPA-pos
IPA-neg

229 124|147 |147 |1,06| 1,06 | 0,84 1,05 0,36 0,55

2381131 |202|149 (126|146 | 1,09 11 0,81 0,71

1,06 1,80 111 0,8 0,37
1,39 1,85 1,3 1,08 0,61
1,23 1,83 1,18 0,97 0,52

Ein signifikanter Unterschied in der CD62P-Expression zwischen HIPA-positiven
und HIPA-negativen IgG war hier nur unter Inkubation mit Heparin 0,3 U/ml aus-
zumachen (1,87+0,11 vs. 1,30+0,18, p-Wert=0,0277). Im Gegensatz zur Visuali-
sierung der pAKT-Methode war die CD62P-Expression nicht in der Lage, unter
den anderen Bedingungen zwischen HIPA-positiven und HIPA-negativen Seren
zu differenzieren. Sowohl bei der Pufferkontrolle (1,72+0,23 vs. 1,10+0,18,
p=0,1262) als auch unter Heparin 100 U/ml (1,25%+0,07 vs. 1,07+0,22, p-
Wert=0,3693) war keine signifikant unterschiedliche CD62P-Expression zwi-
schen den HIPA-positiven und HIPA-negativen IgG festzustellen. Ebenso zeigte
sich sowohl unter Verwendung des 1V.3-Antikorpers als auch unter Inhibition der
AKT-Kinase eine Abnahme der CD62P-Expression, diese war jedoch ahnlich

hoch bei HIPA-positiven und HIPA-negativen IgG (IV.3: 0,960,049 vs.

1,13+0,06, p-Wert=0,0663; AKT-I:0,56+0,07 vs. 0,58+0,07, p-Wert=0,9017). Es

wurde ein nicht-gepaarter, parametrischer t-Test durchgefthrt.

Die Abbildungen 40 und 41 demonstrieren den Effekt positiver HIPA-IgG auf die
CD62P-Expression (siehe auch Tab. 24). Der Anteil an CD62P-exprimierenden
Events unterschied sich nach Zugabe von gering konzentriertem Heparin nicht
signifikant von der Pufferkontrolle mit PBS (1,87+0,11 vs. 1,72+0,23, p-
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Wert=0,5622), was fir eine Pufferreaktion unter PBS spricht. Dagegen nahm der
Anteil der CD62P-Expression nach Zugabe von hoch konzentriertem Heparin im
Vergleich zu gering konzentriertem Heparin signifikant ab (1,87+0,11 vs.
1,25+0,07, p-Wert<0,0001). Auch eine Prainkubation mit IV.3-Antikorper fuhrte
nach Inkubation mit gering konzentriertem Heparin zu einer signifikant vermin-
derten CD62P-Expression im Vergleich zur nicht mit IV.3-Antikdrper prainkubier-
ten Probe (1,87%0,11 vs. 0,96+0,05, p-Wert=0,0002). Eine signifikante Hemmung
der CD62P-Expression war auf3erdem unter Verwendung des AKT-Inhibitors zu
sehen (1,87+0,11 vs. 0,56+0,07, p-Wert<0,0001). Grundlage der Signifikanzpru-

fungen war der gepaarte, parametrische t-Test.

Tabelle 24: Fl der prozentualen CD62P-Expression nach Inkubation von PRP mit HIPA-po-
sitiven IgG unter gering konzentriertem Heparin, hoch konzentriertem Heparin, 1V.3-Inhibi-
tion und AKT-Inhibition im Verhaltnis zur Pufferkontrolle. Abklrzungen: FI= Fold Increase,
PRP= thrombozytenreiches Plasma (engl. ,platelet rich plasma®)

HIPA-positiv
IgG + PBS | IgG +Hep 0,3 | IgG + Hep 100 | IgG + IV.3 + | IgG + AKT-I +
Hep 0,3 Hep 0,3
2,29 1,47 1,06 0,84 0,36
1,96 2,27 1,56 0,95 0,7
2,38 2,02 1,26 1,09 0,81
1,06 1,8 1,11 0,8 0,37
1,39 1,85 1,3 1,08 0,61
1,23 1,83 1,18 0,97 0,52
2,29 1,47 1,06 0,84 0,36
1,96 2,27 1,56 0,95 0,7
2,38 2,02 1,26 1,09 0,81
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Abbildung 40: Darstellung der prozentualen CD62P-Expression im Vergleich unter versch.
Bedingungen

A: Vergleich zwischen der Negativkontrolle und HIT-positiven IgG mit gering sowie hoch kon-
zentriertem Heparin: Es zeigte sich im Vergleich zu der Negativkontrolle mit 33,81 % CD62P-
exprimierenden Zellen ein schwacher Rechtsshift der Kurve nach Inkubation mit hoch konzentrier-
tem Heparin auf 37,56 %. Im Vergleich mit gering konzentriertem Heparin zeigte sich dagegen
ein starker Rechtsshift der Kurve, also eine Zunahme der CD62P-exprimierenden Zellen auf 60,95
%.

B: Vergleich zwischen der Pufferkontrolle und HIT-positiven IgG mit gering sowie hoch kon-
zentriertem Heparin: Es zeigte sich im Vergleich zur Pufferkontrolle (35,73 %) eine geringe Zu-
nahme der CD62P-positiven Events unter HIT-positiven IgG und hoch konzentriertem Heparin auf
37,56 %, unter HIT-positiven 1gG und gering konzentriertem Heparin kam es zu einer starken
Zunahme auf 60,95 %.

C: Vergleich zwischen HIT-positiven IgG mit gering konzentriertem Heparin und HIT-positiven IgG
mit gering konzentriertem Heparin plus zusatzlich AKT- bzw. 1V.3-Inhibition: Sowohl die Prainku-
bation mit AKT-Inhibitor als auch mit 1V.3-Inhibitor fiihrte zu einem Linksshift der Kurve und damit
zu einer Abnahme der CD62P-positiven Events von 60,95 % auf 12,61 % mit AKT-Inhibitor bzw.
27,07 % mit IV.3-Inhibitor
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Abbildung 41: Darstellung des Fl der prozentualen CD62P-Expression im Verhéaltnis zur
Negativkontrolle (nur PBS) nach Inkubation mit HIPA-positiven IgG, Vergleich der Akti-
vierung unter IgG+Hep 0,3 mit den anderen Bedingungen (IgG + PBS, IgG + Hep 100, IgG
+l V.3+Hep 0,3, IgG + AKT-I + Hep 0,3): Unter IgG + Hep 0,3 zeigte sich eine signifikant
héhere CD62P-Expression verglichen mit 1I9gG + Hep 100 (1,87+0,11 vs. 1,25+0,07, p-
Wert<0,0001), IgG + V.3 + Hep 0,3 (1,87+0,11 vs. 0,96+0,05, p-Wert=0,0002) und IgG + AKT-
| + Hep 0,3 (1,87+0,11 vs. 0,56+0,07, p-Wert<0,0001). Im Verhaltnis zur Pufferkontrolle (IgG +
PBS) zeigte sich kein signifikanter Unterschied (1,87+0,11 vs. 1,72+0,23, p-Wert=0,5622). Sig-
nifikanzniveaus: * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001, **** = p< 0,0001. Abkirzungen: Fl=
Fold Increase, ns= nicht signifikant (p=0,05), SEM= Standardfehler des Mittelwertes (engl.
»Standard error of the mean®).
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3.4 Korrelation der pAKT-Messungen mit den CD62P-Werten, dem 4-T-
Score, der optischen Dichte im ELISA sowie der time to aggregation
im HIPA

Als Erganzung zur Beurteilung der Vergleichbarkeit mit den Standardmethoden

wurden die pAKT-Werte nach Inkubation von Thrombozyten mit HIT-IgG unter

Heparin 0,3 U/ml mit den jeweiligen CD62P-Werten auf das Vorhandensein einer

Korrelation geprift (siehe Tab.25, Abb. 42). Es zeigte sich eine signifikante Kor-

relation zwischen der pAKT-Expression und der CD62P-Expression.
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Abbildung 42: Korrelation der prozentualen Werte der pAKT-Expression nach Inkubation
mit den HIT-IgG und Hep 0,3 mit den jeweiligen CD62P-Werten der Patienten: Es zeigte sich
eine signifikante Korrelation zwischen den Werten (n=9, Pearson-R-Koeffizient = 0,7907,
p=0,0112). Abkirzungen: FI= Fold Increase.
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Tabelle 25: Vergleich des prozentualen Anteils der pAKT-Expression der jeweiligen HIT-
IgG mit den jeweiligen CD62P-Werten nach Inkubation mit HIT-IgG unter Hep 0,3, n=9

% pAKT-positive Zellen Fl % CD62P
5,02 1,47

6,88 2,27

8,25 2,02

8,49 1,8

6,3 1,85

8,07 1,83

2,54 1,47

2,12 0,94

2,54 1,49

Um die Ergebnisse der pAKT-Messungen mit den bislang existierenden Diagnos-
tikmethoden der HIT zu vergleichen, wurden bei einigen HIT-Seren neben dem
HIPA-Test auch ein ELISA-Test mit Messung der optischen Dichte zur Beurtei-
lung der Bindungskapazitat der Antikorper durchgefuhrt. Auf3erdem wurde bei
einigen Patienten der 4-T-Score erhoben, der in Kapitel 1.2.4.1 erklart wird. Diese
Werte wurden auf eine Korrelation mit den Werten der pAKT-Messungen nach

Inkubation mit den jeweiligen HIT-IgG unter Heparin 0,3 U/ml untersucht.

Tabelle 26 vergleicht die Werte der pAKT-Messungen nach Inkubation mit HIT-
IgG unter Heparin 0,3 U/ml mit dem jeweils Kklinisch ermittelten 4-T-Score der

Patienten, welcher in Kapitel 1.2.4 erlautert wird.
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Tabelle 26: Vergleich des prozentualen Anteils der pAKT-Expression der jeweiligen HIT-
IgG mit dem klinischen 4-T-Score der Patienten, n=11

% pAKT-positive Zellen 4T-Score

N

2,50
5,28
2,08
5,68
4,48
6,88
5,85
8,49
2,12
8,07
8,25

Al O M| N N o of o] N O

Wie in Abbildung 43 zu erkennen ist, wiesen die Werte eine signifikante Korrela-

tion auf mit p=0,0340, der Pearson-Korrelationskoeffizient r betrug 0,6399.
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Abbildung 43: Korrelation der prozentualen Werte der pAKT-Expression nach Inkubation
mit den HIT-IgG und Hep 0,3 mit dem klinischen 4-T-Score der Patienten: Es zeigte sich eine
signifikante Korrelation zwischen den Werten (n=11, Pearson-R-Koeffizient = 0,6399, p=0,0340)
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Tabelle 27 stellt die prozentualen Werte der pAKT-Expression nach Inkubation
mit den HIT-1gG unter Heparin 0,3 U/ml den jeweilig ermittelten Werten der opti-

schen Dichte im ELISA gegenuber.

Tabelle 27: Vergleich der pAKT-Expression nach Inkubation mit den HIT-IgG und Heparin
0,3 U/ml mit den jeweiligen Werten der optischen Dichte (OD) der Antikdrper im ELISA,
n=16

% pAKT-positiver Zellen optische Dichte (OD)
2,50 0,091
5,28 2,520
2,08 1,190
5,68 2,807
4,48 1,130
6,88 3,216
5,85 2,342
8,49 2,017
2,12 0,073
8,07 2,624
8,25 2,590
2,24 0,673
2,28 0,337
2,54 0,183
6,30 2,974
5,02 2,328

Auch diese Werte wiesen, wie Abbildung 44 demonstriert, eine stark signifikante
Korrelation auf (p<0,0001, r=0,8390).
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Abbildung 44: Korrelation der prozentualen Werte der pAKT-Expression nach Inkubation
mit den HIT-IgG und Hep.0,3 mit den Werten der optischen Dichte (OD) im ELISA der je-
weiligen HIT-Antikoérper: Es zeigte sich eine stark signifikante Korrelation zwischen den Werten
(p<0,0001, r=0,8390). Abkirzungen: OD= optische Dichte.

Die pAKT-Werte wurden auf3erdem mit der time to aggregation der jeweiligen
HIT-Seren im HIPA-Test, also der Zeitspanne, bis eine Transparenzzunahme
auftrat, verglichen (siehe Tab.28). Mit einem p-Wert von 0,0546 und r= -0,6224
verfehlte die Prifung der Werte auf eine Korrelation knapp das Erreichen einer
statistischen Signifikanz (siehe Abb. 45).

Tabelle 28: Vergleich der pAKT-Expression nach Inkubation mit den HIT-IgG und Heparin
0,3 mit der jeweiligen Time to Aggregation im HIPA, n=10

% pAKT-positive Zellen time to aggregation (min)
5,28 5

6,3 5

5,68 7,5

4,48 35

5,02 22,5
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Abbildung 45: Korrelation der prozentualen Werte der pAKT-Expression nach Inkubation
mit den HIT-IgG und Hep.0,3 mit Werten der time to aggregation im HIPA: Es zeigte sich
knapp keine signifikante Korrelation zwischen den Werten (p= 0,0546, r= -0,6224).

In der Zusammenschau der Ergebnisse zeigte sich also bei allen getesteten A-
gonisten, heil3t TRAP-6, Arachidonsaure, Kollagen und ADP, ein signifikanter An-
stieg des prozentualen Anteils an pAKT-positiven Zellen. Durch die Zugabe des
AKT-Inhibitors Bay1125976 nahm der Anteil der pAKT-positiven Zellen jeweils
signifikant ab im Vergleich zum Ansatz ohne AKT-Inhibitor. Diese Beobachtun-
gen lie3en sich auch bei der Messung des Fold Increases der CD62P-Expression
machen. Allerdings bildete der Ansatz mit ADP eine Ausnahme. Hier zeigte sich
weder eine signifikante Zunahme der CD62P-Expression im Vergleich zur Puf-

ferkontrolle noch eine signifikante Abnahme nach Inkubation mit AKT-Inhibitor.
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Die getesteten Agonisten zeigten auch im Methodenvergleich in der Vollblutag-
gregometrie eine signifikante Zunahme der Flache unter der Kurve sowie nach
AKT-Inhibition eine signifikante Abnahme der Flache unter der Kurve. Die Ab-
nahme des phosphorylierten Anteils der AKT-Kinase nach Prainkubation von

Bay1125976 war ebenfalls im Westernblot sichtbar.

Im zweiten Teil der Experimente wurde die Reaktion nach Zugabe von IgG isoliert
aus vorher mit dem HIPA-Test beurteilten HIT-Seren getestet. Hier zeigte sich
unter Inkubation mit Heparin 0,3 U/ml ein stark signifikanter Unterschied nach
Zugabe von HIPA-positiven IgG im Vergleich zu den HIPA-negativen IgG oder
der Kontrolle, den AB-IgG gesunder Spender. Der Anteil an pAKT-positiven Zel-
len war unter Zugabe von HIPA-positiven IgG unter Heparin 0,3 U/ml signifikant
hoher als bei der Pufferkontrolle oder unter Heparin 100 U/ml. Ebenso zeigte sich
eine signifikante Abnahme bei den HIPA-positiven IgG nach Inkubation mit dem
Fc-Rezeptor-Inhibitor 1V.3 sowie dem AKT-Inhibitor. Diese Beobachtungen ent-
sprachen in weiten Teilen den Messungen der CD62P-Expression. Auch hier gab
es unter Heparin 0,3 U/ml einen signifikanten Unterschied zwischen HIPA-positi-
ven und HIPA-negativen IgG. Genauso zeigte sich bei der Inkubation mit HIPA-
positiven 1gG ein signifikanter Unterschied der CD62P-Expression nach Zugabe
von Heparin 0,3 U/ml im Vergleich zu Heparin 100 U/ml. Auch eine signifikante
Hemmung der CD62P-Expression liel3 sich nach Zugabe von IV.3 oder dem AKT-

Inhibitor ausmachen.

Die durchflusszytometrisch gemessenen Werte der pAKT-Expression korrelier-
ten ebenso mit den CD62P-Werten sowie den jeweiligen klinisch ermittelten Wer-
ten des 4-T-Score der Patienten und den im ELISA gemessenen Werten der op-
tischen Dichte. Eine Korrelation der pAKT-Werten mit den jeweiligen gemesse-
nen Werten der time to aggregation im HIPA verfehlte knapp statistische Signifi-

kanz.
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4 Diskussion

4.1 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der Arbeit war, eine Methode zur Charakterisierung der Signaltransduk-
tion in Thrombozyten zu etablieren, die die Palette der aktuell existierenden Me-
thoden zur Diagnose von Thrombozytenfunktionsstérungen erweitern bezie-
hungsweise erganzen kann. Trotz eines bereits existierenden breiten Spektrums
an Diagnostikmethoden gelingt es bei beobachteter klinischer Blutungsstendenz
oft nicht, die zugrundeliegende Ursache auszumachen und eine Diagnose zu
stellen. Vor allem die Diagnose von milden angeborenen Blutgerinnungsstorun-
gen bei Patienten mit beobachteter Blutungstendenz stellt oftmals eine Heraus-
forderung dar (Boender et al., 2016). So kann aktuell nur bei circa 30-40 % der
Patienten mit einer klinisch beobachteten milden Blutungstendenz eine konkrete
Diagnose wie beispielsweise ein von-Willebrand-Syndrom gestellt werden. Der
Uberwiegende Teil der Patienten fallt unter die Arbeitsdiagnose ,Bleeding disor-
der of unknown case” (BDUC). Sie ist definiert als auffallig erhéhte Blutungsten-
denz, die keine Abnormalitaten in den Standardgerinnungstests zeigt. Die Diag-
nose BDUC wird in den letzten Jahren immer ofter vergeben, sie ist jedoch mit
vielen Klinischen Herausforderungen verbunden (Baker & O’Donnell, 2021;
Thomas et al., 2020). So stellt diese Diagnose eine Ausschlussdiagnose dar, was
die Durchfuhrung exzessiver Laboruntersuchungen erfordert, die teils sehr auf-
wandig sind (Dovlatova et al., 2014). Die Diagnose der BDUC umfasst eine sehr
heterogene Gruppe an Krankheitsbildern mit unterschiedlichen Atiologien wie un-
diagnostizierte monogenetische Stérungen, polygenetische Stérungen oder Sto-
rungen anderer Ursache. Labortests, die zugrundeliegende Ursachen einer
BDUC charakterisieren und diese so diagnostizieren konnen, haben sich noch
nicht etabliert. Dies kann mitunter dem Zusammenschliel3en heterogener Krank-
heitsbilder unbekannter, diverser Ursachen zu einer Diagnose geschuldet sein.
Gleichzeitig weist es aber auch auf die geringe Sensitivitat der bislang existieren-
den Tests beziglich Ursachen fur Blutungsstérungen hin (Thomas et al., 2020;
van Asten et al., 2018). Dadurch ist eine passende Therapie und ein angepasstes
Management im klinischen Alltag erschwert. Zwar existieren Empfehlungen und

Fallstudien zum Umgang mit diesen Patienten, jedoch gibt es bislang aufgrund
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fehlender Kenntnis der Pathogenese keine kausale Therapie. Die Diagnose
BDUC geht zudem mit einer erhéhten Angst seitens der Patienten und einer er-
hohten Morbiditat einher (Thomas et al., 2020). Dies unterstreicht die Relevanz
einer moglichst genauen Diagnostik und Ursachenklarung von Blutungsstorun-
gen. Fur eine korrekte Diagnostik von Thrombozytenfunktionsstérungen missen
allerdings verschiedene Level der Labordiagnostik durchlaufen werden, die zum
Teil zeit- und kostenintensiv sind, Speziallabore erfordern, oft nur gering standar-
disiert sind und fur eine breitere klinische Anwendung weitere Validierung beno-
tigen (Bourguignon et al., 2022; van Asten et al., 2018; Wagner et al., 2022).
AulRerdem sind viele dieser Methoden nicht sensitiv genug, um eine pathophysi-
ologische Ursache zu diagnostizieren und eine konkrete Diagnose stellen zu kon-
nen (Wagner et al., 2022). Gerade Defekte in der Signaltransduktion sind schwer
zu diagnostizieren, da das Zusammenspiel zwischen inhibitorischen und aktivie-
renden Netzwerken, das im Zuge der Thrombose und Hamostase stattfindet,
sehr komplex ist. So mussen viele Aspekte verschiedener Signalnetzwerke inte-
griert werden, um ein einigermal3en reprasentatives Modell der Thrombozyten-
funktion- und interaktion zu erhalten, das zum Verstandnis der komplexen Me-
chanismen beitragt. Hinzu kommt erschwerend die Variabilitat innerhalb der
Thrombozytenreaktionen verschiedener Spender, sodass trotz kontinuierlichem
Erkenntnisgewinn das Verstehen und Analysieren der komplexen Prozesse wei-
terhin eine Herausforderung darstellt (Bye et al., 2016). Weil Defekte der Throm-
bozytenfunktion jedoch mit signifikant héheren Blutungsrisiken einhergehen, ist
eine Diagnose essentiell um perioperative Risiken zu stratifizieren, ein adaquates
Management zu gewahrleisten und eine zielgerichtete Therapie zu ermdglichen
(Wagner et al., 2022). Es besteht somit der Bedarf an weiteren Diagnostikmetho-
den, um Blutungstendenzen besser und schneller einzuordnen und so spezifi-
schere Therapien einleiten zu kbnnen (van Asten et al., 2018). Um bislang exis-
tierenden Methoden sinnvoll zu erganzen oder ersetzen zu kdnnen, sollten neue
Methoden einfach und universell durchfiihrbar sein, einen spezifischen Weg der
Signaltransduktion darstellen und auch fur die Anwendung im klinischen Kontext

geeignet sein. In diesem Kapitel werden die Vorteile und die Eignung der
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Messung der Phosphorylierung der AKT-Kinase als Methode fiir die Thombozy-

tenfunktionsdiagnostik dargelegt und diskutiert.

4.2 Bewertung der Ergebnisse

Der Fokus wurde in dieser Arbeit auf die Untersuchung der AKT-Kinase gerichtet,
dem Haupteffektor downstream der PI3-Kinase, da die AKT-Kinase eine der
wichtigsten Kinasen fur die Thrombozytenfunktion darstellt. Sie spielt eine zent-
rale Rolle bei der Thrombozytenaktivierung und der durch sie hervorgerufenen
Prozesse wie die der Integrinaktivierung, Thrombozytenaggregation sowie
Thrombusformation und ist auRerdem wichtig fur die Thrombusstabilitat (Guidetti
et al., 2015; Zou et al., 2022). Ihre Aktivierung wird durch Phosphorylierung initi-
lert und stellt einen wichtigen Schritt fur die Aktivierung von Thrombozyten dar
(Pelzl et al., 2022). Dass die Signaltransduktion via AKT-Kinase mittels durch-
flusszytometrischer Bestimmung ihres Phosphorylierungsgrades dargestellt wer-
den kann und mit dem Aktivierungsgrad von Thrombozyten korreliert, zeigen
Pelzl et al. in ihrer Arbeit, in der Thrombozyten mit Seren von COVID-19-Patien-
ten inkubiert und die pAKT-Expression sowie die CD62P-Expression gemessen
wurde (Pelzl et al., 2022).

Auch die Ergebnisse meiner Arbeit zeigen, dass es mdglich ist, die Signaltrans-
duktion und den Aktivierungszustand von Thrombozyten mittels durchflusszyto-
metrischer Bestimmung der AKT-Phosphorylierung darzustellen. Da eine Reak-
tivitat auf verschiedene extrazellulare Agonisten essenziell fir die Thrombozy-
tenfunktion und -aktivierung ist (Guidetti et al., 2015), wurde im ersten Teil der
Arbeit das Ausmal’ der Phosphorylierung und damit Aktivierung der AKT-Kinase
in Abhangigkeit der Inkubation mit verschiedenen Agonisten bestimmt und mit

etablierten Standardmethoden verglichen.

Bei Betrachtung der im vorherigen Kapitel dargestellten Ergebnisse lasst sich
deutlich erkennen, dass die Zugabe aller verwendeten Agonisten, also TRAP-6,
Arachidonsaure, Kollagen sowie ADP zu einer stark signifikanten Zunahme der
prozentualen Expression der phosphorylierten Form der AKT-Kinase bei Throm-

bozyten fiihrt. Dies zeigt, dass die im Zuge dieser Dissertation etablierte
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Methode, die durchflusszytometrischen Messung des phosphorylierten Anteils
der AKT-Kinase, erfolgreich ist und in der Lage, aktivierte Thrombozyten anhand
ihrer pAKT-Expression darzustellen. Die signifikante Abnahme des prozentualen
Anteils der pAKT-positiven Zellen nach vorheriger Inkubation der Thrombozyten
mit dem AKT-Inhibitors Bay1125976 bei allen Agonisten zeigt, dass die Methode
spezifisch die Expression der phosphorylierten AKT darstellt, da eine Hemmung
dieses Phosphorylierungsschrittes zu einer deutlichen Abnahme des Signales
fuhrte. Dass auch durch die Zugabe von Puffer ohne vorherige AKT-Inhibition
eine signifikant hohere pAKT-Expression erzielt werden konnte als mit AKT-Inhi-
bition, deutet darauf hin, dass es allein schon durch die Zugabe und Inkubation
mit Puffer zu einer geringen Aktivierung kommt. Es zeigt sich jedoch ein signifi-
kanter Unterschied zwischen der Aktivierung durch Puffer im Vergleich zu den
Agonisten, was auf eine deutliche Aktivierung durch die Agonisten schliel3en

|asst.

Vergleicht man die Ergebnisse der in der Dissertation prasentierten Methode mit
der bereits weit verbreiteten durchflusszytometrischen Messung der CD62P-Ex-
pression von Thrombozyten als Aktivierungsmarker, wird anschaulich, dass die
Ergebnisse sich in groBem Ausmald dhneln. Auch hier erzeugen die Agonisten
TRAP-6, Arachidonsaure und Kollagen eine signifikante Steigerung der CD62P-
Expression im Vergleich zur Pufferkontrolle. Lediglich in der Untersuchungsreihe
nach Aktivierung mit ADP fand keine signifikante Steigerung der CD62P-Expres-
sion statt. Das war jedoch sehr wahrscheinlich der kleinen Probenanzahl (n=5)
geschuldet. Die Messungen sollten zu einem spateren Zeitpunkt in einer grofl3e-
ren Kohorte nochmals tberprtft werden. Die vorherige Inhibition der AKT-Kinase
mittels Bay1125976 fuhrte zu einer signifikanten Abnahme der CD62P-prasen-
tierenden Zellen nach Aktivierung mit TRAP-6, Arachidonsaure sowie Kollagen
im Vergleich zu den nicht inhibierten Zellen. Dies deutet darauf hin, dass die Ak-
tivierung der AKT-Kinase durch Phosphorylierung einen entscheidenden Signal-
weg in der Thrombozytenaktivierung und infolgedessen P-Selektin-Expression

darstellt.

Als Vergleich mit einer weiteren Standardmethode wurde die Aktivierung durch
die Agonisten TRAP-6, Arachidonsaure, Kollagen sowie ADP ebenfalls mittels
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Vollblutaggregometrie (Multiplate) gemessen. Auch hier wurden sowohl Messun-
gen an unbehandeltem Vollblut sowie mit Bay1125976 prainkubiertem Vollblut
durchgefuhrt und die Ergebnisse miteinander verglichen. Dabei zeigte sich bei
allen Agonisten eine signifikante Abnahme der Flache unter der Kurve als Maf3
der Aggregation nach Inkubation mit dem AKT-Inhibitor im Vergleich zu unbe-
handeltem Vollblut. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass der AKT-Signalweg
neben der Granulasekretion auch fur die Aggregation der Thrombozyten essen-
ziell ist und die Messung der pAKT-Expression als Darstellung des Aktivierungs-
zustandes von Thrombozyten sich mit einer weiteren Standardmethode verglei-

chen lasst und somit valide scheint.

Auch der Westernblot zeigte einen klaren Unterschied in den Banden zwischen
mit AKT-Inhibitor vorbehandelten Proben und nicht inhibierten Proben. Die
Bande auf Hohe der 68 kDa, die die Proteinlevel der phosphorylierten AKT-
Kinase reprasentiert, war nach Inhibition konstant schwécher abgebildet als ohne
Bay1125976. Dass in dieser Darstellung keine deutliche Signalverstarkung nach
Aktivierung durch TRAP-6 und ADP im Vergleich zur Pufferkontrolle zu erkennen
war, lasst sich am wahrscheinlichsten durch eine geringe Probeanzahl sowie das
Fehlen an Erfahrung mit dieser Methode erklaren. Eine weitere Erklarung konnte
eine gewisse Pufferreaktion durch PBS sein.

Neben der physiologischen Thrombozytenaktivierung und -aggregation ist die
AKT-Kinase jedoch auch an pathophysiologischen Prozessen wie der Thrombus-
formation beteiligt (Chen et al., 2019). So ist der PI3/AKT-Signalweg beispiels-
weise an der erhohten Thromboseneigung von COVID-Patienten beteiligt (Pelzl
et al., 2022) und auch bei der ITP fihren AKT-vermittelte Prozesse zu einer Eli-
mination von Thrombozyten (Chen et al., 2018). Beide Krankheitsbilder fihren
Antikorper-vermittelt zu einer Aktivierung der AKT-Kinase, welche entscheidend
zum Pathomechanismus beitragt. Um die Methode auch im klinischen Kontext
unter dem Aspekt der Beteiligung der AKT-Kinase an verschiedenen Erkrankun-
gen anzuwenden und somit ihre klinische Bedeutung zu untermauern, wurde in
dieser Arbeit die Beteiligung der AKT-Kinase bei der HIT untersucht. Dazu wur-
den Thrombozyten mit aus von HIPA-positiven Spenderseren isolierten Antikor-
pern inkubiert und der Effekt auf die AKT-Phosphorylierung als Mal3 der
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Aktivierung von Thrombozyten durch diese Antikdrper gemessen. Als Vergleich
wurden sowohl aus AB-Seren isolierte Antikorper als auch aus HIPA-negativen
Spenderseren isolierte Antikdrper verwendet. Die Pufferkontrolle zeigte, dass
eine reine Inkubation von Thrombozyten mit den verschiedenen Antikdrpern un-
ter Zugabe von Puffer zu einem geringen Unterschied in der pAKT-Expression
zwischen HIPA-positiven und HIPA-negativen Seren fuhrte. Dies kann auf eine
minimale unspezifische Grundaktivierung der Thrombozyten infolge einer Mani-
pulation der Thrombozyten im Test durch Prozesse wie die Zentrifugation oder
Rotation sowie auf eine gewisse Grundaktivitat der HIPA-positiven Antikdrper
auch ohne externe Zugabe von Heparin zurtickgefuhrt werden. Es war jedoch
keine signifikante Steigerung zwischen den HIPA-positiven IgG und der Negativ-
kontrolle mit den AB-IgG auszumachen. Dies spricht insgesamt fir eine geringe
Aktivierung durch Probenprozessierung oder durch unspezifische Aktivierungs-
prozesse infolge des Vorhandenseins von Antikérpern aus Seren kritisch kranker
Patienten. Es demonstriert vor allem die Bedeutung des Vorhandenseins von
Heparin fur die durch HIPA-positive Antikérper induzierte Aktivierung von Throm-
bozyten. Denn im Gegensatz zur Pufferkontrolle fuhrt eine Inkubation mit HIPA-
positiven IgG unter Zugabe von Heparin in der Konzentration 0,3 U/ml zu einer
signifikanten Zunahme der Phosphorylierung, sowohl im Vergleich zu den HIPA-
negativen IgG als auch der AB-Kontrolle. Das spricht fir eine spezifische Reak-
tion und Aktivierung der Thrombozyten durch die HIPA-positiven IgG unter He-
parin 0,3 U/ml. Diese Reaktion fallt unter Zugabe von Heparin in der Konzentra-
tion 0,3 U/ml deutlich starker aus und wird durch Heparin in hoherer Konzentra-
tion, hier 100 U/ml, supprimiert. So wird die Spezifitat der Reaktion untermauert.
Eine Hemmung durch Heparin in héheren Konzentrationen ist in der Literatur gut
bekannt und l&sst sich dadurch erkléaren, dass bei geringeren Heparinkonzentra-
tionen das Verhaltnis zwischen Heparin und PF4 stbchiometrisch optimaler ist
(Greinacher et al., 2008). Dass diese Reaktion auf eine Aktivierung der Throm-
bozyten durch die IgG zurtckzufihren ist, wird dadurch deutlich, dass eine Inhi-
bition der Bindungsstelle fir IgG auf Thrombozyten mittels 1V.3-Inhibitor die sig-
nifikanten Expressionsunterschiede zwischen HIPA-positiven, HIPA-negativen

und AB-lgG verschwinden lasst. Die fehlenden beziehungsweise nur gering
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signifikanten Unterschiede nach Inkubation mit dem AKT-Inhibitor zeigen erneut,
dass die Methode gezielt den Phosphorylierungszustand der thrombozytéaren
AKT-Kinase darstellt, da eine Inhibition dieses Vorgangs zu einer starken Ab-
nahme des Signals fuhrte. Zudem wird die Bedeutung dieses Signalweges auch

bei der Pathogenese der HIT untermauert.

Die Spezifitat der Reaktion zwischen HIPA-positiven IgG unter Heparin in niedri-
ger Konzentration (0,3 U/ml) im Vergleich zu hoch konzentriertem Heparin (100
U/ml) oder der Pufferkontrolle wird durch eine klare Signifikanz zwischen der
PAKT-Expression unter Zugabe von Heparin in der Konzentration 0,3 U/ml im
Vergleich zu der Pufferkontrolle sowie der mit Heparin in hoher Konzentration
inkubierten Probe unterstrichen. Die signifikante Hemmung unter Prainkubation
mit IV.3-Inhibitor demonstriert, dass es sich um ein Signal handelt, das haupt-
sachlich durch die HIPA-positiven 1gG hervorgerufen wird. Die Hemmung nach
Prainkubation durch den AKT-Inhibitor belegt, wie bereits beschrieben, die spe-
zifische Darstellung des Phosphorylierungszustandes und die Rolle der AKT-
Kinase bei der HIT.

Der Vergleich zwischen HIPA-negativen 1gG sowohl mit HIPA-positiven IgG, die
eine Pufferreaktion im HIPA zeigten, als auch mit HIPA-positiven Seren, die keine
Pufferreaktion zeigten, lasst dagegen keine eindeutigen Unterschiede in der
Starke der Reaktion zwischen Puffer-positiven und Puffer-negativen Seren aus-
machen. Zwar existiert ein signifikanter Unterschied in der Aktivierung zwischen
HIPA-positiven Puffer-positiven IgG im Vergleich zu den HIPA-negativen IgG un-
ter Inkubation mit Puffer, dieser ist jedoch auch bei den HIPA-positiven Puffer-
negativen IgG auszumachen. Da auch kein signifikanter Unterschied zwischen
HIPA-positiven Puffer-positiven und HIPA-positiven Puffer-negativen IgG unter
Heparin 0,3 festzustellen ist, lasst sich vermuten, dass die Pufferreaktivitat der
Antikorper keinen entscheidenden Einfluss auf die Aktivierung der Thrombozyten
unter gering konzentriertem Heparin hat. Bei der Pufferkontrolle zeigte sich eben-
falls zwischen den HIPA-positiven Puffer-positiven 1gG und HIPA-positiven Puf-
fer-negativen IgG kein signifikanter Unterschied. Somit scheint die Methode im
Gegensatz zum HIPA-Test nicht geeignet, um die Pufferreakitivtat der 1gG zu

beurteilen.
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Als Referenz wurde die Aktivierungsreaktion von HIPA-positiven sowie HIPA-ne-
gativen IgG an Thromboyzten auch anhand der Steigerung der CD62P-Expres-
sion gemessen. Dabei zeigt sich zwischen den HIPA-positiven und HIPA-negati-
ven Antikdrpern ein signifikanter Unterschied in der P-Selektion-Expression der
Thrombozyten unter gleichzeitiger Inkubation mit gering konzentriertem Heparin.
Dies deckte sich damit mit den Ergebnissen der pAKT-Messung. Die pAKT-Werte
unter niedermolekularem Heparin korrelierten statistisch signifikant mit den Wer-
ten der CD62P-Messungen. Es féllt jedoch auf, dass die pAKT-Messungen zwi-
schen den HIPA-positiven und HIPA-negativen Antikorpern im Vergleich zu den
CD62P-Werten eine deutlich starkere Signifikanz aufwiesen, was flur die hohe
Sensitivitat der neuen Methode spricht. Sowohl unter PBS als auch unter dem
hoch konzentrierten Heparin lief3 sich kein signifikanter Unterschied in der Akti-
vierung zwischen HIPA-positiven und HIPA-negativen IgG bei der CD62P-Mes-
sung ausmachen, anders als bei den pAKT/AKT-Messungen. Nach Inkubation
mit HIPA-positiven IgG fiel auch die CD62-Expression unter gering konzentrier-
tem Heparin signifikant starker aus als unter hoch konzentriertem Heparin, so-
dass sich daraus schlie3en lasst, dass die Kombination aus HIPA-positiven 1gG
und niedrig konzentriertem Heparin zu einer deutlich starkeren Thrombozytenak-
tivierung fuhrt. Die signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Inkubation mit
IV.3 sowie AKT-Inhibitor zeigen hier ebenfalls, dass es sich um die Darstellung
einer Aktivierung durch Antikorper handelt und die Phosphorylierung der AKT-
Kinase an diesem Aktivierungsschritt mafRgeblich beteiligt ist. Dass sich die
CD62P-Expression zwischen PBS und dem niedrig konzentrierten Heparin nicht
stark unterschied, lasst auf eine vergleichsweise geringe Spezifitdt der CD62P-
Messung im Vergleich zur pAKT-Messung schliel3en. Dies stellt einen entschei-

denden Vorteil der neuen Methode dar.

Zusammenfassend zeigt sich mit der durchflusszytometrischen Messung des
Phosphorylierungsgrades der AKT-Kinase eine robuste Methode, um funktionelle
Antikorper zu detektieren. Allerdings weisen die durchgeftihrten Experimente Li-
mitationen hinsichtlich ihrer Aussagekraft auf. So muss beriicksichtigt werden,
dass die Experimente an einer kleinen Fallzahl durchgefiihrt wurden unter An-

nahme einer Normalverteilung. Dies sollte in prospektiven Studien mit grof3en
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Fallzahlen weiterverfolgt werden, um eine ausreichende Validierung und Stan-

dardisierung zu erhalten.

Aus den Ergebnissen lasst sich auch im Vergleich zur bereits haufig verwendeten
CD62P-Methode als funktioneller Test fur die HIT festhalten, dass die durch-
flusszytometrische Messung der pAKT-Expression geeignet scheint, um den Ak-
tivierungszustand der Thrombozyten darzustellen. Sie funktioniert bei verschie-
denen Agonisten und die Ergebnisse sind vergleichbar mit denen von schon
etablierten Standardmethoden wie der Messung der CD62P-Expression sowie
der Vollblutaggregometrie. Auch in der klinischen Anwendung scheint die Me-
thode erfolgreich einsetzbar zu sein. So ist sie in der Lage, die Aktivierung von
Thrombozyten durch Antikdrper aus HIPA-positiven Seren unter Heparin darzu-
stellen und zu unterscheiden zwischen der spezifischen Aktivierung unter gering
konzentriertem Heparin und unspezifischeren Aktivierungen. Dies stellt einen es-
senziellen Aspekt fur einen potenziellen Einsatz in der Diagnostik dar. Dass die
Methode geeignet flur die Diagnostik sein kdnnte, wird auch durch die signifikante
Korrelation mit dem 4-T-Score sowie den Werten der optischen Dichte im ELISA
deutlich. Beide Methoden sind wichtige Bestandteile der aktuellen Diagnostik ei-
ner HIT. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die Werte der optischen
Dichte im ELISA, die das Level der vorhandenen Anti-Heparin/PF4-Antikdrper
widerspiegeln, sowohl mit der Wahrscheinlichkeit eines positiven funktionellen
Tests als auch mit der Wahrscheinlichkeit des Auftretens von klinischen Manifes-
tationen wie Thrombosen korrelieren (Kerényi et al., 2017; Kim et al., 2011;
Tomer, 1997; Warkentin et al., 2008; Zeleznik et al., 2021; Zwicker et al., 2004).
Dass auch die Werte der pAKT-Messungen mit der optischen Dichte korrelieren,
legt nahe, dass sie geeignet fur die Diagnose einer klinisch relevanten HIT sein
kénnen. Bei der Bewertung dieser Ergebnisse gilt es jedoch zu beachten, dass
auch diese Ergebnisse auf einer kleinen Fallzahl basieren und bislang noch kein
klarer biologischer Zusammenhang zwischen den Parametern beschrieben
wurde. Auch hier bedarf es also einer breiteren Testung der Methode flr eine
bessere Aussagekraft. Die Korrelation mit der pAKT-Werte mit den jeweiligen
time-to-aggregation-Werten der Seren im HIPA erreicht knapp keine statistische

Signifikanz, was jedoch ebenfalls darauf zurtickzufihren sein kénnte, dass nur
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eine recht geringe Anzahl an Seren (n=10) verglichen wurde. Das unterstreicht

den Bedarf an einer breiteren Testung der Methode.

4.3 Wissenschaftliche Bedeutung und Einordnung der Ergebnisse

Das Ziel meiner Arbeit war die Untersuchung, ob die durchflusszytometrische
Messung der Phosphorylierung der AKT-Kinase nach Aktivierung durch verschie-
dene Agonisten eine mdogliche, valide Methode zur Untersuchung der Throm-
bozytenfunktion darstellt. Mehrere Studien haben bereits demonstriert, dass die
AKT-Kinase als Downstream-Effektor der PI3K-Kinase essenziell fur die Throm-
bozytenaktivierung und -aggregation ist. Ihr Ausschalten in Knockout-Mausen
fuhrt zu einer starken Funktionsbeeintrachtigung der Thrombozytenfunktion
(Althaus et al., 2020; Chen et al., 2004; O'Brien et al., 2011; Woulfe et al., 2004).

Im Zuge der Arbeit konnten wir bestatigen, dass der AKT-Signalweg geeignet ist,
um die Aktivierung von Thrombozyten aufzuzeigen und mit den Ergebnissen bis-
heriger Standardmethoden einhergeht. Damit kdnnte diese Methode eine geeig-
nete neue Diagnostikmethode fir die Untersuchung der Thrombozytenfunktion
darstellen (Althaus et al., 2020). Insbesondere fir die Diagnostik bei Kindern bie-
tet die Methode Vorteile, da sie mit geringen Blutvolumina auskommt und auch
bei Patienten mit Thrombozytopenien aussagekréftig ist (Althaus et al., 2020;
Michelson, 2006; Navred et al., 2019). So reichen geringe Mengen aus flr funk-
tionelle Testungen und gleichzeitig fir morphologische Untersuchungen wie die
Immunfluoreszenzmikroskopie, was fur die Diagnose von Thrombozytenfunkii-
onsstorungen bei kleinen Kindern hilfreich sein kann (Althaus et al., 2020;
Greinacher et al., 2017; Israels et al., 2011). Ein weiterer Vorteil gegeniber der
Lichttransmissionsaggregometrie ist die Fixierbarkeit der Proben. So kdnnen sie
Uber Nacht gelagert und am nachsten Tag in der Routinediagnostik untersucht
werden (Althaus et al., 2020). AuRerdem ermdglicht dies durch einen Versand
von Proben eine breitere Anbindung und Untersuchung von Patienten, die auf-
grund raumlicher Distanz nur erschwert Zugang zu grol3eren diagnostischen
Zentren haben. Viele Untersuchungen wie die Lichttransmissionsaggregometrie

sind nur in Speziallaboren durchfiihrbar und damit raumlich sehr gebunden. Des
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Weiteren existiert bei der LTA noch ein Mangel an Standardisierung (Navred et
al., 2019). Die durchflusszytometrischen Untersuchungen kénnten hier wichtige
Vorteile mit sich bringen. Studien haben gezeigt, dass die Durchfihrung einer
durchflusszytometrischen Messung der CD62P sowie CD63-Messung als Scree-
ningtest vor der Durchfihrung aufwandiger Diagnostikmethoden sinnvoll sein
kénnen, um Patienten mit moglichen Defekten herauszufiltern und unnétige Di-
agnostik zu vermeiden (Dovlatova et al., 2014). Auch andere Studien zeigen ei-
nen hohen negativen pradiktiven Wert der durchflusszytometrischen Analysen
verglichen mit der Lichttransmissionsaggregometrie, was die Bedeutung als
Screeningassay unterstreicht (Navred et al., 2019). Die durchflusszytometrische
Messung der CD62P und CD63P-Expression hat allerdings Defizite in der Detek-
tion von GPVI-Defekten aufgezeigt, sodass eine weitere Entwicklung solcher
Testmethoden notwendig ist (Dovlatova et al., 2014). Hier kdnnte die durch-
flusszytometrische Bestimmung der Phosphorylierung der AKT-Kinase ihren Ein-
satz finden, da sie, wie die Ergebnisse zeigen, auch bei der Verwendung von
Kollagen als Agonist anwendbar ist. Weil die verschiedenen Methoden unter-
schiedliche Dynamiken und unterschiedliche Endpunkte der Thrombozytenakti-
vierung darstellen, ist es sehr wahrscheinlich, dass sie auch je nach Fragestel-
lung und Defektursache unterschiedliche Sensitivitdten aufweisen, was von Vor-
teil bei der Diagnose von Thrombozytenfunktionsstorungen sein kann (Navred et
al., 2019). Dass durchflusszytometrische Assays in der Lage sind, verschiedene
Thrombozytendefekte zu detektieren und somit das diagnostische Spektrum, um
wertvolle Moglichkeiten zu ergdnzen, zeigen mehrere Studien (Andres et al.,
2018; Navred et al., 2019; Rubak et al., 2016; van Asten et al., 2018). Insbeson-
dere fur die Diagnose von Plattchenfunktionsstérungen bei Patienten mit hohem
Blutungsscore scheint die Durchflusszytometrie akkurater zu sein als die Licht-
transmissionsaggregometrie. Auch bei Patienten mit Thrombozytopenien ist die
Durchflusszytometrie in der Detektion von Funktionsstorungen tberlegen. Dies
kann gerade bei der Vorhersage von Blutungsrisiken bei Patienten mit ITP ent-
scheidend sein kann (Frelinger et al., 2015; van Asten et al., 2018). Die in dieser
Arbeit beschriebene Messung des pAKT-Anteils kann die Diagnostik um einen

weiteren Aspekt erganzen und somit das Panel erweitern.
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Des Weiteren kann diese Test- und Diagnostikmethode eine Bedeutung fir die
Uberwachung und die Risikobewertung von Patienten haben, die Thrombozy-
tenaggregationshemmer einnehmen, sowie der Risikolberwachung bei kardi-
ovaskularen Krankheiten dienen (Althaus et al., 2020). Insbesondere da PI3-
Kinase-Inhibitoren einen immer breiteren klinischen Einsatz sowohl in der Tu-
mortherapie als auch als Therapieoption bei Thrombosen und kardiovaskuléren
Erkrankungen erfahren, konnte die Messung der pAKT-Expression als eine viel-
versprechende diagnostische Alternative zum Monitoring der Medikamenten-
funktion sowie der Risikostratifizierung kardiovaskularer Krankheiten dienen
(Althaus et al., 2020; Durrant & Hers, 2020; Ribes et al., 2020; Stojanovic et al.,
2006). So ist beispielsweise der PI3-Kinase-Inhibitor Alpelisib fur die Behandlung
von Brustkrebs bei postmenopausalen Frauen mit Hormonrezeptor-positivem,
HER2-negativem, PIK3CA-mutiertem Brustkrebs zugelassen (Ellis & Ma, 2019).
Gerade bei der bislang erprobten Anwendung von vor allem pan-P13-Kinase-In-
hibitoren in der Tumortherapie wurden jedoch einige Nebenwirkungen und Kom-
plikationen beobachtet, da die PI3-Kinase ubiquitar im menschlichen Korper vor-
kommt und an multiplen Prozessen beteiligt ist (Durrant & Hers, 2020; Ellis & Ma,
2019). So stellt der PI3-Kinase-Signalweg ein attraktives Ziel diverser Therapien
dar, seine Komplexitat und seine Omniprasenz bringt jedoch einige Herausforde-
rungen mit sich (Bheemanaboina, 2020). Trotz vieler offener Fragen und dem
Bedarf an weiterer Forschung bringt dieser neue Therapieansatz viel Potential
und Moglichkeiten mit sich (Vanhaesebroeck et al., 2010). Mit der Uberwachung
der Thrombozytenfunktion via durchflusszytometrischer Untersuchung der AKT-
Kinase kdnnte zumindest das Risiko der Entwicklung einer Thrombozytenfunkti-
onsstorung und damit Blutungskomplikationen solcher Therapien Giberwacht wer-
den (Althaus et al., 2020). Des Weiteren kann diese Methode als Screeningme-
thode fur das Ansprechen der PI3-Kinase-Inhibitoren dienen und damit potentiell
ihre  Anwendung bei verschiedenen Erkrankungen ermdglichen
(Bheemanaboina, 2020), da vor allem Patienten mit Mutationen in diesem Sig-
nalweg auf eine Inhibition desselben ansprechen (Ellis & Ma, 2019). Durch ihre
zentrale Stellung in der Signalweiterleitung verschiedener Zellen sind die Effekte

der PI13-Kinase und somit auch ihrer Hemmung jedoch sehr vielfaltig, sodass der
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Einsatz selektiver Inhibitoren von Bedeutung ist. Neben der Hemmung spezifi-
scher Isoformen der PI13-Kinase kdnnte vor allem die Hemmung nachgeschalte-
ter Effektoren wie der AKT-Kinase zu einer héheren funktionellen Selektivitat so-
wie einer zielgerichteteren Therapie fuhren (Durrant & Hers, 2020). Der
PISK/AKT-Signalweg stellt einen wichtigen Signalweg fur Zellwachstum, -meta-
bolismus, -Uberleben, -migration und -differenzierung dar, der bei vielen mensch-
lichen Tumorarten dereguliert ist (Revathidevi & Munirajan, 2019; Uko et al.,
2020). Damit dient die AKT-Kinase als attraktives Ziel fur verschiedene Tumorer-
krankungen. Mehrere Studien haben eine Korrelation zwischen der AKT-Aktivitat
und Kklinisch-pathologischen Kriterien wie Tumorstadium, Differenzierungsgrad
und Prognose demonstriert (Uko et al., 2020). Ebenso haben sie gezeigt, dass
die Verwendung von AKT-Inhibitoren zu einer Reduktion der Tumorproliferation
und damit in der Therapie von verschiedenen Tumorentitaten, beispielsweise bei
Brustkrebs oder hdmatologischen Krebserkrankungen zu vielversprechenden Er-
gebnissen fihrt (Bertacchini et al., 2015; Ellis & Ma, 2019; Uko et al., 2020). Die
Inhibitoren stellen gerade bei Tumoren, die resistent gegenuber herkdbmmlichen
Therapien sind, oder auch als Ergdnzung synergistisch zu anderen Therapien
eine neue Mdglichkeit zur effektiveren Tumortherapie dar (Hirai et al., 2010; Hua
et al., 2021). Damit kommt dem Monitoring dieses Signhalweges eine weitere
wichtige Bedeutung zu, da so eine bessere Prognose fir das Ansprechen solcher
Therapien sowie ein Therapiemonitoring erfolgen konnte. Verschiedene Tumor-
arten sprechen unterschiedlich auf AKT-Inhibitoren an in Abhangigkeit vom Level
der AKT-Phosphoproteine. So ist beispielsweise bei manchen Brustkrebsarten
ein hohes Level an AKT-Phosphoprotein ein Marker fir ein gutes Ansprechen
von AKT-Inhibitoren, bei anderen Brustkrebsformen dagegen ein niedriges Level
(Hua et al., 2021). Auch auf3erhalb der Behandlung von Tumoren kommt PI3-
Kinase-Inhibitoren sowie AKT-Inhibitoren eine immer gro3ere Bedeutung zu. Sie
stellen beispielsweise auch fir die Behandlung fur Entziindungen wie Osteoarth-
ritis eine potenzielle Therapieoption dar (Liu et al., 2019; Xue et al., 2017). Dies

hebt die Bedeutung eines gezielten Monitorings der AKT-Kinase erneut hervor.

Thrombozyten stellen durch ihren weniger komplexen Aufbau als Tumorzellen

und einem damit verbundenen geringeren Risiko fir Komplikationen auch ein
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potentielles eigenes therapeutisches Ziel fur PI13-Kinase-Inhibitoren dar (Durrant
& Hers, 2020). Sie fuhren, wie bereits in verschiedenen Experimenten gezeigt,
zu einer signifikanten Inhibition der Thrombozytenaktivierung und haben so einen
Effekt auf die Thrombusformation ohne die Hamostase zu beeintrachtigen oder
das Blutungsrisiko zu erhéhen (Bheemanaboina, 2020; Durrant & Hers, 2020).
Das konnte ein entscheidender Vorteil der P13-Kinase-Inhibitoren sein, da der
Einsatz der bislang existierenden Thrombozytenaggregationshemmer durch Blu-
tungskomplikationen limitiert wird. Gerade in der Therapie von akuten Ereignis-
sen wie Schlaganfallen und in der Herz-Thorax-Chirurgie kénnte ihr Einsatz von
grolRer Bedeutung sein, da Studien einen schnellen Wirkungseintritt, eine
schnelle Normalisierung der Thrombozytenfunktion nach Beendigung der Infu-
sion und damit ein geringes Blutungsrisiko zeigten (Nylander et al., 2012) . Auch
im Zusammenhang mit extrakorporalen Zirkulationssystemen, die zu einer St6-
rung der Thrombozytenfunktion fiihren kdnnen, hat sich die Verwendung von
PI3K-Inhibitoren als wertvoll erwiesen, sodass auch ein Einsatz in der kardiopul-
monalen Bypasschirurgie oder bei Drug-Eluting-Stents moglich ware, um Blu-
tungskomplikationen sowie Thrombosen zu vermeiden (Bheemanaboina, 2020;
Durrant & Hers, 2020; Jackson & Schoenwaelder, 2012). AuRerdem ist die Wir-
kung einiger der bislang etablierten Medikamente wie beispielsweise Clopidogrel
stark von dem individuellen Stoffwechsel des Patienten und verschiedenen CYP-
Mutationen abhéngig (Durrant & Hers, 2020). Intoleranzen gegen diese Medika-
mente schranken in einigen Féllen ihre Anwendung zusatzlich ein (Eisenreich &
Rauch, 2011). Somit besteht ein Bedarf an neuen antithrombozytaren Therapien,
wobei die Hemmung der PI3-Kinase ein attraktives potentielles Ziel darstellt
(Durrant & Hers, 2020). Neben der Thrombusformation ist die P13-Kinase durch
die Regulation wichtiger Zellfunktionen auch an Prozessen wie der Angiogenese
oder der Genese der Atherosklerose, Hypertension, Herzinsuffizienz, Myokardi-
nfarkten sowie Entziindungsprozessen beteiligt. Dies unterstreicht ihre Rolle im
kardiovaskularen Bereich und kann von enormer klinischer Bedeutung sein kann
(Bheemanaboina, 2020; Durrant & Hers, 2020; Eisenreich & Rauch, 2011). Kar-
diovaskulare Erkrankungen stellen bis heute eine der Haupttodesursachen welt-

weit dar, was den Bedarf an neuen Medikamenten und therapeutischen
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Ansatzpunkten hervorhebt (Eisenreich & Rauch, 2011). Auch wenn fir den brei-
ten Einsatz der PI3K-Inhibitoren in der Klinik noch weitere Forschung und ein
breiteres Verstandnis wichtig sind, kommt ihnen schon jetzt ein immenses Po-
tential zu (Eisenreich & Rauch, 2011). Auch im Zuge der weiteren Erforschung
des PI3-Kinase-Signalweges kann die Analyse des Ausmal3es der pAKT-Phos-
phorylierung von Bedeutung sein, um den Signalweg besser zu verstehen und
Vorhersagen tber das Ansprechen und die Effekte der Medikamente treffen zu

kénnen.

Wie in Kapitel 1.2.3. dargestellt, interferieren sehr viele im klinischen Alltag stan-
dardmafig angewandte Medikamente mit der Thrombozytenfunktion. Neben Me-
dikamenten, die bekannterweise mit einem erhhten Blutungsrisiko einhergehen,
wie NSAIDs oder P2Y12-Inhibitoren, kénnen auch viele weitere Standardthera-
peutika wie Betablocker oder viele Antidepressiva die Thrombozytenfunktion be-
eintrachtigen, eine Wechselwirkung, die haufig verkannt wird (Konkle, 2011). Ge-
rade bei der gleichzeitigen Gabe mehrerer Medikamente, die zu Interaktionen
und einer potenziellen Beeintrachtigung der Thrombozytenfunktion fihren kon-
nen, kommt dem Monitoring des Aktivierungszustand von Thrombozyten als In-
dikator ihrer Funktion und Beeintrachtigung eine grol3e Bedeutung zu. In diesem
Kontext konnte die Messung des Phosphorylierungszustandes der AKT-Kinase
von Bedeutung sein, da diese ein Mal3 fur die Aktivierung von Thrombozyten dar-
stellt und schnell, ohne die Notwendigkeit spezieller Gerinnungslabore, durch-

fuhrbar ist.

Die spezifische Betrachtung eines weiteren Signalweges kénnte auch als Ergan-
zung in der Diagnostik von Thrombozytopathien an Relevanz gewinnen, da bis-
lang etablierte Diagnostikmethoden in einigen Féllen nicht ausreichende Ergeb-
nisse liefern kénnen (Lassila, 2016).

AKT-Inhibitoren stellen bei der Behandlung der ITP ebenfalls einen vielverspre-
chenden Therapieansatz dar. Vor allem Patienten mit Anti-GPIb-1X-Antikdrpern
zeigen einen starkeren Abfall der Thrombozytenwerte und sprechen oft nicht gut
auf die konventionellen Therapien wie auf eine Behandlung mit Steroiden, intra-
venos verabreichten IgG-Antikorpern oder die Splenektomie an. Chen et al.
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zeigten in ihrer Studie, dass Anti-GPlba-Antikérper die AKT-Kinase aktivieren
und so Uber die Aktivierung der Phosphodiesterase PDE3A und der damit ver-
bundenen Inhibition der PKA zu einer AKT-vermittelten Induktion der Apoptose
und Thrombozytenktivierung fuhren (Chen et al., 2018). Die apoptotischen
Thrombozyten werden durch eine Prasentation von Phosphatidylserin von Mak-
rophagen in der Leber phagozytiert, was zu einer Elimination der Thrombozyten
und einem daraus resultierenden Thrombozytenabfall fihrt. Die Inhibierung oder
genetische Ablation der AKT-Kinase beziehungsweise die Ausschaltung des
durch sie induzierten Signalweges verhindert die Elimination der Thrombozyten.
Damit stellt die Inhibition der AKT-Kinase ein therapeutisches Ziel in der Behand-
lung der ITP vermittelt durch Anti-GPlba-Antikérper dar (Chen et al., 2018). Diese
Erkenntnisse unterstreichen erneut die Relevanz einer Methode fir das Monito-

ring der AKT-Kinase und ihres Aktivierungsgrades.

Der klinische Teil meiner Arbeit demonstriert, dass die Inkubation von Throm-
bozyten mit HIT-Seren von Patienten mit vorher diagnostizierter klinisch relevan-
ter HIT zu einem signifikanten Anstieg der AKT-Phosphorylierung im Vergleich
zu einer Inkubation mit HIT-negativen Seren fuhrt. Damit stellt die durchflusszy-
tometrische Messung der AKT-Phosphorylierung eine potenzielle Diagnostikme-
thode zur Detektion einer klinisch relevanten HIT dar. Gerade weil die Diagnostik
der HIT oftmals immer noch eine Herausforderung darstellt (Nagler & Bakchoul,
2016), kommt der Etablierung weiterer Methoden eine grol3e Bedeutung zu. Zwar
existieren bereits einige Tests und Scoringsysteme, jedoch haben Tests wie der
4-T-Score eine hohe Interobserver-Variabilitdit und die Immunoassays einen
niedrigen positiven pradiktiven Wert sowie eine eingeschrankte Verfligbarkeit.
Funktionelle Tests zur Bestéatigung wie der HIPA oder SRA, die den aktuellen
diagnostischen Goldstandard darstellen, sind bislang hochspezialisierten Labo-
ren mit ausreichend Expertise vorbehalten. Da jedoch sowohl eine falsch-nega-
tive als auch eine falsch-positive Diagnostik fatale klinische Konsequenzen ha-
ben kann, ist eine akkurate Diagnosestellung von enormer klinischer Relevanz.
(Nagler & Bakchoul, 2016). Funktionelle Tests sind zur Beurteilung der Aktivitat
neben den Enzymimmunoassays fur den Nachweis von Anti-Heparin/PF4-Anti-

korpern in der Diagnostik essenziell (Zeleznik et al., 2021), allerdings weisen
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sowohl der SRA als auch der HIPA Einschrankungen auf. Neben der geringen
Verfligbarkeit stellt bei dem SRA die Verwendung von radioaktivem Material so-
wie die komplexe Handhabung ein Problem dar. Der HIPA erfordert ausreichend
Expertise und strikte Kontrollmessungen, um verlassliche Ergebnisse zu erhalten
(Poley & Mempel, 2001). Des Weiteren sind die funktionellen Tests zeitaufwéan-
dig, teuer und nicht rund um die Uhr verfiigbar (Nagler & Bakchoul, 2016). Au-
Rerdem bendtigen diese funktionellen Tests gewaschene Thrombozyten, deren
Herstellung jedoch aufwéndig ist und durch Isolationsprozesse zu einer Vorakti-
vierung der Thrombozyten fihren kann (Greinacher et al., 1994; Kerényi et al.,
2017). Durchflusszytometrische Messungen haben den Vorteil, dass sie schnel-
ler durchfihrbar sowie kosteneffizienter sind, zusatzlich kénnen mehrere Proben
gleichzeitig getestet werden. Bislang wurden bereits durchflusszytometrische
Tests durchgefihrt, die auf der Messung der Aktivierungsmarker CD62P oder
Annexin V basieren (Poley & Mempel, 2001). Diese Tests zeigten eine hohe Sen-
sitivitat und Spezifitat sowie eine gute Vergleichbarkeit mit dem SRA und dem
HIPA. Zudem zeigte sich eine Assoziation mit dem Auftreten klinischer Ereignisse
wie Thrombosen, was ihre Eignung als funktionelle Tests fir die Diagnose der
HIT demonstriert (Kerényi et al., 2017; Poley & Mempel, 2001; Tomer, 1997). Da
die durchflusszytometrische Messung der pAKT-Expression sowohl mit dem 4-
T-Score als auch mit der optischen Dichte im ELISA korreliert, welche wiederum
einen Zusammenhang mit dem Auftreten positiver Ergebnisse in funktionellen
Tests sowie klinischen Manifestationen aufweisen (Kerényi et al., 2017; Kim et
al., 2011; Tomer, 1997; Warkentin et al., 2008; Zeleznik et al., 2021; Zwicker et
al., 2004), scheint auch die Messung des pAKT-Anteils geeignet als funktionelle
Testalternative fur die Diagnostik einer HIT.

Dadurch, dass mittels Darstellung des Phosphorylierungsgrades der AKT-Kinase
der Aktivierungszustand von Thrombozyten beurteilt werden kann, kann der Me-
thode auch bei der Identifizierung von Subgruppen mit einem hohen Risiko flr
Thrombose sowie in der Schweregradbeurteilung der HIT eine enorme Bedeu-
tung zukommen. So zeigten in der von Pelzl et al. beschriebenen Arbeit kritisch
kranke Patienten eine signifikant hdhere AKT-Phosphorylierung, die mit einer h6-

heren Rate an Thrombosen einhergeht (Pelzl et al., 2022). Die bislang etablierten
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Goldstandards stellen funktionelle Tests dar, die das Mal3 der Aggregation oder
die Serotoninfreisetzung nach Zugabe von HIT-Seren beurteilen. Nicht jeder Pa-
tient mit einem positiven HIPA-Test hat jedoch auch eine klinisch relevante HIT
(Warkentin, 2011). Eine genauere Unterscheidung ist jedoch von grof3er Bedeu-
tung, da, wie oben schon beschrieben, die Diagnose einer HIT erhebliche Kon-
sequenzen fur den Patienten hat. Hier kbnnte die durchflusszytometrische Me-
thode durch die Beurteilbarkeit des Ausmalies der Aktivierung von Thrombozyten
eine potenzielle Erweiterung der Diagnostik mit besserer Aussagekraft bezlglich

der klinischen Folgen darstellen.

Dass HIT-Antikorper zu einer Aktivierung der AKT-Kinase fuhren, wurde in dieser
Arbeit demonstriert, ebenso, dass eine AKT-Inhibition zu einer verminderten
Phosphorylierung der AKT-Kinase unter Inkubation mit aktivierenden HIT-Anti-
korpern fihrt. Dies demonstriert die Beteiligung der AKT-Kinase am Pathome-
chanismus der HIT und kénnte, &hnlich wie bei COVID-19 oder der ITP, als po-
tenzielles Therapieziel fur weitere Behandlungsmethoden der HIT dienen (Chen
et al., 2018; Pelzl et al., 2022). Studien zeigen, dass MAP4K4-Inhibitoren poten-
ziell in der Lage sind, vaskulare Ereignisse wie Thrombosen und Embolien zu
reduzieren, indem sie die agonisteninduzierte Thrombozytenaggregation,
Thromboxanproduktion und Integrinaktivierung durch eine Aktivierung des
cAMP-Signalweges und Inhibierung des PI3K/AKT-Pathways abschwachen
(Nam et al., 2021). Auch Ginseng (Panax ginseng) zeigt durch die enthaltenen
Ginsenoside einen kardioprotektiven und antithrombozytéaren Effekt, der auf einer
Hemmung der Thrombozytenaktivierung durch Inhibierung der Granulasekretion,
der Integrinaktivierung, des MAPK-Signalweges sowie des PI3K/AKT-Signalwe-
ges beruht. Damit ergibt sich ein enormes therapeutisches Potential fir die Be-
handlung von thrombozytenassoziierten kardiovaskularen Erkrankungen (Irfan et
al., 2018). Diese aussagekraftigen Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dass bei
antikorpervermittelten thrombozytaren Erkrankungen ein Einsatz dieser oder an-
derer Substanzen, die die genannten Signalwege inhibieren, zu vielversprechen-

den Resultaten fihren kénnte.
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4.4 Schlussfolgerung

Als Fazit dieser Arbeit lasst sich ziehen, dass die durchflusszytometrische Mes-
sung des phosphorylierten Anteils der AKT-Kinase eine geeignete Methode ist,
um den Aktivierungszustand von Thrombozyten zu beurteilen. Sie stellt eine at-
traktive, potenzielle alternative oder erganzende Methode in der Diagnostik von
Thrombozytenfunktionsstérungen dar durch die Vorteile einer schnellen, einfa-
chen Durchfuhrbarkeit, einer Fixierbarkeit und dem Auskommen mit geringen
Blutvolumina. Dadurch, dass die Messung einen gezielten Schritt in einem fiir die
Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten essenziellen Signalweg unter-
sucht, kdnnte sie gerade hinsichtlich der Diagnose von Signaltransduktionssto-
rungen sehr hilfreich sein. Durch den Bedeutungsgewinn von spezifischen
Kinase-Inhibitoren in der Therapie verschiedener Erkrankungen wie Tumoren,
Entziindungskrankheiten, Thrombosen oder kardiovaskularen Erkrankungen in
der Forschung und auch in der Klinik kommt der Uberwachung der Aktivitat der
AKT-Kinase eine immer wichtigere Rolle zu. Die durchflusszytometrische Mes-
sung ihres Aktivierungszustandes kann fur eine Prognose des Therapieanspre-
chens sowie fiir ein Monitoring der Therapie und eine Uberwachung von Neben-
wirkungen relevant sein. Auch das Uberwachen der Wirkungen anderer ubiquitar
eingesetzter Medikamente mit potenziellen Wirkungen auf die Thrombozyten-
funktion kann ein weiteres mogliches Einsatzgebiet der in dieser Arbeit beschrie-
benen Methode sein. Da beim Pathomechanismus antikbrpervermittelter Erkran-
kungen wie der HIT oder ITP der PISBK/AKT-Signalweg eine entscheidende Rolle
spielt, konnte die FACS-Analyse des prozentualen Anteils der pAKT-Kinase so-
wohl als erweiterte Diagnostikmethode als auch bei der Uberwachung neuer,
zielgerichteter Therapien Anwendung finden.

Damit prasentiert sich die im Rahmen dieser Dissertation beschriebene Methode
der durchflusszytometrischen Analyse des Phosphorylierungsgrades der AKT-
Kinase als vielversprechende neue Methode zur Detektion der Thrombozyten-
funktion. Es bedarf noch weiterer Forschungsarbeit und einer breiteren klinischen
Testung, um genauere Aussagen treffen zu kdnnen, jedoch lasst sich ein grol3es
Potential in diversen klinischen Anwendungen prognostizieren, was zu wichtigen

wissenschaftlichen Fortschritten beitragen konnte.
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5 Zusammenfassung

Die Diagnose von Thrombozytenfunktionsstorungen stellt aktuell immer noch
eine Herausforderung dar. Grinde hierfir sind, dass die zugrundeliegenden Ur-
sachen sehr heterogen sein kdnnen, auf3erdem sind die bisherigen Standardme-
thoden wie die Lichttransmissionsaggregometrie mitunter sehr zeit- und kosten-
intensiv. lhre Verfligbarkeit ist bislang nur auf Speziallabore begrenzt und sie er-
fordern oftmals grof3ere Blutvolumina, was gerade bei der Diagnostik von Defek-
ten bei Kindern ein Problem darstellt. Diese Arbeit fokussiert sich auf die durch-
flusszytometrische Untersuchung der AKT-Kinase, einer Kinase mit essenzieller
Bedeutung fur die Thrombozytenaktivierung, -aggregation und Thrombusstabili-
sation. Mittels Testung mehrerer Agonisten wurde eruiert, ob die Methode valide
ist fur die Beurteilung des Aktivierungszustandes von Thrombozyten. Dazu wurde
PRP aus Citratblut gesunder Spender hergestellt und mit verschiedenen Agonis-
ten inkubiert. Nach der Aktivierung durch diese wurde die Expression der phos-
phorylierten Form der AKT-Kinase sichtbar gemacht durch Antikorper, die spezi-
fisch an pAKT binden, und mittels Durchflusszytometer gemessen. Es zeigte sich
ein signifikanter Anstieg des Anteils der pAKT bei allen Agonisten verglichen mit
einer Pufferkontrolle, die den nicht-aktivierten Zustand reprasentierte. Eine Hem-
mung der AKT-Kinase reduzierte den Effekt signifikant. Um zu bestatigen, dass
die Messung der pAKT-Kinase den Aktivierungszustand von Thrombozyten ab-
bildet, wurden die Messungen ebenfalls mit Standardmethoden wie der durch-
flusszytometrischen Messung der CD62P-Expression, der Vollblutaggregometrie
sowie dem Westernblot durchgefiihrt. Diese zeigten &hnliche Ergebnisse: Es
kam zu einer Aktivierung der Thrombozyten durch die Agonisten, welche durch

eine Prainkubation mit AKT-Inhibitor gehemmt wurde.

Im zweiten Teil wurden IgG-Antikdrper aus zuvor mittels HIPA getesteten HIT-
Patientenseren isoliert und mit Thrombozyten gesunder Spender unter Zugabe
verschiedener Konzentrationen an Heparin inkubiert, um den Einfluss der HIT-
IgG auf die Aktivitat der AKT-Kinase zu untersuchen. Unter dem gering kon-
zentrierten Heparin (0,3 U/l) kam es zu einem signifikant hoheren Anstieg des
pAKT-Anteils nach Zugabe von HIPA-positiven IgG im Vergleich zu HIPA-nega-

tiven 1gG sowie IgG aus AB-Seren gesunder Spender. Das zeigt, dass die bei
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einer HIT vorhandenen Antikérpern gegen Heparin und PF4 zu einer AKT-ver-
mittelten Aktivierung von Thrombozyten fuhren, was entscheidend zur Pathoge-

nese beitragt.

Im Zuge dieser Arbeit konnte also bestétigt werden, dass durchflusszytometrisch
die Aktivierung des AKT-Signalweges dargestellt werden kann und die durch-
flusszytometrische Messung des Phosphorylierungsgrades der AKT-Kinase eine
weitere Methode fiir die Detektion des Aktivierungszustandes von Thrombozyten
reprasentiert. Zwar wurden die Experimente mit einer geringen Anzahl an Spen-
dern/Patienten durchgefuhrt, was die Aussagekraft einschrankt und weiterer Va-
lidierung bedarf, jedoch zeigen die Ergebnisse eine klare, erfolgsversprechende
Tendenz. Damit konnte die Methode eine potenzielle Erweiterung des bislang
existierenden Kontingentes an Untersuchungsmethoden fir Thrombozytende-
fekte darstellen mit entscheidenden Vorteilen wie ihrer einfachen Durchfuhrbar-

keit, der Mdglichkeit der Fixierung und dem Bedarf an nur geringen Blutvolumina.

Durch den immer breiteren Einsatz von PI3-Kinase- sowie AKT-Inhibitoren auf
verschiedenen Gebieten wie beispielsweise der Onkologie gewinnt die Analyse
dieses Signalweges eine groRe Bedeutung. Das ubiquitare Vorkommen der
Kinase und ihre Inhibition im Zuge verschiedener neuer Therapieansatze sind mit
einem breiten Spektrum an Nebenwirkungen verbunden, unter anderem Throm-
bozytenfunktionsstérungen und Blutungskomplikationen, sodass ein Monitoring
dieses Signalweges in Thrombozyten wichtig ist. Gleichzeitig kann die Darstel-
lung des Aktivierungszustandes der AKT-Kinase prognostische Bedeutung fur
das Ansprechen von Therapien haben. Dartber hinaus haben viele weitere Me-
dikamente einen Einfluss auf die Thrombozytenfunktion, sodass auch in diesem
Kontext eine Uberwachung des Aktivierungsgrades bedeutend ist. Zudem kann
die gezielte AKT-Inhibition in Thrombozyten einen moglichen Angriffspunkt bei
verschiedenen Antikdrper-vermittelten Erkrankungen sowie eine Erganzung der
bisher existierenden antithrombotischen Therapien darstellen. Restimierend
zeigt sich also ein breites potenzielles Einsatzgebiet der in dieser Arbeit prasen-
tierten Methode, die mithilfe weiterer Forschungsarbeiten im klinischen Alltag

Einzug halten und so zu vielen Fortschritten fihren kénnte.
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