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Abkürzungsverzeichnis 

ACD-A Azid-Citrat-Dextrose-Antikoagulans  

ADP Adenosindiphosphat 
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1 Einleitung 

1.1 Thrombozyten 

Thrombozyten spielen eine zentrale Rolle in der Hämostase. Sie werden von 

Megakaryozyten im Knochenmark produziert und sind als kernlose Zellfragmente 

in der Blutbahn vorhanden. Beim Gesunden enthält ein µl Blut 150000 bis 300000 

Thrombozyten. 

Ihre Zellmembranoberfläche weist Glykoproteine auf, die als Rezeptoren der 

Signaltransduktion dienen. So bindet unter anderem von Willebrand Faktor über 

GPIb/IX, ADP über P2X1 und P2Y12, Kollagen via GPVI, Thromboxan über den 

Thromboxanrezeptor, Serotonin über den Serotoninrezeptor und Fibrinogen über 

GPIIb/IIIa. 

Über einige dieser Glykoproteine treten Thrombozyten in Kontakt mit der 

subendothelialen Matrix, welche bei Endothelschäden freigelegt wird. Sie binden 

über den freigelegten von Willebrand Faktor (vWF) an die Matrix. Durch die 

Adhäsion kommt es zur Aktivierung der Thrombozyten. Sie verändern ihre Form, 

bilden Pseudopodien aus und setzen Granula frei. Die dichten Granula enthalten 

ADP, ATP und Serotonin. In den α-Granula sind Faktoren der plasmatischen 

Gerinnung wie vWF, Fibrinogen und Faktor V, aber auch Plättchenfaktor 4 

enthalten. 

1.2 Plättchenfaktor 4 

Plättchenfaktor 4 (PF4) ist ein 32 kDa großes Tetramer, wobei jedes Monomer aus 

70 Aminosäuren besteht (Zhang, X. 1994). Durch einen Ring aus basischen 

Aminosäureresten (Lysin, Arginin) ist PF4 stark positiv geladen. (Abb. 1) PF4 

gehört zur CXC Chemokinfamilie. Er wird von den Megakaryozyten synthetisiert 

(Eslin, D. E. 2004) und in den α-Granula der Thrombozyten gespeichert 

(Harrison, P. 1993). PF4 spielt die Hauptrolle im Pathomechanismus der Heparin-

induzierten Thrombozytopenie (HIT) (Amiral, J. 1992).  
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PF4 wird bei der Aktivierung von Thrombozyten freigesetzt (Walsh, P. N. 1974). 

Aufgrund der positiven Ladung binden PF4-Tetramere an negativ geladene 

Glykosaminoglykane auf Zelloberflächen von Thrombozyten und Endothelien  

(Busch, C. 1980, Petersen, F. 1998) sowie an gelöste Glykosaminoglykane wie 

Heparin (Handin, R. I. 1976).  

Abb. 1: Röntgenkristallographische Darstellung des tetrameren PF4. C-terminale Lysine (dunkelblau), 

weitere Lysine, Arginine und Histidine (hellblau) sind an der Ausbildung des peripheren Ringes positiver 

Ladungen beteiligt. Die rot dargestellten Prolinreste (P37) kennzeichnen Antikörperbindestellen (Ziporen, L. 

1998). 

1.3 Heparin 

Heparin ist ein Glykosaminoglykan und besteht aus einem Gemisch von 

Polysacchariden unterschiedlicher Länge (Abb. 2). Zur kommerziellen 

Herstellung wird es aus Schweinedarmmukosa und Rinderlungen gewonnen. Aus 

dem kommerziell gewonnenem unfraktionierten Heparin (UFH) kann durch 

Gelfiltration oder Fragmentierung niedermolekulares Heparin (LMWH) 

gewonnen werden. Das stark sulfatierte Polysaccharid bindet Antithrombin und 

verstärkt dessen Wirkung. Die Inhibition der Gerinnungsfaktoren durch 

Antithrombin wird dabei um ein Vielfaches durch Heparin gesteigert. Daher wird 

Heparin als Gerinnungshemmer in der Medizin angewendet. Als Nebenwirkungen 

können Blutungen, Thrombozytopenien (HIT I und II),  allergische Reaktionen, 
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Osteoporose und Hautnekrosen auftreten. Als Antagonist wird Protaminsulfat in 

vivo eingesetzt. 

 

Abb. 2: Strukturformel des Pentasaccharids aus dem Heparinmolekül (Harenberg, J. 2004) 

1.4 Heparin-induzierte Thrombozytopenie 

Die HIT vom Typ II wird durch eine immunologische Abwehrreaktion verursacht. 

Heparin bildet sowohl in vitro als auch in vivo mit PF4 Komplexe. Wird PF4 

durch Heparin gebunden, können zwei PF4-Tetramere stark angenähert werden. 

Dabei kommt es zu einer Konformationsänderung und es werden Neoepitope 

ausgebildet, welche immunogen wirken (Greinacher, A. 2006). Sie regen die 

Produktion von Immunglobulinen an, welche hauptsächlich von der Klasse G sind 

(Amiral, J. 2000). Die Immunglobuline binden an die PF4/Heparin-Komplexe und 

bilden große Immunkomplexe. Diese können Thrombozyten durch 

Kreuzvernetzung der FcγIIa-Rezeptoren aktivieren (Kelton, J. G. 1988). Es 

kommt zur Freisetzung der thrombozytären Granula. Sie enthalten 

prokoagulatorische Substanzen, wie Faktor V und Faktor VIII, und weiteres PF4, 

wodurch der Pathomechanismus aus Komplexbildung, Antikörpergenerierung und 

Thrombozytenaktivierung verstärkt wird. Die Freisetzung von Thrombozyten-

mikropartikeln induziert Thrombingenerierung und Thrombusbildung. Als Folge 

dessen kann es zu Thrombozytopenie und lebensgefährlichen Thrombosen 

kommen. 

Die HIT tritt jedoch nicht bei jedem Patienten auf, der mit Heparin behandelt 

wird. Eine klinische HIT entsteht häufiger bei Patienten, die mit unfraktioniertem 

Heparin behandelt werden im Vergleich zu niedermolekularem Heparin (Martel, 
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N. 2005). Chirurgische Patienten mit großem Trauma entwickeln häufiger eine 

HIT als internistische Patienten (Warkentin, T. E. 2000).  

Rauova et al. (Rauova, L. 2006) beschrieben, dass Patienten mit viel PF4 auf der 

Thrombozytenoberfläche eher eine HIT entwickeln.  

Während bei Patienten mit geringen Mengen an gebundenem PF4, Heparin das 

gesamte PF4 von der Thrombozytenoberfläche ablöst (Abb. 3a), verbleibt bei 

anderen Patienten ausreichend gebundenes PF4 (Abb. 3b). Da dieses PF4 von 

anti-PF4/Heparin-Antikörpern erkannt wird, können so Thrombozyten aktiviert 

werden. Des Weiteren erkennen anti-PF4/Heparin-Antikörper auch PF4 auf 

Endothel- und Monozytenoberflächen (Abb.3a+b), wo PF4 an Heparan- und 

Dermatansulfate gebunden ist. Dies führt zur Aktivierung der Endothelzellen und 

Monozyten und begünstigt zusätzlich die Entstehung von Thrombosen. (Blank, 

M. 2002)  

Abb. 3a: Modell zur Erläuterung, wie an Thrombozyten und anderen vaskulären Zellen gebundener PF4 als 

Risikofaktor für die HIT verantwortlich sein könnte (Poncz, M. 2006). 

#4



Abb. 3b: Modell zur Erläuterung wie an Thrombozyten und anderen vaskulären Zellen gebundener PF4 als 

Risikofaktor für die HIT verantwortlich sein könnte (Poncz, M. 2006). 

Auch in vitro finden sich Unterschiede in der Thrombozytenaktivierung durch 

anti-PF4/Heparin-Antikörper. Viele in vitro Methoden beruhen auf dem Nachweis 

der Thrombozytenaktivierung nach Zugabe von PF4/Heparin-Antikörpern und 

Heparin. Für diese Reaktion kann Vollblut verwendet werden (Multiplate Test,  

(Elalamy, I. 2009, Morel-Kopp, M. C. 2010, Morel-Kopp, M. C. 2012)), 

plättchenreiches Plasma (Chong, B. H. 1993) oder gewaschene Thrombozyten 

(Serotonin Release Assay, (Sheridan, D. 1986)), Heparininduzierte 

Plättchenaggregationstest, (Greinacher, A. 1991). Seit langem ist bekannt, dass 

Testverfahren, die gewaschene Thrombozyten verwenden sensitiver sind, als 

Testverfahren, die plättchenreiches Plasma (PRP) oder Vollblut verwenden 

(Greinacher, A. 1994). 

Chong et al. (Chong, B. H. 1993) haben hierfür das Immunglobulin G (IgG) im 

Plasma verantwortlich gemacht. In vitro konnten große Mengen humanen IgGs 

die Thrombozytenaggregation in Anwesenheit von HIT-Seren unterbinden. Dieser 

Effekt ließ sich sowohl bei gewaschenen als auch an ungewaschenen 
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Thrombozyten zeigen. Während anti-PF4/Heparin-Antikörper der Klasse G, die 

Thrombozyten aktivieren, scheinen die HIT-unspezifischen IgGs dies zu 

verhindern. Das Waschen der Thrombozyten begünstigt durch Reduktion der IgG-

Konzentration die Bindung der anti-PF4/Heparin-Antikörper an die Fc-

Rezeptoren der Thrombozyten (Chong, B. H. 1993). 

Sowohl der Serotonin Release Assay (SRA) als auch der Heparininduzierte 

Plättchenaggregationstest (HIPA) nutzen gewaschene Thrombozyten zur Testung. 

Indessen verwendet der Plättchenaggregationstest ungewaschene Thrombozyten, 

sogenanntes PRP. Greinacher et al. beschrieben 1994 (Greinacher, A. 1994), dass 

Testverfahren, die gewaschene Thrombozyten verwenden sensitiver sind als 

Testverfahren, die PRP verwenden.  

Unter Berücksichtigung der Daten von Raouva et al. (Rauova, L. 2006) besteht 

die Frage, ob es wirklich nur die IgG Konzentration im Plasma ist, die die 

Testverfahren durch Interaktion mit dem FcγIIa-Rezeptor insensitiver macht oder 

ob auch Plasmafaktoren die Bindung von PF4 an die Thrombozytenoberfläche 

hemmen können. 
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1.4 Zielstellung 

Nachweisverfahren, die zur Diagnose von aktivierenden anti-PF4/Heparin-

Antikörpern gewaschene Thrombozyten verwenden, sind sensitiver als solche bei 

denen PRP eingesetzt wird (Greinacher, A. 1994). Daraus ergibt sich die 

Hypothese, dass es einen Faktor im Plasma gibt, der die Manifestation einer HIT 

beeinflusst.  

Da bekannt ist, dass die Bindung von PF4 an Thrombozyten ein entscheidender 

Faktor bei der Ausbildung einer HIT sein kann, wurde im Rahmen dieser Arbeit 

untersucht, ob und welche Plasmafaktoren die PF4-Bindung an Thrombozyten 

beeinflussen.  

Folgende Fragestellungen wurden bearbeitet: 

1. Hat die unterschiedliche Präparation von Thrombozyten Einfluss auf die  

 PF4-Bindung? 

2. Wird die PF4-Bindung an gelfiltrierte Thrombozyten durch die   

 Anwesenheit von Plasma oder Serum beeinträchtigt? 

3. Kann die PF4-Bindung an gelfiltrierte Thrombozyten durch Veränderung  

 des Serums oder durch einzelne Serumfaktoren beeinflusst werden? 
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2 Material 

2.1 Chemikalien 

Albumin bovine Fraction V Serva (Heidelberg, DE) 

(pH 7.0 standard grade, lyophil) 

Antithrombin III Grifols® 500I.E. Grifols (Langen, DE) 

Aqua Spüllösung DeltaSelect (Dreieich, DE) 

BD OptEIA™ TMB Substrate Reagent Set BD Biosciences  

 (Mississauga, ON, CND) 

Bicinchoninic Acid solution Sigma-Aldrich   (Steinheim, DE) 

Bradford Gebrauchslösung 

Carbonatpuffer pH 9.6 

CaCl2 x 2 H2O Merck (Darmstadt, DE) 

Copper(II) sulfate solution Sigma-Aldrich  (Steinheim, DE) 

Ethanol Roth (Karlsruhe, DE) 

FACS PermeabilizingSolution 2 BD Biosciences  

 (San Jose, CA, USA) 

FACSFlow BD Biosciences  

 (San Jose, CA, USA) 

Flebogamma® 5% 5g Grifols (Langen, DE) 

Glucose 10% Braun (Melsungen, DE) 

Glycin Merck (Darmstadt, DE) 

HCl Merck (Darmstadt, DE) 

Hirudin (HBW 023)  Behringwerke (Marburg, DE) 

H2SO4  Merck (Darmstadt, DE) 

KCl Merck (Darmstadt, DE) 

MgCl2 x 6 H2O Merck (Darmstadt, DE) 

NaBr Fluka Biochemica (Buchs, CH) 

NaCl  Merck (Darmstadt, DE) 

NaCl 0,9% Spüllösung Braun (Melsungen, DE) 

NaHCO3 Merck (Darmstadt, DE) 
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NaH2PO4 Merck (Darmstadt, DE) 

NaH2PO4 x H2O Merck (Darmstadt, DE) 

NaH2PO4 x 2 H2O Merck (Darmstadt, DE) 

NaN3  Sigma-Aldrich (Steinheim, DE) 

NaOH Roth (Karlsruhe, DE) 

Paraformaldehyd Merk (Darmstadt, DE) 

PBS ( 1x w/o Ca2+, Mg2+ ) Biochrom AG (Berlin, DE)  

PBS (10x + Ca2+, Mg2+)  Gibco (Karlsruhe, DE) 

PefaBloc Roth (Karlsruhe, DE) 

Protein G Sepharose 4FastFlow Pharmacia Biotech  (Wien, AU) 

Protein Standard, Micro Standard Sigma-Aldrich  (Steinheim, DE) 

Sepharose CL-2B Sigma-Aldrich  (Steinheim, DE) 

Titriplex® III ( EDTA ) Merck (Darmstadt, DE) 

Trizma® hydrochloride, Reagent Grade Sigma-Aldrich  (Steinheim, DE)  

Trypsin/EDTA  Biochrom (Berlin, DE) 

2.2 Biologisches Material 

Blut gesunder Spender  Transfusionsmedizin der  

 Uni Greifswald 

EBNA 293 PF4 C-1D MOCK Zur Verfügung gestellt von  

 der Arbeitsgruppe Romagnani 

 (Florenz, IT) 

2.2 Antikörper 

Goat Anti-Human IgG (H+L) POD Jackson ImmunoResearch 

 Laboratories, Inc. 

 (West Grove, PA, USA) 

Goat-anti-human-IgG Sigma-Aldrich  (Steinheim, DE) 

Goat-anti-humanIgG-POD Sigma-Aldrich  (Steinheim, DE) 

Mouse anti-human CD42a-PE  BD Biosciences  
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 (San Jose, CA, USA) 

Mouse anti-human CD62P-PE-Cy5  BD Biosciences  

 (San Jose, CA, USA) 

Mouse IgG1-PE  BD Biosciences  

 (San Jose, CA, USA) 

Mouse IgG1-PE-Cy5  BD Biosciences  

 (San Jose, CA, USA) 

Rabbit anti-human PF4  Dianova (Marl, DE) 

Rabbit Ig  DakoCytomation (Glostrup, DK) 

2.3 Kits 

FluoReporter FITC Protein Labeling Kit  Molecular Probes  

 (Eugene, OR, USA) 

GlycoProfile IV Chemical Deglycosilation Kit Sigma-Aldrich  (Steinheim, DE) 

2.4 Verbrauchsmaterialien 

Nunc CovaLink™ NH Modules, framed Nunc (Wiesbaden, DE) 

Nunc MaxiSorp™ Microwell™ Nunc (Wiesbaden, DE) 

Polycarbonat-Röhrchen  Beckman (München, DE) 

Sterile Syringe Filter 0,2µm/0,45µm VWR (Batavia, IL, USA) 

Sterile Syringe Filter 0,2µm Nalge Nunc International 

 (Rochester, NY, USA ) 

2.5 Geräte 

ABBE Refraktometer 3T Atago (Tokyo, JA) 

Durchflusszytometer FACScan  Becton Dickinson  

 (Franklin Lakes, NJ, USA) 

ELISA-Reader  SLT Labinstruments  

 (Salzburg, AT) 
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Feinwaage BP2109  Sartorius (Göttingen, DE) 

Liquid Chromatography Column  Sigma-Aldrich  

 (Taufkirchen, DE) 

Magnetrührer IKAMAG REO  Junke & Kunkel (Staufen, DE) 

MS2 Minishaker  KA Works  

 (Wilmington, NC, USA)  

Neubauer-Zählkammer  Optik Labor (Balgach, CH) 

pH-Meter MP225  Mettler (Toledo, OH, USA) 

Pumpe Pump-1 Pharmacia Biotech (Wien, AU) 

QuixSep Micro Dialyzer  Carl Roth (Karlsruhe, DE) 

Ultrospec III® Pharmacia Biotech (Wien, AU) 

Wärmeinkubator TH 25  Edmund Bühler GmbH 

 (Hechingen, DE) 

Wasserbad Lauda  Lauda (Königshofen, DE) 

Zellzählgerät Sysmex K-4500  Sysmex (Norderstedt, DE) 

Zentrifuge ROTANTA 46RC  Hettich (Tuttlingen, DE) 

2.6 Software 

Microsoft Excel 2002  Copyright by 

 Microsoft Corporation 

Microsoft Word 2002  Copyright by  

 Microsoft Corporation 

OpenOffice.org 3.3 Copyright by The Apache 

 Software Foundation 

Pages Copyright by Apple Inc. 

WinMDI Version 2.8  Copyright by Joseph Trotter 
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2.7 Puffer und Lösungen 

Bikarbonatpuffer: 

16 g NaCl 

0.4 g KCl 

2 g NaHCO3 

0.1 g NaH2PO4 ad 100 ml Aqua Spüllösung 

wöchentlich frisch ansetzen und bei 4°C lagern 

MgCl2-Lösung: 

2.17 g MgCl2 x 6 H2O ad 50 ml Aqua Spüllösung 

bei 4°C aufbewahren 

CaCl2-Lösung: 

0.74 g CaCl2 x 2 H2O ad 50 ml Aqua Spüllösung 

bei 4°C aufbewahren 

BSA 20%: 

20 g BSA ad 100 ml Aqua Spüllösung 

aliquotieren und bei – 20°C lagern 

Grundwaschlösung: 

80 ml Aqua Spüllösung 

5 ml Bikarbonatpuffer 

1.75 ml BSA 20% 

1 ml Glucose 10% ad 100 ml Aqua Spüllösung, frisch ansetzen 

Suspensionslösung (HIPA-SL): 

50 ml Grundwaschlösung 

0.5 ml MgCl2-Lösung 

1 ml CaCl2-Lösung 

mit 1 M und 0.1 M HCl auf pH 7.2 einstellen, frisch ansetzen 
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PFA 1%: 

0.5 g Paraformaldehyd ad 50 ml PBS w/o Ca2+/Mg2+ pH 7.2, 0.2 µm filtriert 

lichtgeschützt für ca. 2 h bei 56°C im Wasserbad unter gelegentlichem Schütteln 

lösen, 0.45 µm filtrieren, bei 4°C aufbewahren, wöchentlich frisch ansetzen 

Waschpuffer 2 ( 10x ):  1 Liter   500 ml  

NaCl reinst  1.5 M  87.660 g  43.830 g 

Tween 20  1%  10 ml   5 ml 

pH 7.5 

vor Gebrauch wird Waschpuffer 2 im Verhältnis 1:10 mit dH2O verdünnt -> pH 

überprüfen! 

Verdünnungspuffer:   1 Liter   500 ml 

NaH2PO4 x H2O 0.05 M  6.899 g  3.449 g 

NaCl reinst  0.15 M  8.766 g  4.383 g 

pH 7.5 

vor Gebrauch 7,5% Ziege-Normal-Serum hinzugeben ( 7.5ml/100ml ) 

1M NaHCO3-Puffer pH 9.0: 

4.2 g NaHCO3 

45 ml A.dest. 

pH mit 3 N NaOH einstellen      ad 50ml A.dest. 

Stammlösung: 

11.45 g 0.196 M NaCl 

0.5 g 0.5 M NaN3 

0.1 g EDTA 

1000 g A.dest. 

Brechungsindex: 1.3345-1.3347 
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Lösung Ia: 

5.04 g NaBr 

101.21 g Stammlösung 

Brechungsindex: 1.3409  ( Dichte d=1.0443g/ml ) 

Lösung Ib: 

19.8 g NaBr 

101.21 g Stammlösung 

Brechungsindex: 1.3585  ( Dichte d=1.1468g/ml ) 

Lösung II: 

779.03 g 7.57 M NaBr 

1000 g Stammlösung 

Brechungsindex: 1.41205 

Lösung III: 

304.82 g 1.390 M NaBr 

1000 g Stammlösung 

Brechungsindex: 1.37023 

Lösung IV: 

143.05 g 1.390 M NaBr 

1000 g Stammlösung 

Brechungsindex: 1.3522 

Lösung V: 

41.057 g 0.399 M NaBr 

11.45 g 0.196 M NaCl 

0.1 g EDTA 

1000 g A.dest. 

Brechungsindex: 1.3399-1.3398  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3 Methoden 

In dieser Arbeit wurde das Bindungsverhalten von PF4 an Thrombozyten 

untersucht. 

Zuerst wurde die Bindung in unterschiedlichen Medien wie Plasma und Serum  

beobachtet, danach in An- und Abwesenheit verschiedener Serumfaktoren. 

Die Bindungsauswertung erfolgte mittels Durchflusszytometrie, wobei sowohl die 

Bindung des PF4 als auch die Aktivierung der Thrombozyten untersucht wurde. 

3.1 Ausgangsmaterial  

Für alle Versuche wurden Thrombozyten gesunder Spender verwendet, die aus 

Hirudin-antikoaguliertem Vollblut gewonnen wurden. Weiterhin wurde bei jeder 

Einstellung der Thrombozytenzahl sowie für alle Verdünnungen die 

raumtemperaturwarme HIPA-Suspensionslösung (HIPA-SL) vewendet, bzw. bei 

Untersuchungen der PF4-Bindung im Plasma auch plättchenarmes Plasma. 

Diesem war 30 µg/ml Hirudin beigefügt, um eine Ausverdünnung des 

Antikoagulans zu verhindern.  

3.2 Zellbiologische Methoden  

Gewinnung von Thrombozyten Mit Hirudin (10 µg/ml) antikoaguliertes Blut 

wurde 20 Minuten zentrifugiert (120 x g, 30°C, ohne Bremse). Das 

plättchenreiche Plasma ist der Überstand und wurde vorsichtig entnommen. Die 

Thrombozytenzahl wurde mit dem Zellzählgerät Sysmex K-4500 gemessen. Die 

Thrombozyten wurden mit HIPA-SL auf 40000/µl eingestellt. 

Herstellen von plättchenarmen (poor) Plasma (PPP) P P P w u r d e d u r c h 

Zentrifugation von Vollblut (1680 x g, 10 min, RT) und anschließender 

Zentrifugation des abgenommenen Überstandes (7000 x g, 5 min, RT) gewonnen.  

Mit PPP wurden die Thrombozyten anstelle von HIPA-SL auf 40000/µl 

eingestellt. 
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Gelfiltration von Thrombozyten 10 ml Blut eines gesunden Spenders wurden 

bei der Entnahme mit einer NaCl-Hirudin-Lösung (10 µg/ml) antikoaguliert und 

zur PRP-Gewinnung zentrifugiert (120 x g, 30°C, 20 min, ohne Bremse). 

Währenddessen wurde eine Säule (Liquid Chromatography Column), die mit 30 

ml Sepharose CL-2B gepackt war, mit ca. 6 x 5 ml HIPA-SL äquilibriert bis der 

pH ca. 7.2 betrug. Die pH-Kontrolle erfolgte mittels Indikatorpapier. Das PRP 

wurde vorsichtig abgezogen und mindestens 2 ml davon auf das gerade trocken 

gelaufene Säulenmaterial gegeben. Sobald das PRP eingesogen war, wurde mit 2 

x 5 ml HIPA-SL eluiert, wobei die Thrombozyten als trübe Suspension aus der 

Säule tropften. Die Thrombozyten wurden in je 500µl Fraktionen aufgefangen. 

Diese wurden quantitativ mit dem Sysmex K-4500 bestimmt und mit HIPA-SL 

auf 40000/µl eingestellt.  

Waschen der Thrombozyten nach dem HIPA-Protokoll  N a c h d e r 

Gewinnung von 10 ml ACD-A-Vollblut (1:6.25) wurde das mit Parafilm 

verschlossene Röhrchen im 45° Winkel für 15 Minuten bei Raumtemperatur 

stehen gelassen. Danach erfolgte die Zentrifugation (120 x g, 20 min, ohne 

Bremse). Das PRP wurde vorsichtig in ein neues Röhrchen überführt und pro 1 ml 

PRP 111 µl vorgewärmte ACD-A-Lösung sowie 5 µl Apyrase (1000 U/ml) 

zugesetzt. Anschließend wurde zentrifugiert (650 x g, 7 min, ohne Bremse) und 

der Überstand abgegossen. Das Thrombozytenpellet wurde in 2.5 ml 

vorgewärmter HIPA-WL resuspendiert und für 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Es 

wurde erneut zentrifugiert (650 x g, 7 min, ohne Bremse) und der Überstand 

verworfen. Die Thrombozyten wurden mit 1 ml HIPA-SL resuspendiert und auf 

300000/µl eingestellt. Es folgte eine Ruhephase von 45 Minuten bei 37°C im 

Wasserbad. Dann wurden die Thrombozyten mit HIPA-SL auf 40000/µl verdünnt.  

Serumgewinnung  Für die Versuche wurden Seren verwendet, die von 

gesunden Spendern der Blutgruppe AB gewonnen wurden. Dazu wurden Serum-

Gel-Röhrchen mit Blut befüllt. Diese wurden für mindestens 90 Minuten bei 

Raumtemperatur stehen gelassen, damit die Gerinnungskaskade ablaufen konnte. 

Anschließend wurde bei 1300 x g für 10 Minuten zentrifugiert. Der Überstand 
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war das Serum. Er wurde in ein Reagiergefäß überführt und erneut bei 14500 x g 

für 5 Minuten zentrifugiert. Danach wurde das Serum aliquotiert und bis zur 

Verwendung  bei -20°C aufbewahrt. 

Alle AB-Seren wurden im PF4/Heparin-ELISA gestestet, um sicherzustellen, dass 

sie keine anti-PF4/Heparin-Antikörper enthielten. 

3.2.1 Serum- und Pufferbearbeitung 

Hitzeinaktivierung bei 100°C  2 ml AB-Serum wurden bei 100°C für 30 

Minuten im Wasserbad gekocht. Dabei denaturierten die Proteine im Serum. Die 

verbleibende Restflüssigkeit wurde abgenommen und anschließend 2 x bei 19200 

x g für 10 Minuten zentrifugiert.  

Hitzeinaktivierung bei 56°C 0.5 ml AB-Serum wurden für 30 Minuten bei 

56°C im Wasserbad hitzeinaktiviert. Anschließend wurde das Serum 2 x bei 

19200 x g für 10 Minuten zentrifugiert, um es von den denaturierten Proteinen zu 

trennen. 

Einsatz von PefaBloc 0.5 ml AB-Serum wurden mit 5 mM PefaBloc für 30 

Minuten bei 37°C inkubiert. 

Einsatz von EDTA  Sowohl Serum als auch HIPA-SL wurden mit EDTA (0.5% 

final) versetzt, um die Ca2+-Ionen zu entfernen. 

Einsatz von BSA HIPA-SL wurde zusätzlich mit BSA versetzt, um eine 

Endkonzentration von 0.9% und 3.1% BSA zu erreichen, wobei 0.9% BSA einer 

Proteinserumkonzentration von 20% entsprachen. 

Einsatz von Antithrombin  0.5 ml HIPA-SL wurden mit 6 bzw. 60 µg/ml 

Antithrombin versetzt. 
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Entfettung von Serum Für die Ultrazentrifugation wurden 6 ml Serum in 

Polycarbonat-Röhrchen überführt. Zur Austarierung gegen das schwerste 

Röhrchen wurde das Serum mit Stammlösung aufgefüllt. Anhand der VLDL-

Kurve wurde bei 18°C zwischen 12 und 40 Stunden mit Bremse 2 zentrifugiert. 

Nach Zentrifugation wurden 1.5 bis 1.8 ml VLDL mit einer Pasteurpipette von 

oben abgezogen. Bei besonders hohen Triglyzerid-Werten, d.h. sichtbar hohem 

VLDL können auch b is zu 2 .5 ml abgenommen werden . Das 

Ultrazentrifugationsröhrchen (UZ-Röhrchen) wurde mit genau 2 ml Lösung Ia 

aufgefüllt und mit Stammlösung austariert. Anschließend wurde bei 18°C anhand 

der IDL-Kurve zwischen 12 und 40 Stunden mit Bremse 2 zentrifugiert. Hiernach 

wurden 1.5 bis 1.8 ml IDL abgezogen. Das UZ-Röhrchen wurde mit genau 2 ml 

Lösung Ib aufgefüllt und mit einer Mischung aus 2 ml Lösung Ia und 4 ml 

Stammlösung austariert. Zentrifugiert wurde entsprechend der LDL-Kurve bei 

18°C zwischen 12 und 40 Stunden mit Bremse 2. Erneut wurden nach der 

Zentrifugation 1.5 bis 1.8 ml LDL abgezogen. Das UZ-Röhrchen wurde genau mit 

2 ml Lösung II aufgefüllt und mit Lösung III austariert. Nach der HDL-Kurve 

wurde nun zwischen 12 und 40 Stunden bei 18°C mit Bremse 2 zentrifugiert. 

Anschließend wurde 1 ml HDL abgezogen.  

Alle Fettfraktionen sowie der Unterstand wurden über Nacht bei 4°C gegen 

HIPA-SL (ohne BSA und Glucose) dialysiert (cut off 8 kDa). 

Der Unterstand sowie alle Fettfraktionen wurden bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt. 

Serum-IgG-Depletion  2 ml Protein-G-Sepharose wurden mit 11 ml HIPA-

SL (ohne BSA und Glucose) gewaschen. Dazu wurde die Protein-G-Sepharose in 

ein Röhrchen überführt, mit HIPA-SL aufgefüllt und vorsichtig geschwenkt. 

Anschließend sedimentierte die Protein-G-Sepharose bei RT und der Überstand 

wurde vorsichtig abgehoben. Dieser Vorgang wurde 2 x wiederholt. Zum Schluss 

wurden die 2 ml Protein-G-Sepharose mit HIPA-SL auf 4 ml aufgefüllt und je 2 

ml Suspension wurden in ein Reagiergefäß gegeben. Die Protein-G-Sepharose 

sedimentierte und der Überstand wurde abgenommen. Anschließend wurde bei 

120 x g für 30 Sekunden zentrifugiert, der Überstand entfernt und die Protein-G-

Sepharose-Grenze markiert. Auf die trockene Protein-G-Sepharose wurde 1 ml 
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unverdünntes Serum hinzugegeben und resuspendiert. Es folgte eine einstündige 

Inkubation bei Raumtemperatur, in der alle 10 Minuten das Gefäß geschwenkt 

wurde. Nach Zentrifugation bei 120 x g für 1 Minuten wurde der Überstand in ein 

neues Reagiergefäß auf trockene Protein-G-Sepharose gegeben und der Vorgang 

wie oben beschrieben wiederholt. Der so gewonnene Überstand war das IgG-

depletierte Serum. Anschließend wurde die Protein-G-Sepharose in einer Säule 

vereint und das gebundene IgG eluiert (siehe IgG-Aufreinigung aus Serum mittels 

Protein G). 

IgG-Aufreinigung aus Serum mittels Protein G  Alle Schritte wurden auf Eis 

durchgeführt und es wurde eine Pumpe verwendet. 1 ml Protein-G-Sepharose 

wurde in eine Säule überführt und sedimentierte. Die Gelhöhe betrug 1 cm. Das 

Gel wurde mit Bindungspuffer bis pH 7.0 erreicht war gewaschen oder mit 

Bindungspuffer für 30 min gepackt. AB-Serum wurde mit Bindungspuffer 1:15 

verdünnt und 10 min bei 20000 x g zentrifugiert. Nachdem es durch einen 0.45 

µm Syringe Filter filtriert wurde, wurden 15 ml verdünntes AB-Serum auf die 

soeben trocken gelaufene Gelsäule gegeben. Anschließend wurde mit 10 bis 15 ml 

Bindungspuffer gewaschen bis der Durchlauf im Bradford-Test negativ wurde. 

Dazu wurden 100 µl Bradford Reagenzlösung in ein Reagiergefäß vorgelegt und 

mit einem Tropfen des Durchlaufes vermischt. Dann wurde mit 5 ml Glycinpuffer 

eluiert. Das Eluat wurde zu je 400 µl mit Reagiergefäßen aufgefangen, in denen je 

100 µl Umpufferungslösung vorgelegt waren. Der Proteinnachweis wurde mit 

Bradford Reagenzlösung durchgeführt. Zum Schluss wurde die Säule mit 5 ml 

Elutionspuffer und 5 ml Bindungspuffer gewaschen. Der pH betrug 7 für die 

Lagerung bei 4°C. 

Die IgG-Konzentration der einzelnen Eluate wurde durch das Institut für 

Klinische Chemie der Universität Greifswald bestimmt. 

Dialyse der IgG-Eluate  Die Dialyseschläuche wurden in gewünschte Länge 

geschnitten und in Aqua Bidest eingeweicht. Anschließend wurden sie zunächst in 

10 mM Sodiumbicarbonatlösung und dann in 10 mM Na2EDTA-Lösung pH 8.0 je 
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10 Minuten gekocht. Zum Schluss wurden die Schläuche gründlich mit Aqua 

Bidest gespült und bei 4°C in 20% Ethanol gelagert. 

Die IgG-Eluate, welche im Bradford-Test positiv waren, wurden gepoolt, in mit 

Aqua Bidest gespülte Dialyseschläuche ( cut off 8 kDa) überführt und über Nacht 

bei 4°C gegen HIPA-SL (ohne BSA und Glucose) dialysiert. 

3.3 PF4-Bindung an Thrombozyten  

Die zu untersuchende, eingestellte Thrombozytenpräparation wurde mit 

steigenden Konzentrationen an PF4 (0, 0.8, 1.6, 3.1, 6.3, 12.5, 25, 50, 100 µg/ml 

in HIPA-SL)  bzw. mit einer PF4-Konzentration (25 µg/ml) inkubiert (30 min, 

37°C).  

Serum-Abhängigkeit der PF4-Bindung an gelfiltrierte Thrombozyten    Die 

gelfiltrierten Thrombozyten wurden mit verschiedenen Serumanteilen (0%, 8.5%, 

17%, 34%, 68%) auf 40000/µl eingestellt und mit 25 µg/ml PF4 inkubiert (30 

min, 37°C). 

Serum-Faktoren-Abhängigkeit der PF4-Bindung an gelfiltrierte 

Thrombozyten  Zur Untersuchung des Einflusses von Serum-Faktoren auf 

die PF4-Bindung wurden die gelfiltrierten Thrombozyten mit den verschieden 

behandelten Seren (20%ig) und Puffern auf 40000/µl eingestellt und mit 25 µg/ml 

PF4 inkubiert (30 min, 37°C). 

Fett-Abhängigkeit der PF4-Bindung an gelfiltrierte Thrombozyten  Die gel-

filtrierten Thrombozyten wurden mit Serum, VLDL, IDL, LDL und HDL auf 

40000/µl eingestellt und mit 25 µg/ml PF4 inkubiert (30 min, 37°C). 

IgG-Abhängigkeit der PF4-Bindung an gelfiltrierte Thrombozyten Die gel-

filtrierten Thrombozyten wurden mit Serum, IgG-depletiertem Serum sowie IgG-

depletiertem Serum substituiert mit aufgereinigtem IgG auf 40000/µl eingestellt 

und mit 25 µg/ml PF4 inkubiert (30 min, 37°C). 
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3.4 Fixierung der Thrombozyten  

Nach der Inkubation mit PF4 wurden die Thrombozyten im Verhältnis 1:10 mit 

4°C kalter 1% PFA-Lösung fixiert ( 20 min, 4°C) 

3.5 Färbung der Thrombozyten  

Ein polyklonaler Antikörper wurde zum PF4-Nachweis verwendet. Dieser wurde 

von der Firma Dianova im Kaninchen hergestellt. Der Antikörper sowie das 

Kaninchen-Immunglobulin für die Isotypkontrolle wurden gegen PBS (+ Ca2+, 

Mg2+) über Nacht bei 4°C dialysiert. Zur Fluoreszenzmarkierung wurde ein 

FluoReporter FITC Protein Labeling Kit verwendet. 200 µl dialysierte Antikörper 

(3.4 mg/ml), 20 µl 1 M NaHCO3 pH 9, 10 µl FITC-Farbstoff (in 50 µl DMSO 

gelöst) wurden 1 Stunde unter Rühren inkubiert (vor Licht geschützt, RT). Der 

gelabelte Antikörper wurde über eine Säule gereinigt. Diese wurde oben und 

unten geöffnet, so dass der Säulenpuffer ablaufen konnte. Anschließend wurde 

zentrifugiert (1000 x g, 3 min). Danach wurde das Reaktionsgemisch auf das 

trockene Gelbett in Tropfen gegeben und konnte einsickern. Der Durchfluss, 

welcher bei der anschließenden Zentrifugation (1000 x g, 5 min) aufgefangen 

wurde, enthielt den FITC-markierten, gereinigten und mit Natriumacid (2 mM) 

versetzten Antikörper. Die Aufbewahrung erfolgte bei 4°C. Zur Qualitätskontrolle 

der Markierung wurde der FITC-gelabelte Rabbit anti-human PF4-Antikörper an 

EBNA 293 PF4 Transfektanten titriert. Als Negativkontrolle wurden nicht PF4 

transfizierte MOCK-Zellen verwendet.  

Der Nachweis der Expression von P-Selektin (CD62P) als Aktivierungsmarker 

auf der Thrombozytenmembran erfolgte mit einem Mouse anti-human CD62P-

PE-Cy5-Antikörper (1:10 final). Als Isotypkontrolle wurde PE-Cy5 markiertes 

Mouse IgG1 (1:10 final) verwendet. Zusätzlich diente der Mouse anti-human 

CD42a-PE-Antikörper (1:200 final) als Thrombozytenmarker. Die dazu passende 

Isotypkontrolle war Mouse IgG1-PE.  
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PFA fixierte Thrombozyten wurden mit 2 ml 4°C kalter HIPA-SL 2 x gewaschen 

(600 x g, 7 min, 4°C), mit 350 µl HIPA-SL auf eine Zellzahl von etwa 10000/µl 

eingestellt und 50 µl mit 50 µl Antikörper oder Isotypen inkubiert (30 min, 4°C, 

im Dunkeln).  

3.3 Proteinchemische Methoden 

PF4/Heparin-ELISA  Der Enzyme Linked Immunosorbent Asssay 

(ELISA) ist ein immunologisches Nachweisverfahren. Hierbei werden Proteine in 

einer flüssigen Probe durch eine Antigen-Antikörper-Reaktion nachgewiesen und 

mittels enzymatischer Farbreaktion detektiert. Der PF4/Heparin-ELISA weist 

HIT-Antigen spezifische Antikörper nach. 

Im Speziellen wurde eine Covalink-Mikrotiterplatte  mit 100 µl/well Sulfo-MBS 

für 4 bis 5 Stunden bei RT vorbehandelt. Anschließend wurde 5x mit Waschpuffer 

1 (250 µl/well) gewaschen. Danach erfolgte das Coating für 16 Stunden bei 4°C 

mit 100 µl/well einer PF4-Lösung, welche mit Coating-Puffer 2 auf 20 µg/ml 

verdünnt und 60 min bei RT mit unfraktioniertem Heparin vorinkubiert wurde 

(0.5 U pro ml PF4/Coating-Puffer 2). Anschließend wurde 5x mit Waschpuffer 2 

(200 µl/well) gewaschen. Folgend wurden Patienten- und Kontrollseren, welche 

1:50 mit Verdünnungspuffer vorverdünnt wurden, mit 100 µl/well aufgetragen 

und für 60 min bei RT inkubiert. Danach wurde erneut 5x gewaschen. Dann 

wurden je 100 µl/well anti-human IgG/A/M-POD für 60 min bei RT inkubiert. 

Die Konjugatverdünnung (1:250) wurde vor dem ersten Gebrauch durch Titration 

bestimmt. Die Verdünnung erfolgte mit Verdünnungspuffer. Nach der Inkubation 

wurde 5 x gewaschen. Anschließend wurde 100 µl/well TMB-Substrat-Lösung 

aufgetragen und für exakt 3 min inkubiert. Die Farbreaktion wurde mit 0.5 M 

H2SO4 (100 µl/well) gestoppt. Schließlich erfolgte die Messung der Extinktion am 

Photometer bei einer Wellenlänge von 450 nm. Bei einer Extinktion größer 0.5 

wird das Ergebnis als positiv bewertet. 

Bestimmung der IgG-Konzentration mittles ELISA  E i n e M a x i S o r p -

Mikrotiterplatte wurde entweder für 2 Stunden bei RT und 300 U/min oder für 16 
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Stunden bei 4°C mit Goat-anti-human-IgG (50 µl/well, 0.5 µg/ml in 

Carbonatpuffer pH 9.6) beschichtet. Dann wurde 2 x mit PBS/0,5% Tween 

gewaschen (2 min, 200 µl/well). Anschließend wurde Böhringer 

Blockierungsreagenz (200 µl/well, 1:10 verdünnt mit PBS/0,5% Tween) für 30 

min bei RT und 300 U/min inkubiert. Danach wurde 2 x gewaschen. Folgend 

wurden 50 µl/well der Standkurve und Proben für 1 Stunde bei RT und 300 U/min 

inkubiert. Nach 3 x Waschen wurde Goat-anti-humanIgG-POD (50 µl/well, 

1:16000 in Böhringer Blockierungsreagenz) für 1 Stunde bei RT und 300 U/min 

inkubiert. Dann wurde 3 x gewaschen. Als Substrat diente TMB-Lösung, welche 

mit 50 µl/well für 15 min im Dunkeln inkubierte und anschließend mit 0.5 M 

H2SO4 abgestoppt wurde. Die Extinktion wurde bei einer Wellenlänge von 450 nm 

gemessen: Anhand der Standardkurve konnte die IgG-Konzentration der Proben 

bestimmt werden. 

BCA-Test zur Bestimmung der Proteinkonzentration Mit 1 mg/ml BSA-

Lösung wurde eine Standardkurve von 200 µg bis 1 mg erstellt. Die Verdünnung 

erfolgte immer mit dem Puffer der zu bestimmenden Lösung. Die zu bestimmende 

Lösung wurde reziprok verdünnt. Zu 50 µl der verdünnten Probe wurde 1 ml 

BCA-Reagenz hinzugefügt. Dieses wurde zuvor aus 50 Teilen Bicinchoninic Acid 

Solution und 1 Teil Copper (II) Sulfate Pentahydrate 4% Solution hergestellt. Die 

Proben wurden für 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde die 

Extinktion mit einem Photometer bei 562 nm bestimmt. Anhand der linearen 

Standardkurve konnte die Proteinkonzentration der Proben mittels Dreisatz 

errechnet werden. 

Durchflusszytometrie Die Durchflusszytometrie dient zur Charak-

terisierung von Zellen anhand ihres Brech- und Beugungsvermögens sowie ihrer 

Emission. Anhand dessen kann Granularität, Größe, Oberflächen- wie auch 

intrazelluläre Moleküle bestimmt werden. 

Das Durchflusszytometer besteht aus einer Durchflusszelle, in der die Zellen 

aufgereiht und gemessen werden, einer Lichtquelle, welche aus Lasern und 

Xenon- oder Argonlampen aufgebaut ist und Filter, welche die Signale auftrennen 
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und auf verschiedene Detektoren leiten. Die Detektoren sind meist 

Photomultiplier, die die eingehenden Signale verstärken. An die Detektoren sind 

elektronische Module angeschlossen, welche die Signale weiter verstärken und 

von analog in digital umwandeln. So können die Messergebnisse über den PC in 

Form von Plots oder Histogrammen dargestellt werden. 

Das Prinzip der Durchflusszytometrie basiert auf der Emission von optischen 

Signalen durch die Zelle, wenn diese die Lichtquelle passiert und dabei deren 

Strahlenverlauf ändert. Die Zellen, welche in Lösung vorliegen, werden durch 

eine Kapillare gesaugt. Dabei werden sie perlenschnurartig aufgereiht und können 

im Sensormodul einzeln die Lichtquelle passieren. Das gestreute Licht kann 

mittels Detektoren nachgewiesen werden. Dabei korreliert die Masse des 

gestreuten Lichts mit der Größe und Komplexität der Zelle. 

Das Vorwärtsstreulicht ist ein Maß für die Beugung des Lichts im flachen Winkel. 

Die Beugung ist abhängig vom Volumen der einzelnen Zelle. 

Das Seitwärtsstreulicht ist ein Maß für die Brechung des Lichts im rechten 

Winkel, welche von der Granularität, Größe und Struktur des Zellkerns sowie der 

Anzahl der Vesikel bestimmt wird. 

Neben dem gestreuten Licht kann die Durchflusszytometrie auch 

Fluoreszenzfarben messen. Dazu werden Farbstoffe mit  Antikörpern gekoppelt, 

welche spezifisch an die Zellen binden. Die Emission wird von den 

Photomultipliern aufgefangen. Die Leuchtstärke steigt proportional zum 

gebundenen Antikörper und damit zum nachzuweisenden Antigen. 

Es können verschiedene Fluoreszenzfarben verwendet werden, wenn verschiedene 

Laser vorhanden sind. Bei der simultanen Messung von mehreren Farben muss 

aufgrund der Überlappung der einzelnen Fluoreszenzspektren eine Kompensation 

eingestellt werden. Somit wird die Überstrahlung aus dem Nachbarkanal vom 

gemessenen Wert abgezogen. 

Bevor die Proben am FACS-Gerät mit dem Programm CXP Analysis gemessen 

wurden, wurde mit je 2 ml kalter HIPA-SL gewaschen (600 x g, 7 min, 4°C), um 

nicht gebundene Antikörper zu entfernen. Die Resuspension erfolgte mit je 500 µl 

HIPA-SL. Da jede Probe mit zwei unterschiedlich fluoreszenzmarkierten 
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Antikörpern (Rabbit anti-human PF4-FITC und Mouse anti-human CD42a-PE 

bzw. Mouse anti-human CD62P-PE-Cy5 und Mouse anti-human CD42a-PE) 

gleichzeitig inkubiert wurde, war es erforderlich eine Kompensation einzustellen: 

FL1 – 1% FL2, FL2 – 8.5% FL1, FL4 – 5.8% FL2, FL2 – 5.8% FL4.   

WinMDI wurde als Auswertungsprogramm verwendet.  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4 Ergebnisse 

4.1 PF4-Bindung in Abhängigkeit von der Thrombozytenpräparation 

Fragestellung: Hat die unterschiedliche Präparation von Thrombozyten Einfluss 

auf die PF4-Bindung?  - plättchenreiches Plasma 

  - gelfiltrierte Thrombozyten 

 - gewaschene Thrombozyten 

Das exogen hinzugefügte PF4 hat konzentrationsabhängig an die Thrombozyten 

gebunden (Abb. 4). Während zwischen den gelfiltrierten und den gewaschenen 

Thrombozyten kein signifikanter Bindungsunterschied bestand, war  die Bindung 

von PF4 an Thrombozyten im Plasma signifikant niedriger (p < 0.05).  

Abb. 4: Vergleich von Thrombozyten im Plasma (PRP) sowie gelfiltrierten und gewaschenen Thrombozyten 

hinsichtlich der PF4-Bindungskapazität. Thrombozyten wurden mit PF4 (0, 0.8, 1.6, 3.1, 6.3, 12.5, 25, 50 und 

100 µg/ml) 30 min inkubiert. Dargestellt sind die Geometric mean (Gm)-Mittelwerte ± Standardabweichung 

(SA) von 5 Versuchen. * p < 0.05 vs. PRP (T-Test mit abhängigen Stichproben). 

Für alle folgenden Experimente wurde die PF4-Konzentration 25 µg/ml 

eingesetzt, da bei dieser Konzentration eine gesättigte Bindung an den 

Thrombozyten erreicht wurde, diese aber noch nicht aktiviert waren. Außerdem 

wurden in den folgenden Versuchen ausschließlich gelfiltrierte Thrombozyten 

verwendet. 
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4.2 PF4-Bindung an gelfiltrierte Thrombozyten in Abhängigkeit von Serum 

Fragestellung: Wird die PF4-Bindung an gelfiltrierte Thrombozyten durch die 

Anwesenheit von Serum beeinträchtigt? 

Mit steigendem Serumanteil nahm die PF4-Bindung an Thrombozyten ab (Abb. 

5). Ab einem Serumanteil von 17% wurde die Abschwächung signifikant 

gegenüber der Pufferkontrolle (p < 0.05).  

Abb. 5: Bindung von PF4 (25 µg/ml) an gelfiltrierte Thrombozyten in Abhängigkeit vom Serumanteil (8.5, 

17, 34, 68%). Abgebildet sind die normierten Gm-Mittelwerte von 3 Versuchen in % bezogen auf die PF4-

Bindung im Puffer (100%). * p < 0.05 vs. Puffer (T-Test mit abhängigen Stichproben) 

4.3 PF4-Bindung an gelfiltrierte Thrombozyten in Abhängigkeit 

unterschiedlich behandelter AB-Seren sowie einzelner Serumfaktoren 

Fragestellung: Kann die PF4-Bindung an gelfiltrierte Thrombozyten durch 

Behandlung des Serums oder durch einzelne Serumfaktoren beeinflusst werden? 

Zur Vereinheitlichung wurden in allen Versuchen 20% Serum der Blutgruppe AB 

verwendet. 
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Hitzeinaktivierung bei 56°C Bei 56°C hitzeinaktiviertes Serum schwächte 

die PF4-Bindung an gelfiltrierten Thrombozyten ebenso ab (p = 0.0376) wie die 

unbehandelte Serumkontrolle (p = 0.0741) (Abb. X). 

Hitzeinaktivierung bei 100°C Bei 100°C hitzeinaktiviertes Serum war nicht 

mehr in der Lage die PF4-Bindung an gelfiltrierten Thrombozyten 

abzuschwächen (Abb. 6). Gegenüber der Pufferkontrolle war die PF4-Bindung 

sogar erhöht (p = 0.0429).  

Abb. 6: Bindung von PF4 (25 µg/ml) an gelfiltrierten Thrombozyten in Anwesenheit von 56°C und 100°C 

behandeltem Serum. Gezeigt sind die Gm-Mittelwerte ± SA von 3 Versuchen. * p < 0.05 vs. Puffer (T-Test 

mit abhängigen Stichproben). 

Um eine Erhöhung der PF4-Bindung durch Aktivierung der Thrombozyten und 

dadurch aus den Thrombozyten freigesetztem PF4 auszuschliessen wurde die 

Thrombozytenaktivierung kontrolliert. Dafür wurde die P-Selektin-Expression 

mittels FACS gemessen. Die Thrombozyten wurden durch die Inkubation mit 

hitzebehandeltem Serum nicht aktiviert. 

Einsatz von PefaBloc Mit dem Proteinaseinhibitor PefaBloc inkubiertes 

Serum führte nicht mehr zur Hemmung der PF4-Bindung an gelfiltrierte 

Thrombozyten (Abb. 7). Jedoch waren die Thrombozyten durch den 
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hinzugefügten Proteinaseinhibitor aktiviert, wodurch die PF4-Bindung infolge des 

aus den α-Granula der Thrombozyten sezernierten PF4 falsch erhöht gewesen sein 

könnte. Somit war dieses Ergebnis nicht aussagekräftig. 

Abb. 7: Bindung von PF4 (25 µg/ml) an gelfiltrierte Thrombozyten in Anwesenheit von unbehandelten oder 

mit  Proteinaseinhibitor (PefaBloc) behandeltem Serum. Abgebildet sind die Gm-Mittelwerte ± SA von 3 

Versuchen. * p < 0.05 vs. Puffer (T-Test mit abhängigen Stichproben). 

Einsatz von EDTA  EDTA ist ein Ca²+-Chelator und bindet somit freie Ca²+-

Ionen. Ca²+-freies Serum bewirkte eine noch stärkere Hemmung der PF4-Bindung 

als die unbehandelte Serumkontrolle (Abb. 8). Diese Hemmung war signifikant (p 

= 0.0131). Bei Ca²+-befreitem Puffer war eine nicht signifikant geringere PF4-

Bindung gegenüber der unbehandelten Pufferkontrolle zu verzeichnen (p = 

0.0740). 
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Abb. 8: Bindung von PF4 (25 µg/ml) an gelfiltrierte Thrombozyten in Abhängigkeit von Serum und der 

Anwesenheit von Ca²+-Ionen. Abgebildet sind die Gm-Mittelwerte ± SA von 3 Versuchen. * p < 0.05 vs. 

Puffer (T-Test mit abhängigen Stichproben). 

Einsatz von BSA  Weder 0.9% (p = 0.2587) noch 3.1% BSA (p = 

0.5523) versetzter Puffer hat die PF4-Bindung an gelfiltrierte Thrombozyten 

beeinflusst (Abb. 9). PF4 hat wie im unbehandelten Puffer an die Thrombozyten 

gebunden. 

Abb. 9: Bindung von PF4 (25 µg/ml) an gelfiltrierte Thrombozyten nach Proteinsubstitution des Puffers. 

Abgebildet sind die Gm-Mittelwerte ± SA von 3 Versuchen. * p < 0.05 vs. Puffer (T-Test mit abhängigen 

Stichproben). 
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Einsatz von Antithrombin  Die mit 6 (p = 0.5266) bzw. 60 µg/ml (p = 

0.2153) Antithrombin versetzten Puffer zeigten keine signifikante 

Bindungsdifferenz gegenüber der Pufferkontrolle (Abb. 10). 

Abb. 10: Bindung von PF4 (25 µg/ml) an gelfiltrierte Thrombozyten nach Antithrombinsubstitution des 

Puffers. Abgebildet sind die Gm-Mittelwerte ± SA von 3 Versuchen. * p < 0.05 vs. Puffer (T-Test mit 

abhängigen Stichproben). 

Entfettung von Serum  Das von den Fettfraktionen befreite Serum 

(Unterstand) konnte wie die Serumkontrolle die PF4-Bindung an Thrombozyten 

abschwächen (p = 0.0070) (Abb. 11). Weder VLDL (p = 0.3212), IDL (p = 

0.1595), LDL (p = 0.2864) noch HDL (p = 0.1609) waren als einzelne 

Fettfraktionen in der Lage die PF4-Bindung signifikant gegenüber der 

Pufferkontrolle zu beeinflussen.  

Exemplarisch sind die Ergebnisse einer von insgesamt zwei durchgeführten 

Fettfraktionierungen dargestellt. Hierbei ist zu vermerken, dass alle Fettfraktionen 

und das Serum vom selben Spender auf Beeinflussung der PF4-Bindung an 

gelfiltrierte Thombozyten von n = 3 Spendern getestet wurden. 
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Abb. 11: Bindung von PF4 (25 µg/ml) an gelfiltrierte Thrombozyten bei Zusetzung unterschiedlicher 

Fettfraktionen zum Puffer. Der Unterstand ist das verbleibende Serum nach vollständiger Fettfraktionierung.  

Abgebildet sind die Gm-Mittelwerte ± SA von 3 Versuchen. * p < 0.05 vs. Puffer (T-Test mit abhängigen 

Stichproben). 

Immunglobulin G (IgG)-depletiertes Serum  Eine Standardmethode 

zur Fraktionierung von Serum ist die IgG-Depletion mittels Protein G Sepharose. 

Von 10 gesunden Spendern der Blutgruppe AB wurde Serum gewonnen und IgG-

depletiert. Unbehandeltes Serum, IgG-depletiertes Serum und IgG-depletiertes 

Serum substituiert mit dem analogen aufgereinigten IgG, in der Konzentration wie 

es zuvor im unbehandelten Serum vorlag, wurden hinsichtlich des Einflusses auf 

die PF4-Bindung an gelfiltrierte Thrombozyten getestet. Wie zu erwarten zeigte 

sich eine Hemmfähigkeit der unbehandelten Seren (p = 0.0022) (Abb. 12). 

Interessanterweise konnten die IgG-depletierten Seren die PF4-Bindung nicht 

mehr hemmen (p = 0.7457).  

Als Rückschlussverfahren wurde das depletierte Serum wieder mit seinem IgG 

versetzt. In der Annahme so wieder den Ausgangsstatus herzustellen. Jedoch wies 

dieses Gemisch eine deutlich geringere Hemmung der PF4-Bindung an 

Thrombozyten auf. 
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Abb. 12: Bindung von PF4 (25 µg/ml) an gelfiltrierte Thrombozyten in Abhängigkeit von Serum, IgG-

depletiertem Serum und IgG-depletiertem Serum substituiert mit IgG. Abgebildet sind die Gm-Mittelwerte ± 

SA von 10 AB-Spendern. ** p < 0.01 vs. Puffer (T-Test mit abhängigen Stichproben). 
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4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse 

1.  Die PF4-Bindung an Thrombozyten wird durch Plasma und Serum gehemmt. 

PF4 in Plasma oder Serum bindet schwächer an Thrombozyten als PF4 in 

plasmafreien Bedingungen. 

2.  Mit steigendem Serumanteil sinkt die PF4-Bindung an gelfiltrierte 

Thrombozyten. 

3.  Bei 56°C Hitze inaktiviertes Serum konnte die PF4-Bindung an gelfiltrierte 

Thrombozyten weiterhin hemmen, wohingegen eine Wärmebehandlung mit 

100°C die Inhibitionsfähigkeit aufhob. 

4.  Die PF4-Bindung an gelfiltrierte Thrombozyten ist abhängig von 

Calciumionen. 

5.  BSA beeinflusst die PF4-Bindung an gelfiltrierte Thrombozyten nicht. 

6.  Antithrombin zeigt keinen Einfluss auf die PF4-Bindung an gelfiltrierte 

Thrombozyten. 

7.  Keine der untersuchten Fettfraktionen besitzt einen deutlichen Einfluss auf die 

PF4-Bindung an gelfiltrierte Thrombozyten. 

8.  IgG-depletiertes Serum hemmt die PF4-Bindung an Thrombozyten nicht 

mehr, auch nicht wenn eine Substitution mit aufgereinigtem IgG durchgeführt 

wird. Somit bindet der Hemmfaktor im Serum an Protein G Sepharose und ist 

nicht IgG. 
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5 Diskussion 

Die HIT tritt nicht bei jedem Patienten auf, der mit Heparin behandelt wird und 

auch nicht bei jedem Patienten, der anti-PF4/Heparin-Antikörper entwickelt. In 

der Literatur finden sich verschiedene Meinungen über die möglichen Ursachen. 

Auf der einen Seite wird beschrieben, dass der Polymorphismus des FcγRIIa 

verantwortlich sei. Drei Gruppen zeigten eine Überrepräsentation des FcγRIIa-His 

Allels in HIT-Patienten, (Brandt, J. T. 1995) während zwei Studien keine 

Differenz zwischen der HIT- und der Kontrollgruppe in der Allelfrequenz für den 

FcγRIIa zeigen konnten (Arepally, G. 1997). Im Gegensatz dazu zeigte eine 

weitere Studie eine Überrepräsentation des FcγRIIa-Arg Allels in HIT-Patienten. 

(Carlsson, L. E. 1998) Auf der anderen Seite scheint ein hoher Antikörpertiter an 

anti-PF4/Heparin-IgG nötig zu sein, um eine HIT zu entwickeln (Suh, J. S. 1997, 

Warkentin, T. E. 2009). Jedoch entwickelt nicht jeder Patient mit einer 

genetischen Disposition und hohen Antikörpertitern eine HIT. Es muss also 

weitere Faktoren geben, die einen Einfluss ausüben. 

Vermutlich gibt es einen Plasmafaktor, der die Entstehung der HIT beeinflusst, da 

gewaschene Thrombozyten sensitiver in der HIT-Diagnostik sind als 

ungewaschene. Da die Bindung von PF4 an die Thrombozytenoberfläche ein 

Schlüsselelement der HIT-Pathogenese ist, wurde in dieser Arbeit untersucht, ob 

Plasma einen hemmenden Faktor für die PF4-Bindung an Thrombozyten enthält. 

Es zeigte sich, dass Thrombozyten im Plasma signifikant weniger PF4 auf ihren 

Membranen binden als gewaschene oder gelfiltrierte Thrombozyten (Abb. 4). Die 

Tatsache, dass mehr PF4 an gewaschenen Thrombozyten bindet als an 

Thrombozyten im Plasma kann erklären, warum Testverfahren, die gewaschene 

Thrombozyten verwenden sensitiver sind als Testverfahren, die Thrombozyten im 

Plasma oder Vollblut verwenden (Greinacher, A. 1994). An die gewaschenen 

Thrombozyten bindet mehr PF4, damit können mehr PF4/Heparin Antikörper 

binden und so die Thrombozyten stärker über den Fc-Rezeptor aktivieren. 
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Um die verantwortlichen Faktoren, die die Bindung von PF4 an Thrombozyten 

hemmen weiter einzugrenzen wurden die Experimente mit Serum durchgeführt. 

Die Ergebnisse zeigten, dass Serum den gleichen hemmenden Effekt aufweist wie 

Plasma. Damit konnten die Gerinnungsfaktoren als Interaktionspartner 

ausgeschlossen werden. 

Anschließend wurde Serum auf unterschiedliche Weise behandelt. 

Zunächst wurden durch die Zugabe von EDTA Kalzium und Magnesium 

gebunden sowie Metalloproteasen inhibiert. 

Sowohl im Puffer als auch im Serum, versetzt mit EDTA, haben die 

Thrombozyten weniger PF4 gebunden. Damit wurde gezeigt, dass divalente 

Kationen die PF4-Bindung beeinflussen. Jedoch war die Bindung nicht 

vollständig aufgehoben. 

Ein weiterer Bestandteil des menschlichen Serums sind die Serumfette. Wie die 

meisten Bestandteile des Serums werden auch diese glykosyliert (Bucala, R. 

1993) und könnten einen Bindungspartner für PF4 darstellen. 

Die Serumfette vermochten jedoch nicht die Bindung von PF4 an Thrombozyten 

zu beeinflussen. Das fettfreie Serum hemmte die PF4-Bindung weiterhin 

unverändert. 

Aufgrund seiner positiven Ladung bindet PF4 an negativ geladene 

Glykosaminoglykane wie Heparansulfat. (Handin, R. I. 1976). So stellte sich die 

Frage, ob ein Glykoprotein, welches durch seinen Oligosaccharidanteil ebenfalls 

eine negative Ladung trägt und im Serum gelöst ist, der gesuchte Faktor sein 

könnte.  

Eine wichtige Rolle in der Hemmung der Blutgerinnung nimmt das Glykoprotein 

Antithrombin ein. Antithrombin zeigte keinen Einfluss auf die PF4-Bindung an 

Thrombozyten. Damit konnte Antithrombin als Faktor ausgeschlossen werden. 
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Der Faktor erwies sich als Hitze-sensitiv. Bei 100°C inkubiertes Serum war nicht 

in der Lage die PF4-Bindung zu unterdrücken. Während Serum, das bei 56°C 

inkubiert wurde, weiterhin die PF4-Bindung hemmte. Damit ist eine 

Zuckerstruktur sehr unwahrscheinlich und der Faktor möglicherweise ein Protein. 

Albumin ist ein bedeutendes Protein im menschlichen Körper. Neben Erhaltung 

des kolloidosmotischen Drucks dient es auch als unspezifisches Transportprotein. 

(Kragh-Hansen, U. 2002) BSA war jedoch nicht in der Lage, die PF4-Bindung an 

Thrombozyten zu beeinflussen. Dies war zu erwarten, da PF4 nicht gebunden 

werden muss um sich im Serum zu bewegen und es daher unwahrscheinlich ist, 

dass es Interaktionen zwischen Albumin und PF4 gibt. 

Das menschliche Serum enthält eine Vielzahl an Immunglobulinen. Bereits 1993 

beschrieben Chong et al. (Chong, B. H. 1993), dass hohe IgG-Konzentrationen 

die Plättchenaggreation durch HIT-Sera verhindern. Nach IgG Depletion konnte 

auch in dieser Studie IgG-depletiertes Serum die PF4-Bindung nicht mehr 

hemmen.  

Für den Umkehrschluss wurde gereinigtes IgG dem Serum wieder zugegeben. 

Dieses Gemisch vermochte jedoch nicht die PF4 Bindung zu beeinflussen. 

Im Trennungsschritt wurde somit nicht nur IgG adsorbiert, sondern 

wahrscheinlich auch der gesuchte Faktor. Dieser bindet entweder direkt an die 

Sepharose Beads oder ist an das IgG gebunden.  

Protein G bindet die Fc-Region von IgG. Die Sepharose kann daneben aber noch 

andere Proteine binden.  

Die unspezifische Bindung von Proteinen an Sepharose wurde bereits 1973 von 

Ankel et al. beschrieben. (Ankel, H. 1973) Sie beobachteten, dass Interferon über 

Iminoesterketten an Sepharose gebunden wurde. Lascu et al. zeigten 1984 (Lascu, 

I. 1984), dass die Sepharoseaffinität pH abhängig ist. So wurde humanes 

Hämoglobin und humanes IgG bei saurem pH aufgrund ihrer positiven 

Nettoladung von Sepharose gebunden. Cytochrom C band als Kationen-

austauscher über eine weite pH Spanne. Bovines Serumalbumin band sowohl im 
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sauren als auch im basischen pH trotz seiner negativen Nettoladung, 

wahrscheinlich über seine Ligandenbindungsstellen. 

Aus den Ergebnissen kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass der Faktor, 

der die PF4-Bindung an Thrombozyten beeinflusst höchstwahrscheinlich ein 

Protein ist, welches an Sepharose bindet. 

6 Ausblick 

Um herauszufinden, welche Serumproteine an der Hemmwirkung beteiligt sind, 

sollte die Protein-G-Sepharose nach Inkubation mit Serum gewaschen werden und 

dann die gebundenen Proteine eluiert werden, z.B. über einen Puffer mit 

niedrigem pH-Wert. Das Eluat kann dann massenspektrometrisch analysiert 

werden, um die im Eluat befindlichen Proteine zu identifizieren. Die in Frage 

kommenden Proteine sollte man als aufgereinigte Proteine testen, ob sie die PF4-

Bindung an den Thrombozyten hemmen können. Wenn sie dieses vermögen, 

könnte man sie ebenfalls im HIPA testen, ob sie die Aggregation der 

Thrombozyten ebenfalls verhindern. 

Wenn auf diese Weise ein Protein identifiziert werden konnte, gilt zu klären über 

welchen Mechanismus es die Bindung hemmt. Auf der einen Seite könnte der 

Faktor an die Thrombozytenoberfläche binden und damit die PF4-Bindungsstellen 

blockieren. Auf der anderen Seite könnte der Faktor direkt mit PF4 interagieren. 

Um ersteres zu testen, könnte man die Thrombozyten mit dem Faktor 

vorinkubieren, waschen und dann im HIPA testen. Wenn keine Aggregation 

stattfindet, bindet er wahrscheinlich an die Thrombozytenoberfläche. Die direkte 

Interaktion mit PF4 könnte man über einen ELISA testen. Den ELISA könnte man 

mit dem Faktor beschichten und PF4 hinzufügen. Abschließend wird über eine 

Enzym-Substrat-Reaktion mittels eines gekoppelten Anti-PF4-Antikörper das 

gebundene PF4 nachgewiesen. 

Wenn der Plasmafaktor gefunden wurde, könnte man basierend auf diesem 

Wissen eine alternative Methode zur aufwendigen Aufreinigung von 

Thrombozyten für den HIPA etablieren. So könnte man PRP verwenden, nachdem 

der Faktor mittels Beads entfernt wurde. 
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Außerdem könnte der Faktor ein Risikomarker für die Entwicklung einer 

klinischen HIT sein. So müsste untersucht werden, ob die Serumkonzentration mit 

dem Auftreten von thromboembolischen Komplikationen und Thrombozytopenien 

korreliert. Dies könnte durch einen ELISA realisiert werden. Patienten mit 

klinischer HIT müssten dann weniger vom Faktor aufweisen als Patienten mit 

Antikörpern ohne Komplikationen. 

7 Ergänzung 

Nach Abschluss des experimentellen Teils der vorliegenden Arbeit wurde auf der 

Grundlage der Ergebnisse dieser Arbeit Sepharose nach Adsorption mit Serum 

eluiert und das Eluat massenspektrometrisch untersucht. Dabei wurden 

Fibronektion, Vitronektin, Komplementfaktoren und α2-Makroglobulin 

identifiziert. In weiteren Experimenten wurde dann Fibronektin als das Protein 

identifiziert, welches die Bindung von PF4 an Thrombozyten hemmt (Krauel et al. 

Abstract ISTH 2013).  
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8 Zusammenfassung 

Bis zu 5% der Patienten, welche unfraktioniertes Heparin erhalten, bilden eine 

immunogene Thrombozytopenie aus. Komplikationen dieser Heparin-induzierten 

Thrombozytopenie (HIT) können gliedmaßen- und lebensbedrohliche 

Thrombosen sein. Die HIT wird durch Antikörper ausgelöst, die an Komplexe aus 

dem körpereigenen Protein Plättchenfaktor 4 (PF4) und Heparin binden. Die 

Pathogenese der HIT ist weitestgehend aufgeklärt. Jedoch ist immer noch unklar, 

warum nicht alle Patienten mit anti-PF4/Heparin-Antikörpern eine klinische HIT 

entwickeln.  Testverfahren, die zum Nachweis von anti-PF4/Heparin-Antikörpern 

aufgereinigte Thrombozyten verwenden sind sensitiver als solche, bei denen 

Vollblut oder Plättchen-reiches Plasma eingesetzt werden. Daraus ergab sich die 

Fragestellung, ob Faktoren im Plasma den Durchbruch einer HIT bei Anwesenheit 

von anti-PF4/Heparin Antikörpern inhibieren können. Ein wichtiger Mechanismus 

in der Pathogenese der HIT is t die Bindung von PF4 an die 

Thrombozytenoberfläche. In dieser Arbeit wurde untersucht, welche 

Plasmafaktoren die PF4-Bindung an Thrombozyten beeinflussen können. Da 

Blutfette und Zuckerstrukturen ausgeschlossen werden konnten, lag der Fokus auf 

Proteinen als mögliche Hemmfaktoren. Da nicht nur Plasma, sondern auch Serum 

die PF4-Bindung inhibieren konnte, kamen keine Gerinnungsfaktoren in Frage. 

Die gesuchten Faktoren waren auch nicht Hitze sensitiv, sodass es sich auch nicht 

um Komplementfaktoren handeln konnte. Bei einer Standardmethode zur 

Aufreinigung von IgG aus dem Serum fiel auf, dass das vom IgG befreite Serum 

keine hemmende Wirkung mehr auf die PF4-Bindung an Thrombozyten zeigte. 

Jedoch führte die Substitution mit IgG nicht zu dem erwarteten Hemmeffekt, so 

dass der gesuchte Faktor ebenfalls bei der Aufreinigung entfernt worden sein 

musste. Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zur Charakterisierung des 

Hemmfaktors bildeten eine wichtige Grundlage, um in weiterführenden 

Versuchen in der gleichen Arbeitsgruppe Fibronektin als möglichen Kandidaten 

zu identifizieren.  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