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1 EINLEITUNG

Mit Stress und Angsten adaquat umzugehen, ist eine Anforderung des Lebens, die
taglich bewaltigt werden muss. Stress als psychosozialer Risikofaktor ist in
Verbindung mit den kérperlichen Risikofaktoren ein wichtiger Begriff bei Herz- und
Kreislauferkrankungen geworden, welche in der westlichen Welt vor den malignen
Erkrankungen die haufigste Todesursache darstellen. Fragen der Lebensfihrung,
Personlichkeitseinstellung und die Position der Menschen im beruflichen und
sozialen Umfeld stellen sich flr den Kreislauf und seine physiologische Regulation
als relevant dar. Die klassischen psychosomatischen Fragestellungen, die auf
funktionelle Stérungen gerichtet waren, haben sich damit zunehmend erweitert. So
sind unter anderem Bluthochdruck, Atherosklerose und Angina pectoris nicht mehr
nur mit korperlichen, sondern in zunehmendem Male auch mit
psychosomatischen  Fragestellungen und Therapieansatzen verbunden
(Hemingway und Marmot, 1999). An Herz-Kreislauferkrankungen sind zu einem
hohen Prozentsatz die bisher bekannten Risikofaktoren: Bluthochdruck,
Fettstoffwechselstérung, Rauchen, Ubergewicht und Diabetes beteiligt (Rozanski
et al., 1999, Sheps et al., 2002, Strike und Streptoe, 2004).

Auf gerinnugsphysiologischer Ebene zeigt sich bei akuten Ereignissen eine
vermehrte Aktivitat der Blutgerinnung. Dort ansetzend untersucht die vorliegende
Arbeit die Auswirkungen von Stress und Angst auf das menschliche
Gerinnungssystem anhand der Thrombozytenaktivierung bei Patienten mit
vermehrten Angsten. Dass Stress eine Aktivierung des Gerinnungssystems
verursacht, ist in mehreren Studien untersucht und belegt worden (Patterson et al.,
1995; Kanel et al., 2001), teils auch mit Schwerpunkt auf die Thrombozyten-
diagnostik. Haufig ist hierbei jedoch Stress mit korperlichem, physischem Stress
gleichgesetzt worden. Im Gegensatz dazu sollen in dieser Arbeit die Aus-
wirkungen von rein mentalem, psychischem Stress untersucht werden und der
Faktor, der vorbestehenden Angst betrachtet werden.

Grundlage ist eine erste Pilotstudie der Medizinischen Kilinik I/ Bereich
Psychosomatik und des hamatologischen Labors der Universitat zu Lubeck, in der
Zusammenhange zwischen akuten Stressereignissen und der Aktivierung des

menschlichen Gerinnungssystems bei  gesunden Probanden unter
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standardisierten Versuchsbedingungen gefunden wurden (Grantzdorffer, Med.
Diss., in Vorbereitung; Mess, Med. Diss., in Vorbereitung). In dieser Pilotstudie
ergab sich daruber hinaus ein Zusammenhang zwischen dem Ausmal} der
Angstlichkeit der Probanden und dem Ausmal der Aktivierung der Blutgerinnung.

Auf dieser Basis werden in der vorliegenden Studie Menschen mit vermehrten
Angsten, klassifiziert durch das State-Trait-Angstinventar (STAI) (siehe auch
Abkurzungsverzeichnis S. 7-8) von Laux et al. (1981), die aufgrund einer Angst-
erkrankung oder einer Somatisierungsstérung mit kérperbezogenen Angsten in
der Klinik fir Psychosomatik stationar behandelt werden, einer standardisierten
Stresssituation ausgesetzt.

Zur Einfuhrung sollen in den folgenden Abschnitten zunachst einige der Studien
naher vorgestellt werden, die sich mit Angst, Angststorungen und
kardiovaskularen Folgeerkrankungen beschaftigt haben. Anschlieend werden
Studien vorgestellt, die Einflisse psychologischer Faktoren auf die Blutgerinnung
darstellen. Die ersten Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen
Angststorungen und kardiovaskularen Erkrankungen wurden durch eine erhohte
Mortalitat psychiatrischer Patienten mit Angststoérungen gezeigt (Coryell et al.,
1982). Anschlieliend konnten Haines et al. (1987) mit der Northwick Park heart-
Studie ein erhdhtes Risiko, an einer ischamischen Herzkrankheit zu versterben,
aufzeigen, sobald gleichzeitig Symptome phobischer Angst vorlagen.

Kawachi et al. (1994) untersuchten das Auftreten kardialer Erkrankungen Uber
einen Zeitraum von zwei Jahren an einem Kollektiv von nahezu 34.000 Probanden
ohne kardiovaskulare Vorerkrankungen. Die Krankheitsfalle wurden im
Zusammenhang mit von Probanden wahrgenommenen Symptomen phobischer
Angst ausgewertet und belegen, dass eine Assoziation zwischen einer erhéhten
phobischen Angst und einem akutem, fatalen Myokardinfarkt besteht. Zusammen-
hange zwischen dem vermehrten Auftreten koronarer Herzkrankheiten und
bestehenden Panikstorungen konnten Weissmann et al. (1990) nachweisen,
ebenso Kubzansky et al. (1997) den Zusammenhang zwischen einer koronaren

Herzkrankheit und dem Gefuhl der Besorgtheit.

Herz und Kreislauf sind in jede Lebenstatigkeit mit einbezogen, ohne dass dies
normalerweise wahrgenommen wird. Ein Anstieg des Blutdrucks und der

Herzfrequenz kann wahrend psychischer Stressbelastung beobachtet werden
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(Sloan et al., 1996) und fuhrt dann teils zu einer bewussten Wahrnehmung. Der
Blutfluss und die mit damit zusammenhangenden vielfaltigen Interaktionen der
Blutbestandteile werden vom Menschen ebenso wenig wahrgenommen, wie der
Beginn einer Herz-Kreislauferkrankung. Besonders den Thrombozyten kommt
eine groRe Bedeutung bei der Entstehung der klassischen thrombotischen
Erkrankungen, wie Angina pectoris, Herzinfarkt und Schlaganfall zu (Grau et al.,
1998; Zeller et al., 1999). Dabei wirken sie nicht erst als der zentrale Faktor der
Thrombusentstehung bei fortgeschrittener Atherosklerose, sondern bereits in der
Einleitung des frlUhesten Stadiums der Atherosklerose durch die Interaktion mit
Monozyten und Endothelzellen (Maree und Fitzgerald, 2004). Die Beteiligung der
Thrombozyten geht in diesen Situationen mit ihrer erhdhten Aktivitat einher, die in
mehreren Studien nachgewiesen werden konnte. So zeigten Fitzgerald et al.
bereits 1986, wahrend eines persistierenden instabilen Angina pectoris-Anfalls,
eine erhohte Thromboxankonzentration im Plasma, die durch Sekretion aus
aktivierten Thrombozyten zustande gekommen sein muss. Schultheil3 et al.
fanden (1994) einen erhohten Anteil aktivierter Thrombozyten bei Patienten mit
vor wenigen Stunden abgelaufenem Myokardinfarkt. Dazu wurden innerhalb von
48 Stunden nach Infarktgeschehen die Thrombozytenoberflachenmarker CD
(Cluster of Differentiation) 62 und CD 63 durchflusszytometrisch bestimmt, wobei
sich ein signifikanter Anstieg nachweisen liel3.

Malkoff et al. (1993) testen die Auswirkung eines 21-minutigen frustrierenden
Computertestes (Stroop-color-Test) als mentalen Stressor an 40 gesunden
Mannern. Innerhalb der Stressgruppe konnte ein Anstieg der Herzfrequenz und
des Blutdruckes ermittelt werden. Als Marker der Thrombozytenaktivierung wurde
aus den elektronendichten Granula freigesetztes ATP ermittelt, welches in der
Stressgruppe signifikant anstieg.

Auch Patterson et al. (1994) setzten den Stroop-color-Test ein. Sie versuchten die
Auswirkung diverser Stressmomente auf das Gerinnungssystem zu erfassen.
Neben dem aktiv durchzufihrenden Computertest wurde die Auswirkung des
passiven Anschauens eines chirurgischen Films erfasst. Beide Vorgange |6sten
einen erhohten Blutdruck mit erhohter Pulsfrequenz und ansteigenden PF 4-
Werten aus. In einer 1995 veroffentlichten Folgestudie wurden die Einflisse
mentalen Stresses (mathematischer Test) und physischen Stresses miteinander

verglichen: Dabei zeigte sich im Bezug auf den mathematischen Test, dass
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sowohl PF 4, als auch B-TG unter dem Moment des akuten Stresses anstiegen
und unter anschlieBender Entspannungssituation wieder auf die Ausgangswerte
abfielen (Patterson et al., 1995). Haft und Arkel (1976) untersuchten die
Auswirkung psychischen Stresses anhand von 16 Hausarzten, die Patientenfalle
vor einer groRen Runde von Zuhorern prasentieren mussten. Direkt vor und nach
der Rede, sowie 7 Tage spater wurden die ADP-Spiegel, als Thrombozyten-
inhaltsstoffe bestimmt. Bei 15 Teilnehmern war wahrend der Rede der ADP-
Spiegel vermindert und zeigte damit eine erniedrigte Plattchenggregabilitat auf.

Aufgrund eines Groldteils widersprichlicher Ergebnisse haben Kanel et al. (2001)
eine Metaanalyse durchgefuhrt, die 86 Studien aus den Jahren 1966 bis 2001
auswertet. Zusammenfassend zeigen sie auf, dass die Mehrzahl der Studien
sowohl eine Verstarkung der Blutgerinnung, als auch eine Verstarkung der
Fibrinolyse bei gesunden Menschen ohne Risikofaktoren auf den kurzzeitigen
Trigger mentaler Stress aufweist. Als gerinnungsaktivierende Parameter wurden
erhohte Blutgerinnungsfaktoren, wie z.B. Fibrinogen und von-Willebrandfaktor
(VWF) bestimmt, als fibriolytische Parameter z.B. D-Dimere. Kommt ein
Risikofaktor wie eine kardiovaskulare Erkrankung hinzu, Gberwiegt in der Mehrzahl
der Studien das gerinnungsforderne gegenuber dem fibrinolytischen System. Die

genauen Interaktionen sind dabei noch nicht bekannt.
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1.1 Klinische Definition von Stress und Angst und ihre

Bedeutung im Alltagsgeschehen

1.1.1 Der Begriff Stress

Obwohl der Begriff Stress langst zu einem viel gebrauchten Schlagwort geworden
ist, gibt es keine eindeutige, fest eingrenzende Definition. Das Wort Stress kommt
aus dem Englischen und bedeutet ursprunglich Anspannung, Verzerrung,
Verbiegung, besonders auf dem Gebiet der Materialpriifung, etwa von Glas und
Metallen. In die Biologie wurde der Begriff 1950 von dem ungarisch-kanadischen
Mediziner Hans Selye eingefuhrt (Selye, 1974). Dort meint der Begriff etwas sehr
ahnliches, namlich die Belastungen, Anstrengungen und Argernisse, denen ein
Lebewesen taglich durch Larm, Hetze, Frustrationen, Schmerz, Existenzangst und
vielem anderem ausgesetzt ist (Selye, 1974). Sieht man sich diesen Ursprung des
Begriffes an, der im allgemeinen Sprachgebrauch seit 1970 zu finden ist, stellt
man fest, dass ihm eindeutig etwas Negatives anhaftet. Dieser negative Stress
wird auch als Disstress bezeichnet (Vester, 2000). Er ist ein Muster spezifischer
und unspezifischer Reaktionen eines Organismus auf Reizereignisse, die sein
Gleichgewicht stéren und seine Fahigkeit zur Bewaltigung strapazieren oder
Uberschreiten. Schadigende Faktoren, Stressfaktoren oder Stressoren genannt,
kénnen physikalischer (Kalte, Hitze, Larm), physischer (kérperliche Belastung),
chemischer (Schadstoffe, Drogen), medizinischer (Infektionen, Verletzung), oder
psychischer (Isolation, Prafungen, Leistungsdruck, emotionale Belastung) Art sein.
Positiven Stress, der sich anregend und leistungssteigernd auf ein Lebewesen
auswirkt, bezeichnet man als Eustress. Die Auslegung und Wahrnehmung, ob
Stress als Dis- oder Eustress erlebt wird, ist individuell sehr unterschiedlich.
Zusammengefasst lasst sich Stress als das allgemeine Anspannungsniveau

bezeichnen.

1.1.2 Der Begriff Angst

Angst kann bei fast allen Lebewesen nachweisbar auftreten und gehort damit zu
den grundlegendsten Gefuhlen. Beim Menschen besteht Angst aus einer

Kombination von drei Bestandteilen: der korperlichen Komponente, der
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Gedankenkomponente und der Verhaltenskomponente. Diese drei hangen im
Allgemeinen zusammen, mussen aber nicht immer gleichzeitig oder gleich stark
auftreten.

Die korperliche Komponente wird durch Aktivierung des autonomen Nerven-
systems hervorgerufen. Uber einen erhdhten Tonus des sympathischen
Nervensystems kommt es im Nebennierenmark zu einer erhdhten Ausschittung
der Hormone Adrenalin und Noradrenalin. Die wohl wichtigste und unmittelbarste
Wirkung ist die Bereitstellung von Energie durch Freisetzung von Blutzucker aus
den Glykogenreserven der Leber, durch die es zu einer zlgigen Leistungs-
steigerung im Korper kommt. Im Herz-Kreislaufsystem erhéhen sich die
Herzfrequenz und das Schlagvolumen und eine Verbesserung der
Koronardurchblutung wird durch Koronardilatation sichergestellt. Dartber hinaus
dilatiert die Bronchialmuskulatur, um eine verbesserte Lungenbellftung zu
gewahrleisten. Es bestehen eine Reihe weiterer Reaktionen, die dafir sorgen,
dass der Organismus alle seine ihm zur Verfugung stehenden Abwehr-
mechanismen auf eine mdglicherweise bevorstehende Flucht oder einen Kampf
vorbereitet. Dies ist eine biologisch sinnvolle Reaktion mit hohem
Uberlebensvorteil, die sich stammesgeschichtlich entwickelt hat und die in vollem
Umfang bei plotzlicher oder kurz andauernder Angst auftritt. Die korperliche
Komponente ist durch labortechnische Parameter kontrollierbar.

Die Gedankenkomponente betrifft Gedanken, Uberzeugungen und Erwartungen,
die in Angst- oder Praangstsituationen auftreten. Da Menschen in starkem Male
von ihrer Art Uber Dinge zu denken beeinflusst werden, kann durch die
Gedankenkomponente ungerechtfertigt Angst ausgelost werden, wenn ein oder
mehrere Symptome des Korpers falsch interpretiert oder Uberbewertet werden.
Die Gedankenkomponente ist von auf3en weder wahrnehmbar, noch Iasst sie sich
durch labortechnische Parameter nachweisen.

Dahingegen bezeichnet die Verhaltenskomponente das Verhalten, welches fur
andere sichtbar ist. Das Verhalten eines Menschen kann auf vielfaltige Art und
Weise von der Angst beeinflusst werden. So kdénnen Verhaltensweisen
beeintrachtigt werden, die Konzentration und Geschicklichkeit erfordern. Es kann
zur Flucht aus bestimmten Situationen oder zur kompletten Vermeidung dieser
kommen. Dariiber hinaus kann die Verhaltenskomponente eine Art Uberlaufventil

sein, die sich in Verhaltensweisen, wie mit dem Ful} wippen oder auf und ab
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laufen, auliert, wenn eine Kampf- oder Fluchtreaktion rational nicht angemessen
erscheint. Gegenuber der definitionsgemafl unspezifischen Angst, bezeichnet der
Begriff Furcht die Angst vor einer speziellen Situation oder einem speziellen
Objekt.

1.1.3 Zusammenhang zwischen Stress und Angst

Bei Personen mit hohem Anspannungsniveau ist die Schwelle zur Auslésung von
Angst und/ oder Angstanfallen nicht weit entfernt. Manchmal reicht eine alltagliche
Stresssituation, um einen Angstanfall auszulésen. Bei Menschen mit niedrigem
Anspannungsniveau wird dementsprechend ein hoherer Stressor notwendig sein,
um Angst auszulésen. Personen, die mehrmals Angst erlebt haben, entwickeln oft
eine anhaltende Sorge, dieser Angstzustand kdnnte wieder auftreten und begeben
sich damit auf ein héheres Anspannungsniveau. Ein gewisses, kurzfristiges Mal}
an Angst, insbesondere in unbekannten Situationen, ist auch in unserer heutigen
Zeit notwendig. Sie erhoht die Aufmerksamkeit und ermdglicht somit eine bessere

Anpassung an die Situation.

1.2 Klassifikation von Angststorungen

Angststdérungen werden nach ICD-10, Kapitel V (F) unter dem Uberbegriff der
neurotischen, Belastungs- und somatoformen Stérungen eingeteilt (Dilling et al.,
1999). Es sind psychische Stérungen, bei denen die Furcht vor einem Objekt oder
einer Situation oder unspezifische Angste im Vordergrund stehen. Einen Grofteil
nehmen die phobischen Stérungen (ICD-10, F40) ein, zu denen die
Agoraphobie ohne und mit Panikstérung zahlt, sowie die sozialen Phobien,
spezifische (isolierte) Phobien, sonstige phobische Stérungen und nicht naher
bezeichnete phobische Stérungen. Den zweiten Abschnitt nehmen die sonstigen
Angststorungen (ICD-10, F41) ein, zu denen die Panikstérung (episodisch
paroxysmale Angst), generalisierte Angststorung, Angst und depressive Storung
(gemischt), sonstige gemischte Angststdérungen, sonstige naher bezeichnete
Angststorungen und nicht naher bezeichnete Angststorungen gehoren.
Somatisierungsstérungen werden unter dem Uberbegriff der somatoformen
Storung (ICD-10, F45) im flnften Abschnitt eingeteilt. Sie umfassen

Somatisierungsstorungen, undifferenzierte und hypochondrische Somatisierungs-
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stérungen, sowie somatoforme autonome Funktionsstérungen der verschiedenen

Organsysteme.

1.2.1 Phobische Stérungen (ICD-10, F40)

In dieser Gruppe von Storungen wird Angst ausschliel3lich oder Uberwiegend
durch eindeutig definierte, im Allgemeinen ungefahrliche Situationen oder Objekte
in der Umgebung des Patienten hervorgerufen. Diese Situationen oder Objekte
werden charakteristischerweise gemieden oder voller Angst ertragen. Phobische
Angst reicht von leichtem Unbehagen bis hin zu panischer Angst. Befiurchtungen
des Patienten koénnen sich auf Einzelsymptome wie Herzklopfen oder
Schwachegefuhl beziehen und treten haufig zusammen auf mit sekundaren
Angsten vor dem Sterben, Kontrollverlust oder dem Geflhl, wahnsinnig zu
werden. Die Angst wird nicht durch die Erkenntnis gemildert, dass andere
Menschen die fragliche Situation nicht als gefahrlich oder bedrohlich betrachten.
Allein die Vorstellung, dass die phobische Situation eintreten kdnnte, erzeugt

gewohnlich schon Erwartungsangst.

1.2.1.1Agoraphobie (F40.0)

Der Begriff Agoraphobie bezieht sich auf Angste vor offenen Platzen, Angste vor
Menschenmengen und auf die Schwierigkeit, sich wieder sofort und leicht an
einen sicheren Ort, im Allgemeinen nach Hause, zurickziehen zu kénnen. Der
Terminus beschreibt also eine Angst, das eigene Haus zu verlassen, Geschéafte zu
betreten, sich auf offentliche Platze zu begeben oder alleine in Zigen, Bussen
oder Flugzeugen zu reisen. Je nach Schweregrad der Angst und Ausmal des

Vermeidungsverhaltens ist diese Phobie sehr einschrankend.

1.2.1.2so0ziale Phobien (F40.1)

Soziale Phobien zentrieren sich um die Furcht vor prifender Betrachtung durch
andere Menschen in verhaltnismalig kleinen Gruppen und fuhren schliel3lich

dazu, dass soziale Situationen vermieden werden.

1.2.1.3spezifische (isolierte) Phobien (F40.2)

Hierbei handelt es sich um Phobien, die auf ganz spezifische Situationen

beschrankt sind wie auf die Nahe bestimmter Tiere, Hohen, Donner, Dunkelheit,
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geschlossene Raume und vieles mehr. Obwohl die auslésende Situation eng
begrenzt ist, kann sie wie bei Agoraphobie oder einer sozialen Phobie Panik

auslosen.

1.2.2 Sonstige Angststorungen (ICD-10, F41)

Das Hauptsymptom dieser Storung stellt eine nicht auf bestimmte Umgebungs-

situationen begrenzte Angst dar.

1.2.2.1Panikstorung (episodisch paroxysmale Angst) (F41.0)

Das wesentliche Kennzeichen sind wiederkehrende schwere Angstattacken
(Panik), die sich nicht auf spezifische Situationen oder besondere Umstande
beschranken und deshalb auch nicht vorhersehbar sind. Wie bei anderen Angst-
erkrankungen variieren die Symptome von Person zu Person, typisch ist aber der
plotzliche Beginn mit Herzklopfen, Brustschmerz, Erstickungsgefuhlen, Schwindel
und Entfremdungsgefuhlen. Fast stets entsteht dann sekundar auch eine Furcht
zu sterben, die Angst vor Kontrollverlust oder eine Angst, wahnsinnig zu werden.
Die einzelnen Anfalle dauern meistens nur Minuten, manchmal aber auch langer.
Patienten erleben in einer Panikattacke haufig ein Crescendo der Angst und der
vegetativen Symptome, was zu einem meist fluchtartigen Verlassen des Ortes
fuhrt. In Zukunft wird der Patient mdglicherweise diese Situation meiden, da einer

Panikattacke meist die standige Furcht vor einer erneuten Attacke folgt.

1.2.2.2Generalisierte Angststérung (F41.1)

Das wesentliche Symptom ist eine generalisierte und anhaltende Angst, die an
den meisten Tagen, mindestens mehrere Wochen, meist mehrere Monate lang,
vorhanden ist. Diese Angst ist nicht auf bestimmte Situationen in der Umgebung
beschrankt, sondern sie ist frei flottierend. Die hauptsachlichen Symptome sind
sehr unterschiedlich, aber Beschwerden wie standige Nervositat, Zittern,
Muskelspannung, Schwitzen, Benommenheit, Herzklopfen, Schwindelgeflhle oder
Oberbauchbeschwerden gehéren zu diesem Bild. Haufig werden Befurchtungen
geaullert, der Patient selbst oder ein Angehdriger kdnnten demnachst erkranken
oder verunglicken, sowie eine groRe Anzahl anderer Sorgen und Vorahnungen.
Diese Storung findet sich oft im Zusammenhang mit langandauernder Belastung

durch auRere Umstande.
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1.2.3 Somatoforme Storungen (ICD-10, F45)

Das Charakteristikum der somatoformen Stérungen ist die wiederholte Darbietung
korperlicher Symptome in Verbindung mit hartndckigen Forderungen nach
medizinischer Untersuchung trotz wiederholter negativer Ergebnisse und
Versicherung der Arzte, dass die Symptome nicht korperlich begriindbar sind. Bei
Vorhandensein von kdrperlichen Symptomen erklaren diese nicht das Ausmalf}

des Leidens und die innerliche Beteiligung des Patienten.

1.2.3.1Somatisierungsstérung (F45.0)

Charakteristisch sind multiple, wiederholt auftretende und haufig wechselnde
korperliche Symptome, die Uber einen Zeitraum von zwei Jahren bestehen und flr
die keine ausreichende somatische Erklarung gefunden werden kann. Die
Symptome konnen sich auf jedes Korperteil oder jedes Korpersystem beziehen.
Zu den haufigsten gehdren gastrointestinale Beschwerden und abnorme Haut-

empfindungen. Gehauft kommen deutliche Angst und Depression als Folge vor.

1.2.3.2Hypochondrische Stérung (F45.2)

Vorherrschendes Kennzeichen ist die beharrliche Beschéaftigung mit der
Mdglichkeit, an einer oder mehreren schweren, fortschreitenden korperlichen

Krankheiten zu leiden.

1.2.3.3Somatoforme autonome Funktionsstorung (F45.3)

Die Symptome werden vom Patienten so geschildert, als beruhten sie auf der
korperlichen Krankheit eines Systems oder Organs, das weitgehend vegetativ
innerviert und kontrolliert wird. Die haufigsten und auffallensten Beispiele beziehen
sich auf das kardiovaskuldre System (Herzneurose), auf das gastrointestinale
(psychogenes Colon irritabile, nervoser Durchfall) und das respiratorische System

(psychogene Hyperventilation und Husten).
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1.3 Thrombozyten

1.3.1 Morphologie und Ultrastruktur von Thrombozyten

Thrombozyten sind kernlose Abschnirungen des Zytoplasmas von Mega-
karyozyten des Knochenmarks (Mustard et al, 1972). Im Ruhezustand besitzen sie
eine diskoide Form mit einem Durchmesser von 2-3,5 um, einer Dicke von 0,5-
0,75 um und einer Oberflache von ca. 8 um? (Gawaz, 1999). Sie sind damit die
kleinsten korpuskularen Bestandteile des Blutes. Damit ihre physiologische
Konzentration von 150.000-400.000/ ul peripheres Blut aufrechterhalten werden
kann, bildet das menschliche Knochenmark beim gesunden Menschen etwa zwei
bis funf Millionen Blutplattchen pro Sekunde. Die komplette Lebensdauer eines
Thrombozyten betragt im Durchschnitt zwischen 7 und 10 Tagen, bevor sie durch
das retikuloendotheliale System in Leber und Milz entfernt werden (Hofbrand et
al., 1997).

Thrombozyten lassen sich hinsichtlich ihrer Morphologie, als auch ihres
Reaktionsvermogens zwei Funktionszustanden zuordnen, die durch verschiedene
innere und aulere Einflisse moduliert und gesteuert werden. Zum einen ist dies
der ruhende, unstimulierte, zum anderen der aktivierte, bzw. stimulierte Zustand.
Beim gesunden Menschen liegen die Thrombozyten normalerweise in dem nicht
oder nur geringgradig aktivierten Zustand vor und stromen so ohne Interaktion mit
anderen Blutzellen oder dem Gefaliendothel durch den Koérper. In diesem Zustand
tragen sie eine bestimmte Anzahl transmembranarer Glykoproteine in ihrer
Oberflache, die teils Rezeptorcharakter besitzen (Metzelaar et al., 1993) und im
Hinblick auf die Funktion eine wesentliche Rolle spielen. Nach Aktivierung kommt
es zu einer Formveranderung mit Ausbildung von Pseudopodien, wodurch die
Oberflache auf bis 13 ym? zunimmt.

Die Zellmembran bildet die Oberflache der Thrombozyten. Sie stammt vom
endoplasmatischen Retikulum der Megakaryozyten ab und besteht in Analogie zu
den Ubrigen Zellen aus einer polarisierten Phospholipidschicht in
,bilayer‘-Bauweise. Die daran beteiligten Phospholipide sind asymmetrisch nach

festem Muster angeordnet. Im Rahmen der Thrombozytenaktivierung kommt es
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zur Umorganisierung der Phospholipidanordnung und damit verbunden zu einer
Freisetzung von Substanzen zur Initiierung der Hamostase.

Das formgebende Zytoskelett der Thrombozyten besteht aus einem vorwiegend
submembrands lokalisierten Netzwerk aus Mikrotubuli sowie weiteren Struktur-
proteinen, wie Aktin und Myosin.

In den Thrombozyten befindet sich gleichmalig im Zytoplasma verteilt das
Granulomer. Es umfasst drei thrombozytenspezifische Speichergranula von
herausragender Bedeutung: a-Granula, elektronendichte Granula (dense-bodies)
und Lysosomen (Scharf, 1997). Die a-Granula sind mit einem Durchmesser von
100-180 nm die groRten Thrombozytenorganellen mit vielfaltigen Inhaltsstoffen. Im
nicht aktivierten Thrombozyten liegen sie zentral, durch Zytoplasma voneinander
getrennt. Die elektronendichten Granula zeichnen sich durch ihren elektronen-
dichten Inhalt aus. In den lysosomalen Granula sind saure Hydrolasen

gespeichert. Einen Uberblick tiber die Inhaltsstoffe gibt Tabelle 1.

a-Granula elektonendichte Lysosomen
Granula

Proteine / Rezeptoren ATP saure Hydrolasen

Fibrinogen, Fibronectin ADP a-Arabinoside

Thrombospondin, Glykoprotein IIb-llla B-Galactosidase

P-Selectin (CD 62) Calcium B-Glucusonidase

von-Willebrand-Faktor Magnesium

Cytokin-dhnliche Molekiile Kollagenase, Elastase

B-Thromboglobulin Serotonin

Plattchenfaktor 4 Protein CD 63

Enzyme

a1-Antitrypsin, a2-Antiplasmin,
a2-Makroglobulin, C1-Esterase-Inhibitor
Koagulationsfaktoren

Faktor V, Faktor IX
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1 (PAI-1)
Plasminogen, Protein S
Wachstumsfaktoren

Platelet derived growth factor (PDGF)
Transforming growth factor 8 (TGF-R)

Tabelle 1: Auflistung der thrombozytaren Speicherstoffe geordnet nach ihrem Speicherort
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Ein weiteres charakteristisches Merkmal der thrombozytaren Ultrastruktur ist das
Vorkommen zweier verschiedener Membransysteme. Zum einen gibt es ein als
offenes kanalikulares System (SCS, Surface Connected System) bezeichnetes,
zum anderen das dichte tubulare System (DTS, Dense Tubular System).

Das SCS besteht aus geschlangelten Membrankanadlen, die mit der
Thrombozytenoberflache verbunden sind. Uber dieses Membransystem werden
die Inhaltsstoffe aller Granula nach einer Aktivierung des Thrombozyten
sezerniert. Aulderdem fungiert dieses kanalikulare System als Membranreservoir
bei einem Formwandel der Thrombozyten.

Bei dem DTS handelt es sich um ein Analogon zum endoplasmatischen Retikulum

von Megakaryozyten.

1.3.2 Thrombozytenaktivierung

Die Hauptaufgabe der Thrombozyten liegt in der Gewahrleistung der primaren
innerhalb von Sekunden ablaufenden Hamostase im Fall von GefalRleckagen, bei
der es zur Bildung eines Plattchenthrombus kommt.

Diese Bildung lauft in charakteristischen Phasen ab, welche sind: Adhasion,

Formwandel, Degranulation, Aggregation und Retraktion.

1.3.2.1Thrombozytenadhasion

Den initialen Schritt in der Kaskade der Thrombozytenaktivierung stellt die
Kontaktaufnahme zwischen ruhendem Thrombozyten und subendothelialer Lasion
dar. Durch diesen Kontakt mit subendothelialen Strukturen kommt es zur
Aktivierung und primaren Adhasion von Thrombozyten an das geschadigte
Endothel. Der aktivierte Zustand der Thrombozyten kann entweder durch
freigelegte Zellmembranstrukturen (Kollagen, Mikrofibrillen) oder durch Thrombo-
zytenagonisten (Thrombin, Adrenalin, ADP, Plattchenaktivierender Faktor,

Immunkomplexe) ausgelost werden.

1.3.2.2Formwandel (shape change, viskdse Metamorphose)

Gleichzeitig mit ihrer Aktivierung verlieren die Thrombozyten ihre diskoide Form
und bilden Pseudopodien aus. Dies geschieht durch die Aktivierung einer
membranstandigen Phospholipase C, die Uber Zwischenschritte zu einer

Aktivierung der Myosin- und Aktinelemente im Thrombozyten flhrt, oder Uber die
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Ausstulpung des offenes kanalikuldren Systems. Dieser Formwandel lauft in

Sekundenschnelle ab.

1.3.2.3Thrombozytendegranulation

Die ablaufenden Rezeptorbindungsreaktionen ldsen im Thrombozyten eine Reihe
ineinander greifende Reaktionen aus, an deren Ende die Degranulation der
Granula der Thrombozyten steht. Es kommt zum Granulatransport aus dem
Zellinneren an die Peripherie, zur Fusion der Granulamembran mit der auf3eren
Thrombozytenmembran und damit zur Ausschittung des Granulainhaltes. Alle
Plattchensekretionsprodukte haben grundséatzlich verstarkende Wirkung auf die
Plattchenaktivierung: die Inhaltstoffe der a-Granula fordern in erster Linie die
Anheftung der Thrombozyten an das Subendothel und die Inhaltsstoffe der
elektronendichten Granula die Thrombozytenaggregation. Diese Substanzen
(Aktivatoren) wirken tber bestimmte Rezeptoren der Thrombozytenmembran, die
zwischen Thrombozyteninnerem und —&uf3erem vermitteln. Durch die Aktivierung
der Thrombozyten steigt die Zahl verschiedener Oberflachenrezeptoren wie etwa
des Fibrinogenrezeptors GP lIb-llla, der sich in erheblicher Zahl in der Membran
des offenen kanalikularen Systems befindet. Beim ruhenden Thrombozyten liegt
er in einer Anzahl von 45.000-50.000 auf der Oberflache vor (Georg et al., 1986).
Bei Aktivierung nimmt seine Anzahl durch Verlagerung aus dem offenen
kanalikularen System und seine Affinitat durch Konformationsanderung deutlich
zu. Der GPIlIb-llla-Rezeptor kann eine Vielzahl von unterschiedlichen Matrix- und
Plasmaproteinen binden. Der wichtigste Ligand ist dabei das Fibrinogen. Uber
Bindung mit Fibrinogen an das Thrombospondin des Subendothels sorgt der
GPIllb-llla-Rezeptor fur eine irreversible Thrombozytenverankerung am Ort der
Endothellasion.

Dartber hinaus erscheinen auch Rezeptoren an der Oberflachenmembran, die bei
ruhenden Thrombozyten dort nicht exprimiert werden, sondern ausschlielich in
den Speicherorganellen vorliegen. Beispielhaft sei das P-Selectin (CD 62) aus den

a-Granula genannt, da es in dieser Arbeit durchflusszytometrisch bestimmt wird.
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1.3.2.4Thrombozytenaggregation und Retraktion

Aggregation bezeichnet die Anlagerung weiterer Thrombozyten an die durch
Adhasion gebundenen Thrombozyten in der Lasion. Daran beteiligt sind Thrombo-
zytenagonisten, die von den umgebenden Zellen sezerniert werden.

ADP und Thromboxan A, fordern die Bildung reversibler Thromozytenaggregate.
Der starkste Agonist der Plattchenaggregation ist Thrombin, nachfolgen Kollagen.
Durch sie vermittelt bilden sich Fibrin-Briicken zwischen den Glykoprotein-
rezeptoren llb-llla verschiedener Thrombozyten.

Die reversiblen Aggregate werden so im Zusammenspiel mit plasmatischen
Koagulationsfaktoren und in Abhangigkeit des initialen Reizes der

Endothelschadigung in irreversible Aggregate tUberfuhrt.

Im Rahmen der Thrombozytenaktivierung kommt es ebenfalls zur Aktivierung der
plasmatischen Gerinnungskaskade. Nach der klassischen Kaskadentheorie der
Blutgerinnung werden verschiedene Gerinnungsfaktoren sequenziell aktiviert, was
zur Bildung des Prothrombinase-Komplexes (FXa/FVa), zur Bildung von aktivem
Thrombin und schlie3lich zur Fibrinpolymerisierung fuhrt. Nach der klassischen
Vorstellung werden dabei zwei Aktivierungswege (intrinsisches bzw. extrinsisches
System) unterschieden. Diese Unterscheidung spiegelt nur sehr unzureichend die
Mechanismen der Blutgerinnung in vivo wieder. Nach heutigen Vorstellungen
verlauft die Blutgerinnung nicht Uber zwei (parallel bzw. konvergent verlaufende)
Aktivierungswege, sondern findet als eine zeitliche Abfolge von drei nacheinander
folgenden Gerinnungsphasen statt. In der Startphase der Blutgerinnung kommt es
durch eine Endothelverletzung zu einer Interaktion von im Blut zirkulierenden
aktiven Faktor VII mit dem in der GefalRwand lokalisierten Gewebsthromboplastin
(tissue factor, TF). Der FVII/TF-Komplex fuhrt zur Aktivierung von Faktor X und zur
Bildung kleiner Mengen von Thrombin. In der Vorbereitungsphase ist dieses initial
gebildete Thrombin in der Lage, die molekularen und zellularen Voraussetzungen
zur Bildung grof3er Mengen von Thrombin zu schaffen. In der anschlielienden
Propagationsphase findet auf der Oberflache aktivierter Thrombozyten eine
effiziente Bildung von Thrombin statt, die schlieBlich zur Entstehung eines
Thrombus fuhrt (Monroe et al., 2002).
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1.3.3 Thrombozytenmembranproteine

Die aktivierten Thrombozyten tragen nach dem Formwandel andere Thrombo-
zytenmembranproteine (Glykoproteine bzw. Glykoproteinrezeptoren) auf ihrer
Membran als die nicht aktivierten Thrombozyten. Die im Rahmen dieser Arbeit
durchflusszytometrisch mit monoklonalen Antikdrpern markierten Thrombozyten-
membranproteine sind:

1. das a-Granula-Membranprotein CD 62, das auch als P-Selectin, GMP-140
(Granulamembranprotein) oder PADGEM (platelet-activation-dependent-granule-
external-membran) bezeichnet wird,

2. das lysosomale Protein mit der internationalen Antigenklassifikation CD 63 und
3. das Thrombospondin (TSP).

Diese Membranproteine werden von ruhenden Plattchen nicht oder nur in
geringem Ausmald exprimiert. Bei der Aktivierung der Thrombozyten kommt es
jedoch zu einer verstarkten Expression dieser Antigene, die es ermoglicht durch
anschlieBende quantitative Bestimmung auf den Aktivitatsgrad der Thrombozyten
zurtickzuschlieBen. Fir die quantitative Bestimmung eignen sich Antikorper, die
mit den Membranproteinen eine Reaktion eingehen. Bereits wenige Sekunden
nach Stimulation der Thrombozyten mit Thrombin, findet eine Umverteilung der

Membranproteine aus der Granulamembran auf die Zytoplasmamembran statt.

@

Abbildung 1: Schema der Oberflachenproteine eines aktivierten
Thrombozyten. Abk: CD:Cluster of Differentiation,
GP:Glykoproteinkomplex, TSP: Thrombospondin

Tschope et al. (1993) konnten bereits durch submaximale Thrombinstimulation
(0,2 U/ml) in vitro die Zunahme an aktivierten Thrombozyten und die Abnahme der
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ruhenden Thrombozyten nachweisen, wobei diese Veranderungen der Antigene
der Thrombozytenmembran schon nach langstens 30 Sekunden nahezu maximal
waren. Hieraus ergibt sich die Mdglichkeit, die Thrombozyten entweder als nicht
aktiviert (Marker-negativ) oder als aktiviert (Marker-positiv) zu klassifizieren und
somit deren jeweilige prozentuale Verteilung in einer Thrombozytenpopulation

anzugeben.

1.3.3.1CD 62 (GMP-140, P-Selectin, PADGEM) und sein
monoklonaler Antikorper

Der monoklonale Antikérper anti-CD 62 (clone CLB-Thromb/6) bindet sich an
Epitope eines a-Granula-Membranproteins mit der internationalen Antigen-
klassifikation CD 62. Dieses 140-Kilodalton Protein gehdrt zur Genfamilie der
Selektine und befindet sich bei ruhenden Plattchen in der Membran der a-Granula,
konnte aber auch in Membranen der d-Granula, in den Palade-Weibel-Kérperchen
von Endothelzellen und in Zellen des lymphatischen Gewebes nachgewiesen
werden (Metzelaar et al., 1991a, Nurden und Nurden, 1993). Nach Plattchen-
aktivierung kann es an der Oberflachenmembran nachgewiesen werden, da die a-
Granulamembran mit der Oberflache fusioniert. CD 62 setzt sich aus 789
Aminosauren zusammen und ragt mit seinem grof3ten Anteil aus der Zellmembran
heraus, besitzt aber zusatzlich auch eine transmembrandse und eine
zytoplasmatische Domane. CD 62 wird im weiteren Verlauf nicht wieder ins
Zytosol aufgenommen (Collins et al., 1993). Es kann jedoch das sogenannte
»~ohedding“ beobachtet werden, als welches man die Anlagerung von Leukozyten
an die stark aktivierten CD 62 positiven Thrombozyten bezeichnet. Dieses
Phanomen tritt vornehmlich bei chronischen Aktivierungsreizen auf und kann
folglich eine quantitative Analyse mittels monoklonaler Antikérper verfalschen
(Tschope et al., 1988; Tschope, 1991).

CD 62 bindet an verschiedene Leukozyten-Subtypen, wie neutrophile
Granulozyten und Monozyten und vermittelt auch Interaktionen zwischen
Endothelzellen und Leukozyten (Furie et al., 1991). Vor allem nach schweren
Gefaldtraumata scheint CD 62 ein verlasslicher und schneller Marker fur die
Plattchenaktivierung zu sein. Auch im Rahmen akut-ischamscher Ereignisse nach
PTCA konnte eine signifikante Zunahme der Expression von CD 62 gezeigt werde

(Inoue et al., 1996; Kolarov et al., 1996).
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1.3.3.2CD 63 und sein monoklonaler Antikorper

Der monoklonale Antikorper anti-CD 63 (clone CLB-gran 12) richtet sich gegen
Anteile eines lysosomalen Proteins mit der internationalen Antigenklassifikation
CD 63. Dieses CD 63-Protein wiegt 53 Kilodalton, besteht aus 237 Aminosauren
und besitzt vier transmembrandse Regionen (Metzelaar et al., 1991b; Azorsa und
Hildreth, 1995).

CD 63 ist in der Membran der thrombozytaren Lysosomen lokalisiert und kann
nach erfolgter Sekretion dieser auf der Plasmamembran der Thrombozyten
nachgewiesen werden (Nieuwenhuis et al., 1987). Obwohl die exakte gerinnungs-
physiologische Funktion von CD 63 bislang nicht vollstandig aufgeklart wurde, wird
angenommen, dass CD 63 eine wichtige Rolle bei der Adhasion der
Thrombozyten an Gefallwanddefekte und bei der Bildung von Thrombozyten-
aggregaten spielt (Chesebro et al, 1997). Tschope et al. (1997) konnten mit dem
monoklonalen Antikdrper AK 2.28 bei Typ-1-Diabetikern mit thrombembolischen
Komplikationen eine im Vergleich zu Typ-1-Diabetikern ohne Komplikation
signifikant gesteigerte Thrombozytenaktivierung anhand CD 63 nachweisen. Im

Vergleich zum Normalkollektiv war CD 63 um das 3,8fache gesteigert.

1.3.3.3Thrombospondin und sein monoklonaler Antikorper

Thrombospondin ist ein 450 Kilodalton schweres Glykoprotein aus der Gruppe
adhasiver Makromolekule. Dargestellt werden kann Thrombospondin mit Hilfe des
monoklonalen Antikorpers anti-Thrombospondin (clone P10), der sich gegen das
Epitop des menschlichen Thrombospondinmolekils richtet (McLaren, 1983;
Clezardin et al., 1986; Legrand et al., 1988). Thrombospondin kommt Uberall in
der Extrazellularmatrix vor und kann mit einer Vielzahl von Bindegewebsproteinen
Verbindungen eingehen. Im Ruhezustand der Thrombozyten sind nur wenige oder
keine Thrombospondinmolekile auf der Oberflache nachweisbar. Der Hauptteil
liegt dann in den a-Granula der Thrombozyten, in denen es mit 25% den groften
Anteil der Proteinfraktion stellt. Durch  Thrombozytenaktivierung  wird
Thrombospondin sezerniert und in einer Calcium-abhangigen Reaktion Uber
seinen Rezeptor Glykoprotein-IV an die Plattchenmembran zurlckgebunden. Es
stabilisiert die Brickenbildung zwischen GP llb-llla und Fibrinogen und damit den

Zell-Zell-Kontakt und unterstutzt die Konversion reversibler Mikroaggregate in
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irreversible Makroaggregate in der sekretionsabhangigen Phase der Aggregation.
In der Literatur wurde eine erhohte Expression von Thrombospondin bei Patienten
mit langer bestehendem Diabetes mellitus ohne diabetische Mikroangiopathie und
bei Inselzell-Antikdrper-positiven Verwandten von Patienten mit Diabetes mellitus
(2,8-fache Erhdohung gegenuber der Norm) gezeigt, wobei Thrombospondin
vermutlich vor allem eine andauernde Thrombozytenaktivierung anzeigt (Tschope
et al., 1997). Aber auch im Rahmen akut-ischamischer Ereignisse nach PTCA und
bei Patienten mit Multiorganversagen im Rahmen eines septischen Geschehens
konnte eine signifikante Vermehrung der Thrombospondin-Expression gezeigt

werden (Kolarov et al., 1996).

1.3.4 Plattchenfaktor 4 (PF 4)

Plattchenfaktor 4 ist ein plattchenspezifisches Protein und wird von aktivierten
Thrombozyten aus den a-Granula ausgeschuttet, in denen es nach Bildung in den
Megakaryozyten gespeichert vorliegt. PF 4 ist ein Tetramer mit einem Molekular-
gewicht von 32 Kilo-Dalton. Seine Konzentration im Blut betragt normalerweise
4-10 ug/ | bzw. 0-5 IU/ ml. Nach Aktivierung der Plattchen in vitro steigt die PF 4-
Konzentration im Plasma um das 10-50-fache an (Walz, 1984). In vivo wird PF 4
gleichfalls durch Thrombin und andere Plattchenaktivatoren, wie Kollagen, ADP,
Immunkomplexe sowie erhdhte Scherkrafte freigesetzt und dann rasch mit einer
Halbwertszeit von ca. 20 min reversibel an Glukosaminoglykane an der
Oberflache der Endothelzellen gebunden.

PF 4 besitzt eine sehr hohe Affinitat zu Heparin, welches in besonders hoher
Konzentration in Gewebsmastzellen im perikapillaren Bindegewebe vorkommt.
Zusammen mit seinen niedermolekularen Spaltprodukten aktiviert Heparin das die
Gerinnung hemmende Antithrombin. PF 4 unterstltzt somit durch seine hohe
Affinitdt zu Heparin die Thrombinbildungsrate. Endothelzelldefekte werden so
schnell gedeckt. Dieser Reparaturprozess ist aber auch pathophysiologisch von
Bedeutung, weil rezidivierende Endotheldefekte via Plattchenanlagerung und
Freisetzung von proliferationsinduzierenden Faktoren aus Plattchen zu einer
Proliferation von glatten Muskelzellen der Gefalwand mit Einlagerung in die

Intima flhren. Dies entspricht dem Initialstadium der Arteriosklerose.
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1.3.5 B-Thromboglobulin (B-TG)

R-Thromboglobulin ist ein Protein und Abbauprodukt des Platelet Basic Protein. Es
verhalt sich ahnlich wie PF 4, d.h. es wird wie PF 4 in den Megakaryozyten
gebildet, in den a-Granula gespeichert und bei der Aktivierungsreaktion aus
aktivierten Plattchen freigesetzt. Bei B-TG handelt es sich um ein plattchen-
spezifisches Produkt (Niewiarowski et al., 1976) mit einem Molekulargewicht von
36 Kilo-Dalton (Taomoto et al., 1983). Das Gewicht kommt durch vier identische
Untereinheiten zustande, welche aus je 81 Aminosaureresten bestehen (Begg et
al.,, 1978). Die Halbwertszeit ist mit 100 min langer und die Plasmakonzentration
mit 12-60 ug/ | bzw. 10-40 IU/ ml hoher als diejenige von PF4 (Dawes et al., 1978).
R-TG gehort biochemisch und von der Funktion her zur Gruppe der Chemokine.
Die bisher bekannte Funktion besteht in der Kontrolle verschiedenster
Regulationsmechanismen. Diese beinhalten proteolytische Prozesse von Chemo-
kinvorlaufern, Oligomerformationen und der verschiedenartige Gebrauch von
Rezeptoren, welche auf neutrophile Granulozyten ansprechen.

Die Erkenntnisse Uber die Morphologie, Funktion wund Interaktion der
Thrombozyten haben sich in den letzten Jahren deutlich verbessert. Aufgrund der
Komplexitat bleiben Unklarheiten Uber Interaktionen innerhalb des Gerinnungs-

systems und den von aul3en einwirkenden Faktoren bestehen.

1.4 Fragestellung

1. Besteht ein Unterschied in der Thrombozytenaktivierung unter
Ruhebedingungen zwischen einer gesunden Kontrollgruppe und einer Gruppe von
Patienten mit vermehrten Angsten?

2. Lasst sich bestatigen, dass psychisch induzierter Stress eine
Thrombozytenaktivierung in relevantem Umfang auslost?

3. Besteht ein Unterschied in dem Ausmald der Thrombozytenaktivierung unter
hervorgerufenen Stressbedingungen zwischen einer gesunden Kontrollgruppe und

einer Gruppe von Patienten mit vermehrten Angsten?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Patienten

Nach Genehmigung durch die Ethikkommission wurden im Zeitraum von
Dezember 2001 bis Februar 2003 insgesamt 29 Patienten aus der Medizinischen
Klinik 11, Bereich Psychosomatik untersucht. Es nahmen 15 Frauen und 14 Manner
im Alter zwischen 20 und 58 Jahren (Mittelwert von 38,7 Jahren) teil. Das
entnommene Blut dieser Patienten diente als Grundlage flr zwei experimentelle,
prospektive Arbeiten: zum einen wurde die Auswirkung von Stress auf die
Thrombozytenaktivierung bestimmt (vorliegende Arbeit), zum anderen die
Auswirkung auf das plasmatische Gerinnungssystem (Sprickmann, Med. Diss, in
Vorbereitung). Die Daten dieses Kollektivs wurden einer Kontrollgruppe von 21
Probanden gegenubergestellt, die sich aus 11 Frauen und 10 Mannern im Alter
zwischen 20 und 40 (Mittelwert von 25,2 Jahren) zusammensetzte. Diese
Kontrollgruppe wurde in einer ersten Pilotstudie der gleichen standardisierten
psychischen Stresssituation ausgesetzt (Grantzdorffer, Med. Diss., in Vor-

bereitung; Mess, Med. Diss., in Vorbereitung), wie die Probanden dieser Studie.

2.1.1 Einschlusskriterien

In die vorliegende Studie wurden Patienten aufgenommen, die in der
Medizinischen Klinik 11/ Bereich Psychosomatik der Universitat zu Lubeck aufgrund
einer Angststérung oder einer Somatisierungsstorung mit kdrperbezogenen
Angsten stationar behandelt wurden.

Am Untersuchungstag mussten die Patienten korperlich gesund sein und ein

unauffalliges Blutbild mit normwertigen Thrombozytenzahlen aufweisen.

2.1.2 Ausschlusskriterien

Als Ausschlusskriterium galt das Vorliegen einer angeborenen Gerinnungsstorung,
wie z.B. APC-Resistenz, Hamophilie A und B, als Stérungen des intrinsischen
Gerinnungssystems, sowie Stérungen von Komponenten des extrinsischen
Systems (Faktor X-, Faktor-VII-Mangel), das Vorliegen einer erworbenen

Gerinnungsstérungen, sei es nach Medikamentengabe (Heparin, Dicumarol,
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thrombolytische Therapie) oder bei Thrombozytopenie und Plattichendefekten oder
die einfache Gabe von gerinnungsbeeinflussenden Medikamenten innerhalb der
letzten 14 Tage. Des Weiteren durften keine malignen Erkrankungen vorliegen

und keine Operationen innerhalb der letzten vier Wochen stattgefunden haben.

2.2 Versuchsaufbau und Ablauf des mentalen

Stressversuches

2.2.1 Vorgesprach und Aufklarung

Mit den Patienten wurde im Vorfeld ein Aufklarungsgesprach Uber den
allgemeinen Ablauf des Versuches, mogliche Risiken und Komplikationen gefuhrt,
in dem auch Fragen von Seiten der Patienten geklart werden konnten.

Eine Einwilligungserklarung wurde mindestens 24 Stunden vorher unterschrieben.
Bei diesem Aufklarungsgesprach wurden den Probanden bereits einige
Fragebdgen zur Selbstbeschreibung mitgegeben, die ausgefullt zum jeweiligen
Termin mitgebracht werden mussten. Bei diesen Fragebdgen, die auch von der
Kontrollgruppe der ersten Studie ausgeflllt wurden, handelte es sich um das
State-Trait-Angstinventar (STAI) von Laux et al. (1981) und um den Fragebogen

zur Befindlichkeitsskalierung anhand von Kategorien und Eigenschaftswortern

(BSKE) nach Janke et al. (1999). Darlber hinaus erhielten die Patienten den
Fragebogen zu kérperbezogenen Angsten, Kognition und Vermeidung (AKV) von
Ehlers et al. (1993). Alle Fragebogen werden im folgenden Abschnitt naher
dargestellt und sind im Anhang aufgeflhrt.

2.2.2 Fragebogen

2.2.2.1State-Trait-Angstinventar (STAI)

Das STAl von Laux et al. (1981) wird im klinischen Bereich und in der
experimentellen Angst- und Stressforschung eingesetzt.

Mit diesem Angstfragebogen, der sich in zwei Teile gliedert, Iasst sich Angst zum
einen als Zustand (State-Angst, augenblickliche Gefuhlslage, STAI-G Form X1),
zum anderen als Eigenschaft (Trait-Angst, allgemeine Geflhlslage, STAI-G Form
X2) erfassen, wobei bei der Entwicklung verschiedene Situationseinfliisse und
psychische Prozesse berucksichtigt wurden.
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Das State-Modell erfasst Angst als vorlbergehenden, emotionalen Zustand.
Dieser Zustand kann in seiner Intensitat Uber Zeit und Situation variieren und ist
gekennzeichnet durch Anspannung, Besorgtheit, Nervositat, innere Unruhe und
Furcht vor zukunftigen Ereignissen sowie durch eine erhohte Aktivitdt des
autonomen Nervensystems. Dem gegenuber steht das Trait-Modell, welches
Angstlichkeit als Uberdauerndes Merkmal darstellt. Diese Angstlichkeit bezieht
sich auf relativ stabile interindividuelle Differenzen in der Neigung, Situationen als
bedrohlich zu bewerten und hierauf mit einem Anstieg der Zustandsangst zu
reagieren. Dieses Personlichkeitsmerkmal liegt individuell unbeeindruckt von der
Zeit und Situation in unterschiedlicher Auspragung vor. Hochangstliche tendieren
dazu, mehr Situationen als bedrohlich einzustufen und auf solche Situationen mit
einem hoheren Zustandsangstanstieg zu reagieren als Niedrigangstliche
(Spielberger, 1981).

Von State-Tests wird eine niedrige Retest-Reliabilitat erwartet, da sie sich auf die
Erfassung von zeitlich instabilen fluktuierenden Merkmalen richten. Eine hohe
interne Konsistenz ist aber besonders wichtig, um auszuschlieen, dass sich die
niedrige Retest-Reliabilitat in hohem Male auf Messfehler zurtckfuhren lasst.
Dies ist durch die umfangreiche Uberpriifung und groRe Teilnehmerzahl der
Kontrollstichproben des State-Trait-Angstinventars gewahrleistet. Trait-Tests
missen eine hohe Retest-Ubereinstimmung bei Messung am gleichen Kollektiv
aufweisen, da die Messung eines zeitlich Uberdauernden Merkmals angestrebt
wird. Personen, die sich im Grad der Trait-Angst unterscheiden, weisen nicht
immer korrespondierende Unterschiede im Anstieg der Zustandsangst auf. Diese
hangt von dem Ausmal} ab, in dem Personen die spezifischen relevanten Stress-
situationen als bedrohlich werten und ist damit von unterschiedlichen Vor-
erfahrungen beeinflusst. Von der vorhandenen Trait-Angst kann demnach nicht

direkt auf die empfundene State-Angst in einer Situation geschlossen werden.

Beide Fragebdgen geben eine Reihe von Feststellungen zur Selbstbeschreibung
vor und fordern als Antwort die Auswahl zwischen vier Moglichkeiten, denen
unterschiedliche Punktwerte zugeordnet sind. Die Summe dieser Punktwerte
ermaglicht eine Einordnung im Bezug auf die State- und Trait-Angst im Vergleich

zu einer vorgegebenen Stichprobe.
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2.2.2.2Fragebogen zu kdérperbezogenen Angsten, Kognition und
Vermeidung (AKV)

Der AKV von Ehlers A et al. (1993) wird zur Diagnostik, Therapieplanung und
Erfolgskontrolle bei Patienten mit Angsten und nicht organisch begriindeten
korperlichen Symptomen eingesetzt und dartber hinaus als Screening fur
Paniksyndrom, Agoraphobie sowie fur andere Angststorungen. Der AKV ist die
deutsche Bearbeitung des Body Sensation Questionnaire (BSQ), Agoraphobic
Cognitions Questionnaire (ACQ) und Mobility Inventory (MI) von Chambless et al..
Durch die Auswertung und sinnvolle Kombination der drei Fragebdgen kdnnen
interne Angstausloser, die zentralen Befurchtungen des Patienten und das Muster
des Vermeidungsverhaltens differenziert diagnostiziert werden. In dieser Arbeit
richtet sich das Augenmerk auf die Analyse des zusammenhangenden
Patientenkollektivs.

Body Sensation Questionaire: Der BSQ dient der Einschatzung der Angst vor
korperlichen Symptomen und der Beeintrachtigung durch Koérperempfindungen.
Diese Einschatzung ist wichtig, da die Auspragung der Angststérung in starkem
Male davon beeinflusst ist, ob die Patienten korperliche Symptome als bedrohlich
erleben. Der BSQ gibt Symptome vor, die mit physiologischer Aktivierung
zusammenhangen und damit haufig jenen Symptomen gleichen, die in
Panikanfallen auftreten, also korperliche Begleiterscheinungen der Angst sind. Die
zum gegenwartigen Zeitpunkt erlebte Beeintrachtigung durch die jeweilige Korper-
empfindung wird abgefragt. Als Beispiel seien Herzklopfen und Schwindel
genannt. Von dem Probanden wird ausgewahlt, wie schwer er sich beunruhigt und
geangstigt fuhlt, indem er auf einer Funf-Punkte-Skala die flr ihn am besten
zutreffende Antwort auswahit. Die Auswahl der Items erfolgte danach, welche
Symptome von Patienten mit Angststorungen bei Konfrontation mit angst-
auslosenden Situationen, als besonders belastend erlebt werden. Die Reduktion
der Angst vor Kérperempfindungen kann ein wesentliches Therapieziel sein.
Agoraphobic Cognitions Questionaire: Der ACQ erfasst katastrophisierende
Gedanken, die Personen mit Angststorungen haufiger durch den Kopf gehen als
Personen ohne Angstproblematik. Er spiegelt damit die Angst vor negativen

sozialen oder gesundheitlichen Konsequenzen wieder.
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Haufig kreisen die Gedanken bei Patienten um koérperliche Krisen (z. B. Herz-
infarkt, Schlaganfall) oder um Kontrollverlust (z. B. verrickt oder auffallig werden).
Anhand des Fragebogens kann zu Aussagen, wie ,lch werde mich lacherlich
benehmen.” oder ,lch werde vor Angst erstarren.“ mit Hilfe einer FUnf-Punkte-
Skala zwischen verschiedenen Antworten gewahlt und der zutreffende Gedanke
ausgewahlt werden. Bei der Auswertung des Fragebogens konnen getrennte
Werte fur die Themen ,korperliche Krisen® und ,Kontrollverlust” berechnet werden.
Der Fragebogen erfasst, wie haufig die typischen angstbezogenen Kognitionen bei
den Patienten auftreten und ermdéglicht den Vergleich mit Personen ohne Angst-
storungen.

Mobility Inventory: Dieser Fragebogen macht ein Mobilitats-Inventar oder frei
Ubersetzt eine Beweglichkeitsbestandsaufnahme. Die im BSQ genannten Korper-
empfindungen und die im ACQ erfragten Angste veranlassen einige Menschen
dazu, manche Situationen oder Orte zu vermeiden. Dieses Vermeidungsverhalten
beruht auf der oben erwahnten Angst vor korperlichen Begleiterscheinungen der
Angst und Angst vor sozialen und gesundheitlichen Konsequenzen. Diese, als
Agoraphobien bezeichneten Stérungen, gehdéren zu den haufigsten und
beeintrachtigendsten Angststorungen. Die Patienten vermeiden eine Vielzahl
offentlicher Situationen und schranken sich dadurch oftmals stark in ihrem Leben
ein. Das Mobilitats-Inventar fragt ab, in welchem Umfang es zu Vermeidungs-
verhalten kommt, indem die wichtigsten agoraphobischen Situationen beschrieben
werden. Es werden verschiedene Platze (Kino, Supermarkte, Fahrstlhle),
Verkehrsmittel (Fahren mit Bussen, Zugen, Untergrundbahnen) und Situationen
(Schlange stehen, Brucken uberqueren) angegeben und anhand einer Funf-
Punkte-Skalierung abgefragt, wie haufig diese Orte und Situationen vermieden
werden. Dabei wird unterschieden, ob das betreffende Vermeidungsverhalten nur
alleine oder auch in Begleitung auftritt.

Die Fragenbdgen erweisen sich als sensitiv zur Abgrenzung zwischen Personen

mit und ohne Angststérungen und zur Therapieerfolgsmessung.

2.2.2.3Befindlichkeitsskalierung anhand von Kategorien und
Eigenschaftswortern (BSKE)

Die BSKE nach Janke et al. (1999) ermoglichen eine Einschatzung des Befindens

der Probanden. Es sind verschiedene Formen der Fragebogen mit unterschied-
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lichen Schwerpunkten erhaltlich. In dieser Studie wurden zwei BSKE-Fragebdgen
Uber erlebte Emotionszustande ausgewahlt. Die BSKE-E 16ak ist die aktuelle
Form zur Beurteilung des augenblicklichen Befindens. Sie wird in der ersten und
vierten Phase des Versuches verwendet. Die BSKE-E 16retro ist die retrospektive
Form und bezieht sich auf Zeitabschnitte, die in der Vergangenheit liegen. Sie wird
am Ende der dritten Phase von den Probanden bearbeitet und stellt ruckblickend
die Befindlichkeit des Probanden unmittelbar bei Redebeginn dar. Beide
Fragebdgen sind gleich aufgebaut. Es werden 16 Emotionszustande, wie zum
Beispiel das Gefiihl der Besorgtheit oder das Gefiihl des Argers, vorgegeben.
Anhand einer Skalierung hat der Proband die Mdglichkeit die Starke des erlebten
Emotionszustandes auszuwahlen. Ausgewertet werden die ltems, die sich auf
negative Stimmungen beziehen. Die Interpretation der Fragebdgen erfolgt im
Vergleich der Patienten- mit der Kontrollgruppe und im zeitlichen Verlauf innerhalb

einer Gruppe.

2.2.3 Standardisierte psychische Stresssituation

Das Ziel dieses Versuchaufbaus war, eine reproduzierbare ausschlieBlich
mentale Stresssituation zu erzeugen, die bei gesunden Probanden einen Anstieg
einiger ausgewahlter Gerinnungsparameter auslésen wurde.

Versuchsablauf (Abb. 2)

Ort des Versuches war ein ruhiger Raum, in dem ein Tisch und ein verschiebbarer
Stuhl mit Rollen standen. Der Raum besal} eine Mattglasscheibe zum Neben-
raum, die von den Probanden aus blickdicht war, von aul3en aber eingesehen
werden konnte. In einer Ecke des Raumes befand sich eine fest installierte
Kamera, die vom Nebenraum aus bedient werden konnte. Der Ablauf des
Versuches erfolgte streng nach einem eigens dafur vorbereiteten Versuchs-
protokoll (siehe Anhang), um die Einhaltung der Zeiten zu gewahrleisten, und
gliederte sich in vier Phasen, die zusammen zwei Stunden in Anspruch nahmen.
In dieser Zeit musste der Proband auf dem Stuhl Platz nehmen und durften sich

nicht erheben, um eine physische Beeinflussung zu verhindern.
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Phase 1
Entspannungsphase
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| | t/min
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P/RR/MAD P/RR/MAD P/RR/MAD
0 10 20 a0 Umin
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Redezeit
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P/RR/MAD P/RR/MAD
0 10 ™ tmin
Phase 4
Entspannungsphase
3.Blutentnahme
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P/RR/MAD
| | -
0 10 20 0  Umin

Abbildung 2: Versuchsablauf
Zu Beginn jeder Phase wurde den Probanden ein Instruktionsbogen vorgelegt, auf

dem ein kurzer Ablauf der nachsten Zeit und der zu bewaltigenden Aufgabe

wiedergegeben war (siehe Anhang).
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Die erste Phase begann immer um acht Uhr morgens, um eine tageszeitliche
Schwankung der zu messenden Werte auszuschlielen, und diente der
Entspannung des jeweiligen Probanden. Sie dauerte 30 Minuten und beinhaltete
das Ausfullen von zwei Fragebdgen: zu Beginn einen allgemeinen Fragebogen zur
Soziodemographie und nach 25 Minuten einen Fragebogen zur subjektiven
augenblicklichen Stresswahrnehmung (BSKE-E 16ak, siehe Abschnitt 2.2.2.3). In
der restlichen Zeit konnten die Teilnehmer eine Zeitschrift ihnrer Wahl lesen. Nach
Ablauf dieser ersten 30 Minuten wurden Blutdruck und Puls mit Hilfe eines
elektrischen Blutdruckmessgerates am Oberarm gemessen und automatisch der
mittlere arterielle Druck (MAD) berechnet. Es folgte die erste Blutentnahme.
Danach begann Phase zwei, in der die Probanden einen zwdlfseitigen komplexen
Informationstext Uber die Ursachen von Angst und Angstanfallen zu lesen
bekamen. Dafur war eine Zeit von 30 Minuten vorgegeben. Die im Anschluss zu
bewaltigende Aufgabe bestand darin, eine 10-minutige freie Rede zu halten, in der
der Inhalt des Textes frei prasentiert und die eigene Meinung vertreten werden
sollte. Wahrend des Lesens des Textes durften sich die Probanden keinerlei
Notizen machen. Nach zehn und zwanzig Minuten, wahrend dieser Lesezeit,
wurden ein zweites und drittes Mal Blutdruck, Puls und MAD gemessen. Nach 25
Minuten begann eine funfminutige Stressinduktion, in der ein Scheinwerfer in dem
Zimmer aufgebaut wurde und die Probanden mit Hilfe ihres Stuhles vor die
Kamera geschoben wurden. Es erfolgte eine weitere Messung der Kreislauf-
parameter. Anschlielend wurden die Probanden noch einmal muandlich dariber
aufgeklart, dass die gesamte Rede mit der Kamera aufgenommen werden wurde
und dass das Videomaterial im Hinblick auf die Art der Prasentation, wie Rhetorik,
Mimik und Gestik, sowie inhaltliche Klarheit und Richtigkeit ausgewertet werden
wurde. DarUber hinaus gab es die Angabe, dass hinter der Mattglasscheibe
qualifizierte Beobachter die Rede direkt beurteilen wirden.

Mit Beginn des Sprechens startete Phase drei. Nach einer halben Minute wurden
ein funftes Mal die Kreislaufparameter gemessen. Es folgte im Anschluss die
zweite Blutentnahme. Am Ende der Rede folgte eine sechste Blutdruck-, Puls- und
MAD-Messung. Die Probanden bekamen einen zweiten BSKE-Fragebogen
(BSKE-E 16retro), sollten nun aber retrospektiv Uber ihre Befindlichkeit unmittelbar

zu Redebeginn Angaben machen.
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Die vierte und abschlieBende Phase dauerte weitere 30 Minuten und diente
noch einmal der Entspannung. Die Probanden mussten ruhig auf ihrem Stuhl
sitzen bleiben. Am Ende wurde ein letztes und siebtes Mal Puls, Blutdruck und
MAD gemessen und ein drittes Mal Blut abgenommen. AuRerdem sollten die
Probanden ein weiteres Mal ihre augenblickliche Befindlichkeit mit dem BSKE-E

16ak Fragebogen einschatzen.

2.3 Blutentnahme

Im Gegensatz zu Erythrozyten und Leukozyten mussen Thrombozyten vor-
sichtiger analysiert werden, da ihre physiologische Funktion der Analyse im Weg
steht bzw. diese erschweren kann.

Den an der Studie teilnehmenden Patienten wurde wahrend des Versuchablaufs
an drei festgesetzten Zeitpunkten Blut abgenommen. Die Abnahmen erfolgten alle
nach mindestens zehn Minuten im Sitzen, um eine eventuelle Thrombozyten-
aktivierung durch hamodynamischen Stress wahrend Belastung auszuschlielen
oder zu minimieren. Es wurde, soweit dies moglich war, ohne Venenstauung,
wenn notig mit nur geringer Venenstauung (bis maximal 40 mmHg), Blut an
madglichst unterschiedlichen Stellen des Armes abgenommen und nicht auf der
Seite der Blutdruckmessung. Wenn vorhanden wurde die Stauung vor der Blut-
entnahme wieder gelost, um eine Stase zu vermeiden. Es wurde keine Stimulation
durch Klopfen oder Faustschluss durchgefuhrt. Das Blut wurde Uber das
Venenpunktionsbesteck ,Venofix“ der Firma Braun (LuerLock, 21 G, 0,8 x 20 mm)
mit geringem Sog in zwei 2,9 ml Rohrchen (Sarstedt) mit je 0,1 ml CTAD
Antikoagulans zur Thrombozytenstabilisierung (10% [Vol], CTAD: Citrat,
Theophyllin, Adenosin, Dipyridamol) und eine 9 ml EDTA-Monovette (Sarstedt)
aufgezogen und unter leichtem Schwenken vermischt. Es wurde eine in der
Thrombozytendiagnostik Ubliche NadelgroRe eingesetzt (Winther et al, 1992;
McNicol, 1996). Nach Entfernung der Nadel wurde ein kraftiger Druck auf die
Entnahmestelle ausgetbt, um eine schnelle Blutstillung herbeizuflhren.

Direkt nach der Blutentnahme wurden die Réhrchen mit einem Patientenaufkleber
markiert. Zielvorgabe war, die ,in vivo“-Ist-Situation der Thrombozyten mdglichst
unverfalscht widerzuspiegeln. Da generell jede GefalRpunktion eine Verletzung
darstellt, die per Definition auch zu einer Aktivierung der zellularen Hamostase

und damit der Thrombozyten flhrt, sollte durch die vorsichtige Blutentnahme,
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soweit wie nur eben mdglich, verhindert werden, dass es zu einer artifiziellen
Thrombozytenaktivierung kam. In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass
auch bis zu 5 Punktionen hintereinander bei Normalprobanden nicht zu einer

messbaren relevanten Aktivierung des Gerinnungssystems fuhrten.

Die durchflusszytometrischen Vorbereitungen starteten direkt nach der Blut-
entnahme, indem die Thrombozyten durch Einflllen von 2ml antikoaguliertem aus
dem ersten CTAD-RoOhrchen in 2ml Formaldehyd in ihrem Ist-Zustand
.eingefroren“ wurden.

Fir die ELISA-Bestimmung wurde das Blut in den CTAD-Ro6hrchen sofort nach
Abnahme in Eis gekuhlt und innerhalb der nachsten Stunde weiterbehandelt und

entsprechend den Firmenangaben eingefroren.
2.4 Durchflusszytometrie

2.4.1 Material der Durchflusszytometrie

Name und Ziel des Tests
Bestimmung von Aktivierungsmarkern auf Thrombozyten im Durchflusszytometer
mittels monoklonalen Antikdrpern modifiziert gemals dem Dusseldorfer-llI-Assay
(Tschope und Schwippert, 1994)
Testmaterial
Vollblut in Réhrchen mit CTAD Antikoagulans (10% [Vol], CTAD: Citrat,
Theophyllin, Adenosin, Dipyridamol)
Erworbene Reagenzien
Formaldehydlésung (37%, saurefrei), Best.-Nr. 3999, Merck, Darmstadt,
Deutschland
Rabbit-Serum, Best.-Nr. R-4504, Sigma, Steinheim, Deutschland
FACSFlow, Sheath-Fluid, Best.-Nr. 952003, Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland
CaliBRITE, Beads =zur Einstellung der Fluoreszenzkompensation,
Sensitivitat und Justierung, Best.-Nr. 95-0002, Becton Dickinson
Waschlésung: 3,8% NaCitrat (tri- Natrium-Dihydrat), Best.-Nr. 6448, Merck
Antikorper
Folgende Antikorper wurden verwendet:
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Mouse IgG1, konjugiert mit FITC, clone 679.1Mc7, Best.-Nr. 0639, Coulter
Immunologie, Marseille, Frankreich

Mouse 1gG1,konjugiert mit PE, clone 679.1Mc7, Best.-Nr. 0635, Coulter
Immunologie

CD41, konjugiert mit PE, clone P2, Best.-Nr. 1416, Coulter Immunologie
CD41, konjugiert mit FITC, clone P2, Best.-Nr. 0649, Coulter Immunologie
Thrombospondin, clone P10, Best.-Nr. 0367, Coulter Immunologie

CDG62P konjugiert mit FITC, clone CLB-Thromb/6, Best.-Nr. 1164, Coulter
Immunologie

CD63 konjugiert mit FITC, clone CLB-gran 12, Best.-Nr.1165, Coulter

Immunologie

Selbsthergestellte Reagenzien
Folgende Substanzen wurden als Transportmedium und zur weiteren Bearbeitung

des Untersuchungsmaterials benotigt und angesetzt:

Phospat gepufferte Kochsalzlésung (PBS-Puffer) :
1,084g KH,PO, (Merck, Best.-Nr. 4873), 4,510g NA,HPO, (Merck, Best.-Nr. 6580),
4,510g NaCl (Merck, Best.-Nr. 6404) in 1Liter aqua dest, pH 7,2

1%ige Paraformaldehydlosung:
10g Paraformaldehyd (PFA reinst, Merck, Best.-Nr. 4005, 011k13276505) in 1Liter
PBS, pH 7,2

Waschlosung
tri-Natriumcitrat-Dihydrat (Merck, Best.-Nr. 6448), 3,8% in PBS, pH 7,2

Einwegartikel
Neutral Tube, 10 ml Rohrchen aus Polystyrene, Best.-Nr. 62.492, Sarstedt,
NUmbrecht
Ansatzrohrchen fir FACScan, Polystyrenreagenzglas 5ml mit Rundboden,
Falcon Best.-Nr.35/2052, Becton-Dickinson
Pasteurpipetten 3ml, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland
Pipettenspitzen weil3, gelb, blau, Eppendorf

Gerate
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Laborzentrifuge, Megafuge 1,0R, Kendro Laboratory Products, Hanau,
Deutschland

Pipetten a 10ul, 50ul, 200ul, 100-1000ul, Eppendorf

Zellzahlgerat: Sysmex M-2000 Digitana AG, Norderstedt, Deutschland

Durchflusszytometer: FACScan, Becton- Dickinson

2.4.2 Methode der Durchflusszytometrie

Die multiparametrische Durchflusszytometrie ist eine Methode zur optischen
Analyse von Zellen auf der Grundlage von Fluoreszenzsignalen und Streulicht-
eigenschaften.

Sie ermoglicht es, Blutzellen und Zellen aus anderen Korperflissigkeiten auf ihre
klassische morphologische Differenzierung und auf spezielle Oberflachen-
eigenschaften hin zu charakterisieren und besitzt dabei ein hohes Auflésungs-
vermogen, so dass eine sehr kleine Anzahl veranderter Zellen in einer grof3en
Population von unveranderten Zellen aufgespirt werden kann. Die zu
untersuchenden Zellen, die als Suspension von Einzelzellen vorliegen, passieren
hintereinander in einem feinen FlUssigkeitsstrahl in einer Glaskapillare einen
Laserstrahl (Argonlaser, Wellenlange 488 nm). Wahrenddessen werden Licht-
streuung und Fluoreszenzintensitat gemessen. Eine Analyse besteht demnach
aus der Summe schnell aufeinander folgender Einzelmessungen. Verschiedene
Zelleigenschaften, wie Querschnittsflache, Refraktionsindex, Struktur der
Membran (Faltung) und intrazellulare Bestandteile (Granula, Vakuolen) beein-
flussen die Lichtstreuung. Der grofte Anteil des Lichtes wird in die Vorwarts-
richtung (sog. Vorwartsstreulicht, engl. Forward Light Scatter, FSC, 0-10 Grad)
gestreut und ist in erster Linie ein Mal} fur die ZellgroRe (kleinere Zellen streuen
weniger Licht).

Das im rechten Winkel gestreute Licht wird als Seitwartsstreulicht (engl. Side
Scatter, SSC, 90 Grad) bezeichnet und erfasst die Granularitat und Zelldichte
(Givan, 1992).

Neben der klassischen, morphologischen Differenzierung kann man unter
anderem aktivierte Thrombozytenoberflachenantigene mittels Fluorochrom
konjugierter Antikorper sichtbar machen (Raffael et al., 1994). Voraussetzung sind
spezifische Fluoreszensfarbstoffe, deren Fluoreszenz mit dem Laser angeregt und
deren Emission mit dem Durchflusszytometer gemessen werden kann. Senden
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die Fluorochrom-Farbstoffe bei Laserbestrahlung unterschiedliche
Emissionsspektren aus, so ist eine weitgehende Charakterisierung der
Zellpopulaion moglich. In der vorliegenden Arbeit wurden als Fluoreszenzen der
Farbstoff Phycoerythrin (PE) und der Farbstoff Fluorescein-Isothiocyanat (FITC)
verwendet. Bei Phycoerythrin liegt das Fluoreszenzmaximum mit 575 nm im
orangen Bereich, Fluorescein-Isothiocyanat fluoresziert im Bereich zwischen 510
nm und 560 nm und hat sein Maximum bei 525 nm im grinen Bereich.
Fluoreszenzfarbstoffe, die an das Fc-Fragment von Immunglobulinen gekoppelt
werden, welche sich gegen spezifische antigene Epitope der Zelle richten, sind flr
die durchflusszytometrische Zelldiagnostik geeignet. Je nach Konzeption des
Durchflusszytometers konnen bis zu funf Eigenschaften (zwei Lichtstreuungen und
drei Fluoreszenzen) einer einzelnen Zelle gemessen werden. Durch die
sogenannte 5-Parameter LIST-MODE Datenaufnahme werden alle Eigenschaften
einer Zelle gespeichert. Jeweils zwei Eigenschaften einer Zelle kénnen dann
spater miteinander in Verbindung gesetzt werden. Durch das Definieren von
Auswertefenstern (,Gating“) werden nur solche Zellen zur Darstellung zugelassen,
die bestimmte vorher definierte Eigenschaften aufweisen. Alle Parameter der
jeweiligen Analyse werden Uber eine logarithmische Intensitatsskala registriert,
und fur das quantitative Ergebnis wird dann die durchschnittliche Signalintensitat
entsprechend der Anzahl der analysierten Ergebnisse errechnet. Unter korrelierter
Zweiparameterdarstellung (Punktplot, DOT-PLOT) versteht man die Verbindung
zweier Parameter, wobei die Intensitatsachsen der beiden Parameter so in eine
Matrix eingetragen werden, dass sich die Intensitatswerte in einem Punkt
schneiden. Dieser Punkt steht damit fur eine bestimmte Zelle und zeigt zum
Beispiel deren Grolie und Fluoreszenz an. So kdnnen bestimmte Subpopulationen
einer Zellpopulation identifiziert und dadurch eine Aussage uber die
Zusammensetzung einer Zellpopulation gemacht werden.

Bei der Thrombozytenfluoreszenzfarbung werden monoklonale Antikdrper
verwendet, die gegen definierte Epitope der Oberflachenmembran der Thrombo-
zyten gerichtet sind.

Zur Kontrolle des Anteils des unspezifisch gebundenen Fluoreszenzfarbstoffes
wurde eine Probe zusatzlich mit einem unspezifischen Antikorper (hier Mouse-
IgG1 FITC und PE) gefarbt.
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Zur internen Kontrolle, ob es sich bei den CD 62, CD 63 und Thrombospondin
exprimierenden Zellen und damit den aktivierten Zellen um Thrombozyten
handelte, wurden die Proben zuvor mit CD 41, einem Thrombozyten spezifischen
Oberflachenantigen, markiert und gegatet. CD 41 bindet selektiv an den
Thrombozyten typischen GPlIb-llla-Rezeptor.

2.4.3 Praparationsschema

2.4.3.1Thrombozytenseparation

Das Ziel der Aufarbeitung fur die Durchflusszytometrie ist die Extraktion der
gesamten Thrombozytenmenge aus dem Vollblut. Um die Probenstabilitat und das
Signal-zu-Rausch-Verhaltnis der Antikorpermarkierung zu erhdhen, wurden die
Proben fixiert und gewaschen. Dazu wurde ein erstes Ansatzrohrchen so
beschriftet, dass eine eindeutige Reagenzien- und Patientenbestimmung
gewahrleistet war und mit 2 ml Formaldehyd befullt. Bei der vorgelegten
Formaldehydlésung handelte es sich um 1%ige Paraformaldehydlosung in PBS-
Puffer mit einem pH-Wert von 7,2. Direkt nach der Blutentnahme wurde 2 ml Blut
aus dem CTAD-RoAhrchen in das erste Ansatzrohrchen pipetiert und durch
vorsichtiges Schwenken mit dem vorgelegten Formaldehyd gemischt. Im
Anschluss wurde 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgten mehrere
Schritte zur Thrombozytenseparation aus dem Vollblut, wobei nach folgendem
Protokoll vorgegangen worden ist:
Zentrifugation Gber 5 min bei 800 Umdrehungen (116 g) ohne Bremse
Abnahme des plattchenreichen Uberstandes mit einer Pasteurpipette mit
grolRzugigem Abstand zur Erythrozytenphase
Zentrifugation des Uberstandes tber 5 min bei 2000 Umdrehungen (700 g)
ohne Bremse, wodurch sich die Thrombozyten als Pellet am Grunde des
Roéhrchens ablagerten
Abpipettierung des plattchenfreien Uberstandes, der verworfen wurde
vollstandige Resuspension des plattchenreichen Pellets mit 1,8 ml
Waschlosung und 200 ul Kanninchenserum zur Blockade der
thrombozytaren Fc-Rezeptoren durch im Kanninchenserum vorhandene
Immunglobuline

Zentrifugation Uber 5 min bei 2000 Umdrehungen (700 g) ohne Bremse
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Abnahme des Uberstandes

Resuspension des Pellets in 1 ml Waschlosung
AnschlieBend wurde eine Plattchenkonzentrationsmessung im  Sysmex
durchgefuhrt. Durch Zugabe von PBS-Puffer wurde die Plattchenanzahl auf eine
Konzentration von 50000 Thrombozyten/ pul Konzentrat eingestellt. Dartber hinaus
diente diese Messung als Qualitatskontrolle, da sie Informationen uber die
Ausbeute an Thrombozyten und die Kontamination mit Erythrozyten und

Leukozyten gab.

2.4.3.2Thrombozytenmarkierung mit Antikorpern

In den nachsten Schritten erfolgte die Thrombozytenmarkierung mit
aktivitatsabhangigen Antikorpern. Dazu wurde in sieben Rohrchen zu je 100 pl
Thrombozytensuspension 25 pl Antikérperlésung nach dem folgenden Schema in

Tabelle 2 pipetiert und durch Schwenken gemischt.

Ansatz 1: ohne Antikorper

Ansatz 2: mouse IgG 1-FITC und IgG 1-PE
Ansatz 3: CD 41 PE

Ansatz 4: CD 41 FITC

Ansatz 5: CD 41 FITC und Thrombospondin-PE
Ansatz 6: CD 62 FITC und CD 41 PE
Ansatz 7: CD 63 FITC und CD 41 PE

Tabelle 2: Schema der Antikdrperzugabe zu plattchenreichem Plasma

Ansatz 2 diente als Negativkontrolle, da mit den Mouse IgG 1-Antikérpern eine
unspezifische Fluoreszenz erfasst werden kann, die von den Ubrigen spezifischen
Aktivitatswerten subtrahiert wird (Michelson und Shattil; 1996 Tschope et al.,
1990). Ansatz 3 und 4 stellen die Positivkontrolle der Thrombozytenmarkierung
dar, da der Marker CD 41 an das Thrombozyten typische GP lIb-llla bindet.

Die Ansatze 5-7 stellen die eigentlichen untersuchten Messungen mit dem Mal}

der Thrombozytenaktivierung dar.
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Als nachster Schritt wurden die Testansatze eine Stunde bei Zimmertemperatur im
Dunkeln inkubiert. Uberschissige, nicht gebundene Antikdrper konnten mit den
folgenden Schritten aus den Ansatzen entfernt werden.
Zugabe von 1 ml Waschlosung zur Verdunnung
Zentrifugation Uber 5 min bei 2000 Umdrehungen (700 g) ohne Bremse
Abnahme von 1 ml Uberstand mit nicht gebundenen Antikérpern, verwerfen
dieses Uberstandes

Einfullen von 1 ml PBS-Puffer und damit stoppen der Reaktion

2.4.4 Durchflusszytometrische Messung der Proben

Die hier vorgestellten Messeinstellungen sind identisch zu denen, die in der
Kontrollstudie verwandt wurden, um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu
gewabhrleisten. Die Thrombozytenzahlungen sind alle am gleichen FACScan mit
gleicher Sheat-Flussigkeit (FACSFlow) durchgefuhrt worden. Die vorgegebene
Gerateeinstellung lautete: FL1 = 680 log, FL2 = 565 log, wobei FL fur die
Fluoreszenzkanale steht. Die Grundeinstellungen fur FSC betrug EOO log, fir SSC
375 log. Die Kompensation war auf FL-0,2% FL2 festgelegt.

2.4.4.1Thrombozytenmessung

Pro Probe wurden 10.000 Thrombozyten bei einer Durchflussrate von ca. 1000/
Sekunde gemessen. Dieser relativ langsame Messmodus wurde ausgewahlt, um
eine exakte Bestimmung der Fluoreszenz zu gewahrleisten.

Fur jeden Patienten wurde ein Datendeckblatt erstellt und die Proben in der

Reihenfolge des Ansatzschemas gemessen.

2.4.4.2Gerateeichung

Die absoluten Messergebnisse hangen von der Gerateeichung ab. Deswegen
wurde anhand eines aktivierten Standards einmal pro Woche eine

Kompensationskontrolle mit Hilfe des Kalibrierungskit CaliBRITE durchgefihrt.

2.4.4.3Quantifizierung und Auswertung der Messdaten

Die Datenerhebung und Auswertung wurden mit der CellQuest Software (Version
3.1f) von Becton-Dickinson durchgefuhrt. Die graphische Darstellung der

Fluoreszenzsignale erfolgte in korrelierten Zweiparameter-Punkthistogrammen
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(Dot-Plots). Dabei wurde die Fluoreszenz 1 gegen die x-Achse und die
Fluoreszenz 2 gegen die y-Achse aufgetragen. Die Signalauflésung wurde
logarithmisch verstarkt.

Aufgrund der unterschiedlichen Oberflachenstruktur der Thrombozyten kann man
aktivierte von nicht aktivierten unterscheiden. Der Leerwert diente dabei lediglich
der Kontrolle der Autofluoreszenz und spielte bei positiven Ergebnissen bei der
Auswertung keine Rolle. Die Messungen des mouse IgG 1-FITC und IgG 1-PE
Ansatzes dienten der internen Kontrolle des Anteils des unspezifisch gebundenen
Fluoreszenzfarbstoffes. Die Messung des Ansatzes einmal mit CD 41 PE und
einmal mit CD 41 FITC, diente der internen Qualitatskontrolle zu den Messungen,
in denen sich zusatzlich die fur die Fragestellung  wichtigen
fluorenszenzmarkierten Oberflachenmarker CD 62, CD 63 und Thrombospondin
befanden und klarte die Frage, ob es sich bei den aktivierten gemessenen Zellen
um Thrombozyten handelte.

Die mittlere Oberflachenfluoreszenz von Anti-CD 62, Anti-CD 63 und Anti-
Thrombospondin bezieht sich auf die mittlere Fluoreszenz von CD 62, CD 63 und
Thrombospondin, die durch Isotypkontrolle normiert wurden. In den ersten
Messdurchgangen wurde die PE und FITC-Fluoreszenzschwelle definiert. Es
wurden die negativ markierten Zellen ausgegatet und alle Zellen mit einer
Fluoreszenz, die daruber hinausging, als positiv bewertet. Der Prozentsatz von
aktivierten Thrombozyten bezieht sich auf das Partikelverhaltnis der PE und FITC-

Fluoreszenz Uber dieser Schwelle.

2.4.4. 4Messprotokoll

Das Messprotokoll enthielt ein Akquisationsfenster, wodurch schon wahrend der
Messung Verunreinigungen durch Zellaggregate oder Zelltrtimmer eliminiert
werden konnten. Dafur wurde eine Region (R4) markiert, welche die
Thrombozyten umfasst und den meisten Zellschrott ausgrenzt (siehe Abb. 3). In
der Abbildung ist die untersuchte Thrombozytenpopulation als Punktwolke (Dot-
Plot) dargestellt. Sie wird charakterisiert durch die GroRe und Granularitat der

einzelnen Partikel.
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Abbildung 3: Dot-Plot:Thrombozytenmessung.
x-Achse: FSC (Vorwartsstreulicht), y-Achse: SSC
(Seitwartsstreulicht), R4: normale und aktivierte
Thrombozyten, R1: in die Messung einflieiende
Thrombozyten

Die Messung dauerte solange an, bis 10.000 Ereignisse in der Region R1 erfasst

wurden. Die Zellen innerhalb der Region R1 erschienen spater in der Auswertung.

Beispielhaft zeigen die Abbildungen 4 und 5 zeigen, dass nur jene Thrombozyten
in die Auswertung einflieBen, die oder FITC-positiv (R3) sind. Es werden also nur
jene Thrombozyten eingeschlossen, die sich innerhalb der Zone R3 befinden. In
der Kontrollmessung ohne Antikdrper liegen keine Thrombozyten in diesem
Bereich. Beim vierten Messdurchgang erscheinen die FITC-positiven, also
aktivierten Zellen, in der Zone R3. Diese Zone zeigt eine scharf begrenzte
Population von Thrombozyten, die alle den Marker CD 41 besitzen. Aus diesen
Zellen wird in den anschlielBenden Messungen mit Anti-CD62, Anti-CD63 und Anti-
Thrombospondin der Anteil an mit diesen Antikbrpern behafteten Zellen bestimmit.

Die sich anschlieRenden Messungen mit den Antikorpern seien am Beispiel des
Thrombospondins graphisch dargestellt. Im Histogramm 6 zeigen sich
Thrombozyten, von denen nur ein Teil aktiviert ist und Thrombospondin als Marker
in zunehmender Konzentration enthalt. Auch hier flieRen nur die Thrombospondin-
positiven Zellen, die sich graphisch unter dem Gate R2 befinden, in die

prozentuale Auswertung ein und ergeben den Oberflachenmarker positiven Anteil.
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Die Absolutwerte der positiven Zellen werden fur jeden Marker im Bezug auf die
drei Messzeitpunkte zueinander in Beziehung gesetzt und im Vergleich zwischen

Patienten- und Studentenkollektiv ausgewertet.
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Abbildung 4: Histogramm: Ansatz ohne spezifische
Antikorper.

x-Achse: Mal der Fluoreszenz pro Artikel, y-Achse:
Ereignisse (Counts), R3: aktivierte Thrombozyten, FITC-
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Abbildung 5: Histogramm: Ansatz mit CD 41-FITC Marker.
x-Achse: Mal der Fluoreszenz pro Artikel, y-Achse:
Ereignisse (Counts), R3: aktivierte Thrombozyten, CD41-
FITC-positiv
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Abbildung 6: Histogramm: Ansatz mit Thrombospondin als
Marker.

x-Achse: Mal der Fluoreszenz pro Artikel, y-Achse:
Ereignisse (Counts), R2: Thrombospondin-positive
Thrombozyten

2.5 Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)

2.5.1 Material des ELISA
Plattchenfaktor 4 wurde mit dem vorgefertigten ELISA-Set Asserchrom® PF 4 der

Firma Stago Diagnostica, Roche nach dem Sandwich-Prinzip quantitativ bestimmt.
Nach dem gleichen Prinzip wurde B-Thromboglobulin mit Asserchrom® B-TG
bestimmt. Als Ausgangsmaterial wurde 2ml Plasma aus Rohrchen mit CTAD
Antikoagulans (10% [Vol], CTAD) verwendet.

2.5.2 Methode des ELISA

Der Sandwich-Assay beruhte auf dem klassischen Testprinzip: Auf einer
Mikrotitrationsplatte ist ein spezifischer Antikdrper, z.B. gegen Plattchenfaktor 4
fixiert. Wird eine Blutprobe mit Plattchenfaktor 4 auf die Mikrotitrationsplatte
gegeben, binden sich die vorgelegten spezifischen Antikdrper in einer ersten
Immunreaktion an den gesamten Anteil des Plattchenfaktors 4 der Probe.

In einer zweiten Immunreaktion werden POD-markierte PF 4-Antikorper auf die
Mikrotirationsplatte pipettiert, die sich an den bereits gebundenen Plattchenfaktor

4 der Blutprobe anbinden und so die klassischen Sandwich-Komplexe bilden.
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Die gebundene POD-Menge kann photometrisch bestimmt werden und stellt ein
Mal fur die Menge der Sandwich-Komplexe und damit den PF4-Gehalt der Probe
dar (Lane et al., 1986).

2.5.3 Messung der Proben

Nach der Testdurchfuhrung wurden die Extinktionen der POD-markierten Anti-
korper laut Standard bei 492 nm gemessen und auf doppelt logarithmischen
Papier gegen Plattchenfaktor 4 in IU/ ml aufgetragen.

Der Referenzbereich lag bei 0-5 IU/ ml. Die Intensitat der entstehenden Farbe war

dem Gehalt des PF 4 in der Probe proportional.
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2.6 Statistische Auswertung der Messergebnisse

Die gesamte statistische Analyse erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS.

Der Vergleich der Patienten- mit der Kontrollgruppe wurde in verschiedenen
Bereichen mit dem T-Test fir unabhangige Stichproben berechnet.
Varianzanalysen mit Messwiederholung wurden fur den Vergleich der beiden
Gruppen miteinander Uber die jeweiligen Messzeitpunkte und zu Lasten der
Gruppenzugehdrigkeit eingesetzt. Zusatzlich erfolgte die Berechnung eines
mdglichen Interaktionseffektes zwischen den Haupteffekten Messzeitpunkt und
Gruppenzugehorigkeit.

Neben den durchgefiihrten Varianzanalysen wurde der T-Test fur wiederholte
Messungen berechnet. Das Signifikanzniveau liegt bei < 0,05. Da es sich um eine
explorative Studie mit kleinem Stichprobenumfang handelt, wurde auf eine

Alphafehleradjustierung verzichtet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Vergleichende soziodemographische Auswertung der
beiden Probandenkollektive

Von den insgesamt 50 untersuchten Probanden befanden sich 21 in der zuerst
durchgefiihrten Studie, die hier als Kontrollgruppe fungiert und 29 Patienten im
aktuellen Teil. Das Durchschnittsalter in der Kontrollgruppe betragt 25,2 Jahre
(Standardabweichung (sd)= 1,44) und in der Patientengruppe 38,7 Jahre (sd=
9,38). Es ergibt sich hiermit im Hinblick auf das Alter ein signifikanter Unterschied
zueinander (Tus= 6,51; p< 0,001). Dieser Unterschied ist damit zu erklaren, dass
an dem ersten Teil der Studie Studenten als Probanden teilgenommen haben,
wahrend im zweiten Teil Patienten aus der Medizinischen Klinik [I/ Bereich
Psychosomatik verschiedener Altersklassen teilgenommen haben. In der Literatur
lassen sich keine Hinweise darauf finden, dass das Alter einen Einfluss auf die
Thrombozytenaggregation hat. Die Differenz in der Altersverteilung macht sich bei
der Auswertung weiterer soziodemographischer Daten bemerkbar: 35% der
teiinehmenden Patienten gaben an verheiratet zu sein, 41% ledig. In der
Kontrollgruppe war keiner der Studenten verheiratet, sondern alle ledig. In beiden
Gruppen leben aber mehr als 55% der Probanden in einer festen Partnerschaft.
79% der Patienten flhren ihren eigenen Haushalt. Bei den Studenten fuhren 51%
ihren eigenen Haushalt und 43% leben in einer Wohngemeinschaft. In Bezug auf
das Bildungsniveau besitzen 79% der teilnehmenden Patienten einen
Realschulabschluss oder Abitur. Bei den Studenten der Kontroligruppe besitzen

alle das Abitur.

3.2 Auswertung der Fragebogen

Zunachst werden die Ergebnisse der Fragebdgen, die bereits im Vorfeld des
Versuches den Probanden zur Selbstbeschreibung mitgegeben wurden,
dargestellt. Soweit in beiden Gruppen durchgefuhrt, erfolgen die Vergleiche der
Patienten- mit der Kontrollgruppe untereinander. Beim Vorliegen vorgegebener

Testwertestatisiken werden diese mit eingezogen und ausgewertet.
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3.2.1 State-Trait-Angstinventar (STAI)

Das STAl ist bezluglich der Zustandsangst (State-Angst) nur in der
Patientengruppe durchgeflhrt worden. Diese Ergebnisse werden daher nicht mit
der Kontrollgruppe, sondern mit den von Laux et al. (1981) beschriebenen
Testwertestatistiken einer vorgegebenen Normstichprobe verglichen. Diese Norm-
stichprobe setzt sich aus der Auswertung der Daten von 1107 Mannern und 1278
Frauen zusammen.

Die Auswertung der Patientengruppe ergab, dass die State-Angst bei einem
Punkt-Mittelwert von 47,7 (sd= 5,6) lag und damit signifikant hoher war, als bei
den von Laux et al. beschriecbenen Gruppen. So liegt die State-Angst der
Eichstichprobe bei Mannern bei einem Mittelwert von 36,83 (sd= 9,82) und die der
Frauen bei einen Mittelwert von 38,08 (sd= 10,29). Fiur die State-Angst bietet der
STAI keine Normierung, da die Skala zur Anderungsmessung konstruiert wurde
und statische Vergleiche in diesem Zusammenhang wenig sinnvoll erscheinen.

Mit Hilfe des T-Testes kann dennoch der Vergleich unserer Mittelwerte zu denen
der Eichstichprobe errechnet werden. Es ergeben sich deutliche und statistisch
signifikante Unterschiede, sowohl bei den Mannern (T= 4,31; p<0,001), als auch
bei den Frauen (T= 3,43; p< 0,01).

Die Trait-Angst, also die Angstlichkeit als Uberdauerndes Merkmal Angst, wurde
sowohl in der Patientengruppe (m= 54,5; sd= 11), als auch in der Kontrollgruppe
(m= 36,6; sd= 7,7) bestimmt. Der T-Test fur unabhangige Stichproben ergab, dass
die Patientengruppe signifikant angstlicher war als die Probanden der Kontroll-
gruppe (Tus= 6,8; p< 0,001). Dies war Voraussetzung fur den Einschluss der
Patienten. Die ausgepragte Angstlichkeit zeigt sich auch im Vergleich zu den
Daten von Laux et al.: In der Gruppe der Manner liegt der Mittelwert fur die Trait-
Angst bei 34,45 (sd= 8,83) und in der Gruppe der Frauen liegt der Mittelwert bei
37,01 (sd= 9,95).

Nach der Normierung des STAIl entspricht der Mittelwert der Patientengruppe
einem T-Wert von 68 bzw. einem Prozentstrang von 96 in den Normtabellen.
Damit liegt er fast zwei Standardabweichungen Uber dem Mittelwert der Norm-
stichprobe. 96 Prozent der Probanden der Eichstichprobe haben damit Werte, die
kleiner oder gleich dem Mittelwert der Patientengruppe liegen.
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3.2.2 Fragebogen zu korperbezogenen Angsten, Kognition und
Vermeidung (AKV)

Der AKV setzt sich, wie in 2.2.2.2. beschriecben, aus dem Body-
sensationsfragebogen (BSQ), dem Fragenbogen zu angstbezogenen Kognitionen
(ACQ) und dem Mobilitétsinventar (Ml) zusammen. Dieser Fragebogen ist nur in
der Patientengruppe eingesetzt worden. Daher werden zur Interpretation der
Ergebnisse wiederum Vergleichsdaten aus der Literatur herangezogen.

Die Auswertung des BSQ ergab einen Mittelwert von 2,6 (sd= 0,83) und ist somit
gut vergleichbar mit den in der Literatur angegebenen Werten fir Menschen mit
Angststorungen. So ergibt sich in Vergleichstabellen (Ehlers et al., 1993) in der
Auswertung des BSQ bei Panikpatienten (n= 117) ein Mittelwert von 2,67 (sd=
0,70). Personen mit seltener Panik liegen bei m= 2,21 (sd= 0,55) und Personen
mit anderen Angststérungen bei m= 2,00 (sd= 0,65). Die durchgeflihrte Befragung
von psychisch gesunden Personen ergab einen Mittelwert von 1,46 (sd= 0,47).

Die Auswertung des Fragebogens zu angstbezogenen Kognitionen (ACQ) ergab
in der Patientengruppe einen Mittelwert von 1,9 (sd= 0,58). Auch dieser Wert ist
typisch fur Patienten mit Angststorungen.

In den Vergleichstabellen von Ehlers et al. zeigt sich bei Panikpatienten ein
Mittelwert von 2,06 (sd= 0,56), bei Personen mit seltener Panik von 1,71 (sd=
0,45) und Personen mit anderen Angststérungen ein Wert von 1,76 (sd= 0,47).
Die durchgefuhrte Befragung von psychisch gesunden Personen ergab einen
Mittelwert von 1,20 (sd=0,21).

In der Auswertung des Mobilitatsinventars (M) zeigt sich eine deutliche
Beeintrachtigung der Beweglichkeit bei den Patienten dieser Studie. So liegt der
Mittelwert des M/ in Begleitung in unserer Patientengruppe bei Werten von 2,0
(sd= 0,74). In der Vergleichstabelle von Ehlers et al. liegt der Mittelwert in der
Gruppe der Panikpatienten bei 1,97 (sd= 0,90), bei Personen mit seltenen Panik-
anfallen bei 1,36 (sd= 0,49) und bei Personen mit anderen Angststorungen bei
1,39 (sd= 0,50). Die durchgeflhrte Befragung von psychisch gesunden Personen
ergab einen Mittelwert von 1,07 (sd=0,13). In der Auswertung des M| alleine liegt
der Mittelwert bei den Patienten dieser Studie bei 2,5 (sd= 0,89). In der
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Vergleichtabelle von Ehlers et al. liegt der Mittelwert des M/ alleine bei
Panikpatienten bei 2,67 (sd= 1,12), bei Personen mit seltenen Panikanfallen bei
1,69 (sd= 0,68) und bei Personen mit anderen Angststérungen bei 1,63 (sd=
0,60). Der Mittelwert in der Gruppe der psychisch gesunden Personen liegt bei
1,22 (sd=0,26).

3.2.3 Befindlichkeitsskalierung anhand von Kategorien und
Eigenschaftswortern (BSKE)
Der BSKE wurde dreimal im Verlaufe des Versuches eingesetzt: zu Beginn in der

Entspannungsphase, retrospektiv fur den Moment zu Beginn der Rede und in der

abschliefenden Entspannungsphase.

Mittelwert des BSKE
mit Standardabweichung
N

_|

Messzeitpunkte

—o— Kontrollgruppe —e— Patientengruppe

Abbildung 7: Befindlichkeitsskalierung anhand von Kategorien und Eigenschaftswortern

Der zeitliche Verlauf der beiden Gruppen war unterschiedlich und ist in Abbildung
7 dargestellt. So zeigt die Auswertung des BSKE-E 16ak in der ersten Phase,
dass die Patientengruppe (m= 2,1; sd= 1,03) im Vergleich zur Kontrollgruppe (m=
1,2; sd= 0,69) auf einem angstlicheren und angespannteren Befindlichkeitsniveau
als Grundeinstellung in den Versuch startete. Der sich anschlieRende zeitliche
Verlauf Uber die zwei weiteren Messzeitpunkte hinweg zeigte in der Studenten-
gruppe einen deutlichen Anstieg von der Ruhebedingung zur Stresssituation (m=
1,9; sd= 0,88) und einen nachfolgenden Abfall zur erneuten Ruhe (m= 1,0; sd=
0,63).
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Die Patientengruppe begann mit den oben genannten hdheren Ausgangswerten,
welche sich unter Stressbedingung weiter erhdhten (m= 2,4; sd= 1,05) und
danach deutlich abfielen (m= 1,2; sd= 0,84).

Ein statistisch signifikanter Unterschied an den vorgegebenen Messzeitpunkten
zwischen den Gruppen findet sich nur beim ersten Messzeitpunkt (T= 3,52; p<
0,05). Bei der Varianzanalyse mit Messwiederholung finden sich signifikante
Haupteffekte zu Lasten der Gruppenzugehoérigkeit (F= 6,57; p< 0,05) und zu
Lasten der Messzeitpunkte (F= 38,9; p<0,001), sowie ein signifikanter Inter-
aktionseffekt zwischen den Haupteffekten Messzeitpunkt und Gruppen-
zugehdrigkeit (F= 4.21; p< 0,05).

3.3 Auswertung der Kreislaufparameter

3.3.1 Mittlerer arterieller Blutdruck

Der mittlere arterielle Blutdruck (MAD) wurde zu sieben Zeitpunkten, sowohl in der
Kontroll- als auch in der Patientengruppe bestimmt und ist in Abbildung 8
dargestellt. Der MAD ist ein zu berechnender Wert, der die Gré3e des Blutdrucks
als treibende Kraft im Korperkreislauf angibt. Er ist bestimmbar durch die Division
des Flachenintegrals unter der aufgezeichneten Druckkurve durch die Pulsdauer.
In herznahen Arterien ist er fast identisch mit dem arithmetischen Mittel von
systolischem und diastolischem Blutdruck. In herzfernen Arterien liegt er niedriger.
Der erste Messzeitpunkt lag in der Entspannungsphase und stellt somit den
individuellen Ausgangswert fur die beiden Gruppen dar. Dabei lag der MAD in der
Patientengruppe bei einem Mittelwert von 88,26 (sd= 13,68) und in der
Kontrollgruppe bei m= 88,81 (sd= 10,23).

Die zweiten, dritten und vierten Messzeitpunkte folgten im Abstand von 10
Minuten in der zweiten Phase in der Vorbereitungszeit vor dem freien Sprechen.
Beim zweiten Messpunkt stieg der MAD leicht in der Patientengruppe auf einen
Wert von 90,70 (sd= 13,88) und in der Kontrollgruppe auf m= 89,24 (sd= 9,68).
Zum dritten Zeitpunkt blieb der MAD in der Patientengruppe konstant bei m=
90,70 (sd= 14,49) und stieg ganz leicht in der Kontrollgruppe auf m= 89,81 (sd=
10,19). Zum vierten Messzeitpunkt stiegen in beiden Gruppen die Werte an und
zwar in der Patientengruppe auf m= 94,11 (sd= 15,41) und in der Kontrollgruppe
auf m= 98,67 (sd= 8,48). Der funfte Messzeitpunkt lag in der aktiven Sprechphase
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des Versuches und fand nach genau einer halben Minute freien Sprechens statt.
Er erreichte hier Werte in der Patientengruppe von m= 110,52 (sd= 15,50) und in
der Kontrollgruppe von m= 113,38 (sd= 13,18). Am Ende der Rede folgte eine
sechste MAD-Auswertung, wobei hier der Mittelwert in beiden Gruppen wieder ab-
gesunken war auf m= 93,67(sd= 13,48) in der Patientengruppe und auf m= 96,57
(sd= 8,59) in der Kontrollgruppe. Als letzte Uberpriifung der Kreislaufparameter
wurde eine siebte MAD-Messung am Ende der abschlieBenden Phase nach
halbstindiger Entspannung durchgefuhrt. Die Patientengruppe erreicht knapp
Werte unter ihrem Ausgangswert m= 87,74 (sd= 10,80). Die Kontrollgruppe lag
knapp Uber ihrem Ausgangswert mit m= 91,86 (sd= 7,23).
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Abbildung 8: Mittlerer Arterieller Blutdruck (MAD)
*=p<0,05

Mit dem Test fur Mittelwertgleichheit bei unabhangigen Stichproben zeigt sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen an den einzelnen Mess-
zeitpunkten. Bei der Varianzanalyse zeigt sich ein signifikanter Haupteffekt zu
Lasten des Messzeitpunktes (F= 45,01; p< 0,001). Es findet sich kein signifikanter
Interaktionseffekt zwischen den Haupteffekten Messzeitpunkt und Gruppen-
zugehorigkeit (F= 0,97; p= 0,48). Bei Berechnung zu Lasten der Gruppen-
zugehorigkeit (F= 0,42; p= 0,52) findet sich ebenso kein signifikanter Unterschied.
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Der T-Test fur wiederholte Messungen im Vergleich der Messzeitpunkte zeigt,
sowohl in der Kontroll- als auch in der Patientengruppe, vom ersten Messzeitpunkt
unter Ruhebedingungen zum siebten Messzeitpunkt unter akuten Stress-

bedingungen signifikante Anstiege (p<0,05) auf.

3.3.2 Pulsfrequenz
Mit dem MAD wurde die durchschnittliche Pulsfrequenz ermittelt, die in Abbildung

9 im zeitlichen Verlauf dargestellt ist. Der erste Messzeitpunkt in der Ent-
spannungsphase betrug in der Patientengruppe m= 82,68 (sd= 14,51) und in der
Kontrollgruppe m= 79,62 (sd= 13,20). Zum zweiten Zeitpunkt fiel die durch-
schnittliche Pulsfrequenz in der Patientengruppe leicht auf m= 82,32 (sd= 14,12)
und in der Kontrollgruppe starker auf m= 74,86 (sd= 12,68) ab. Zum dritten Mess-
zeitpunkt stieg der Mittelwert leicht in der Patientengruppe auf m= 82,82 (sd=
15,14) und in der Kontrollgruppe auf m= 75,81 (sd= 10,00). Beim vierten Mess-
zeitpunkt lag die Pulsfrequenz in der Patientengruppe bei m= 84,32 (sd= 14,38)
und in der Kontrollgruppe bei m= 89,19 (sd= 16,01). Der flnfte Messzeitpunkt in
der aktiven Sprechphase des Versuches erreichte Werte in der Patientengruppe
von m= 91,21 (sd= 19,47) und in der Kontrollgruppe von m= 95,76 (sd= 19,70).
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Abbildung 9: Pulsfrequenz
*=p<0,05
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Am Ende der Rede zum sechsten Messzeitpunkt lagen die Werte in der
Patientengruppe bei m= 79,32 (sd= 13,13) und in der Kontrollgruppe bei m= 79,52
(sd= 14,37). Nach halbstundiger Entspannung am siebten Messzeitpunkt betrug
die Pulsfrequenz in der Patientengruppe m= 74,75 (sd= 11,90) und in der
Probandengruppe m= 75,05 (sd= 12,32).

Im Vergleich zum Ausgangswert steigt die Pulsfrequenz signifikant Uber den Zeit-
raum des Versuches an, dies zeigt sich in der Varianzanalyse in einem
signifikanten Haupteffekt zu Lasten des Messzeitpunktes (F= 35,22; p< 0,001).
Ebenso zeigt sich ein signifikanter Interaktionseffekt zwischen den Haupteffekten
Messzeitpunkt und Gruppenzugehdérigkeit (F= 5,73; p< 0.001). Der Haupteffekt zu
Lasten der Gruppenzugehorigkeit ist statistisch nicht signifikant (F= 0,08; p= 0,77).
Im T-Test fur die Mittelwertgleichheit zeigt sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen zu den unterschiedlichen Messzeitpunkten.

Im Vergleich der Messzeitpunkte untereinander ergeben sich mit dem T-Test fur
wiederholte Messungen signifikante Unterschiede, sowohl in der Kontroll-, als
auch in der Patientengruppe vom ersten Messzeitpunkt unter Ruhebedingungen

zum siebten Messzeitpunkt unter akuten Stressbedingungen (p<0,05).

3.4 Auswertung der Thrombozytenmembranproteine

Die Durchflusszytometrie soll zum Nachweis von mit Thrombozytenaktivitat
assoziierter Oberflachenmarker fihren. CD 62, CD 63 und Thrombospondin sollen

durch gegen sie gerichtete monoklonale Antikérper identifiziert werden.

3.4.1 Auswertung des Thrombozytenmarkers CD 62

CD 62 ist sowohl in der Patientengruppe, als auch in der Kontrollgruppe an den
drei definierten Messzeitpunkten bestimmt worden. Die gewonnenen Mittelwerte

mit ihren Standardabweichungen sind in Tabelle 3 dargestellt.

Der T-Test fur unabhangige Stichproben zeigt einen signifikanten Unterschied
zwischen den Gruppen am ersten Messzeitpunkt, nicht jedoch am zweiten und

dritten Messzeitpunkt.

| Kontrollgruppe | Patientengruppe | T-Test
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(n=15) (n=28)

CD 62 Mittelwert | sd Mittelwert | sd t p

Messzeitpunkt 1 | 34,82 % 22,16 | 24,49 % 9,67 213 <0,05

Messzeitpunkt 2 | 30,61 % 16,97 | 22,72 % 9,91 1,93 0,06

Messzeitpunkt 3 | 23,74 % 12,65 | 22,27 % 963 10,43 0,67

Tabelle 3: Thrombozytenmarker CD 62

Bei der Varianzanalyse findet sich kein signifikanter Haupteffekt zu Lasten der
Gruppenzugehdrigkeit (F= 4,0; p= 0,52). Der Haupteffekt zu Lasten des
Messzeitpunktes ist signifikant (F= 4,58; p< 0,05), wahrend der Interaktionseffekt
zwischen Messzeitpunkt und Gruppenzugehorigkeit nicht signifikant ist (F= 2,16;
p=0,12).

Innerhalb den einzelnen Gruppen ergeben sich zwischen den Messzeitpunkten

keine signifikanten Unterschiede (p> 0,05).

3.4.2 Auswertung CD 63

Ebenso wie CD 62 ist das Vorliegen des Oberflachenmarkers CD 63 quantitativ in
beiden Gruppen an den drei einheitlichen Messzeitpunkten erfasst und aus-

gewertet worden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 dargestelit.

Kontrollgruppe Patientengruppe T-Test
(n=15) (n=28)
CD 63 Mittelwert | sd Mittelwert | sd t p

Messzeitpunkt 1 | 70,82 % 11,32 | 63,84 % 12,47 1,81 0,08

Messzeitpunkt 2 | 72,16 % 8,67 |60,54 % 11,36 | 3,45 <0,01

Messzeitpunkt 3 | 61,39 % 15,98 | 58,77 % 12,77 | 0,59 0,56

Tabelle 4: Thrombozytenmarker CD 63

Der T-Test fur unabhangige Stichproben zeigt am zweiten Messzeitpunkt einen
signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen auf, nicht jedoch am ersten und
dritten Zeitpunkt.

Bei der Varianzanalyse findet sich ein signifikanter Haupteffekt zu Lasten der
Gruppenzugehdrigkeit (F= 4,58; p< 0,05) und zu Lasten des Messzeitpunktes (F=
9,24; p< 0,001). Ein signifikanter Interaktionseffekt findet sich nicht (F= 3,03; p=
0,05).

Innerhalb der Kontrollgruppe zeigen sich keine signifikanten Ver&nderungen
zwischen den Messzeitpunkten (p> 0,05). In der Patientengruppe ergibt sich ein
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signifikanter Abfall vom zweiten zum dritten Messzeitpunkt (p< 0,05), keine

signifikante Veranderung vom ersten zum zweiten Messzeitpunkt (p> 0,05).

3.4.3 Auswertung Thrombospondin

Die Messergebnisse des Vorliegens von Thrombospondin sind in Tabelle 5

dargestellt.
Kontrollgruppe Patientengruppe T-Test
(n=15) (n=28)

Thrombospondin | Mittelwert | sd Mittelwert | sd t p

Messzeitpunkt 1 29,36 % 550 24,92 % 19,92 (1,10 0,28

Messzeitpunkt 2 36,33 % 8,75 122,711 % 16,14 [ 3,59 | <0,01

Messzeitpunkt 3 26,23 % 7,58 | 26,07 % 17,09 (0,04 0,97

Tabelle 5: Thrombozytenmarker Thrombospondin

Mit dem T-Test fur unabhangige Stichproben zeigt sich ein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen am zweiten Messzeitpunkt, nicht
jedoch am ersten und dritten Messzeitpunkt. Bei der Varianzanalyse findet sich
weder ein signifikanter Haupteffekt zu Lasten der Gruppenzugehorigkeit (F=1,88;
p=0,18), noch im Bezug auf den Messzeitpunkt (F= 2,24; p= 0,11), wohl aber ein
signifikanter Interaktionseffekt (F= 8,83; p< 0,001).

Innerhalb der Patientengruppe gibt es zwischen den Messzeitpunkten keine
signifikanten Veranderung (p> 0,05). Dahingegen zeigt sich in der Kontrollgruppe

ein signifikanter Anstieg und Abfall zwischen den Messzeitpunkten (p< 0,05).

3.5 Auswertung der Granulainhaltstoffe

Als Thrombozyten-Aktivierungsmarker wurden Plattchenfaktor 4 und @3-
Thromboglobulin aus dem abgenommenen Blut mittels ELISA bestimmt. Auch hier
wird auf eine beschreibende Erlauterung in Textform verzichtet, um eine

Wiederholung zu vermeiden.

3.5.1 Ergebnisse der Plattchenfaktor 4-Messung

Die Mittelwertergebnisse der PF 4-Konzentrationen in der Patienten- und der

Kontrollgruppe zeigt Tabelle 6 zu allen drei Messzeitpunkten auf.
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Kontrollgruppe Patientengruppe T-Test

(n=21) (n=28)
Plattchenfaktor 4 | Mittelwert | sd Mittelwert | sd t p

IU/ ml 1U/ ml
Messzeitpunkt 1 16,07 11,72 | 46,95 35,35 | 4,32 <0,001
Messzeitpunkt 2 17,22 11,53 [ 48,18 41,54 | 3,76 | <0,01
Messzeitpunkt 3 17,80 26,34 | 46,86 44 07 | 2,87 <0,01

Tabelle 6: Plattchenfaktor 4

Der ebenso in der Tabelle 6 dargestellte T-Test flir unabhangige Stichproben

ergibt signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen an allen drei
Messzeitpunkten.

Bei der Varianzanalyse findet sich ein signifikanter Haupteffekt zu Lasten der
Gruppenzugehdrigkeit (F=14,89; p<0,001). Zu Lasten des Messzeitpunktes findet
sich kein signifikanter Unterschied (F= 0,035; p= 0,97), ebenso findet sich kein
signifikanter Interaktionseffekt zwischen Messzeitpunkt und Gruppenzugehorigkeit
(F=0,027; p=0,97).

Im Vergleich der einzelnen Messzeitpunkte innerhalb der Gruppen ergeben sich

keine signifikanten Veranderungen (p> 0,05).

3.5.2 Ergebnisse der B-Thromboglobulin-Messung

Tabelle 7 zeigt die Mittelwert-Ergebnisse der Konzentrationsmessung des 13-
Thromboglobulins fir die Patienten- und Kontrollgruppe, sowie die vergleichende

Auswertung mittels T-Test.

Kontrollgruppe Patientengruppe T-Test

(n=21) (n=28)
B-Thromboglobulin | Mittelwert | sd Mittelwert | sd t p

U/ ml U/ ml
Messzeitpunkt 1 67,88 37,17 | 114,03 70,05 | 2,97 | <0,01
Messzeitpunkt 2 73,15 39,97 | 114,93 79,38 [ 2,41 | <0,05
Messzeitpunkt 3 55,33 55,77 | 105,41 87,09 | 2,45 |<0,05

Tabelle 7: 3-Thromboglobulin

Der T-Test fur unabhangige Stichproben zeigt einen signifikanten Unterschied
zwischen den Gruppen an allen drei Messzeitpunkten auf.

Bei der Varianzanalyse findet sich ein signifikanter Haupteffekt zu Lasten der
Gruppenzugehorigkeit (F= 8,20; p< 0,01). Im zeitlichen Verlauf unserer Studie
findet sich kein signifikanter Unterschied (F= 1,203; p= 0,31) zu Lasten des
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Messzeitpunktes. Ein signifikanter Interaktionseffekt zwischen Messzeitpunkt und
Gruppenzugehdrigkeit findet sich ebenso nicht (F= 0,10; p= 0,91).
Im Vergleich der einzelnen Messzeitpunkte innerhalb der Gruppen ergeben sich

keine signifikanten Veranderungen (p> 0,05).
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4 DISKUSSION

Ziel dieser Studie war, die Auswirkungen von psychischem Stress und Angst auf
die Thrombozyten als Teil des menschlichen Gerinnungssystems zu erfassen.
Dabei galt es, ein Problem zu I6sen, mit dem derjenige konfrontiert wird, der sich
mit der wissenschaftlichen Analyse von Stress beschaftigt, namlich die Beziehung
zwischen subjektivem Erleben von Stress und wissenschaftlich greifbaren labor-
technischen Parametern. Beide Ebenen sind durch den Einsatz von Fragebdgen
und Laboruntersuchungen objektiv miteinander in Verbindung gesetzt und
ausgewertet worden.

Wie in Teilen der Einleitung beschrieben, haben sich mehrere Studien mit der
Auswirkung von physischem und psychischem Stress auf die Blutgerinnung be-
schaftigt, wobei es teils zu gegensatzlichen Aussagen gekommen ist (Kanel et al.,
2001). Unbestritten ist der wichtige Einfluss der Thrombozyten im Bezug auf Herz-
Kreislauferkrankungen (Grau et al., 1998, Zeller et al., 1999, Maree und Fitzger-

ald, 2004) und dass psychischen Faktoren Einfluss haben (Kawachi et al., 1994).

4.1 Betrachtung der Methodik

4.1.1 Versuchsablauf

Der Versuchablauf sollte eine reproduzierbare mentale Stresssituation erzeugen,
die ein ahnliches subjektives Stress-Erleben in einer Gruppe von Testpersonen
auslosen wurde. Ein weiterer wichtiger Faktor war, dass die Stresssituation,
obwohl sie stark Stress fordernd wirken sollte, neben der Kontrollgruppe, auch von
den von uns vorgesehenen Patienten mit Angststérungen toleriert werden wirde
und nicht Gberdurchschnittlich haufig vor Ende des Ablaufes abgebrochen werden
wurde.

Es wurde eine mentale Stresssituation gewahlt, die das freie Vortragen eines
Textes zum Inhalt hatte, da freies Sprechen in der Literatur als stark Stress
auslésend beschrieben worden ist (McNair et al., 1982). Ebenso Levine et al.
(1985) beschreiben deutlich erhéhte Herz-Kreislaufparameter vor und nach offent-

licher Ansprache zu Beginn des akademischen Jahres bei Medizinstudenten. In
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der vorliegenden Arbeit hat kein Patient den Versuch abgebrochen. Eine Patientin
weigerte sich den Text frei vorzutragen, stimmte aber einer Blutentnahme zu.
Aufgrund der in der Literatur erworbenen Daten einer méglichen Thrombozyten-
aktivierung durch kdrperliche Aktivitat ist diese in der vorliegenden Arbeit ganzlich
ausgeschlossen worden. So gibt es mittlerweile eine Reihe von Studien, die eine
Zunahme des Aktivitdtsniveaus und der Aggregabilitdit der Thrombozyten mit
korperlicher Aktivitat in Zusammenhang bringen (Ohri et al., 1983; Hendra et al.,
1988; Naesh et al., 1990; Piret et al., 1990).

Broadley et al. (2003) versuchten die Bedeutung normaler kdrperlicher Aktivitat im
alltaglichen Leben einzuschatzen. Nach einer 45-minitigen Entspannungsphase,
in der sich die Probanden in Rickenlage in ruhiger Umgebung ausruhten, wurden
die im Plasma vorliegenden Spiegel an vWF und 3-TG gemessen und der Anteil
des P-Selectins auf Thrombozyten bestimmt. P-Selectin lag nach der
Entspannungsphase signifikant niedriger vor. Die B-TG und VWF Werte zeigten
hingegen keine signifikanten Unterschiede. In anderen Studien zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede des Aktivitdtszustandes der Thrombozyten vor und

nach korperlicher Anstrengung (Mant et al., 1884; Winther et al., 1992).

4.1.2 Durchflusszytometrische Labormethodik

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die Durchflusszytometrie
eine sensitive und spezifische Methode zur Messung der Thrombozyten-
aktivierung ist (Tschope et al., 1990; Matzdorff et al., 1996; Michelson, 1996).

Bei jeder durchflusszytometrischen Untersuchung kann eine Inkubation der
Thrombozyten ebenso wenig ausgeschlossen werden, wie der ex-vivo Kontakt der
Thrombozyten mit fremden Oberflichen und damit eine Zunahme der
Voraktivierung. Dieser moglichen Aktivierung ist durch Fixation der Thrombozyten
entgegen gesteuert worden. In der Literatur berichteten Cahill et al. (1993) jedoch
Uber eine signifikant groRere CD 62- und CD 63- Expression einer fixierten Probe
im Vergleich zu einer nicht fixierten Probe. Allein die Fixation sei dafir
ausschlaggebend. Dies konnte in durchgefuhrten Vorversuchen entkraftet werden,
da keine Ubermafige Plattchenaktivitat bei einem ruhenden Kontrollkollektiv
gefunden werden konnte. Durch die Fixation wurden die Thrombozyten zumindest
zu einem Teil vor einer weiteren Aktivierung durch Kontakt mit Fremdmaterial
geschutzt. Eine weitere mogliche Thrombozyten-aktivierung kann durch
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Zentrifugation des Blutes geschehen (Goodall, 1991). In der Literatur empfehlen
mehrere Autoren deshalb die Thrombozytenanalyse aus Vollblut (Abrams und
Shattil, 1991; Michelson, 1996), da bei ihrer Praparation die Zentrifugation als
Arbeitsschritt komplett wegfallt und damit dieser Teil der artifiziellen in vitro-
Aktivierung vermieden werden kann.

Auch dies konnte in durchgeflihrten Vorversuchen entkraftet werden, da diese in

vitro- Aktivierung nur einen geringfugigen Anteil ausmachte.
4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Patientenkollektiv- Selbsteinschatzung durch STAI und AKV

Das State-Trait-Angstinventar ist in multiplen anderen Studien zur Erfassung der
Zustands- und Trait-Angst als Uberdauerndes und die Personlichkeit umschreiben-
des Verfahren angewandt worden (Oei et al, 1990; Bandelow und Hajak, 1995;
Choi et al, 2005). Beispielhaft sei auf zwei Studien verwiesen: In Stichproben-
untersuchungen von Ehlers et al. (1986) lag die STAI-Angst bei Panikpatienten bei
52,2 (sd=10,8), bei Patienten mit seltener Panik bei 46,5 (sd= 9,0) und bei
Patienten mit anderen Angststorungen bei 46,6 (sd=11,1). Dies entspricht den von
uns erworbenen Werten.

Kvaal et al. (2005) Uberpruften, ob sich das STAI als sinnvolles Instrument erweist,
psychische Stérungen bei alteren Personen aufzudecken. Als Probanden wurden
nicht demente geriatrische Patienten ausgewahlt. Die Gruppe ohne psychisch/
psychiatrische Diagnosen lag nach Auswertung bei einem Mittelwert von 39,2. Die
Gruppe mit psychisch/ psychiatrischen Diagnosen, wie zum Beispiel Depression
und Angststorungen, lag bei einem Wert von 56,3. Diese Werte entsprechen in
ihrer GroRenordnung den von uns ermittelten und den in der Literatur erhaltlichen
Werten. Die leichte Abweichung der dargestellten Werte in der Studie von Kvaal et
al. (2005) entspricht den Angaben, dass die allgemeine Angstlichkeit ab einem

Alter von 60 Jahren Uberdurchschnittlich zunimmt (Laux et al., 1981).

Die Auswertung des AKV stellt auch noch einmal eindricklich dar, dass die
Patienten unseres Kollektives im Vergleich zur Normalbevolkerung und zu
anderen Personen mit Angststérungen deutlich erhdhte kérperbezogene Angste
und ein damit zusammenhangendes erhohtes Vermeidungsverhalten aufweisen,
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mit dem sie nahe an denen von Patienten mit Panikstérungen lagen (Ehlers und
Margraf, 1993).

Bezlglich des Fragebogens zu korperbezogenen Angsten (AKV) finden sich
ebenso in unabhangigen Stichproben und Studien vergleichbare Ergebnisse,
unterteilt nach BSQ, ACQ und MI.

Fir die Angst vor korperlichen Symptomen (BSQ) sei hier auf folgende Studien
verwiesen: Chambless et al. (1985) untersuchten 232 Agoraphobiker und fanden
einen Mittelwert von 3,05 (sd= 0,85). Sie berichten dartber hinaus, dass Patienten
mit Paniksyndrom mit Agoraphobie héhere Werte aufweisen, als Patienten ohne
Agoraphobie. Bibb und Chambless (1986) untersuchten 22 Agoraphobiker mit
Alkoholmissbrauch (m= 3,1; sd= 0,8) und 20 Agoraphobiker ohne Alkohol-
missbrauch (m= 2,5; sd= 0,6). McNally und Lorenz (1987) untersuchten 23 Agora-
phobiker vor Behandlung (m= 2,80; sd= 0,67) und nach Behandlung (m= 1,97; sd=
0,73).

Fiar die Auswertung des Fragebogens zu angstbezogenen Kognitionen (ACQ) sei
auf die gleichen Studien zur besseren Vergleichbarkeit verwiesen: Chambless et
al. (1985) erhielten bei der Auswertung einen Wert im Mittel von 2,32 (sd= 0,70).
Darlber hinaus fanden sie signifikante Korrelationen des ACQ mit dem STAI. Bibb
und Chambless (1986) einen von 3,0 (sd= 0,7) und McNally und Lorenz (1987)
einen Mittelwert von 2,51 (sd= 0,60) bei Patienten vor und 1,72 (sd= 0,59) bei
Patienten nach Behandlung. Ebenso bei der Auswertung des Fragebogens zur
Beeintrachtigung der Beweglichkeit finden sich Ubereinstimmungen mit in der
Literatur vorgegebenen Werten. So ermittelten Chambless et al. (1985) bei
Auswertung des Mobilitatsinventars eine Beweglichkeitseinschrankung in der

Gruppe der Agoraphobiker, die einem Mittelwert von 3,35 (sd=1,06) entsprach.

Zusammenfassend belegen die Fragebogen, dass es gelungen war, ein
Probandenkollektiv zusammenzustellen, welches sich auf einem hdheren Angst-
niveau im alltaglichen Leben befand, als der Durchschnitt der Bevdlkerung. Damit
war eine der Grundvoraussetzung geschaffen. Die Patientengruppe startete mit

der erforderlichen erhdhten Angstlichkeit gegeniiber den Studenten der Kontroll-

gruppe.
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4.2.2 Thrombozytenmembranproteine

4.2.2.1Thrombozytenmarker CD 62 (P-Selectin) und CD 63

CD 62 und CD 63 sind, wie im Einleitungsteil dargestellt, Thrombozytenmembran-
proteine, welche bei ruhenden Thrombozyten nicht oder nur in sehr geringem
Umfang auf der Oberflache gefunden werden. Erst bei Aktivierung der
Thrombozyten steigt ihr Anteil durch Verschmelzung der Speichergranula mit der
Plasmamembran an.

Die Vermutung, dass mentaler Stress in dem hier gewahlten Versuchsaufbau zu
einem Anstieg der Thrombozytenoberflachenmarker flhrt, kann mit dieser Arbeit
nicht bestatigt werden. Bei der Messung von CD 62 ergibt sich kein Anstieg unter
Stressbedingungen, weder in der Patienten- noch in der Kontrollgruppe. Auch
liegen die Werte in der Kontrollgruppe zu allen drei Messzeitpunkten Uber denen
der Patientengruppe, was nicht zu erklaren ist, da die weiteren gemessenen
Parameter (PF 4, B-TG) fur eine deutliche erhdhte Aktivierung der Thrombozyten
in der Patientengruppe sprechen. Dies zeigt auf, dass die absoluten Werte von
Kontroll- und Patientengruppe im Bezug auf die Oberflachenmarker nicht
zwangslaufig verglichen werden kdnnen, da beide Gruppen zu unterschiedlichen
Zeiten und von verschiedenen Personen gemessen wurden. Nach diesem Ansatz
ware deshalb nur der Verlauf innerhalb der Gruppen vergleichbar. Auch dieser
entspricht im Bezug auf CD 62 in beiden Gruppen nicht den erwarteten
Ergebnissen. In einer Studie von Lederbogen et al. (2004) wurde die Auswirkung
von Stress auf die Aktivitat von Thrombozyten anhand des Oberflachenmarkers P-
Selectin (CD 62) und GP 53 bei zehn depressiven Patienten gemessen. Stress als
Stimulus wurde in mentalen und physikalischen Stress in Form von kdrperlicher
Aktivitat unterteilt. Die Auswertung dieser Studie zeigte, dass sowohl bei
depressiven Patienten als auch in einer gesunden Kontrollgruppe mentaler Stress
zu einem signifikanten Anstieg der Oberflachenmarker fuhrte. Anstrengende
korperliche Aktivitat fUhrte dagegen nur bei den depressiven Patienten zu einem
Anstieg, nicht jedoch im gesunden Kontrollkollektiv. Eine Erklarungsmoglichkeit
konnte sein, dass der von uns ausgeldste mentale Stress als Trigger fur eine CD
62-Expression nicht ausreichend war. Ein zweiter Erklarungsansatz ist die
Uberlegung, dass die Thrombozytenaktivierung langsamer als gedacht verlaufen

ist und damit in der Uberpriften Zeitspanne nicht zum Tragen kommt. Um
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aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten, sollten die Untersuchungen anhand

grélerer Patientenkollektive Uberpruft werden.

Bei der Messung von CD 63 ergibt sich ein ahnliches Bild: Wieder liegen die
Messwerte der Kontrollgruppe zu allen drei Messzeitpunkten Uber denen der
Patientengruppe. Die Kontrollgruppe zeigt im Verlauf einen, wenn auch nicht
signifikanten Anstieg der Werte von der Ausgangs- zur Stresszeitpunktmessung
und daraufhin signifikanten Abfall unter Ruhebedingungen. Damit reagiert sie
entsprechend der These, dass es unter den akuten Stressbedingungen und der
sich anschlielienden Entspannung zunachst zu einem Anstieg mit nachfolgendem
Abfall der Werte kommt. Dieser signifikante Abfall, der zu Werten unterhalb derer
am ersten Messzeitpunkt fuhrt, steht im Einklang mit den fur den BSKE-
Fragebogen erhaltenen Daten, die ebenso erniedrigte Werte am dritten
Messzeitpunkt aufweisen und so eine erniedrigte Anspannung ausdricken. Diese
Werte bestatigen, dass auch die Kontroligruppe sich erleichtert fuhlt, die
geforderte Aufgabe gemeistert zu haben.

In der Patientengruppe ist diese Tendenz nicht der Fall, auch wenn die BSKE-
Daten einen noch deutlicheren Verlauf im Hinblick allgemeine Anspannung und
abschlielende Erleichterung aufweisen. Die CD 63-Werte fallen Uber den
Zeitraum des Versuches ab. Ein Erklarungsansatz dieses Abfalls ist die These,
dass die Reaktion auf das angekindigte Stressereignis vor dem eigentlichen
Versuch zum Tragen kam, zum Beispiel nach Ankundigung am Vortag oder in der
Nacht vor dem Versuch. Das Ausmal der vorher vorhandenen Angstlichkeit
konnte nicht weiter gesteigert werden. Wahrend des eigentlichen Versuchablaufes
wurde dann festgestellt, dass die Aufgaben und das Unerwartete gar nicht so
schlimm waren und die eigentliche Stressexposition l6ste keinen weiteren Stress

aus, sondern bestatigte eher, eine Aufgabe bewaltigen zu kdnnen.

4.2.2.2Thrombospondin

Die Thrombospondinmessungen in dieser Arbeit sollten besonders zur Aufklarung

einer Langzeitauswirkung von Angststérungen beitragen, mit der Bestatigung oder

Widerlegung der These, dass Angststorungen eine dauerhaft erhohte

Trombospondinexpression verursachen. In diese Richtung weisende Ergebnisse

konnen mit dieser Arbeit nicht gefunden werden. So fallt auf, dass die
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Thrombospondinwerte in der Kontrollgruppe zu allen Messzeitpunkten Gber denen
der Patientengruppe liegen. In der Kontrollgruppe findet sich korrelierend zum CD
63 ein Anstieg der Thrombospondinwerte zum zweiten Messzeitpunkt hin.
Dahingegen zeigt sich im zeitlichen Verlauf in der Patientengruppe bei relativ
grolRen Mittelwertschwankungen, ersichtlich an den Standardabweichungen, ein
geringer Abfall und erneuter Anstieg. Auch hier kann der Erklarungsansatz zum
Tragen kommen, dass ein mdoglicherweise vorgezogener Stresszeitpunkt
verhindert, dass es zu einer zusatzlichen Aktivierung kommt, trotz der subjektiven
starkeren Wahrnehmung der Rede als Stress. Die groReren Standard-
abweichungen zeigen die grélere Inhomogenitat der Patientengruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Einzelne Patienten sind eher und starker gestresst
als andere. In groReren Probandenkollektiven sollte eine Auswertung getrennt

nach Respondern und Non-Respondern erfolgen.

4 .2.3 Granulainhaltstoffe

4 .2.3.1Plattchenfaktor 4

Anhand der Plasmakonzentration des PF 4 kann auf den Aktivitatsgrad der
zirkulierenden Thrombozyten geschlossen werden. Walz (1984) zeigte, dass der
Plasmakonzentrationsspiegel nach Aktivierung der Plattchen in vitro um das 10-
50- fache ansteigen kann.

Die Kontrollgruppe liegt mit ihren Mittelwerten an den drei Messzeitpunkte Uber
den fir den ELISA vorgegebenen Normalwerten. In Vorversuchen an ruhenden
gesunden Probanden zeigten sich die Kontrollwerte wie von der Firma
angegeben. Damit zeigt die Kontrollgruppe dieser Studie eine erhohte
Plattchenaktivitat, die die These bestatigt, dass Stress zu einer Erhdhung der
Granulainhaltstoffe flhrt. Eindricklich bestatigt wird diese These im Vergleich der
Kontroll- mit der Patientengruppe. So ist eine signifikant hohere PF 4-Konzen-
tration in der Patientengruppe zu allen Messzeitpunkten gegenuber der Kontroll-
gruppe nachweisbar. Dies passt zu den im BSKE-Verlauf erworbenen Werten und
zu der Selbsteinschatzung der Patientengruppe durch den STAI und den AKV.
Innerhalb der jeweiligen Gruppe kommt es im zeitlichen Verlauf zu einer zunachst
geringen Steigerung der PF 4-Konzentration unter der akuten Stressbedingung.

Ein geringer anschlieRender Abfall des PF 4 zeigt sich nur in der Patientengruppe.
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Diese Ergebnisse zeigen auf, dass der allgemeine Stresszustand fur die
Aktivierung der Plattchen ausschlaggebend zu sein scheint und nicht ein kurzer
akuter Stressmoment. Ein Erklarungsansatz ware, dass kurzfristig ausgeloste
mentale Stresssituationen gut vom Organismus kompensiert werden kénnen und
damit nicht zu einer sofortigen Veranderung des PF 4-Spiegels fuhren. Der Korper
bendtigt folglich mehr Zeit, bis sich Veranderungen bemerkbar machen. Diese
Vermutung wird zum einen durch die signifikant erhohten Werte der Patienten- im
Vergleich zur Kontrollgruppe bestatigt, zum anderen auch bereits durch die
erhdohten Werte der Kontrollgruppe, denn die Teilnehmer wussten ja, dass sie eine

noch nicht bekannte Aufgabe zu bewaltigen haben wirden.

4.2.3.213-Thromboglobulin

Da R-TG von aktivierten Plattchen freigesetzt wird, dient es in mehreren Studien
als Indikator des Ausmales der Platichenaggregation. Langere Halbwertszeit,
héhere Plasmakonzentration, hdhere Antigenitat und einfacher zu beherrschende
Praparationsbedingungen als fur Plattchenfaktor 4, veranlassten Bolton et al.
(1976), die Entwicklung eines kommerziellen Radioimmunoassays voranzutreiben.
Dieser kam daher vor einem ELISA fir PF4 auf den Markt. Ahnlich den, bei der
Messung von PF 4 erworbenen Ergebnissen, liegen die Durchschnittswerte der
Kontrollgruppe meiner Arbeit Uber den in der ELISA-Beschreibung vorgegebenen
Normwerten. Auch diese sind jedoch in Vorversuchen an ruhenden gesunden
Probanden Uberpruft und bestatigt worden. Damit zeigt sich auch mit der Messung
des R-Thromboglobulin, die erhdhte Ausschittung der Thrombozyten spezifischen
Granulainhaltstoffe aufgrund der Einwirkung von Stress. Der R-TG-Gehalt liegt in
der Patientengruppe zu allen drei Messzeitpunkten signifikant hdher, als in der
Kontrollgruppe und zu keinem Messzeitpunkt erreichen die Plasma-
konzentrationen der Kontrollgruppe den Ausgangs- oder Abschlusspunkt der
Patientengruppe. Dies korreliert gut mit den Ergebnissen des PF 4, BSKE und
STAIl und untermauert die These, dass mit dem Ausmal® des Stresses, die
Thrombozytenaktivierung ansteigt. Bei der Messung des R-TG im zeitlichen
Verlauf kommt es, sowohl in der Patienten-, als auch der Kontrollgruppe zu einem
nicht signifikanten Anstieg der Plasmakonzentration unter dem Stress der freien
Rede und anschlielliendem Abfall nach Abschluss der Aufgabe. Dieser Abfall flhrt
in beiden Gruppen zu Werten, die unter denen der Plasmakonzentration bei
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Versuchsbeginn lagen. Damit zeigt sich, dass ein kurzer Stressmoment ausreicht,
eine zunehmende Thrombozytenaktivierung auszulosen, der durch Entspannung
jedoch auch schnell wieder entgegen gewirkt werden kann. Die Steigerung ist,
wenn auch nur von der Tendenz, sowohl in einem Normalkollektiv als auch in
einem Kollektiv mit erhdhter Voraktivierung ausldosbar. Anhand der Ergebnisse
Uber den zeitlichen Verlauf und anhand der Uber die Normwerte erhdhten R-TG-
Werte in der Kontrollgruppe zeigt sich, dass auch diese gestresst und gestresster
in den Versuch hinein als hinaus gegangen ist. Dass sich die Patientengruppe
auch unter Ruhebedingungen auf einem deutlich erhéhten Plasmakonzentrations-
level befindet, zeigt aber auch hier deutlich, dass der allgemeine Stresszustand fir

den vorliegenden Aktivierungszustand der Thrombozyten entscheidend ist.
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4.3 Beantwortung der gestellten Fragen

Zu 1.: Diese Arbeit konnte eindriicklich zeigen, dass signifikante Unterschiede im
Bereich der Thrombozytenaktivierung unter Ruhebedingungen zwischen einer
gesunden Kontrollgruppe und einer Gruppe von Patienten mit vermehrten Angsten
vorliegen. Dies ergibt sich aus der Auswertung der unter einem erhOhten
Aktivierungszustand ausgeschutteten Granulainhaltstoffe (PF 4, R-TG). Nicht
bestétigt werden konnte diese These anhand der Thrombozytenoberflachen-
marker (CD 62, CD 63, Thrombospondin).

Auswirkungen auf die Thrombozyten-Oberflachenmarker sollten in Folgestudien
anhand groR3erer Patientenkollektive Uberprift werden.

Zu 2.. Die Vermutung, dass akuter psychisch induzierter Stress eine
Thrombozytenaktivierung auslést, die sofort anhand labortechnischer Parameter
sichtbar wird, lasst sich signifikant anhand des Thrombospondins innerhalb der
Kontrollgruppe bestatigen. Von der Tendenz her zeigt sich innerhalb der
Patientengruppe anhand des PF 4 ein Anstieg unter akuten Stressbedingungen
und innerhalb der Kontrollgruppe anhand des 3-TGs, PF 4 und CD 63. Auch hier
sollte eine Folgestudie mit grof3eren Patientenkollektiven durchgefuhrt werden, um

die Tendenzen besser beurteilen zu kbnnen.

Zu 3.: Es konnten keine sicheren Unterschiede in dem Ausmal} der
Thrombozytenaktivierung unter akut hervorgerufenen Stressbedingungen
zwischen einer gesunden Kontrollgruppe und einer Gruppe von Patienten mit
vermehrten Angsten gefunden werden. Aus den von uns erhaltenen Werten
hinsichtlich des andauernd vorliegenden Stresslevels, welches sich in den
signifikant unterschiedlichen Aktivitat der Thrombozyten der Patienten- zu der
Kontrollgruppe unter Ruhebedingungen widerspiegelt, lasst sich eventuell
ableiten, dass der allgemein vorliegende Stresszustand einen grél3eren Einfluss

auf die Thrombozytenaktivierung besitzt als kurzfristig akute Stressbedingungen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war zu klaren, ob der Aktivierungszustand der
Thrombozyten bei Patienten mit Angststérungen unter Ruhebedingungen auf
einem hoheren Ausgangslevel liegt, als bei einem gesunden Probandenkollektiv.
Dariber hinaus wurde experimentell untersucht, ob der vorliegende
Aktivierungszustand durch akuten mentalen Stress gesteigert wird und ob diese
Steigerung ein unterschiedliches Ausmalf in den jeweiligen Gruppen aufweist. Die
Studiengruppe umfasste 29 Patientinnen, die aufgrund einer Angststérung oder
Somatisierungsstorung mit  korperbezogenen Angsten in der Klink fir
Psychosomatik behandelt wurden. Diese Gruppe befand sich als Ausgangswert
auf einem hoheren Angstniveau der Zustands- und der allgemeinen Angst, was
durch Fragenbdgen wie STAI und AKV belegt wurde. Als Kontrollgruppe fungierte
eine Gruppe, die sich aus 21 Medizinstudentinnen zusammensetzte. Anhand
eines durchgefuhrten mentalen Stressversuches, der die freie Wiedergabe eines
komplizierten Textes unter Stressbedingungen beinhaltete, lie3en sich die mentale
Entwicklung  (Angst, Beflurchtungen) anhand des BSKE-Fragebogens,
Kreislaufparameter und thrombozytenspezifische Blutparameter anhand der
Ausgangswerte und uUber den zeitlichen Verlauf miteinander vergleichen. Als
aktivierungsanzeigende Thrombozytenparameter wurde zum einen der
quantitative Anteil der Oberflachenmarker CD 62, CD 63 und Thrombospondin
durchflusszytometrisch bestimmt, zum anderen der Anteil der Granulainhaltstoffe
PF 4 und R-TG mittels ELISA. In der Auswertung zeigte sich anhand des BSKE-
Fragebogens, dass die Patientengruppe mit signifikant erhéhten Angsten und
Beflrchtungen in den Versuch startete als die Kontrollgruppe. Dariber hinaus
lagen zu diesem Zeitpunkt bereits signifikant erhohte Werte, sowohl des PF 4 als
auch des R-TGs, in der Patientengruppe vor. Beide Gruppen zeigten unter
Versuchsbedingungen neben einem signifikanten Anstieg des MADs und der
Pulsfrequenz von Ruhe- zu Stressbedingungen, auch einen Anstieg und
nachfolgenden Abfall der Angste und Befiirchtungen anhand des BSKE-
Fragebogens.

Wahrend des Versuchverlaufes konnte die Vermutung, dass akuter Stress eine

Erhéhung von PF 4 und B-TG auslést, nur in der Patientengruppe von der
74



Tendenz her bestatigt werden. Von den Oberflachenmarkern zeigte das
Thrombospondin in der Patientengruppe einen signifikanten Anstieg unter akuten
Stressbedingungen und einen signifikanten Abfall in der nachfolgenden

Entspannungssituation.
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7 ANHANG

7.1 Aufklarungsbogen

Aufklarung zur Teilnahme an der Studie ,Gerinnungsaktivierung durch mentalen

Stress bei Patienten mit Somatisierungs- und Angststérung®.

Sehr geehrter Patient,
Sie nehmen an einer klinischen Studie teil, in deren Rahmen Sie einmal flr ca.
zwei Stunden an einem Versuch teilnehmen. Ziel ist es, Veranderungen im Blut zu

untersuchen, die durch einen psychischen Faktor hervorgerufen werden.

Ihnen wird bei dieser knapp zweistliindigen Sitzung dreimal Blut abgenommen und
siebenmal werden Blutdruck- und Pulsmessungen vorgenommen. Korperliche
Risiken dieser Untersuchung sind aul3erordentlich gering, es handelt sich um
mogliche Fehlpunktionen bei der Blutentnahme, sowie anschlieBende Venen-
entzindungen oder Blutergusse. Dazu kann es zu Druckschadigungen durch die
automatische Blutdruckmanschette am Oberarm kommen. Es ist jedoch nur
aulierordentlich selten mit diesen Komplikationen zu rechnen.

Im Falle einer Schadigung haftet das Klinikum der Universitat Lubeck nach den

allgemeinen Haftungsgrundsatzen des Universitatsklinikums (UKL).

Im Rahmen der Kklinischen Untersuchung werden Ilhre Daten ermittelt,
wissenschaftlich ausgewertet und nach den gesetzlichen Vorschriften archiviert.
Die Bevollmachtigten sind fur diese Aufgabe ausgebildet und zur Schweigepflicht
verpflichtet. Wir durfen lhre Daten nur in anonymer Form weitergeben und keine
Kopien oder Abschriften von personenbezogenen Daten herstellen. Auch im Falle
der Veroffentlichung der Ergebnisse der klinischen Untersuchung bleibt die
Vertraulichkeit Ihrer personlichen Daten gewahrleistet.

Die Beachtung des Bundesdatenschutzgesetzes ist in vollem Umfang
sichergestellt. |hr Einverstandnis zur Teilnahme an dieser Studie kann jederzeit

widerrufen werden.
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7.2 Einwilligungserklarung

Ich erklare mich einverstanden, an der Studie ,Gerinnungsaktivierung durch
mentalen Stress bei Patienten mit Somatisierungs- und Angststérung”
teilzunehmen. Uber die Studienbedingungen bin ich aufgeklart worden. Ich habe

hierzu keine weiteren Fragen.

Name, Vorname Ort, Datum

Unterschrift
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7.3 Instruktionsbogen

7.3.1 Instruktionsbogen 1

Wahrend der nachsten 30 min sollten Sie versuchen, sich im Sitzen moglichst zu
entspannen.

In dieser Zeit werden wir lhnen zwei Fragebdgen aushandigen, die Sie bitte
ausflllen.

Nach 30 min werden wir einige Vitalparameter, wie z.B. Blutdruck und Puls,
ableiten.

Danach entnehmen wir lhnen 19,0 ml Blut.

Mehr kommt in dieser Zeit nicht auf Sie zu.

7.3.2 Instruktionsbogen 2

Ihre Aufgabe besteht darin, eine 10-minltige Rede zu halten,

welche auf Video aufgezeichnet wird.

Beurteilt werden die Art der Prasentation, wie Rhetorik, Mimik und Gestik,
inhaltliche Klarheit und Richtigkeit.

Dazu wird lhnen gleich ein Text ausgehandigt, den Sie bitte wahrend der nachsten
30 min durcharbeiten.

Sie sollten danach in der Lage sein, den Inhalt frei zu prasentieren und lhre eigene
Meinung zu diesem Thema zu vertreten.

Die Redezeit sollte nicht Uber- oder unterschritten werden.

Bei der Redevorbereitung stehen lhnen keinerlei Hilfsmittel zur Verfugung.

Es ist auch nicht erlaubt, sich irgendwelche Notizen zu machen.

Die Beurteilung lhrer Rede erfolgt durch qualifizierte Beobachter, sowie durch

Begutachtung des Vidoematerials.
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Vitalparameter werden wahrend der 30-minutigen Vorbereitungszeit gemessen.

Unmittelbar zu Redebeginn erfolgt eine zweite Blutentnahme.

7.3.3 Instruktionsbogen 3

Wahrend der nachsten 30 min sollten Sie versuchen, sich im Sitzen mdglichst
wieder zu entspannen.

In dieser Zeit werden wir Ihnen einen weiteren Fragebogen austeilen, den Sie bitte
ausfullen.

Danach entnehmen wir ein letztes Mal 19,0 ml Blut.

Dann haben Sie es geschafft.

Vielen herzlichen Dank fur Ihre Mitarbeit
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7.4 Versuchsprotokoll

Versuchsprotokoll

Name, Vorname Geburtsdatum Datum
Phase |
U e
Foit t |Handlung Erledigt
0 |Instruktionsbogen aushéndigen
o — g )
Fragebogen (Soziodem. und Angst) aushéindigen
25 |Fragebogen ,,Subjektive StreBwahrnehmung™ aushiindigen
S T SO ____“__ e == SEET ASSSSSES
L 30 |RR: ' Puls: L ‘ mittl, RR:
— 1. Blutentnahme
Besonderheiten:
Arm: rechts  links -
Phase 11 e
e t |Handlun Brledigt
Zeit g i
Instruktionsbogen Il aushindigen
M _———
Text aushéindigen
A S~ ] e L.
10 | RR: Puls: mittl. RR;
- i . BENIRSE “SE S
20 | RR: Puls: mittl. RR:
H— e e e il ety e I
25 | StreBinduktion
30 | RR: Puls: mittl. RR:
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Phase] 11

Uhr

o4l t {Handlung

Erledigt

Beginn der Rede

0,5| RR: Puls:

mittl. RR:

— 2. Blutentnahme

Besonderheiten:

Arm: rechts links

Uhr
zeit

t |Handlung

Erledigt

Rest der Rede

10 | RR: Puls;

mittl. RR:

Phase IV

Uhr
zelt

t |Handlung

Erledigt

Instruktionsbogen III

|

30 | RR: Puls:

mittl, RR;

~ 3. Blutentnahme

Besonderheiten:

Amm: rechts  links

Uhr

il t |Handlung

Erledigy

L Retrospektive StreBwahrnehmung
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7.5 Fragebogen

7.5.1 Probandenangaben- soziodemographische Daten

Probandenangaben - soziodemographische Daten

: 1 Name: Datum
Vorname: Probandennummer;
Wohnort:

(Postleitzahl)

1.1 Ihr Geschlecht? 1.6 In wessen Haushalt leben Sie?
] mannlich (] versorgt im Haushalt der Eltern
I weiblich [ mit Eltern oder Schwiegereltern gemeinsam
[1 eigener Haushalt (mit Partner, eigener Familie
etc.)

1.2 lhr Geburtsdatum? M Wohngameinschaft

[} sonstiger Haushalt

1.3 Welcher Nationalitit geh&ren sie an? 1.7 Wie ist ihre Wohnsituation (1.Wohnsitz)?
L) Deutseh [ Privatwohnung, mébl. Zimmer, Wohnungs-
U] Deutscher Ubersiedier /Spataussiedier ~ gemeinschaft
(Jahr der Ubersiedlung): ___ [ betreutes Einzelwohnen/betreute Wohngruppe
[] andere Nationalitat [| therapeutisches/psychiatr /gerontopsychiatr
(Internationales Autokennzeichen) Heim,
Heim filr Behinderte (Ubergangs-)Wohnheim,
oder .. s s Nachtklinik

L] Altenwohnheim/Altenpflegeheim

(] sonstiges nicht therapeutisches Heim z.B
Studentenwohnheim, Aussiedlerwohnheim

|| psychiatrisches Krankenhaus

1.4  Wie ist ihr aktueller Familienstand?
fMehrfachankreuzungen sind moéglich)

L ledig [ Justizvolizugsanstait

[ | verheiratet || ohne festen Wohnsitz

[ getrennt lebend [ sonstige/unklar/unbekannt
|| geschieden

[ | verwitwet

1.8 Welchen hichsten Schulabschiuf haben
| wieder verheiratet Sie? (Bei Ausbildung im Ausland bitte
Vergleichbares wahlen)

1.5 In welcher Partnersituation leben Sie? Ll noch in der Schule

[ kein Schulabschiuf

[ ] Sonderschulabschluf

L] Hauptsehul-Volksschulabschlufy

L_ wechselnder Partner [ Realschulabschlufi/mittlere Reife/polytechn.
[ tester Partner (Ehepaar) Oberschule

(7 faster Partner (nicht Ehepaar) || Fachabitur/Abitur

| | kurzfristig kein Partner
[ | langfristig/dauerhaft kein Partner

| | sonstiges
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1.9 Welchen htichsten BerufsabschluB haben
Sie?

_] noch in der Berufsausbildung
7] Lehre/Fachschule

| Meister

| Fachhochschule Universitat
_| senstiges

1.10 Wie lautet |hr letzter (oder zuletzt
ausgeiibter) Beruf?

L] un-/angelernter Arbeiter
| Facharbeiter, nicht selbst. Handwerker
| einfacher Angesteliter/Beamter
| mittlerer Angesteliter/Beamter im mittleren
Dienst
[ 1 h&her qualifizierter Angestellter, Beamter im
gehobenen Dienst
[ | hochqualifizierter/itd. Angestellter, Beamter im
héheren Dienst
| selbst. Handwerker, Landwirt, Gewerbe-
treibender (kleiner Betrieb)
.| selbst. Handwerker, Landwirt, Gewerbe-
tfreibender (mittlerer Betrieb)
| | selbst. Akademiker, Freiberufler, groerer
Unternehmer
1 mie erwerbslalig
[ | unbekannt/unkiar

1.11 Wie ist lhre jetzige berufliche Situation?

[_I berufstatig, Vollzeit
Ll berufstatig, Teilzeit
\' | berufstatig | gelegentlich

[) mithelfender Familienangehariger, nicht
berufstatig

| Hausfrau/-mann, nicht berufstatig
| Ausbildung
(] wehr-/Zivildienst/freiwilliges soziales Jahr
[} beschitzt beschaftigt
_| arbeitslos gemeldet
" | Erwerbs-/Berufsunfahigkeitsrente
L] auf Dauer
[] auf Zeit
|| Frihrente/Altersrente/Pension
] witwen/Witwer-Rente
'] anderweilig ohne berufliche Beschaftigung
[l unbekannt/unkiar

1.12 Sind Sie derzeit arbeltsunfihig? Wenn ja,
seit wie vielen Wochen ununterbrochen?

[ | keine Arbeilsunfahigkeit
[! unbekannt
[l Wochen

1.14 Gibt es ein laufendes Rentenverfahren?
. I nein

[ ] Rentenantrag
[] Rentenstreit/Sozialgerichtsverfahren
[J Zeitrente

Vielen Dank!
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7.5.2 State-Trait-Angstinventar (STAI)

Fragebogen zur Selbstheschreibung STAI-G Form X 1
Name Madchenname _ TV S~
Vorname — Geburtsdatum e o SAMEE. cIshte
Beruf A ____ Geschlecht m/w
Datum _ == S ___Institution

Uhrzeit

Anleitung: Im folgenden Fragebogen finden Sie eine Reihe von Feststellungen,

mit denen man sich selbst beschreiben kann. Bitte lesen Sie jede Feststellung

durch und wéhlen Sie aus den vier Antworten diejenige aus, die angibt, wie Sie =

sich jetzt, d. h. in diesem Moment, flihlen. Kreuzen Sie bitte bei jederFeststellung g

die Zahl unter der von Ihnen gewéhiten Antwort an. 5

Es gibt keine richtigen oder falschen Antworten. Uberlegen Sie bitte nicht lange 5 2 5

und denken Sie daran, digjenige Antwort auszuwéhlen, die |lhren augenblick- 2 § 2

lichen Gefiihlszustand am besten beschreibt. B Z @ 3

i [¥e} 1] W

1. Ich bin ruhig 1 2 3| 4
2. lch fuhle mich geborgen 1 v |
3. lch fihle mich angespannt 1 2 3| 4
4. Ich bin bekiimmert Ak
5. lch bin gelost 1 2 [ 3|a
6. Ich bin aufgeregt i 2 |4 | 4
7. lch bin besorgt, daB etwas schiefgehen konnte i 2 3 4
8. Ich filhle mich ausgeruht 1 z| 3| 4
9. Ich bin beunruhigt T -

10. Ich fuhle mich wohl 1 2 a4

11. Ich fuhle mich sslbstsicher 7 | 71 ; 1 3| 4

12. Ich bin nervos 1 2 3| 4

13. Ich bin zappelig 1 2 3| 4

14. Ich bin verkrampft 1 2 3| 4

15. Ich bin entspannt 1 2 3| a

16, Ich bin zufrieden 1 2 3| 4

17. Ich bin besorgt 1 2 3| 4

18. Ich bin Uberreizt o 2%

19. Ich bin froh 1 2 3 | 4

20. Ich bin vergniigt 1 2 l a| 4
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Fragebogen zur Selbstheschreibung STAI-G Form X 2

Name S = ; Médchenname _ PR S
Vorname ___ . Geburtsdatum _ Alter _____ Jahre
Beruf ; T _ Geschlecht m/w
Datum_ _ _  nstitution - o
Ui
Anleitung: Im folgenden Fragebogen finden Sie eine Reihe von Feststellungen,
mit denen man sich selbst beschreiben kann. Bitte lesen Sie jede Feststellung
durch und wihlen Sie aus den vier Antworten diejenige aus, die angibt, wie Sie
sichim allgemeinenfiihien. Kreuzen Sie bitte bei jeder Feststellung die Zahl unter
der von Ihnen gewihliten Antwort an. Es gibt keine richtigen oder falschen Ant- 2 o«
worten. Uberlegen Sie bitte nicht lange und denken Sie daran, diejenige Antwort | s
auszuwihlen, die am besten beschreibt, wie Sie sich im allgemeinen fiihlen. z 5 z
7]
2 3 8 2
21. Ich bin vergnigt i ] 2 | 3 J:
22 Ich werde schnell mide 2 +
23. Mir ist zum Weinen zumute VRN Y
24. lch glaube, mir geht es schlechter als anderen Leuten 1 2 3| &
25. lch verpasse gunstige Gelegenheiten, weil ich mich nicht schnell genug ; _;_ wl.a
___entscheiden kann - . =S = L =
26. Ich fiihle mich ausgeruht R T T O
27. Ich bin ruhig und gelassen y{m]B |8
28. Ich glaube, daB mir meina Schwlerlgkeitan uber den Kopf wachsen 1 213/ a4
29, Ich mache mir zuviel Gedanken tber unwlchtlgo Dmge Tl 84
30. Ich bin glucklich N O 4
31 lch neige dazu, alles schwer zu nahmen 1 2 | A | =
32 er fehit es an Sslbstvertrauen |2 ['®3 j
33, Ich I‘uhle l'l"llC-'h geborgan i .
34. Ich mache mir Sorgan uber mdglichss Miﬂgeschick £l E e
35 Ich fiihle mich nladergeschlagen i+2 3| 4
lch bin zufrieden 1] 2] 3ajas
E — - - $A.0 &b
37. Unwichtige Gadanken gehen mir durch den Knpf und bedruckan mich R
38. Enttauschungen nehme ich so schwer daB |ch sie nicht vargessen kann 1|23 a
39. Ich bin ausgeglichan 2] 8|4
40. Ich werde nervds und unruhig, wenn ich an meine derzeitigen Angelegen- =
heiten denke
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7.5.3 Fragebogen zu koérperbezogenen Angsten, Kognition und
Vermeidung (AKV)

7.5.3.1 BSQ

Im Folgenden finden Sie nun eine Liste bestimmter Symptome, die haufig im Zusammenhang mit
Beschwerden im Brustraum auftreten. Uns interessiert nun, wie sehr Sie zum gegenwartigen Zeitpunkt durch
diese Beschwerden beeintrachtigt sind. Bitte geben Sie durch Ankreuzen der entsprechenden Késtchen an,

wie sehr Sie die folgenden Kérperempfindungen zum gegenwartigen Zeitpunkt angstigen und beunruhigen.

Die Kdrperempfindung beunruhigt und angstigt mich.

Qe'
©

& & & , ““009 é.‘\d{\
ér P4 & & &
1. |Herzklopfen o o o o o
2. Druck oder schweres Gefihl in der Brust. o o o o o
3. Taubheitin Armen und Beinen o o o o o
4. | Kribbeln in den Fingerspitzen o o o o o
5. | Taubheitin einem anderen Teil des Korpers o o o o o
6. Gefihl, keine Luft zu bekommen o o o o o
7. ' Schwindel o o o o o
8. |\Verschwommene oder verzerrte Sicht o o o o o
9. Ubelkeit o o o o o
10.  Flaues Gefiihl im Magen o o o o o
11. Gefihl, einen Stein im Magen zu haben o o o o o
12. [Einen KloR im Hals haben o o o o o
13. \Weiche Knie o o o o o
14. | Schwitzen o o o o o
15. | Trockene Kehle o o o o o
16. Sich desorientiert oder verwirrt fiihlen o o o o o
17. | Sich abgeldst vom eigenen Korper fihlen o o o o o
18. Andere o o o o o

Bitte angeben:
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7.5.3.2 ACQ

Es folgen nun einige Gedanken oder Ideen, die lhnen durch den Kopf gehen kénnten, wenn Sie nervis oder
angstlich sind. Bitte geben Sie durch Ankreuzen der entsprechenden Kastchen an, wie oft jeder der

folgenden Gedanken vorkommt, wenn Sie nervds oder dngstlich sind.

. v\\é‘é\ &
Der Gedanke kommt vor: \@&z Qef\o Q\?&K\j/é{& e}\(‘ 0\0
1. Ilch muf3 mich gleich tbergeben. o o o o o
2. Ilch werde in Ohnmacht fallen. o o o o o
3. Ilch muf einen Hirntumor haben. o o o o o
4. Ich werde einen Herzanfall bekommen. o o o o o
5. Ich werde ersticken. o o o o o
6. Ilch werde mich lacherlich benehmen. o o o o o
7. Ich werde blind werden. o o o o o
8. Ilch werde mich nicht kontrollieren kdnnen. o o o o o
9. Ilch werde jemandem etwas antun. o o o o o
10. |Ilch werde einen Schlaganfall bekommen. o o o o o
11. | Ich werde verrtickt werden. o o o o o
12. | Ich werde schreien. o o o o o
13. |lch werde Unsinn reden oder stammeln. o o o o o
14. |Ilch werde vor Angst erstarren. o o o o o
15. |Andere Gedanken, die hier nicht aufgefihrt sind. o o o o o

Bitte angeben:
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7.5.3.3 Ml

Manche Menschen, die unter den oben genannten Beschwerden leiden, berichten, dal3 sie deretwegen
manche Situationen oder Orte vermeiden. Bitte geben Sie im folgenden an, in welchem Ausmal Sie die
unten aufgefihrten Situationen und Platze vermeiden. Geben Sie zum einen das Ausmal} lhrer Vermeidung
an, wenn Sie von einer Person begleitet werden, zu der Sie Vertrauen haben, und zum anderen, wenn Sie

allein sind. Benutzen Sie dabei die folgenden Zahlen:

1 = Vermeide ich niemals. 2 =Vermeide ich selten.
3 = Vermeide ich ungefahr die Halfte der Zeit. 4 = Vermeide ich meistens.
5 = Vermeide ich immer.

Schreiben Sie bitte fir jede Situation oder jeden Platz jeweils eine Zahl dafir, dass Sie begleitet werden, und
eine Zahl daflr, dass Sie allein sind. Falls eine Situation Sie nicht betrifft, lassen Sie die Zeile leer.

\
S
%)
@\0 Q)@‘)

v &

LY
QN).‘:
@

Kinos oder Theater

Supermarkte

Schul- oder Ausbildungsraume
Kaufhauser

Gaststatten

Museen

Fahrstihle

Sale oder Stadien

Parkhauser oder —garagen

10. 'Hohe Platze - wie hoch?

11. | Geschlossene Raume (z.B. Tunnel)
12. Offene Platze - aul3en (z.B. StralRen, Hofe)

i B I Ed Bl Pl e ]

13. |-innen (z.B. groRe Radume, Hallen)
Fahren mit:

14. Bussen

15. [ Zigen

16. Untergrundbahnen
17. | Flugzeugen
18. |Schiffen
19. |Autos - Uberall
20. | Autos - auf Autobahnen/Landstral3en
Situationen:
21. Schlange stehen
22. Bricken Uberqueren
23. Parties, Feste oder Zusammenkunfte
24. | Auf der Stral’e gehen
25. ZuHause allein sein
26. Weitweg von zu Hause sein
27. Menschenmengen
28. Andere
Welche?:

7.5.4 Befindlichkeitsskalierung anhand von Kategorien und
Eigenschaftswortern (BSKE)

Name: Vorname:
Geschlecht:
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Alter: Datum: Uhrzeit:

Beschreiben Sie anhand der folgenden Begriffe, wie Sie sich augenblicklich fiihlen. Entscheiden
Sie sich bei jedem Begriff, in welchem Ausmal er lhrem augenblicklichen Befinden entspricht.

Kreuzen Sie diejenige Zahl an, die fir Sie zutrifft.

1. Geflihl der inneren Erregtheit (z.B. erregt, aufgeregt)

0 1 2 3 4 5 6
gar nicht sehr schwach schwach etwas ziemlich stark sehr stark

2. Gefuhl der Energielosigkeit (z.B. energielos, lahm)

0 1 2 3 4 5 6
gar nicht sehr schwach schwach etwas ziemlich stark sehr stark

3. Gefiihl der Angstlichkeit (z.B. angstlich, angsterfillt)

0 1 2 3 4 5 6
gar nicht sehr schwach schwach etwas ziemlich stark sehr stark

4. Gefuhl der Aggressivitat (z.B. aggressiv, angrifflustig)

0 1 2 3 4 5 6
gar nicht sehr schwach schwach etwas ziemlich stark sehr stark

5. Gefihl der Aktivitat (z.B. aktiv, tatkraftig)

0 1 2 3 4 5 6
gar nicht sehr schwach schwach etwas ziemlich stark sehr stark

6. Gefuhl der Freude (z.B. freudig, frohlich)

0 1 2 3 4 5 6
gar nicht sehr schwach schwach etwas ziemlich stark sehr stark

7. Gefuhl des inneren Ruhigseins (z.B. innerlich ruhig, innerlich ausgeglichen)

0 1 2 3 4 5 6
gar nicht sehr schwach schwach etwas ziemlich stark sehr stark
8. Gefuihl der Wachheit (z.B. wachsam, aufmerksam)
0 1 2 3 4 5 6
gar nicht sehr schwach schwach etwas ziemlich stark sehr stark

9. Gefuhl der Mutlosigkeit (z.B. mutlos, pessimistisch)

0 1 2 3 4 5 6
gar nicht sehr schwach schwach etwas ziemlich stark sehr stark

10. Gefiihl der inneren Spannung (z.B. innerlich gespannt, innerlich angespannt)

0 1 2 3 4 5 6
gar nicht sehr schwach schwach etwas ziemlich stark sehr stark

11. Gefiihl des Argers (z.B. argerlich, gereizt)

0 1 2 3 4 5 6
gar nicht sehr schwach schwach etwas ziemlich stark sehr stark
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12. Geflihle der Mudigkeit (z.B. miude, schlafrig)

0 1 2 3 4
gar nicht sehr schwach schwach etwas ziemlich

13. Geflihl de gehobenen Stimmung (z.B. gut gelaunt,

heiter)
0 1 2 3 4
gar nicht sehr schwach schwach etwas ziemlich

14. Geflihl der Besorgtheit (z.B. besorgt, beunruhigt)

0 1 2 3 4
gar nicht sehr schwach schwach etwas ziemlich

15. Geflihl der inneren Entspannung (z.B. entspannt,

gelost)
0 1 2 3 4
gar nicht sehr schwach schwach  etwas ziemlich

16. Gefuhl der Traurigkeit (z.B. traurig, betribt)

0 1 2 3 4
gar nicht sehr schwach schwach etwas ziemlich
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