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Thendor Kocher-Tnstitut, Ulniversitiit Bern

Die «viskiise Metamorphose» der Blutplittchen
Von F. F. Liischer

Wenn immer die Blutplittchen ihre Rolle unter physiologischen oder
pathologischen Bedingungen spielen, so tun siec dies dank ihrer Fihig-
keit, zu dichten, irreversiblen Aggregaten zusammenzutreten. Ihre Be-
deutung bei der Blutstillung wie bei der Thrombose beruht auf dieser
bemerkenswerten Figenschaft, und die Annahme scheint berechtigt, dal3
dieselben Mechanismen auch bei der Aufrechterhaltung des normalen
Zustandes der Blutgefidlle mitbeteiligt sind. Die Bildung kleinster Plitt-
chenaggregate diirlte wohl viel eher als die frither im Rahmen der Vor-
stellung von einer «latenten Gerinnungy postulierte Fibrinabscheidung
fir dic Reparaturvorgiinge bei der Behebung spontan oder krankhalt
auftretender Endotheldefekte bedeutungsvoll sein.

Die Wichtigkeit dieser «Aktivierung» der Blutpliittchen ist daher un-
bestritten, und in den letzten Jahren sind denn auch in zunchmendem
MafBle Anstrengungen zur Klarung der beteiligten Mechanismen unter-

TR I T \t'l)ﬂll'".

1. Die Einmwirkung des Gerinnungssystems auf die Blutpliittchen

Schon seit langem ist bekannt, daf3 die Blutplittchen im Laufe der
Gerinnung des Blutes typische Veranderungen erleiden. Bei makro-
skopischer Beobachtung steht wiederum die ausgepriigte Aggregations-
tendenz im Vordergrund, die regelmiflig vor dem Einsetzen der Fibrin-
bildung festgestellt werden kann. Es ist denn auch vermutet worden,
dafl die Plittchenaggregation bedingt sei dureh frith auftretende Inter-
medidrprodukte bei der Fibrinbildung [1]. Dall dem jedoch nicht so sein
kann, ldBt sich dadurch beweisen, dafl auch gewaschene Blutplittchen,
die in einem fibrinogenfreien Puffer suspendiert sind, genau gleich rasch
aggregieren (Abh. 1).

In Tat und Wahrheit bewirkt die Zugabe des Gerinnungsfermentes
Thrombin zu den Blutplittehen in diesen sehr weitgehende Verdnde-
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Abb. 1. Die Aggregation von Blutplittchen unter dem Einflufl von Thrombin. Finer

Suspension von dreimal ausgewaschenen Thromboeyten in isotonischem, Ca**-lonen

enthaltendem Imidazolpuffer (links) wurde bei einer Temperatur von 20° Thrombin

zugesetzt, Nach ca. 30 sec sind makroskopisch bereits Aggregate wahrnehmbar (Mitte),
und nach einigen Minuten sind alle Plittchen ausgeflockt (rechts).

rungen nicht nur in morphologischer, sondern auch in biochemischer
Hinsicht, Die Gesamtheit dieser unter Thrombineinflufl bei Anwesenheit
von Calciumionen auftretenden Verdinderungen wird heute als die «vis-
kise Metamorphosen (VM) der Blutplattchen bezeichnet. Es sei dabei
daran erinnert, daBl dieser Begriff schon im Jahre 1885 von Eberth
und Schimmelbusch |3]| gepriigt worden ist, wobei allerdings vorwiegend
die Beschreibung morphologischer Phinomene im Vordergrund stand.
Die heute bekannten Kriterien fiir die VM sind nachstehend kurz zu-
sammengefalit:

a) Morphologische Verdnderungen: Rasch einsetzende Quellung der
Plittchen, gepaart mit fortschreitender Aggregatbildung. Verschwinden
der stark osmiophilen a-Granula [3], denen von einigen Autoren Lyso-
somennatur zugeschrieben wird [4]. Im Endzustand der VM finden sich
die Plittchen inkorporiert in ein dicht gepacktes Zellmosaik, in dem vor
allem die urspriinglich reichlich vorhandenen osmiophilen Organellen
einschlieSlich Mitochondrien fehlen (Abb. 2).

b) Biochemische Verdnderungen: Thrombinzugabe bewirkt bei den
Blutplittchen eine betrichtliche, aber kurzfristige Steigerung ihrer gly-
kolytischen Aktivitiit: der Endzustand der VM ist charakterisiert durch
das villige Aufhiren des Energiestoffwechsels der Zelle [5]. Thrombo-
sthenin, das kontraktile Protein der Plittchen [6] wird aktiviert und
ist verantwortlich zu machen fiir die spontane Kontraktion der zuerst

=
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Abb. 2. Elektronenmikroskopisches Bild des Endzustandes der viskisen Metamorphose,
die in vitro durch Thrombin eingeleitet wurde (s. dazu Parmeggiani [3]).

lockeren Plidttchenaggregate. Lysosomale Fermente beginnen sich zu
manifestieren.

¢) Freisetzungsreaktionen : Die Blutplittchen sind schon seit langem als
Speicherorgane fiir eine Reihe von pharmakologisch aktiven Aminen be-
kannt, die bei der VM freigesetzt werden. Nicht minder wichtig ist das
Verfiigharwerden von Gerinnungsfaktoren, so insbesondere des Plitt-
chenfaktors 3, der fiir die Thrombinbildung iiber das sogenannte «in-
trinsic system» der Blutgerinnung unerlif3lich ist [8]. SchlieBlich werden
auch Nukleotide der Adenosinreihe im Laufe der VM von den Plittchen
abgegeben [8]. Von besonderer Wichtigkeit ist dabei die Freisetzung
des Adenosindiphosphates (ADP), das bereits in Mikrogramm-Mengen
in Plasma suspendierte Plittchen zu aggregieren vermag [9].

Diese Freisetzungsreaktionen lassen zusammen mit dem morphologi-
schen Kriterium der Quellung den Schlull zu, daBi die VM der Pliattchen
mit einer tiefgreifenden Erhshung der Membrandurchlissigkeit der Zelle
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verbunden ist. Der zeitliche Ablauf der Ereignisse bei der VM gestattet
sogar den SchluBl, dall viele der geschilderten Manifestationen Folge-
reaktionen dieser priméren Membranstérung sind.

2. Der Mechanismus der Thrambinwirku.ng

Thrombin, das Endprodukt des Aktivierungssystems der Blutgerin-
nung, ist, wic schon erwihnt, imstande, die VM gewaschener und in einer
Pufferlésung suspendierter Plittchen auszuldsen, sofern Cat+-Ionen an-
wesend sind. Es stellt sich die Frage, wie das Ferment Thrombin diese
Zellverinderung auszuldsen vermag.

Thrombin ist bekanntlich ein hochspezifisches Ferment, das neben
Fibrinogen nur wenige Substrate besitzt. Am ecinfachsten liefle sich der
Thrombineffekt auf die Blutplittchen wohl mit der Annahme erkliren,
dafl das Fibrinogen einen integrierenden Bestandteil der Oberflichen-
struktur des Plidttchens darstellt und daB z. B. durch die thrombin-
bewirkte Fibrinbildung eine Membranstrukturstérung gepaart mit Per-
meabilititszunahme und damit die VM ausgelést werden. Fibrinogen ist
tatsichlich als Komponente der «atmosphére plasmatique» der Plitt-
chen schon frithzeitig von Roskam erkannt worden [10]. Neuere Unter-
suchungen haben die Anwesenheit des Fibrinogens auf den Blutplitt-
chen bestétigt; zudem kann kein Zweifel dariiber bestehen, da3 Fibrino-
gen auch ein Inhaltsstoff der Thrombocyten ist [11]. Fiir eine solche
Hypothese der Thrombinwirkung kénnen jedoch noch weitere Argu-
mente beigebracht werden: So geht z. B. die totale Afibrinogenimie mit
einer Verlingerung der Blutungszeit einher [12], und vor allem ist es
bemerkenswert, daf3 Fermente wie Reptilase [13] eder Papain, die beide
Fibrinogen zu gerinnen vermigen, ebenfalls die VM der Blutplittchen
auslisen.

Tabelle 1

Wirkung zweier Schlangengifte und von Thrombin auf menschliche Blutplittchen
{Davey und Liischer [14]).

Zugesetztes Agens Gerinnungs-  Nucleotid- Pliattchen-
zeit in sec freisetzung aggregation
(Fibrinogen)  aus Plattchen
in %
Gift von Ancistrodon rhodostoma 15-30 29 —
Gift von Trimeresurus purpureo-
maculata ooosrsrniaiiaai i 60 63 Rl ale
EITTESE 00 o 10 60-70 +++4
Puller guvvamrersipmpresiagngs - 21-30 ==
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Abb. 3. IYie Wirkung von Thrombin und ven aggregiertem -Globulin sowie von Phos-
pholipase auf chymotrypsinisicrte Blutplittchen, Phospholipase A zeigt unter gleichen
Bedingungen anf unbehandelte Plittchen nur einen sehr geringen Fffeka.

Neuere Untersuchungen bestitigen leider diese einleuchtende Hypo-
these nicht. Davey und Liischer [14] haben kiirzlich iiber vergleichende
Untersuchungen berichtet, deren Gegenstand die Wirkung von verschie-
denen Schlangengiften auf das Fibrinogen und die Blutplittchen war.
In Tabelle 1 sind zwei Fermente herausgegriffen, deren Verhalten jede
Parallelitiit zwischen den Effekten auf die Blutplittchen und auf das
Fibrinogen vermissen lifit. Werden gewaschene Blutplittchen mit
a-Chymotrypsin kurzfristig inkubiert, so gelingt damit die Eliminicrung
ciner oberflichlichen Schicht aus adsorbicrten und vielleicht auch mem-
braneigenen Proteinen, wie dies an Hand der erhthten Phospholipase-
empfindlichkeit solcher Zellen demonstricrt werden kann {Abb. 3). Selche
Plittchen, die kaum mehr adsorbiertes Fibrinogen enthalten diirften,
zeigen jedoch bei Thrombinzugabe eine véllig normale VM.

Aus diesen Versuchen muf} der SchluB gezogen werden, dall Thrombin
auf den Blutplittchen ein anderes Substrat als Fibrinogen angreift, wenn
immer es deren VM auslost. Uber die Natur dieses Substrates sind heute
nur Vermutungen moglich. Immerhin sei darauf hingewiesen, dal Sal-
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mon |15] und neuerdings Nachman ]16] mit immunologischen Methoden
den Nachweis erbracht haben, dall die Thrombinbehandlung von Plitt-
chen zur Verinderung von zwei Antigenkomponenten fiithrt. Die eine ist
Fibrinogen, die andere konnte vielleicht das gesuchte Substrat darstellen.
Weitere Arbeiten werden zeigen miissen, ob es sich um eine bereits be-
kannte Substanz oder um cin bisher nicht charakterisiertes Material
handelt.

3. Die Wirkung von Immunkomplexen auf die Blutplitichen

Die Frage nach dem fiir die Auslésung der VM verantwortlichen, auf
den Plittchen lokalisicrten Substrat erfihrt dadurch eine weitere Kom-
plikation, dafl auch Immunkomplexe eine dem Thrombin éihnliche Wir-
kung auszuiiben vermégen |18]. Eine serologische Verwandtschaft der
beteiligten Antigene mit Plittchenkomponenten ist dabei nicht erfor-
derlich; tatsichlich gelingt die Auslésung der VM bei gewaschenen Plitt-
chen durch bloBe Zugabe hitzeaggregierter y-Globuline ohne die Ein-
filhrung irgendeines Antigens. Ishizaka u. Mitarb. [18] haben zeigen
kiinnen, daB sich solche Komplexe durch die Fiahigkeit, das Komplement-
system zu aktivieren, auszeichnen. Andrerseits haben Barandun u. Mit-
arb. ]19] beschrieben, dal3 durch Behandlung bei pH 4 die komplement-
fixierenden Eigenschaften von y-Globulin-Préiparaten climiniert werden
kénnen. Beitex-Galland und Liischer [30] fanden, dal} auch die Fihigkeit
aggregierter y-Globuline zur Auslésung der VM der Blutpliittchen durch
deren Vorbehandlung bei pH 4 verloren geht. Der Schlull war daher
naheliegend, daf} die Plittchenverinderungen durch die Vermittlung des
Komplementsystems bewirkt wiirden. Ahnliche Auffassungen sind von
andern Autoren im Zusammenhang mit der Freisetzung pharmakelo-
gisch aktiver Amine aus den Plittchen vertreten worden [siche z. B. 21].
Verschiedene Griinde lassen jedoch fiir das aus menschlichem Ausgangs-
material zusammengesetzte System diese Annahme als wenig wahrschein-
lich erscheinen. Zunachst wirken hitzeaggregierte y-Globuline auch auf
cewaschene, in Ca*t-Ionen-haltigem Puffer suspendierte Plittchen cin,
Des weiteren bewirkt die Vorinkubation mit Chymotrypsin keine Ver-
inderung der Reaktivitit der Blutplittchen gegeniiber Immunkom-
plexen (s. Abb. 3}). Das Komplementsystem ist ein sehr kompliziert auf-
gebautes Mehrkomponentensystem, und es scheint hochst unwahrschein-
lich, daB unter diesen Bedingungen nach wie vor alle Komponenten auf
den gewaschenen Pliittchen unveridndert anwesend sind.

Deoczy und Liischer [22] haben letzthin gefunden, daB sulfhydryl-
gruppenblockierende Agentien, wie z. B. Monojodacetat oder N-Athyl-
maleinimid, dic VM-auslésenden Eigenschaften aggregierter y-Globuline
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zu unterdriicken vermiégen und zwar in Konzentrationen, die z. B. auf
die Wirkung des Thrombins noch chne jeden Effekt sind. Sulfhydryl-
verhindungen scheinen daher fiir die Reaktivitét der Plittchen gegen-
iiber Immunkomplexen essentiell zu sein.

4. Andere Wege zur Auslisung der viskésen Metamorphose

Glynn u. Mitarb. [23] haben kiirzlich iiber die Auslésung von Pliitt-
chenverinderungen, die der VM weitgehend entsprechen, durch Latex-
partikel berichtet, und dhnliche Reaktionen werden nach Zusatz von
Kohlepartikeln beobachtet [22]. In beiden Fillen ist die Anwesenheit
eines Plasmafaktors erforderlich: Es stellt sich die Frage, ob hier nicht
wiederum, diesmal auf unspezifische Weise, ein geeignetes Plasma-
proteinmolekiill durch den Adsorptionsprozell an cinen Festkérper so
verindert wird, daf} wiederum eine plittchenaktivierende Konfiguration
resultiert. Auch dieser Effekt wird durch SH-Blocker zum Verschwinden
gebracht [22].

Einen Sonderfall scheint einzig die biologisch sehr wichtige Auslésung
von Pliattchenverinderungen durch Kollagen [24] darzustellen, die ohne
Plasmacofaktoren abzulaufen scheint und deren Hintergriinde noch
héchst unklar sind.

5. Schlufbetrachtung

Die viskdse Metamorphose der Blutplidttchen bietet verschiedene in-
teressante Aspekte. Nicht nur stellt sie dic Voraussetzung fiir das Funk-
tionieren der Blutplittchen unter physiologischen und pathologischen
Bedingungen dar, sondern dariiber hinaus stellt die Art ihrer Ingang-
setzung ein interessantes Modellsystem fiir die Reaktion einer Zelle
gegeniiber externen Faktoren dar. Zweifellos 1st die Reaktion der Plitt-
chen, entsprechend deren besonderer Funktion, sehr speziell. Angesichts
der Effekte von Immunkomplexen und von Partikeln driingt sich jedoch
der Vergleich vor allem mit dem Verhalten phagocytierender Zellen auf
[23]. Es scheint, daB letzten Endes auch bei der Erkldrung des auslésen-
den Faktors der VM die genaue Umschreibung des zwar gebriuchlichen,
aber diffusen Begriffes der Opsonisierung im Vordergrund des Inter-
csses stchen wird,

Vollig offen ist immer noch die Frage nach dem plattcheneigenen Sub-
strat, auf das diese Vielfalt dullerer Faktoren einzuwirken vermag. Von
ganz besonderem Interesse wird es sein, zu erfahren, ob z. B. der so
dhnlichen Wirkung des Thrombins und der Immunkomplexe dasselbe
Membransubstrat zugrunde liegt, oder ob villig verschiedene Wege, die
zum gleichen Endziel fithren, beschritten werden,
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Zusammenfassung

Unter der viskosen Metamorphose (VM) der Blutplittchen wird die
Gesamtheit der Verinderungen verstanden, welche diese Zellen unter
dem Einflul des Gerinnungsfermentes Thrombin bei Anwesenheit von
Calciumionen erleiden. Die wichtigsten Manifestationen der YM, die so-
wohl die Morphologie, die biochemischen Eigenschaften sowie Frei-
setzungsreaktionen als Folge einer primiren Membranpermeabilitits-
stirung umfassen, werden diskutiert. Im Lichte der heutigen Kenntnisse
scheint es wenig wahrscheinlich, dall Thrombin iiber eine Fibrinogen-
Fibrin-Umwandlung auf die Pliittchen einwirkt, vielmehr mufl mit einem
zweiten, vorliufig nicht niiher charakterisierten Substrat gerechnet wer-
den. Immunkomplexe und aggregierte y-Globuline lisen bei mensch-
lichen Plittchen ebenfalls der VM entsprechende Reaktionen aus. Eine
Mitbeteiligung des Komplementsystems ist nicht wahrscheinlich, doch
scheint die Anwesenheit von SH-Gruppen im Reaktionsgemisch essentiell
zu sein. Die Implikationen dieser Befunde werden diskutiert und in Be-
zichung zu anderen Manifestationen des sogenannten Opsonisierungs-
phinomens gehracht.

Résumé

La métamorphose visqueuse (MV) des plaquettes sanguines est définie
comme étant I'ensemble des transformations subies par ces cellules sous
I'influence de la thrombine, ferment de la coagulation, en présence de
ions calcium. Les manifestations les plus importantes de la MV sont
discutées; elles comprennent des transformations morphologiques et bio-
chimiques, ainsi que des réactions de libération succédant a une altéra-
tion primaire de la perméabilité de la membrane cellulaire. A la lumigre
des connaissances actuelles, il semble peu probable que I'induction de la
MY des plaquettes par la thrombine soit un effet de son action sur la
molécule de fibrinogéne:; la présence d’un autre substrat, non encore
caractérisé et se trouvant dans la membrane plaquettaire, doit étre
postulée. Des complexes immunologiques ainsi que des y-globulines agre-
gées sont également capables d’agir sur les plaguettes humaines, en dé-
clanchant des réactions semblables a la MV. Selon toute probabilité, le
systéme du complément ne participe pas a la réaction, qui semble cepen-
dant dépendre de la présence, dans les systémes étudiés, de groupes SH.
Ces constatations et leurs implications sont discutées briévement dans
leur relation avee d’autres manifestations du phénoméne de I'opsoni-
sation,

ol7



Riassunto

La metamorfosi viscosa (MV) dei trombociti viene definita come I'as-
sieme delle trasformazioni subite da queste cellule sotto ’azione della
trombina quale fermento di coagulazione, in presenza di ioni di calcio.
Si discutono in seguito le manifestazioni pin importanti della MV che
comprendono la morfologia, le proprieta biochimiche come pure le rea-
zioni di liberazione che seguono un’alterazione primaria della permea-
bilita della membrana cellulare. Alla luce delle conoscenze attuali sembra
poco probabile che la trombina agisea sui tromboeiti per mezzo di una
trasformazione del fibrinogeno in fibrina; bisogna piuttoste tener conto
di un altro sostrato, che per ora non & ancora definito esattamente. |
complessi immunolegici, come pure le y-globuline aggregate, sono in
grado di agire sui trombociti umani causando reazioni simili alla MV.
Molto probabilmente il sistema del complemento non partecipa alla
reazione; d’altra parte sembra che la presenza di gruppi —SH sia essen-
ziale. Le implicazioni di questi fatti vengono discusse ¢ messe in rela-
zione con altre manifestazioni del cosidetto fenomeno di opsonizzazione,

Summary

The viscous metamorphosis (VM) of the blood platelets has been
defined as the total of the changes undergone by the platelets under
the influence of the enzyme thrombin and in the presence of Catt ions.
The most important manifestations of VM, which include morphological
and biochemical changes as well as release reactions, are discussed. They
result from a primary alteration of the permeability of the platelet
membrane. It seems improbable that thrombin induces VM by virtue
of its effect on the fibrinogen molecule, and the presence in the platelet
membrane of another, not yet characterized substrate must be postulated.
Immune complexes and aggregated y-globulin are equally capable of
inducing in human platelets changes similar to VM. A participation of
the complement system seems unlikely in this reaction, which on the
other hand seems to depend upon the presence of SH groups. The
implications of these findings in relation to other manifestations of the
phenomenon of opsonisation are briefly discussed.
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Diskussion:

F. Koller (Basel): Heparin wirkt im allgemeinen hemmend aul die Plittchenaggre-
gation. Fs ist aber bekannt, dall bei der Reinigung des Heparins immer wieder Prapa-
ratc erhalten werden, die cinen gegenteiligen Effekt aufweisen und die dann eliminiert
werden miissen, Worauf beruht diese aggregationsfordernde Wirkung?
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H. Fischer (Freiburg i. Br.): Ist die viskdse Metamorphose ein Yorgang, der lediglich
durch Thrombinaktivierung verursacht wird, oder stellt sic sich bei der Alterung des
Thromboeyten zu irgendeinem Zeitpunkt spontan ein? Kann man sie durch die Be-
einflussung von Membranenzymen, etwa durch den von uns verwendeten Hemmstoff
PMB hervorrufen?

1. Schubothe (Freiburg i. Br.): In einem kiirzlich beobachteten Fall von chiunin-
allergischer Thromboeytopenie, bei dem sich nach vollstiindiger klinischer und himato-
logischer Remission an Priiparationen von Patiententhrombocyten im patienteneigenen
Plasma nach Zusatz des Arzneimittels eine Plittchenagglutination eindrucksvoll repro-
duzicren lief}, fiel mir phasenkontrastmikroskopisch trotz der massiven Agglutination
nur cine uncrhebliche viskése Metamorphose der Thrombocyten auf.

E. F. Liischer (Antwort): an Prof. Koller: Unsere eigenen Arbeiten beziehen sich aus-
schlieBlich auf die Substanz «Liquoid». Es ist aber bekannt, daf3 z. B. Dextransulfat
gleich wirkt. Gemeinsames Merkmal der schiidigenden Polyschwefelsiiureverbindungen
scheint deren fibrinfillende Wirkung zu sein. Es sei aber besonders betont, dal andere
Heparinoide, wie Heparin selbst, keinen solchen Effekt zeigen.

An Prof. Fischer: Die Frage der spontan ablaufenden viskisen Metamorphose ist in
neuerer Zeit ofters im Zusammenhang mit den die Uberlebenszeit der Plittchen be-
stimmenden Faktoren diskutiert worden. Mustard findet z. B. cine verlingerte Halb-
wertzeit der Plittchen unter Antikoagulantienbehandlung. Dieser Befund, der aller-
dings nicht unwidersprochen geblieben ist, wiirde wohl so zu interpretieren sein, dald
durch Thrombin ausgeliste Plattchenveranderungen stindig ablaufen - vielleicht im
Rahmen einer Reparaturfunktion am Gefillendothel —und so einen die Verweildauer der
Pliittchen mitbestimmenden Faktor darstellen,

An Prof. Schubothe: Die viskise Metamorphose der Plittchen kann in generalisierter
Form auch in vivo ausgelist werden, unter anderm im Gefolge allergischer Reaktionen,
Die Pliittchen verschwinden dann aus dem Kreislaof, kinnen jedoch spiiter im strimen-
den Blute wieder anftanchen, Solche rezirknlicrenden Plittchen erweisen sich oft als
geschiidigt; sie enthalten z. B. hiufig weniger Granula als normale. Vielleicht erkliirt
sich Thre Beobachtung durch das Vorliegen solcher Plattchen mit verminderter Funk-
tionstiichtigkeit imn Kreislauf Threr Patientin nach durchgemachter allergischer Throm-
bocytopenie.
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