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(57) Die Erfindung betrifft ein Reagens zur optischen Bestimmung des Blutgerinnungsverhaltens
des sogenannten exogenen Gerinnungssystems (Quick-Test). Ziel der Erfindung ist die
Bereitstellung eines Reagens, welches sadmtliche fir die Durchflihrung des Tests erforderlichen
Substanzen vorgemischt enthalt, lagerfahig ist und richtige Ergebnisse liefert. Erfindungsgemaf
enthalt das neue Reagens ein synthetisches Thrombinsubstrat-Puffer und ein nicht proteolytisch
wirksames Thromboplastin. Ein nicht proteolytisch wirksames Thromboplastin ist durch Herstellen
eines Acetontrockenpulvers aus Hirn, Inkubation einer neutralen wélrigen Losung des
“Acetontrockenpulvers bei 25 bis 40°C, Gewinnung der unlgslichen Fraktion, Behandlung einer
Suspension dieser Fraktion in verdiinnter Salzlésung mit einem oberfladchenaktiven Mittel in
Gegenwart von Formiat und Trocknung der abgetrennten ldslichen Fraktion erhéltlich.
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Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Reagens zur optischen Bestim~
mung des Blutgerinnungsverhaltens des sogenannten exoge-
nen Gerinnungssystems (Quick Test).

Gerinnungsphysiologische Untersuchungen finden in Kranken-
h&usern, Arztpraxen und Laboratorien in breitem Umfang
Anwendung u., a. zur prdoperativen Untersuchung, zur Er-
kennung eines Blutungs~ oder Thrombose-Rigikos, zur Uber-
wachung der Antikoagulantien-Therapie bei thrombosege=-
fihrdeten Patienten und bei der Verlaufskontrolle zahle-
reicher Erkrankungen z., B. schwere Infektionen, Leber~
funktionsschidden und maligne Erkrankungen.

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

Die am hd3ufigsten durchgefiihrten Gerimmungstests sind
Globaltests, bei denen gleichzeitig die FPunktion mehrerer
der am Gerinnungsvorgang beteiligten Komponenten bestimmt
wird, Als wichiigste Global-Test gelten der sog. Pro=-
thrombin~Zeittest (Quick-Test, A, J. Quick, Am. J. Physiol.
118, 260 (1937) und der sog. aktivierte partielle Thrombo-
plastin-Zeittest (PTT)., Im folgenden wird unter "Quick-
Test" die Begtimmung des Blutgerinnungsverhaltens des
exogenen Gerinnungssystems verstanden. Dieses System wird
durch die Freisetzung von Thromboplastin aus beschidigtem
Gewebe initiiert. Der Quick-Test gibt Auskunft iiber den
Funktionszustand der dem sog. exogenen Gerinnungssysiem
zuzurechnenden Komponenten, der PTT-Test 188t den Funk-
tionszustand der am endogenen Gerinnungssystem beteilig~
ten Komponenten erkennen, welches durch Kontaktaktivie=
rung von Faktor XIT ausgeldst wird. Beil patholbgischem
Ausfall der Tests kann der Defekt zunichst keiner be-
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stimmten Komponente zugeordnet werden. Dies mu8 durch eine
anschlieBende Bestimmung von einzelnen Gerinnungsfaktoren

erfolgen, wofiir ebenfalls geeignete Testsysteme bekannt
sind.
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Bei der Durchfiihrung gerinnungsphysiclogischer Tests ist
die tibliche MeBgr6Be zumeist die Gerinnungszeit. Es wird
dabei die Zeit registriert, die nach Zugabe des Reagens
zur Untersuchungsflliissigkeit bis zur Bildung eines Ge-
rinnsels vercgeht. Unabhdngig von der Art der zu bestimmen-
den CGerinnungsfaktoren sind die bekannten Tests so ange-
legt, daB letztlich die Cberfilhrung von Fibrinogen in
Fibrin durch das Enzym Thrombin ausgeldst wird. Die Um-
wandlung von Fibrinogen [16slich) in Fibrin (unl&slich)
dient daher als Indikatorreaktion, auBer wenn Fibrinogen
selbst bestimmt werden soll.

Fiir die Messung des Gerinnungseintritts sind zahlreiche
Methoden bekannt. Am hdufigsten wird in den Gerinnungs-
ansatz periodisch ein Platinh#@kchen eingeflihrt, welches
bei der Bildung eines Gerinnsels einen Fibrinfaden aus

der LOsung herauszieht. Dieser Zeitpunkt wird dann als Ge-
rinnungsendpunkt registriert, Der Registrierungsvorgang
kann manuell mittels Stoppuhr oder elektrisch durch Aus-
16sung eines Kontakts, wenn das Platinh&kchen als Elektrode
ausgelegt ist, erfolgen. Eine Automation im Sinne Ublicher
klinisch-chemischer Analysen ist nach diesem System nicht
mdglich, da kein kontinuierlicher Durchsatz von Proben
méglich ist, die Gerinnsel nicht automatisch ausgespilt

- werden konnen und die H&kchen zwischen den Analysen nicht

ausreichend gereinigt werden konnen.

Eine andere M&glichkeit zur Registrierung von Gerinnungs-.
zeiten stellt die bei der Gerinnselbildung auftretende

Trilbbung dar, die durch die Bildung des unldslichen Fibrins
hervofgerufen wird, Es sind optisch registrierende Koagulometer
. bekannt, die nach diesem Prinzip arbeiten. In der Praxis

sind diesem Prinzip aber Grenzen gesetzt, da viele Plasmen

eine hohe Eigentrilbung aufweisen, die verwendeten Reagentien

z. T. selbst triibe sind und bei pathologischem Unter -
suchungsraterial die Gerinnung so langsam erfolgen kann,

daB kein eindeutiges Signal entsteht.
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Die einfachste Mdglichkeit, Tfﬁbungsprobleme zu vermeiden,
wdre, bei hdherer Verdlnnung zu arbeiten. Dies ist jedoch
bei dem bekannten Verfahren nicht ohne weiteres mdglich,

Ga gleichzeitig mit der Verdinnung auch die Reaktionszeit
der Gerinnungstests stark verldngert wird und der mdgliche
Vorteil der Rutomation durch verldncerte Reaktionszeiten
wieder aufgehoben wird. Von einer bestimmten Verdlinnung an
reicht auch das in der Probe enthaltene Fibrinogen nicht
mehr flir die Indikatorreaktion, welche in der Umwandlung
von Fibrinogen in Fibrin besteht, aus. 1 : 1o verdiinntes
Plasma hat z. B. gegeniliber unverdinntem Plasma im Quick-
Test eine ca. 3-5-fach verlidngerte Gerinnungszeit. Das Aus- .
maf der Verldngerung von Gerinnungszeiten durch Verdﬁnnung
‘wurde quantitativ u., a. von Biggs, Proceedings of the

Royal Society (GB) 173, 421 - 441 (1969) und Girolami, Blut
28, 351-360 (1974) beschrieben.

Besonders stark verlidngerte Reaktionszeiten werden erhalten,
wenn {iber die Probenverdiinnung hinaus noch zusdtzlich die
Reagentien verdlinnt werden (s. Biggs). Eine Reagentien-Ver-
diinnung ist jedoch ebenfalls als Vorbedingung fiir eine ven
Tribungsproblemen freie optische Messung wvon Gerinnuhgsvorgéngen
anzusehen., Die in der Gerinnungsdiagnostik eingesetzten
Reagentien besitzen n&mlich eine mit ihrer Funktion unmittel-
bar verbundene Eigentrilbung. Die flir die Durchfiihrung des
Quick-Tests verwendeten Gewebsthromboplastine sind milchig

triibe Suspensionen aus S3dugetiergewebe, z. B. Kaninchenhirn.

Es wurden schon Methoden und Reagentien beschrieben, dié fir
die Durchfiihrung globaler Gerinnungstests in verdiinntem
Medium geeignet sind. Sie beruhen auf der Verwendung
synthetischer chromogener Peptidsubstrate zur Durchfiihrung
der Indikatorreaktion, da wie erwidhnt, bei Vorverdiinnung

der Fibrinogengehalt der Probe nicht mehr ausreicht. Die

synthetischen chromogenen Substrate treten dabei an die
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Stelle des natiirlichen Substrats, Fibrinogen, Das optische

Signal entsteht bei der Spaltung des Substrats durch

Thrombin, welches ein optisch bestimmbares FPragment frei-

setzt., (Vergl., Paulsen et al.,, Clinica Chimica Acta 92,

465 - 468 (1979), Yamada et al., Thrombosis Research 15,
351 - 358 (1979) und ZP-0S Nr. O 014 039)

BEin Nachteil des Verfahrens unter Verwendung eines synthe-~
tischen Substrats und von Thromboplastin fiir den opti-
gchen Quick~Test bestehtvdarin,.daﬁ eg nicht moglich ist,
ein vorgemischtes 71~Komponenten-Reagens zu beschaffen,
welches sdmtliche, fiir die Durchfilhrung des Tests erfor-
derlichen Substanzen enthdlt, Thromboplastin weist nimlich
eine proteclytische Wirksamkeit auf, welche zu einer Spal-
tung des Substrats fllhrt und demit die Substratspaltung
durch das gebildete Thrombin verfilscht, AuBerdem wirde
ein derartiges Reagens auch nicht lagerfihig sein.

Ziel der Drfindung

Zzlel der Erfindung ist die Bereitstellung eines Reagens
zur opltischen Bestimmung des Blutgerinnungsverhaltens,
welches sdmtlichefiir die Durchfiihrung des Tests erforder-
lichen Substanzen vorgemischt enthdlt, iagerféhig igt

und richtige Ergebnisse liefert.

Darlegung des Wesens der Erfindune

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, geeignete Be-
standteile fiir eine Zusammensetzung mit den gewlinschten
Eigenschaften aufzufinden, die alsg Reagens zur optischen
Begtimmung des Blutgerinnungsverhalténs dienen.

Erfindungsgemil gelingt dies durch ein Reagens zur opti-
schen Bestimmung des Blutgerinnungsverhaltens (Quick-
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Test), enthaltend Thromboplastin, ein synthetisches Throm~
binsubgtrat und Puffer, welches durch einen Gehalt an
nicht proteolytisch wirksamem Thromboplastin gekennzeich~
net igth, '

Ein flr das erfindungsgemife Reagens geelgnetes Thrombo=-
plastin 188t sich erhalten, indem man aus einem geeigneten
Gewebe, vorzugsweise Hirn, ein Acetontrockenpulver her-

- stellt, sine neutrale wéﬁrigé Losung des Acetontrocken-
palvers bei 25 bis 40 °¢ inkubier$, die dabei gebildete
wnlOsliche Praktion isoliert, in verdiinnter Salzlfsung
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suspendiert und mit einem oberfl&chenaktiven Mittel in
Gegenwart von Formiad behandelt und schlieBlich die von

unldslichen Bestandteilen befreite Ldsung trocknet.

Jede Herstellung eines Acetontrockenpulvers aus dem
Gewebsmaterial kann nach flir die Acetontrockenpulver-
herstellung bekannten Methoden erfolgen. Ein geeignétes
Verfahren ist beispielsweise R. Biggs, "Human Blood
Coagulation, Haemostasis and Thrombosis", Blackwell
Scientific Puplication Oxford 1976, Seite 663 beschrie-
ben. |

Das Acetontrockenpulver wird in einer neutralen wdssri-
gen LOsung suspendiert und unter Rihren bei der angege-
benen Temperatur inkubiert. Bevorzugt wird eine Tempe-
ratur zwischen 35 und 40 °C. Unter diesen Bedingungen
dauert die Inkubation etwa eine halbe Stunde. Der
pH-Wert kann dabei zwischen 6,0 und 8,0, vorzugsweise
6,7 bis 7,3 liegen. ZweckmidBig wird er durch einen ge-
eigneten Puffer konstant gehalten. Die unldsliche Frak-
tion 1l&Bt sich durch Zentrifugieren, beispielsweise bei
2.500 g abtrennen. Der.bei der Zentrifugation erhaltene
Niederschlag wird erneut in einer verdinnten Salzl8sung
suspendiert und vorzugsweise mit einem oberfldchenakti-
ven Mittel der Cholsduregruppe in Gegenwart von Formiat
behandelt. Flr die Salzldsung wird Kochsalz bevorzugt.
Geeignete Konzentrationen liegen zwischen 0,2 und 2,
vorzugsweise 0,5 bis 1 %. Die Konzentration an ober-
flichenaktiven Mitteln iiegt vorzugsweise zwischen 0,01
und 0,2 %, insbesondere wenn die bevorzugten Cholate
verwendet werden. Es kdnnen jedoch auch andere

oberfldchenaktive Mittel verwendet werden.

Als Formiat kommen die Alkali und Erdalkaliformiate in
erster Linie in Betracht. Besonders bevorzugt wird
Calciumformiat. Die Konzentration liegt vorzugsweise

zwischen
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0,005 und 0,05 mol/l. Die Behandlung wird bevorzugt
ebenfalls im Temperaturbereich zwischen 25 und 40 °C
durchgefliihrt, die Zeitdauer entspricht der der Inkuba-
tion des Trockenpulvers. SchlieBlich wird abzentrifu-
glert, beispielsweise bei 2.500 x g, und die erhaltene
Suspension eines nicht mehr proteolytisch wirksamen
Thromboplastins, ggf. nach vorherigem Zusatz der ,
anderen Bestandteile des erfindungsgemiBen Reagens, ge-
friergetrocknet. Das Reagens kann jedoch auch aus

den festen trockenen Substanzen in den gewlinschten Men-

genverhdltnissen zusammengemischt werden.

Als synthetisches Thrombinsubstrat kann prinzipiell
jedes der bekannten synthetischen Thrombinsubstrate
verwendet werden. Zahlreiche derartige Thrombinsubstra-
te sind handelsiiblich. Bevorzugt wird das Substrat
Tos-Gly-Pro-Arg-pNA sowie das unter der Bezeichnung
S~-2238 vertriebene H-D~Phe-Pip-Arg-pNA. Diese Substrate
liefern bei der enzymatischen Spaltung gefdrbte Spalt-
produkte, die sich leicht optisch quantitativ bestimmen

lassen.

Das erfindungsgemdBe Reagens enthilt Thromboplastin in
eiper Konzentration von 3 bis 20 Vol-%, vorzugsweise
6 bis 10 Vol~-%, mit einer Aktivitdt wie in Beispiel 1
beschrieben. Synthetisches Thrombinsubstrat in einer

Menge von 2 x 10—5 bis 20 x 10-5

mol/1l sowie Puffer

PH 7,2 bis 8,5. Die Pufferkonzentration liegt vorzugs-
weise zwischen 0,05 und 0,25 mol/l. Im Prinzip ist
jeder im angegebenen pPH-Bereich wirksame Puffer geeig-
net, besonders bevorzugt wird jedoch Trispuffer. Die
besten Ergebnisse werden mit 0,1 mol/l Puffer pH 8,1
erhalten. Die besonders bevorzugte Substratkonzentra-

tion liegt um 5 x 10—5 mol/1.

Vorzugsweise enthdlt das erfindungsgemédBe Reagenz
auBerdem Ca-Salz in einer Konzentration von 2 bis 10
mmol/l, wie die obigen Angaben, jeweils bezogen auf

fertige Reagensldsung.
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Als Ca-Salz eignet sich jedes leicht wasserldsliche Ca-
Salz, beispielsweise ein Halogenid, Acetat oder dergleichen.

Bevorzugt wird Calciumchlorid.

Vorzugsweise enthdlt das Reagens auBerdem noch 0,5 bis

3 Gew.~-% Harnstoff, Besonders bevorzugt sind 1,4 .bis 1,6 $%.

Ein erfindungsgemédBes Reagens in der obigen Zusammensetzung
stellt zwar in Form der gebrauchsfertigen LOsung ein ver-
dinntes System dar, die Reaktionsdauer gegeniiber den be-
kannten Tests im unverdlinnten System ist jedoch nur unwesent-
lich verldngert. Die Bestimmung dauert bei Normalplasma etwa
30 sec., bei Plasmen von Persocnen, die unter Thrombose-
Prophylaxe mittels oralef Antikocagulantien stehen, etwa 60
bisg 120 sec. Bel den bekannten unverdiinnten Quick-Tests mit
den oben geschilderten Nachteilen liegen die entsprechenden
Zeiten fiir Normalplasma bei ca. 15 sec., bei den genannten
pathologischen Plasmen um 30 bis 60 sec. Dem gegeniiber bendti-
gen die bekannten, hinsichtlich der Verdlinnung mit dem er-
findungsgemifen Reagens vergleichbaren Tests etwa die flnf-

fache Reaktionszeit.

Das erfindungsgemédfe Reagens wird zweckmdBfig so angewendet,
daB die Zeit bis zur Erreichung einer bestimmten Absorption
bei gegebener Wellenldnge gemessen wird. Es ist jedoch auch
eine kinetische Auswertung méglich, wobei dann zweckmdBig
eine Eichkurve der Auswertung zugrunde gelegt wird. Die
gegeniiber bekannten optischen Quick-Tests auf der Basis
synthetischer Substrate wesentlich verringerte Bestimmungs-
dauver wird auf eine synergistische Wirksamkeit der aufBer-
halb der physiologischen Bereiche liegenden Ionenstdrke und

pH-Werte und der unter der K

h liegenden Substratkonzentration

zurlckgefihrt.
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Ausfilhrungsbeisniel

Die folgenden Beispiele erliutern die Erfindung weiter:

Beispiel 1
A) Herstellung von nicht proteolytischem Thromboplastin:

B)

Aus frisch gewonnenem Xaninchenhirn wird durch Aceton-
behandlung ein Trockenpulver nach dem Verfahren von R,
Biggs, "Euman Blood Coagulation, Haemostatis and Throm~
bosis" Blackwell Scientific Publications Oxford 1976,
S. 663, hergestellt und bis zur Gewichtskenstanz ge-
trocknet.,

2,5 g obigen Pulvers werden in 50 ml 0,1 mol/l Natrium~
aoetat-Puffer, PH 7, suspendiert und 30 min lang bei

37 °c gerlihrt, Danach wird 15 min lang bei 2.500 g zen-
trifugiert und der Niederschleg in 50 ml 0,7 %iger NaCl-
Losung, die 0,05 % Natrium~-desox xycholat enthilt und
0,0125 mol/l an Calciumformiat ist, erneut 30 min lang
bei 37 °C gerihrt. Dann wird 15 min lang bei 2. 500 g
zentrifugiert,

Dieser Uberstand enthdlt Thromboplastin ohne protecly-

tlisgche Aktivitit.

Die Aktivitdt der Thromboplastinsuspension wird mittels
Quick-Test, durchgefithrt nach DIN 58910, bestimmt, Ein

nach DIN 58910 hergestelltes normales Bezugsplasma weist

eilne Gerinnungszeit von 12 + 2 sec. auf,

Herstellung einer Reagensmischung zur Durchfiihrung
eines optischen Quick-Tests:

Losung 1: 0,01 mol Tris/HC1l, pH 8,1, enthaltend 2 %
Glycin

Losung 2: wiBrige Losung von Tos-Gly=-Pro-Arg=-pliA~
Acetat 497 mg/dl
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L&sung 3: Thromboplastinsﬁspension nach A herge-
stellt.

Es werden 10 Volumenteile von LOsung 1 mit 4 Volu-

menteilen LOsung 3 und 1 Volumenteil Ldsung 2 ge-

mischt und in 3 ml Aligcten lyophilisiert..

Beispiel 2

Durchfiihrung eines optischen Quick-Tests

Zur Durchflihrung des Tests werden 3 ml des Lyophilisats
nach Beispiel 1 B in 30 ml Tris/HCl-Puffer, pH 8,1,
welcher zusdtzlich 1,5 % Harnstoff und 6 mmol/1l CaCl,
enthdlt, geldst. Das Reaktionsgemisch wird auf 37 °Ch
gebrachﬁ. Photometeransatz: MeBtemperatur 37 °C,

Wellenldnge 405 nm.

Es werden je 50 ul Probe {(Citratplasma, bzw. Verdlnnun-
gen von Citratplasma in physiologischem NaCl) vorgelegt
und die Reaktion mit 750 pl Reaktionsgemisch gestartet.
Gleichzeitig wird ein Schreiber (10 cm/min) gestartet.
.

Es werden die in Fig. 1 der beigefilgten Zeichnung ge-
zeiéten Kurven erhalten, wenn nacheinander unverdinntes
bzw. 1:2, 1:4 und 1:10 vorverdlinntes Flasma eingesetzt

wird.

 Beispiel 3
Aus den nach Belspiel 2 erhaltenen Kurvenziigen wird die
Zeit bis zum Erreichen einer gegenliber der Anfangsextink-
tion um 30 mE h8heren Extinktionen enthommen. Diese
Zeiten werden gegen die reziproken Plasmaverdlnnungen
aufgetragen. Man erhdlt eine Gerade. Die vorgegebene
Extinktion von 30 mE kann in weiten Bereichen, z. B.
von 10 bis 150 mE, variiert werden. Man erhdlt stets

eine Gerade.

Beispiel 4
Entsprechend Beispiel 2 werden 60 Plasmen von Patien-
ten, welche unter oraler Antikoagulantien-Therapie

stehen, unverdiinnt getestet und die Zeit bis zum Er-
reichen einer um
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30 mE gegeniliber dem Ausgangswert liegenden Extinktion
registriert. Dieselben Plasmen werden mittels dem herk&mmlichen
Quick-Test unter Verwendung eines Koagulometers nach Schnitker
und Gross getestet und die Gerinnungszeiten registriert. Die
‘in beiden Systemen erhaltenen Daten werden einer linearen
Regressionsanalyse unterworfen. Es ergibt sich ein

Korrelaticnskoeffizient von r = 0,96.

Beispiel §

Entsprechend Beispiel 1 B werden Reagénsmischungen unter
- Verwendung eines nach Beispiel 1 A hergestellten nicht
proteolytischen Thromboplasfiﬁs scwie eines handels-
Ublichen Thrombcplastins (Thromboplastin a, Boehringer
Mannheim) hergestellt., Die Reagensmischungen werden mit
Tris/HCl-Puffer, pH 8,1 entsprechend Beispiel 2 zum
fertigen Reaktionsgemisch verdlinnt und dieses bei Raunm-
temperatur (ca. 20 °C) gelagert. In bestimmten zeitlichen
2bstédnden wird die Eigenextinktion der Feaktionsgemische
bei 405 nn gemessen. Die Ercebnisse zeigt Tabelle 2. Man
findet bei dem handelsiiblichen Thrombeplastin einen
raschen Extinktionsanstieg, der auf einer Spaltung des

. beigefligten chromogenen Peptidsubstrats beruht.

Tabelle 2

Inkubatiens— Extinktion bei 405 nm
zeit (Tage)

handelsiibliches nach Beispiel 1
Thromboplastin hergest. Thromboplastin

0 0,Cc8 : 0,000

0,3 0,012 0,003

1,0 0,028 0,010

2,0 0.049 0,015

5,0 0,108 0.030

/I

0 0,154 0,035
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Reagens zur optiSChen Begtimmung des Blutgerinnungsver-
haltens

Erfindungsanspruch

1. Reagens zur optischen Bestimmung des Blutgerinnungsver-—
haltens (Quick-Test), enthaltend Thromboplastin, ein
synthetisches Thrombinsubstrat und Puffer, gekennzeich~
net durch einen Gehalt an nicht proteolytisch wirksamenm
Thromboplastin.

2. Reagens nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB das
nicht proteolytisch wirksame Thromboplastin durch Her-
stellen eines Acetontrockenpulvers aus Hirn, Inkubation
einer neutralen wiSrigen Losung des Acetontrockenpulvers
bel 25 bis 40 OC, Gewinnungrder unldslichen Fraktion,
Behandlung einer Suspension dieser Fraktion in verdlinn-

 ter Salzldsung mit einem oberflichenaktiven Mittel in
Gegenwart von Formiat und Trocknung der abgetrennten
16slichen Fraktion erhdltlich ist.

3, Reagens nach Punkt 1 oder 2, gekennzelchnet dadurch,
daB es nicht proteolytisches Thromboplastin, in einer
Konzeniration von 3 bis 20 Vol.-%, 2 x 107 bis
20 x 10-5 mol/1 synthetisches Trombinsubstrat,

0,05 bis 0,25 mol/l Puffer pH 7,2 bis 8,5
2 big 10 mmol/1l 18sliches Ca-Salz enthdlt,

4, Reagens nach Punkt 3, gekennzeichnet dadurch, daf3 es
zugdtzlich 0,5 bis 3 % Harnstoff enthdlt,

5. Reagens nach Punkt 3 oder 4, gekennzeichnet dadurch,
daB es Trispuffer enthdlt.

Hiaezu 1Seite Zzichnungen
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