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1.  Einleitung

1.1 Klinische Aspekte der dopplersonographischen Mikroemboliedetektion

Die transkranielle dopplersonographische Mikroemboliedetektion wurde in der
Vergangenheit bereits unter verschiedensten klinischen Bedingungen, die mit einem
erhéhten Risiko einer Hirnembolie einhergehen, eingesetzt (Tabelle 1.1). Ausgangs-
punkte fur den klinischen Einsatz der Methode waren einerseits die Beobachtung,
dass im Tierversuch arteriell eingebrachte Mikrogerinnsel beim Passieren des
Ultraschallstrahls zu einem kurzzeitigen Anstieg der rickgestreuten Signalintensitat
(high intensity transient signals; HITS) fuhren [19; 52; 85], andererseits dass HITS
aber in Abwesenheit emboligenen Materials und bei gesunden Probanden nicht
ableitbar sind. Tabelle 1.1 gibt einen Uberblick iiber einige der Erkrankungen und
Eingriffe  bei denen im Rahmen von klinischen  Studien  mittels
dopplersonographischer Mikroemboliedetektion HITS nachgewiesen werden

konnten.

Stenosen der A. carotis interna Vermutete kardiale Emboliequellen
symptomatische Karotisstenosen Vorhofflimmern

asymptomatische Karotisstenosen Mitralklappenprolaps

Therapiekontrolle nach Intervention (medi- | wahrend kardiochirurgischer Eingriffe
kamentds oder operativ) nach Implantation einer Kunst- oder Bioklappe
vor, wahrend und nach Karotisendarteriektomien | nach Kunstherzimplantation

und Ballondillatationen Endokarditis

nach Ross-Operation

dilatative Kardiomyopathie

Sonstiges
Stenosen intrakranieller Arterien
wahrend zerebraler Angiographien

Systemischer Lupus erythematodes

Sneddon-Syndrom

Tabelle 1.1: Erkrankungen und Eingriffe mit nachweisbaren HITS bei der
dopplersonographischen Mikroemboliedetektion [3; 17; 31; 45; 53; 61; 63; 71;
78; 80; 83; 84; 88].



Auf Grund dieser Untersuchungen lag es nahe anzunehmen, dass der Nachweis von
HITS einen Surrogatparameter fur klinisch relevante Hirnembolien darstellt. Im Lauf
der letzten Jahre hat sich aber herausgestellt, dass diese Annahme simplifiziert ist.
Nach derzeitiger Studienlage besteht sichere Evidenz, dass Zahl und Zeitpunkt des
Auftretens der HITS bei symptomatischen Karotis- und intrakraniellen GefaBstenosen
mit dem Reinsultrisiko korrelieren, hier also tatsachlich einen Surrogatparameter
darstellen [21; 28; 69; 71]. Ein &hnliches Bild zeichnet sich flir asymptomatische
Karotisstenosen ab, wo berechtigte Hoffnung besteht, dass die Methode als
Screeninginstrument fir Therapieentscheidungen (z.B. Operation oder Stent-
implantation versus medikamentése Therapie) in Zukunft eingesetzt werden kann
[53; 78].

Andererseits kdnnen HITS in groBer Zahl (z.T. so zahlreich, dass eine Auftrennung in
einzelne Signale nicht mehr méglich ist) wahrend Eingriffen an der Karotis oder am
Herzen nachgewiesen werden, wo sie allenfalls wé&hrend einzelner Phasen der
Operation z.B. der Kanulierung der Aorta Gberhaupt mit dem Hirninfarktrisiko
korrelieren. Ebenso kénnen bei Patienten mit Kunstklappen des Herzens Uber Jahre
hinweg HITS abgeleitet werden, ohne dass hier ein sicherer Zusammenhang mit
zerebrovaskularen Ereignissen besteht [18; 31]. Bei diesen Patienten konnte auch
gezeigt werden, dass die Zahl der HITS vom Atmosphéarendruck und besonders vom
Sauerstoffpartialdruck abhangt [31; 43]. Dies legt den Schluss nahe, dass in obigen
Situationen die abgeleiteten HITS Uberwiegend von Gasblaschen oder zumindest
einem Gemisch von festen und gasférmigen Bestandteilen herriihren und im Falle
von Kunstklappen durch Kavitationen an den Klappensegeln entstehen. Eine
Differenzierung in gasférmige und feste Mikroembolien wird derzeit basierend auf der
unterschiedlichen Streuung von Ultraschall bei Verwendung unterschiedlicher
Sendefrequenzen versucht, gelingt aber bisher noch nicht sicher [74].

Im Fall von Karotisstenosen und Erkrankungen mit GefaBbeteiligung (z.B.
Vaskulitiden), Gerinnungsaktivierung oder veranderter Blutzusammensetzung ist die-
se Einschrankung nicht gravierend, da hier von festen Mikroembolien auszugehen
ist, wobei der reine Nachweis von HITS per se nicht auf das Hirninfarktrisiko
schlieBen lasst, sondern u.U. auch von der Zusammensetzung des emboligenen
Materials abhangt [17].



Bei Erkrankungen die mit Veranderungen der Blutzusammensetzung und/oder —
gerinnung einhergehen und bei denen ein erhdhtes Risiko fir thromboembolische
Ereignisse bekannt ist, so z.B. der Lupus erythematodes oder die myeloproliferativen
Syndrome (MPS), sind im Rahmen von einzelnen Fallberichten HITS detektiert
worden [5; 45], hier jedoch — anders als bei den Karotisstenosen — bislang ohne
signifikanten Zusammenhang zwischen dem Auftreten von HITS und dem Risiko des
Auftretens eines klinischen Ereignisses.

Die genaue zellulare Zusammensetzung der im Rahmen von zerebrovaskularen
Erkrankungen auftretenden HITS ist noch ungeklart.

Eine der Hypothesen dieser Studie war, dass die MPS hier als Modell dienen
kénnen, um Rickschlisse auf die zellularen Komponenten der HITS-generierenden
Mikroembolien ziehen zu kénnen. Eventuell ist sogar ein spezifisches Verhaltnis von
Thrombozyten, Leukozyten oder auch Erythrozyten notwendig um HITS-auslésende
Mikroembolien zu formen. In jedem Fall ist aber anzunehmen, dass auch bei MPS
auftretende HITS von festen Partikeln generiert werden, da bei diesen Erkrankungen
weder Luft in das GefaBsystem eingebracht wird, noch durch Kavitationseffekte
entstehen kann. Deshalb bevorzugen wir im Rahmen dieser Studie nicht von HITS,
sondern Mikroemboliesignalen (microembolic signals, MES) zu sprechen.

1.2 Technische Aspekte der dopplersonographischen Mikroemboliedetektion

1.2.1 Gepulste transkranielle Dopplersonographie und Dopplerspektralanalyse

Mit der transkraniellen Dopplersonographie (TCD) kénnen die Flussgeschwindigkei-
ten der groBen Hirnbasisarterien in Form von Dopplerspektiren dargestellt werden.
Dazu nutzt man das temporale Schallfenster.

Die Ultraschallsonde wird auf die Temporalschuppe kurz vor dem Ohr aufgesetzt und
die einzelnen Arterien werden dann an Hand der Untersuchungstiefe, der Sonden-
position, der Strdmungsrichtung und der erfahrungsgemaB zu erwartenden Stro-
mungsgeschwindigkeit identifiziert und systematisch untersucht. Die TCD erlaubt die
Ableitung der A. cerebri media (ACM) (M1 und M2 Segmente), der A. cerebri anterior
(A1 Segment), der A. carotis interna (in der Regel C1 Segment, bei glnstigen

Schallbedingungen auch C2 und C3 Segment) sowie der A. cerebri posterior (P1 und



P2 Segment). Zur Untersuchung der intrakraniellen Abschnitte der A. vertebralis und
der A. basilaris steht ein weiteres nuchales Schallfenster zur Verfigung.

Bei der gepulsten Dopplersonographie, die bei der TCD Verwendung findet, fungie-
ren die Sondenkristalle gleichzeitig als Sender und Empféanger. Zunachst wird ein
kurzes Paket aus wenigen Zyklen der Tragerfrequenz — Ublicherweise bei der TCD
von 2 MHz — in das zu untersuchende Gewebe ausgesandt, dann erfolgt eine kurze
Wartezeit, um das aus dem Gewebe rlickgestreute Ultraschallsignal mit den gleichen
Sondenelementen wieder zu empfangen. Da bei Annahme einer relativ konstanten
Schallgeschwindigkeit in weichen Geweben die zurlickgelegte Distanz von der Lauf-
zeit des Signals abhéangt, fuhrt eine Festlegung dieser Wartezeit zur Definition, aus
welcher Gewebetiefe rlickgestreute Signale empfangen werden kénnen. Wird weiter
festgelegt wie lange Ultraschallsignale nach Umschalten in den Empfangsmodus
verarbeitet werden, ergibt sich daraus eine relativ genaue Definition aus welchem
Gewebeareal rlckgestreute Signale herrihren; man spricht in diesem Fall von der
Definition des Messvolumens. Dies ist fiir die TCD besonders wichtig, da die Emp-
fangstiefe wesentlicher Bestandteil der korrekten Zuordnung der Signale zu be-
stimmten Hirnarterien darstellt.

Wird das ausgesandte Ultraschallsignal an sich nicht bewegenden Gewebestrukturen
zurlickgestreut, weist das empfangene Signal zwar im Vergleich zum Tragersignal
eine verminderte Amplitude bzw. Energie auf, jedoch die gleiche Frequenz. Erfolgt
die Streuung an sich bewegenden Blutbestandteilen, d.h. zahlenmaBig am haufigs-
ten an Erythrozyten, stellt man bei Bewegung auf die Sonde zu eine etwas hdhere,
bei Bewegung von der Sonde weg eine etwas geringere Frequenz der riickgestreu-
ten Echos fest. Nach der von Christian Doppler (1803 — 1853) entwickelten Formel
kann dann diese Frequenzverschiebung oder kurz Dopplerfrequenz nicht nur dazu
genutzt werden, die relative Strébmungsrichtung, sondern auch die Strémungsge-

schwindigkeit (v) zu bestimmen, wenn der Beschallungswinkel (o) bekannt ist:

v =(Af-c)/(2fp+cosa) Af: Dopplerfrequenzverschiebung
fo: Tragerfrequenz
c: Schallgeschwindigkeit

o: Beschallungswinkel
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Im Dopplergerat wird dann die Dopplerfrequenzverschiebung vom Tragersignal iso-
liert und weiter verarbeitet. Die einfachste Analyse ist eine akustische, da die Dopp-
lerfrequenz im kHz-Bereich liegt und hérbar ist.

Die Strémungsgeschwindigkeit der Blutpartikel im GefaB ist allerdings nicht homo-
gen, sondern im Idealfall parabol verteilt, so dass sich faktisch ein Dopplersignal aus
einer Fille von Dopplerfrequenzen zusammensetzt, die allen gleichzeitig im be-
schallten GefaBabschnitt vorhandenen Strémungsgeschwindigkeiten entsprechen.
Um ein Dopplersignal nicht nur akustisch sondern auch weitergehend — z.B. optisch -
beurteilen zu kénnen, ist eine Spektrumanalyse nétig. Die dabei verwendeten Analy-
satoren arbeiten nach verschiedenen Prinzipien (u.a. Intervallhistogramm, Filter-
bankverfahren, Time Compression Analysis); das heute gangigste Verfahren ist die
Fourier -Transformation (FT).

Die Fourier-Transformation ist ein mathematisches Verfahren, mit dem jede periodi-
sche Wellenform in eine Serie von Sinus- oder Cosinuswellen zerlegt werden kann.
Der mathematische Ausdruck dieser Theorie ist die Fourier-Serie, die in der ur-
springlichen Form eine stetige Funktion, d.h. tibertragen auf die TCD unendlich viele
Abtastungen voraussetzt. Da der TCD ein gepulstes Dopplerverfahren zugrunde
liegt, kann hier nur eine vereinfachte Form der Fourier -Analyse angewandt werden,
die als diskrete Fourier-Transformation bezeichnet wird, auch diese ist sehr rechenin-
tensiv.

Revolutionar wirkte die Entwicklung eines schnellen Algorithmus zur diskreten
Fourier -Transformation durch Cooley und Tukey (1965), der die Berechnung der dis-
kreten Fourier-Koeffizienten bei einer Zeitreihe mit 1000 Abtastpunkten von 1 Million
auf 10.000 Multiplikationen verkirzte. Deshalb wird die Technik auch als schnelle
Fourier -Transformation (Fast Fourier Transform, FFT) bezeichnet. Fir die Erstellung
eines Frequenzspekirums mit der FFT muss bericksichtigt werden, dass hierflr eine
Zeit notwendig ist, die mindestens der doppelten Periodendauer der niedrigsten Fre-
quenz entspricht, welche gemessen werden soll, ansonsten tritt ein s.g. Alias-Pha-
nomen auf, d.h. sowohl die Dopplerfrequenz als auch die Strdomungsrichtung kénnen
nicht mehr korrekt bestimmt werden. Die FFT-Analyse ist mittlerweile standardmaBig
in jedem Dopplergerat vorhanden.

Das Frequenzzeitspektrum ist die gangigste Darstellung der FFT-Analyse (Abbildung
1.1), verkirzt auch als ,Spekirum*” bezeichnet. Es zeigt die zeitliche Verteilung der

Frequenzen bzw. Strémungsgeschwindigkeiten &hnlich einer Pulskurve. Die
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Information Uber die Amplitude (H&ufigkeit, Dichte) erfolgt qualitativ in Form der
Punktdichte, der Helligkeit oder mittels eines Farbkodes. Diese Darstellung in
Echtzeit ist in der klinischen Routine unentbehrlich, denn sie erlaubt eine fortlaufende

visuelle Kontrolle des akustischen Signals wahrend der Untersuchung.

i : : / : : Zot 5]

Abbildung 1.1: Normales Dopplerfrequenzzeitspektrum aus der linken A.

cerebri media.

1.2.2 Prinzip der dopplersonographischen Mikroemboliedetektion

In Réhren- und Tiermodellen [19; 52] konnte gezeigt werden, dass zirkulierende
solide Mikropartikel, aber auch kleine Luftblaschen beim Passieren des Doppler-
messvolumens zu einem kurzzeitigen Anstieg der rlckgestreuten Ultraschallenergie
fihren. Sie erzeugen dabei ein sicht- und hérbares kurzes Signal (Zirpen, Klicken,
"Blupp") innerhalb des regularen Doppler-Frequenzspektrums, was ihre Erkennung
ermoglicht (Abbildung 1.2). Die physikalische Begrindung fir das Auftreten solcher
Signale liegt im Impedanzsprung und der damit erhéhten Streuung/Reflexion des
Ultraschalls an der Grenzflache des zirkulierenden Mikroembolus zum umgebenden
Blut. Das haufig verwendete Akronym HITS (High Intensity Transient Signal) verweist
auf diesen physikalischen Hintergrund, ist aber nicht korrekt, da auch Artefakte z.B.
durch Sondenerschitterung, Husten, Sprechen etc. zu einem Kkurzfristigen
Intensitatsanstieg im Dopplerspekirum flihren. Deshalb wird in dieser Arbeit
durchgangig der korrektere Begriff des Mikroemboliesignals (MES) verwendet.
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Geschwindigkeit
[cm/s]

Mikroembolussignal

(MES)
spontane Intensitéts-
fluktuation des Doppler-
signals (,speckle”)

Abbildung 1.2: Beispiel eines transkraniellen Dopplerspektrums mit einem
Mikroemboliesignal in der Mitte des Bildes. Auf der x-Achse ist die Zeit in
Sekunden, auf der y-Achse die Blutflussgeschwindigkeit in cm/s aufgetragen. Die
Intensitat des Dopplersignals wird in Farbabstufungen dargestellt. Visuell war dieses
MES am transienten Intensitatsanstieg innerhalb des Dopplerspektrums zu erkennen
(hellrote Farbe), akustisch hérte man ein Klicken (audiovisuelle Auswertung). Rechts
im Bild ein spontaner Intensitatsanstieg (,Speckle”) im Dopplerspektrum, der aber
aufgrund des nur geringen Intensitatsanstieges (visuell gelbgriine Farbe, akustisch
nicht aus dem Dopplersignal herauszuhéren) noch nicht oberhalb der
Detektionsschwelle liegt. Dies ist natlrlich nicht der einzige ,Speckle® in diesem
Spektrumausschnitt. Das ganze Spektrum besteht aus mehr oder weniger intensiven
~opeckles”. Der untersuchte Patient hatte eine kiinstliche, mechanische Herzklappe

als Emboliequelle.

Aufgrund experimenteller Befunde wird die GréBe klinisch stummer zirkulierender
Mikroembolien auf etwa 5 um (gasférmig) bis zu 100 um (fest, d.h. atheromatés oder
thrombotisch) geschéatzt [52; 72]. Wegen der starkeren Ultraschallstreuung/-reflexion
erzeugen groBere Mikroembolien intensivere MES als kleinere.

MES sind, laut Definition, von kurzer Dauer (< 300 ms), liegen mindestens 3 dB Uber

dem Frequenzspektrum des normalen Blutflusses im Hintergrund, sind unidirektional
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im  Flussspektrum lokalisiert und werden begleitet von einem fir sie
charakteristischen musikalischem Gerausch.

Die Internationale Consensus Gruppe Uber Mikroemboliedetektion entwickelte 1997
in Frankfurt 14 Kriterien die bei der Anwendung von transkraniellem Doppler zur Em-
boliedetektion zu beriicksichtigen und zu dokumentieren sind um eine héhere Sensi-
tivitat, Spezifitdt und Vergleichbarkeit der Ergebnisse unterschiedlicher Untersucher
zu erreichen [70].

Dabei handelt es sich um folgende, die Detektion beeinflussende Parameter:
1) Ultraschallausristung (Sonde, verwendete Software),
2) Art und GréBe des Transducers ( 2MHz-Sonde, 1,7cm Durchmesser),
3) untersuchte Arterie ( A. cerebri media) ,
4) Schalltiefe (48 — 58 mm),
5) fir die Signalintensitatsmessung verwendete Algorithmen,
6) Skaleneinstellung (32 — 100 cm/s),
7) Detektionsschwelle (3 — 12 dB),
8) axiale Ausdehnung des Messvolumens (3 — 10 mm),
9) FFT-GroBe (i.A. 64-Punkt-FFT),
10)FFT-Lange (2 ms),
11)FFT Uberlappung (mindestens 50%),
12)verwendete Ultraschallfrequenz (i.A. 2 MHz),
High-pass Filtereinstellung (konstant fir die Dauer der Untersuchung),

13)
14)Dauer der Aufzeichnung (optimal 60 min, mindestens 30 min).

Zwar besitzen alle handelsiblichen Gerate einen MES Detektionsalgorithmus fir die
routinemaBige Durchfihrung der Untersuchung, diese Algorithmen konnten sich aber
wegen ihrer Unzuverlassigkeit flor wissenschaftliche Untersuchungen nicht
durchsetzen. Ein wesentlicher Grund hierflr sind spontane Intensitadtsschwankungen
(Speckles) des Hintergrundsignals der flieBenden Erythrozyten, die bei zu geringer
Detektionsschwelle falsch positiv als MES interpretiert werden. Bei einer zu hohen
Detektionsschwelle kénnen niedrig intense MES der Auswertung entgehen. Leider
fihren auch Artefakte wie Husten oder Sondenerschitterung zu einem kurzfristigen
Intensitatsanstieg im Dopplerfrequenzspektrum, der vom Algorithmus als MES

14



identifiziert werden kann, bei manueller Auswertung aber unschwer als Artefakt zu
identifizieren ist. Eine Verbesserung der automatisierten Auswertung stellen
Mehrkanalsonden dar, bei denen ein Mikroembolus in den verschiedenen Kanalen
bei unterschiedlichen Detektionstiefen und —zeitpunkten erfasst wird (Abbildung 1.3,
Pfeile mit Doppelspitzen), was so eine zusatzliche Abgrenzung gegentber Artefakten
durch den Zeitversatz der Signale erlaubt [67]. FiUr wissenschaftliche
Untersuchungen stellt die manuelle Auswertung immer noch den Goldstandard dar.
Dennoch konnte bisher bei der Beurteilung einer Ableitung durch verschiedene
Untersucher keine hundertprozentige Ubereinstimmung erreicht werden [81].

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung einer Untersuchung zur
Mikroemboliedetektion

Die auf die Schadelkalotte temporal aufgesetzte Schall-Sonde wird so positioniert,
dass sie die Signale der Arteria cerebri media (ACM) erfasst. Hierbei wird das
Dopplersignal fast ausschlieBlich durch Erythrozyten rickgestreut und fihrt zu den
charakteristischen Flusssignalen. Eventuell durch das Schallfenster zirkulierende
Mikroemboli (ME) produzieren demgegenlber einen charakteristischen Anstieg im
TCD-Signal gemaB ihrer physikalischen Eigenschaften [Aus 67].

Mikroembolien kénnen aus Thrombozyten, gemischten Thromben, Atheromen, Fett

oder Luft bestehen, wobei es im Rahmen von Routineuntersuchungen noch nicht
maglich ist, anhand der Signale Riickschlisse auf das Material zu ziehen [51; 81].
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1.3 Hamatologische Erkrankungen im Zusammenhang mit der Entstehung

von Thrombosen

Myeloproliferative Erkrankungen sind Erkrankungen der blutbildenden Stammzellen
im Knochenmark, die ohne das Vorliegen eines adaquaten Stimulus mit einer
klonalen Uberproduktion von ein oder mehreren Blutzelllininien einhergehen. Je
nachdem welche Zellreihe(n) betroffen ist/sind, unterscheidet man Polycythaemia
rubra vera (PVR, alle 3 Zellreihen), Essentielle Thrombozythamie (ET,
Thrombozyten), Chronisch myeloische Leukadmie (CML, Leukozyten ) und
Mischformen, die hier unter dem Begriff unklassifizierte myeloproliferative Syndrome
(UMS) zusammengefasst werden.

Im Zusammenhang mit MPS werden sowohl thromboembolische als auch
hamorrhagische Komplikationen beschrieben [35; 38; 73]. Thromboembolische
Ereignisse kbnnen sowohl das vendse wie das arterielle System betreffen. Etwa 75%
der arteriellen Thrombosen spielen sich im zerebrovaskularen und kardialen Kreislauf
ab [23; 46; 56; 57]. Dabei gibt es bezliglich des Auftretens arterieller Thrombosen
deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Unterformen der MPS.

Im Folgenden werden die einzelnen Unterformen der myeloproliferativen
Erkrankungen insbesondere hinsichtlich ihres Thromboembolierisikos und des
Auftretens von MES im Rahmen friherer Studien noch einmal gesondert betrachtet.

1.3.1 Polycythaemia rubra vera

Polycythaemia rubra vera (PVR) ist eine primare myeloproliferative Erkrankung der
pluripotenten Stammzellen im Knochenmark, die zu einer monoklonalen Panhyper-
plasie aller drei Zelllinien (Erythrozyten, Leukozyten, Megakaryozyten) des Knochen-
marks flhrt, wobei die erythrozytare Zellreihe am Starksten von der monoklonalen
Uberproduktion betroffen ist. Dadurch kommt es zu einem Anstieg der Blutviskositat
und damit zu einer zerebralen Minderdurchblutung [35], die vermutlich die Ursache
der haufigsten neurologischen Symptome der PVR ist. Das Thromboserisiko
korreliert mit der Hamatokriterh6hung, dem Alter und der Blutungsfrequenz, kann
aber nur unzureichend mit der begleitenden Thrombozytose in Verbindung gebracht
werden. Thrombotische Verschlisse gréBerer zerebraler Arterien treten bei 10 — 20%
der Patienten auf [38].
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Weiterhin ergab sich die Vermutung, dass PVR Thrombenbildung aufgrund einer
erhéhten Thrombozytenaktivierung beglnstigt, insbesondere bei Vorschaden an der
arteriellen GefaBwand [75].

1.3.2 Essentielle Thrombozythdmie

Die essentielle Thrombozythamie (ET) ist eine primdre myeloproliferative
Erkrankung, die von der Polycythemia Vera Study Group definiert wird, als die
Subgruppe von Patienten, bei denen sich eine persistierende Thrombozytose
(Thrombozytenzahlen > 1.000.000/ul) mit megakaryozytarer Hyperplasie in
Kombination mit einer Abwesenheit von anderen identifizierbaren Ursachen,
(Philadelphia Chromosom, Knochenmarksfibrose und/oder myeloischer Metaplasie
und erhéhter Erythrozytenzahl bei normalem Eisenspiegel) findet [59]. Es handelt
sich also um eine Ausschlussdiagnose. Bei ET-Patienten finden sich stark
vergr6Berte, stark gelappte Megakaryozyten, die zur Clusterbildung neigen [96].
Auch die Thrombozyten sind normalerweise vergréBert und dysfunktional [59].
Haufigkeit und Schwere von thrombotischen Komplikationen sind jedoch, laut
verschiedener Studien, unabhangig von der Thrombozytenzahl [66; 73; 102]. Die
Pathogenese von Thrombosen in Rahmen der ET ist ungeklart. Es werden vier
verschiedene Mechanismen diskutiert: Thrombozytenhyperaggregabilitat [92; 103],
morphologisch abnormale Megakaryozyten aus denen abnorme Thrombozyten
freigesetzt werden [37; 102], Thrombozytenfunktionsstérungen [8; 38], sowie eine
gestorte Interaktion zwischen Thrombozyten und neutrophilen Granulozyten [8]. Der
wichtigste Mechanismus ist wahrscheinlich die Thrombozytenhyperaggregabilitat.

1.3.3 Chronisch myeloische Leukdmie

Die chronisch myeloische Leukamie (CML) gehért ebenfalls zu den chronisch
myeloproliferativen Erkrankungen und ist charakterisiert durch das typische Blutbild
(Leukozytose Uber 30000/ul, Linksverschiebung, Vermehrung der Basophilen), das
Vorhandensein des Philadelphia-Chromosoms und einer hohen Wahrscheinlichkeit
zur Entwicklung einer Blastenkrise.

Die Megakaryozytenkonzentration ist bei CML nur leicht erhéht. Die Megakaryozyten
sind hier, im Gegensatz zu den bei ET und PVR beobachteten, eher klein, atypisch
und bilden keine Cluster [96]. Die Inzidenz von thrombotischen und hamorrhagischen

Komplikationen im Rahmen der CML ist gering [73; 96].
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1.3.4 Unklassifizierte myeloproliferative Syndrome

Unter dem Begriff unklassifizierte myeloproliferative Syndrome (UMS) sind hier alle
Patienten zusammengefasst, deren Erkrankung sich nicht genauer klassifizieren lie3.
Darunter sind u.a. Patienten mit megakaryozytarer Myelose und
myelodysplastischem Syndrom.

Wie bereits anfangs erwéhnt, werden im Zusammenhang mit MPS  haufig
thrombotische und hamorrhagische Komplikationen beschrieben. Die Entstehung
von Thrombosen hangt dabei wahrscheinlich mit einer Hyperaggregabilitdt der
Thrombozyten zusammen und ist unabhangig von der Thrombozytenzahl [50].

Eine Ubersicht (ber die Charakteristika der einzelnen Subgruppen der
myeloproliferativen Erkrankungen sowie Uber die aktuelle Studienlage bzgl. des
Thromboembolierisikos und MES-Detektion bei diesen Patienten findet sich in
Tabelle 1.2.

MPS- | Betroffene Hamatokrit | Neurologische | Haufigkeit v. | Betroffene Detektion
Form | Zellreihe(n) Symptome Thrombo- GefaBe von MES
embolien
PVR | Erythrozyten erhéht Cephalgien 10-90% Arterien ja
Leukozyten Lethargie Venen
Thrombozyten Schwindel
ET Thrombozyten Normal — Cephalgien 10-90% Arterien ja
(megakaryozytare | erhéht Parésthesien Venen
Hyperpalsie, Sehstérungen mikrovaskular
Thrombozyten- Epileptische
funktionsstérung) Anfalle
CML | Leukozyten Normal — Nicht typisch 6-17% mikrovaskular | nein
erhéht
UMS | Unterschiedlich Normal — Nicht typisch 6-17% Arterien ja
(oft aktivierte erhoht Venen
Thrombozyten)
Tabelle 1.2: Ubersicht {ber die Charakteristika der einzelnen

myeloproliferativen Syndrome bzgl. hamatologischer Daten, Klinik und
Auftreten von MES in der transkraniellen Mikroemboliedetektion MPS:
Myeloproliferatives Syndrome, PVR: Polycythaemia rubra vera, ET: Essentielle
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Thrombozythdmie, CML: Chronisch myeloische Leukamie, UMS: Unklassifizierte
myeloproliferative Syndrome, MES: Mikroembolische Signale [4; 5; 13; 16; 23; 35;
36; 38; 40; 50; 64; 66; 77; 86; 91; 98; 102].

Es scheint also, wie sich aus der groBen Inzidenz-Spanne schlieBen lasst, bei den
Patienten mit MPS Subgruppen mit einem besonders hohen Risiko fir das Auftreten
thromboembolischer Ereignisse zu geben. Wie in mehreren Studien beschrieben
wurde, hangt die Entstehung von Thrombosen im Rahmen der MPS wahrscheinlich
mit einer Hyperaggregabilitdt der Thrombozyten zusammen [50; 99; 102]. Diese ist
wahrscheinlich auf einen Defekt der Plattchen zurlckzufihren, der im Rahmen der
klonalen Zellproduktion bei diesen Erkrankungen auftritt. Der genaue Mechanismus

dieser Hyperaggregabilitat ist jedoch unbekannt [100].

Zur Vermeidung von thromboembolischen Komplikationen bei Patienten mit
myeloproliferativen Syndromen gibt es zwei Haupttherapieansatze:
Thrombozytenaggregationshemmung und Zytoreduktion.

Acetylsalizylsdure (ASS) wird von mehreren Autoren als effizient zur Therapie und
Pravention von Thrombosen bei MPS eingestuft, das Blutungsrisiko wird hierbei
insbesondere bei Gabe niedriger Dosen als gering angesehen [92; 93]. Goertler et al.
konnten in zwei Studien [32; 33] einen Rickgang mittels TCD detektierter zerebraler
Mikroembolien unter ASS —Therapie verzeichnen.

Auch Hydroxyurea (Litalir®) qilt als effektiv zur Senkung der Thrombozytenzahl,
ebenso zur Pravention von Thrombosen [12]. Dabei scheint bei relativ niedrigen
Thrombozytenzahlen eine weitere Zytoreduktion sogar noch sinnvoller zu sein als
ASS [66]. Hydroxyurea steht bei ET- und PVR-Patienten in Verdacht akute Leukamie
auszulésen [12].

Trotzt der Effektivitat beider oben genannter Therapieansatze werden sowohl unter
zytoreduzierender, als auch unter antikoagulatorischer Therapie weiterhin
thrombotische Komplikationen und das Auftreten von MES beschrieben, was
eventuell durch ein vermindertes Ansprechen der klonal produzierten Thrombozyten
auf 0.g. Medikamente erklart werden kann [12; 50].
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Bislang sind, auBer den tblichen klinischen Parametern (Alter, Thromboembolien in
der Vorgeschichte) und einer erhéhten Thrombozytenzahl, keine Kriterien bekannt,
die helfen wirden solche Hochrisikopatienten zu identifizieren [23; 86] und selbst
bezlglich der H6he der Thrombozytenzahl wurde in mehreren Studien das Fehlen
eines Zusammenhangs zwischen deren Héhe wund dem Auftreten von
thromboembolischen Komplikationen, speziell bei Patienten mit myeloproliferativen
Erkrankungen, beschrieben, was eventuell auf die 0.g. Funktionsdefekte der klonal
produzierten Zellen zurlckzufihren sein kénnte [66; 73; 102]. Eine Screening-
methode zur Identifizierung dieser Risikopatienten ware also &usserst

wiinschenswert.

In der Diagnostik von Patienten mit MPS und einem daraus eventuell resultierendem
erhéhtem Schlaganfallrisiko wird der transkranielle Doppler noch nicht standardma-
Big eingesetzt. Von einigen Autoren wird die Verwendung des TCD zur
Therapiekontrolle empfohlen [5].

1.4 Durchflusszytometrische Untersuchung

In dieser Studie wurde durch Herrn Dr. Torben Villmow in der Medizinischen Klinik IV
(Abteilung far Hamatologie und internistische Onkologie) der Justus-Liebig-Univer-
sitat, bei 17 Patienten parallel zur Mikroemboliedetektion eine Durchflusszytometrie
durchgefliihrt. Diese Untersuchung diente dazu, das Auftreten von MES mit den
Basisparametern des Blutbildes und dem Vorhandensein bzw. der Verteilung von
aktivierten  singularen  Thrombozyten, = Thrombozytenmikropartikeln  sowie
Thrombozyten-Leukozyten-Aggregaten korrelieren zu kénnen. Die angewandte
Technik wurde bereits publiziert [90; 94]. Hier soll nur in Kiirze ein Uberblick Uiber die
Methode und die Bedeutung der einzelnen untersuchten Parameter im Hinblick auf
die mégliche Entstehung von Thrombosen bei MPS-Patienten gegeben werden.

Das Prinzip der DurchfluBzytometrie beruht darauf, dass Zellen in einem
Flissigkeitsstrom linear aufgereint werden und einen definierten Lichtstrahl kreuzen.
Anhand der gemessenen Vorwarts- und Seitwartsstreuung kénnen Aussagen Uber
GrdBe und Granularitat der Zellen gemacht werden [90]. Eine weitere Differenzierung

erreicht man durch den Einsatz fluoreszierender Antikdrper (Ak), die die zu
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untersuchenden Zellen Uber definierte Antigene markieren und deren Expression
gemessen und zur Beurteilung herangezogen wird.

So werden z.B. zur Detektion aktivierter Thrombozyten markierte anti-CD62p—
Antikérper verwendet. CD62p (synonym: P-Selektin) ist ein Aktivierungsantigen; es
wird nur auf der Oberflache aktivierter Thrombozyten exprimiert [6; 47; 54; 87] und in
vielen Studien als Marker fir eine vermehrte Thrombozytenaktivierung bei
myeloproliferativen Syndromen verwendet. Bislang konnte jedoch noch keine
Korrelation zwischen der Expression von CD62p und dem Auftreten von Thrombosen

oder Blutungen bei den entsprechenden Patienten gefunden werden [7;10; 34; 97].

Mikropartikel sind kleinste Phospholipidpartikel, die aus aktivierten Thrombozyten
freigesetzt werden und die Aktivierung von plasmatischen Gerinnungsfaktoren
unterstitzen [14; 101]. Durchflusszytometrisch kdnnen sie von anderen Zellfrag-
menten dadurch abgegrenzt werden, dass sie GPIb und GPllb/llla auf der
Oberflache tragen, Uber die sie evt. auch in Thrombozytenaggregate mit eingebaut
werden kénnen. Uber CD62p kénnen Mikropartikel auch mit anderen Zellen
interferieren [30; 42], dabei ist umstritten, ob Mikropartikel nur lokal die Gerinnung
unterstiitzen, oder sie diese Wirkung auch systemisch entfalten, wenn sie in die

Zirkulation gelangen [27; 79].

Die Bildung von Thrombozyten-Leukozyten-Aggregaten wird ebenfalls Uber P-
Selektin (CD62p) vermittelt. Ihr Auftreten gilt als wichtiger Marker in der Pathogenese
von vaskularen Durchblutungsstérungen [15; 44]. Beim Auftreten von Thrombozyten-
Leukozyten-Aggregaten im Rahmen von myeloproliferativen Syndromen kann dies
auch als Aktivierung des gesamten Gerinnungssystems im Rahmen der klonalen
Produktion von Blutzellen gewertet werden [25].
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2. Patienten, Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine Querschnittsuntersuchung an 42
konsekutiven Patienten (mittleres Alter 64,3 + 14,5 Jahre, 22 Frauen, 20 Manner) mit
einer myeloproliferativen Erkrankung aus der hamatologischen Ambulanz des
Zentrums far Innere Medizin des Universitatsklinikums Giessen. Alle Patienten
wurden nach Einschluss in die Studie im Verlauf hinsichtlich des Auftretens
thromboembolischer Ereignisse beobachtet (Mittelwert 29,7 + 7,3 Monate (Median
30, Spannweite 16,5 — 40,5 Monate)).

Das Studienprotokoll wurde der Ethikkommission des Fachbereichs Medizin der
Justus-Liebig-Universitat vorgelegt, die keine Einwénde gegen die Durchfihrung der
Untersuchung erhob. Alle Patienten wurden Uber die Studie aufgeklart und
dokumentierten schriftlich ihre Bereitschaft zur Teilnahme. Tabelle 2.1 fasst klinisch
relevante Daten der Patientenkohorte zusammen.

22



Parameter

Alter (Median) 69.0 [57 - 75; 24 - 87] Jahre
Frauen 64.5 [56,5 - 73; 24 - 80] Jahre
Manner 70.5 [59 - 78; 27 - 87] Jahre

Geschlecht
Frauen 22 (52.4%)

Manner 20 (47.6%)

Prospektiver Beobachtungszeitraum

30 [27 - 36; 16.5 - 40.5] Monate

Myeloproliferative Erkrankungen
Essentielle Thrombozythamie
Unklassifizierte myeloproliferative
Syndrome
Polyzythamia vera

Chronische myeloische Leukamie

19 (45.2%)
8 (19.1%)

8 (19.1%)
7 (16.7%)

Blutbildveranderungen
Thrombozytose

Thrombozytopenie

Anamie

Polyglobulie

Leukozytose

Leukopenie

25 (59.5%); 591 [519 - 910; 434 - 1337]
x 10%/1

2 (4.9%); 110 [81 - 139; 81 - 139] x 10%/I
15 (35.7%); 3.6 [31 - 3,9; 2.6 - 4.2] x
102/

6 (14.3%); 5,8 [5,6 - 6,1; 5.6 - 6.9] x
10'2/1

10 (23.8%); 17,2 [14,3 - 22,3 :13.2 -
196.5) x 10/

5(11.9%); 3.5[2,9 - 3,5; 2.3 - 3.7) x 10/

Medikation bei Einschluss
Acetylsalicylsaure (ASS)
Hydroxyurea

Interferon

21 (50,0%)
19 (45,2%)
2 (4,8%)

Tabelle 2.1: Demographische und klinische Daten der Patientenkohorte.

Kontinuierliche Daten wurden als Median [25%-75%-Perzentile; Spannweite], Haufig-

keiten als n (%) angegeben.
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2.2 Dopplersonographische Mikroemboliedetektion

Bei jedem Patienten wurde eine dopplersonographische Mikroemboliedetektion (Multi
Dop X, DWL, Sindelfingen, Deutschland) far die Dauer von 30 Minuten durchgefuhrt.
Dazu wurde beim liegenden Patienten mit einer 2 MHz-Ultraschallsonde die A.
cerebri medial in einer Untersuchungstiefe von 45 bis 58 mm eingestellt und die
Sonde mit Hilfe eines Stirnbandes an der Schlafe des Probanden befestigt. Es
wurden ein Messvolumen von 5 mm GrdéBe und eine geringe Signalverstarkung
gewahlt, um eine ausreichende Unterscheidung von Mikroemboliesignalen und dem
Hintergrundsignal zu gewahrleisten. Wahrend der Ableitung wurde die
Geschwindigkeitsskala auf —40 bis 130 cm/s eingestellt. Das Gerat war mit einer 64-
Punkt Fourier Transformation ausgestattet. Die Lange der schnellen Fourier
Transformation betrug 2 ms, die Uberlappung 60%. Der Hochpassfilter betrug 100
Hz, die Intensitatsschwelle > 7 dB. Die Ableitung wurde dabei mittels eines Sony
DAT-Recorders (Sony Typ DTC ZE 700) auf Digitale Audio Tape (DAT; DG-120
Fujiflm 4 mm Data-Tape, DG 90P Sony Data Cartridge, KD4 120 mm KAO 4 mm
Data Cartridge-Trager 4 mm, 120 min) aufgezeichnet. Wahrend der Aufzeichnung
wurde das Dopplersignal durch einen Untersucher optisch und akustisch Uberwacht.
Dies ist nach wie vor notwendig um ggf. die Sonde zu repositionieren oder evt.
auftretende Besonderheiten wahrend der Ableitung, z.B. extern aufgetretene Arte-
faktquellen, zu dokumentieren. Durch den Untersucher wurden dann nach Abschluss
der Ableitung die vom Softwarealgorithmus ausgewahlten Ereignisse, d.h. potentielle
Mikroembolien, Gberprift.

Die eigentliche Auswertung erfolgte durch zwei Untersucher (Dr. med. Tibo Gerriets,
Priv.-Doz. Dr. med. Erwin Stolz) indem die DAT-Bander in den FFT-Eingang des
Geréats ruckiberspielt und akustisch sowie optisch hinsichtlich vorhandener
Mikroembolien ausgewertet wurden. Dabei waren die Untersucher hinsichtlich des
Ergebnisses des Anderen und hinsichtlich klinischer und hamatologischer Daten
geblindet. Eine Ubereinstimmende Bewertung eines Ereignisses wurde als
identifizierte Mikroembolie gewertet.

Folgende allgemein akzeptierte Kriterien des Consensus Committee des neunten
internationalen Cerebral Hemodynamics Symposium [11] wurden fir die ldentifika-
tion von MES herangezogen:

e Typisches akustisches Signal (Zirpen, Klicken, "Blupp®).
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e Kurze Signaldauer.
e Zufalliges Auftreten von hochintensen Signalanteilen im Dopplerfrequenz-
spektrum ohne zeitliche Bindung an den Herzzyklus.

¢ Intensitatsanstieg von > 5 dB Uber das Hintergrundsignal hinaus.

Bei 6 der 42 Patienten war es mdglich, eine Verlaufsuntersuchung (6
Zweituntersuchungen, 1 Drittuntersuchung) durchzuflhren. Dieser Teil der vorlie-
genden Arbeit erfolgte unsystematisch, die Auswahl der Patienten, die
nachuntersucht wurden, wurde seitens der Hamatoonkologischen Ambulanz des
Zentrums far Innere Medizin getroffen.

Alle Patienten erhielten eine extra- und transkranielle Farbduplexsonographie
(Philips Sonos 5500, 2,5 MHz Sektor- und 7,5 MHz Linearsonde), um eine
intrakranielle GefaBstenose jeglichen Grades und eine extrakranielle GeféaBstenose
der A. carotis interna von > 70% lokalem Stenosegrad auszuschlieBen. Deshalb
wurde die Mikroemboliedetektion unilateral auf der Seite mit der besten
Ultraschallpenetration und der zuverlassigsten Einstellbarkeit der A. cerebri media
durchgeflnhrt.

2.3. Laboruntersuchungen

2.3.1 Blutbildveranderungen

Bei allen Patienten wurde eine Blutbilduntersuchung am Tag der
Dopplersonographie durchgefihrt, so dass Informationen Uber Leukozyten-,
Erythrozyten- und Thrombozytenzahlen vorlagen, die mit dem dopplersono-
graphischen Befund korreliert wurden. Als Normwerte wurden die Ergebnisse der 3™
United States National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES III) [9]
zugrundegelegt. NHANES Il lieferte Blutbilddaten von insgesamt 29314
amerikanischen Blrgern.

Diese Untersuchungen wurden in einem Labor mit interner und externer
Qualitatskontrolle durchgefiihrt [39; 48; 49], so dass die maximale Unpréazision und
Ungenauigkeit der Messung fir die Erythrozytenzellkonzentration bei 4% bzw. 3%,
fir die Hamoglobinkonzentration bei jeweils 2%, fur den Hamatokrit bei jeweils 3%,
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fur die Thrombozytenzellkonzentration bei jeweils 7% und fir die
Leukozytenzellkonzentration bei jeweils 6% liegen [68].

2.3.2 Durchflusszytometrie

Bei 17 Patienten (40,5%) konnte am Tag der Mikroemboliedetektion eine
Thrombozyten-Durchflusszytometrie durchgefiihrt werden. Der Einschluss aller
Patienten in diesen Studienteil gelang nicht, da nicht zu jedem Zeitpunkt ein erfah-
rener Untersucher und/oder das Gerat verfigbar waren. Die durchflusszytome-
trischen Untersuchungen wurden von Herrn Dr. Torben Villmow im hamatologischen
Labor der Abteilung Innere Medizin des Universitatsklinikums GieBen durchgefiihrt.

Das detaillierte Messprotokoll wurde bereits veroffentlicht [94]. Kurz zusammen-
gefasst wurde vendses Blut ohne Stauung Uber eine 21 G Butterfly in gepufferte
Zitratlésung abgenommen, die als Fixans Paraformaldehyd und Glyoxal enthielt.
Thrombozyten wurden nach vorheriger Verdinnung im Vollblut mit Phycoerythrin-
(PE)-anti-CD42b (Anti-GPIba, Clone SZ2, IgG1, Maus, Immunotech, Marseille,
France) und Fluoresceinisothyocyanat (FITC)-anti-CD62p Antikérpern (Clone CLB-
Thromb/6, 1gG1, Maus, Immunotech, Marseille, Frankreich) markiert und mit einem
Epics XL2 Zytometer (Coulter, Miami, FL, USA) hinsichtlich der folgenden Parameter
untersucht: Thrombozytenaggregate, thrombozytare Mikropartikel, aktivierte
singulare Thrombozyten (CD62p-Expression). Die CD62p-Bindung diente als Marker
aktivierter Thrombozyten, die CD42b-Bindung der Abgrenzung der Thrombozyten
von anderen Blutbestandteilen. Zur Erfassung von Thrombozyten-Leukozyten-Konju-
gaten wurde ein weiteres Aliquot der Blutprobe mit PE-anti-CD14 (Clone RMO52,
lgG2a, Maus, Immunotech, Marseille, France), FITC-anti-CD42b (Clone SZ2, 1gG1,
Maus, Immunotech, Marseille, Frankreich), und PerCP-anti-CD45 (Clone 2D1, 1gG1,
Maus, Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) Antikdrpern inkubiert. Neutrophile und
Monozyten wurden Uber ihre jeweilige Bindungscharakteristik von Anti-CD45 (Pan-
Leukozyten Marker) und Anti-CD14 (Monozyten Marker) identifiziert. Die Bindung
von FITC-anti-CD42b Antikdrpern identifizierte dann Thrombozyten-Neutrophilen-
oder Thrombozyten-Monozyten-Konjugate. Die Normalbereiche dieser Parameter
wurden an Hand der Ergebnisse bei 16 gesunden Kontrollen (mittleres Alter 42
Jahre, Spannweite 23 — 63 Jahre, 6 Frauen, 10 Manner) definiert. Dazu wurden

willkirrlich untere und obere Grenzen der Vorwartslichtstreuung definiert, die 90%
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aller CD42b-positiven Ereignisse einschlossen. Diese Ereignisse wurden operational
als singulare Thrombozyten definiert, wahrend alle Ereignisse unter der unteren
Grenze der Vorwartslichtstreuung als thrombozytére Mikropartikel und die Ereignisse
oberhalb der Grenze dieses 90%-Intervalls als Mikroaggregate definiert wurden.
Singulare Thrombozyten wurden einem weiteren FITC-Fluoreszenzkanal zugeleitet.
Auch hier wurde arbitrdr ein 90%-Intervall fir die FITC-CD62p-Fluoreszenz
festgelegt. Alle Ereignisse unterhalb der Intervallgrenze wurden als nicht aktiviert, die
Ereignisse oberhalb der Intervallgrenze als aktivierte Thrombozyten angesehen. Die
obere und untere Grenze des 90%-Intervalls wurde durch FITC-markierte Isotyp-
Kontrollantikérper (Clone 679.1Mc7, Isotype IgG1, Maus, Immunotech, Marseille,
Frankreich) verifiziert.

Neutrophile und Monozyten wurden wie bereits oben beschrieben an Hand ihrer Bin-
dung von anti-CD45 und anti-CD14-Antikérpern identifiziert. Leukozyten mit Bindung
dieser Antikérper wurden einem weiteren Fluoreszenzkanal, mit einer
Fluoreszenzgrenze unter der sich bei Untersuchung mit Isotyp-Kontrollen (Clone
679.1Mc7, Isotype IgG1, Maus, Immunotech, Marseille, Frankreich) 95% aller
Ereignisse befanden, zugeleitet. Nach Doppelmarkierung mit FITC-anti-CD42b
Antikdrpern wurden alle Ereignisse oberhalb dieser Grenze als Thrombozyten-
Neutrophilen- oder Thrombozyten-Monozyten-Konjugate definiert (Drei-Farben-
Methode [65]). Zur Veranschaulichung dienen folgende Abbildungen (Abbildung 2.1
und 2.2), die die verschiedenen Antikdrpermarkierungen anhand der Blutprobe eines
Probanden zeigen.
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Abbildung 2.1: Auswertung der Durchflusszytometrie I: Linkes Bild: Verteilung
CD 42bmarkierter Zellen: Anhand der unterschiedlichen Vorwartslichtstreuung
(forward scatter) werden diejenigen Zellsignale als von singuldren Thrombozyten
ausgeldst definiert, die in einem willklrlich festgelegtem 90%-Intervall liegen. Die
unterhalb dieser willkirlichen Grenze liegenden Zellen werden als Mikropartikel, die
dariber liegenden als Mikroaggregate definiert (Skalierung logarhythmisch). Rechtes
Bild: CD 42b—positive Zellen, Haufigkeitsverteilung [Aus 26].
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Abbildung 2.2: Auswertung der Durchflusszytometrie Il: Mit der Verwendung
spezifischer monoklonaler Antikérper die gegen bestimmte Oberflachenproteine der

Thrombozytenmembran gerichtet sind, I&sst sich der Aktivierungszustand der

Thrombozyten weiter differenzieren: Singulare Thrombozyten werden mit CD 62p

konjugiert, CD-62p-positive Zellen gelten innerhalb eines willklrlich definierten 90% -

Intervalls als aktiviert [Aus 26].
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2.4 Statistische Auswertung

Zur deskriptiven Beschreibung der Daten wurden der Mittelwert, Standard-
abweichung, Median, Spannweite und 25%-75% Perzentile verwendet.
Haufigkeitsdaten wurden mit dem x3-Test oder wenn notwendig mit dem exakten
Test nach Fisher verglichen. Kontinuierliche Daten wurden mit einem nicht
parametrischen U-Test verglichen. Die Assoziation zwischen MES und ver-
schiedenen Variablen wurde mit der Spearman-Rangkorrelation analysiert. Die
Ubereinstimmung zweier geblindeter Untersucher hinsichtlich des Vorhandenseins

von MES wurde mit dem Korrelationskoeffizienten in Klassen untersucht.
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3. Ergebnisse

3.1  Ubereinstimmung geblindeter Untersucher hinsichtlich des Vorhanden-
seins von zirkulierenden Mikroembolien

Die Ubereinstimmung zweier geblindeter Untersucher hinsichtlich des Vorhanden-
seins von zirkulierenden Mikroembolien war mit einem Korrelationskoeffizienten in
Klassen von 0,67 (95% Konfidenzintervall 0,47 - 0,80) gut.

3.2 Zirkulierende Mikroembolien und klinische Variablen

MES traten in unserem Kollektiv insgesamt bei 15/42 Patienten (35,7%) auf. Die
Rate pro 30 min lag im Median bei 2,5, die Spannbreite reichte von 1 - 108, die 25% -
75% Perzentile von 1 - 10.

Die Haufigkeit MES-positiver Patienten war bei Stérungen der roten Blutreihe etwas
héher als bei den anderen MPS, jedoch ohne statistische Signifikanz: ET 8/19 Pati-
enten (42,1%), PVR 3/8 Patienten (37,5 %), UMS 5/8 Patienten (37,5%) und CML
1/7 Patienten (14,3 %) (p = 0,29). Ein &hnlicher nicht signifikanter Trend ergab sich
auch fur die MES-Raten pro 30 min: ET-Patienten 7,2 + 24,7, 25% - 75% Perzentile 0
- 1, Spannweite 0 - 108, UMS-Patienten 2,6 *+ 4,9, 25% - 75% Perzentile 0 - 3,5,
Spannweite 0 - 14, PVR-Patienten 2,4 + 5,6, 25% - 75% Perzentile 0 - 1,5, Spann-
weite 0 - 16. Die geringsten Raten wurden bei CML-Patienten (1,1 + 3,0, 25% - 75%
Perzentile 0 - 0, Spannweite 0 - 8) gefunden. Zwischen den verschiedenen MPS-
Typen bestand kein signifikanter Unterschied (p = 0,71).

Alter (p = 0,94) und Geschlecht (p = 0,59) spielten fir die Haufigkeit und Rate der
MES keine Rolle. Uberraschenderweise konnten wir keinen Zusammenhang mit der
Haufigkeit MES-positiver Patienten und der MES-Rate pro Zeit und der Medikation

feststellen (p = 0,62). Tabelle 3.1 fasst die Daten zusammen.
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3.3 Zirkulierende Mikroembolien und Blutbildveranderungen

Es bestand weder eine Korrelation zwischen der Thrombozyten- (Spearman p =

0,28, p = 0,11), Leukozyten- (Spearman p = 0,02, p = 0,90) oder Erythrozytenzahl

(Spearman p = -0,10, p = 0,49) und der Rate von MES pro Zeiteinheit noch dem Vor-

handensein von MES als kategorischer Variable (Spearman p = 0,25, p = 0,09;

Spearman p = -0,09, p = 0,52; Spearman p =-0,16, p = 0,28). Lediglich Patienten mit

sowohl Thrombozytose als auch Anamie (8/15, 53,3%) hatten signifikant haufiger

MES-positive Untersuchungen als Patienten ohne diese Blutbildstérungen (1/11,

9,1%, p = 0,02).

In Tabelle 3.1 sind Daten zu MES und Blutbildveranderungen zusammengefasst.

MES-positiv (n = 15) MES-negativ (n = 27) P
Alter 70,0 [57-74, 27-87] Jahre 68,0 [57-75, 24-80] Jahre 0,94
Geschlecht Méanner  8/15 (53,3%) Mé&nner 13/27 (48,2%) 0,59

Frauen  7/15 (46,7%) Frauen  14/27 (51,9%)
Thrombozyten 552 [388-939, 139-1249] x10°/ 434 [295-642, 81-1058] x10%/I | 0,11
Erythrozyten 4.1[3,6-4,6, 2,6-6,9] x10'?/l 4.414,0-5,0,28-6,11x10"%1 |0,27
Leukozyten 7.4 [3,5-18,6, 2,9-97] x10%/ 7.8[4,1-214, 2,3-296] x10% | 0,94
Thrombozytose 11/15 (73,3%) 14/27 (51,9%) 0,15
Thrombozytopenie 1/15 (6,7%) 1/27 (3,7%) 0,59
Andmie 8/15 (53,3%) 7/27 (25,9%) 0,08
Polyglobulie 2/15 (13,3%) 4/27 (14,8%) 0,64
Leukozytose 5/15 (33,3%) 5/27 (18,5%) 0,24
Leukopenie 3/15 (20,0%) 2/27 (7,4%) 0,23
ASS 6/15 (40,0%) 15/27 (55,6%) 0,26
Hydroxcarbamid 9/15 (60,0%) 10/27 (37,0%) 0,13
Interferon 1/15 (6,7%) 2/27 (7,4%) 0,83

Tabelle 3.1: Vergleich verschiedener Parameter zwischen MES-positiven und

MES-negativen Patienten. Kontinuierliche Daten werden als Median [25% - 75%

Perzentile; Spannweite], Haufigkeiten als n (%) angegeben. ASS: Acetylsalicylsaure.
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3.4 Zirkulierende Mikroembolien und thrombozytare Durchflusszytometrie

Bei einer Untergruppe von 17 Patienten war es mdglich, am Tag der dopplerso-
nographischen Mikroemboliedetektion eine thrombozytare Durchflusszytometrie
(DFZ) durchzuflhren. Diese Patienten unterschieden sich nicht signifikant von den
Patienten, die keine Durchflusszytometrie erhielten (Tabelle 3.2). Damit kann diese

Subpopulation als reprasentativ fir die Gesamtkohorte gelten.

DFZ (n =17) Keine DFZ (n = 25) P

Alter (Jahre) 59,5+ 18,2 66,3+ 12.5 0,11
Geschlecht 0,19

Frauen 7 (41,2%) 15 (60,0%)

Manner 10 (58,8%) 10 (40,0%)
Myeloproliferatives Syndrom 0,60

ET 9 (53%) 10 (40,0%)

PVR 2 (12%) 6 (24%)

ums 4 (24%) 4 (16%)

CML 2 (12%) 5 (20%)
Medikation

ASS 8 (47%) 14 (56%) 0,40

Hydoxcarbamid 11 (65%) 14 (56%) 0,41

Interferon 1 (6%) 1 (4%) 0,65
MES-positive Patienten 6/17 (35%) 9/25 (36%) 0,61
MES-Rate pro 30 min 8,1+26,1[0-2;0-108] 1,8+4,1[0-1,0-16] 0,83

Tabelle 3.2: Vergleich verschiedener Parameter zwischen Patienten, die eine
durchflusszytometrische Untersuchung erhielten, und Patienten, die diese
nicht erhielten. Kontinuierliche Daten werden als Median [25% - 75% Perzentile;
Spannweite], Haufigkeiten als n (%) angegeben. ASS: Acetylsalicylsdure, DFZ:

Durchflusszytometrie.

Sechs der Patienten mit durchgeflihrter Durchflusszytometrie waren MES-positiv, 11
MES-negativ. Der prozentuale Anteil CD62p-positiver, d.h. aktivierter Thrombozyten
bei MPS-Patienten mit MES (MPS+MES, Median 12,5%) war gegenlber gesunden
Kontrollen signifikant erhéht (p = 0,04), bei MPS-Patienten ohne MES war der pro-
zentuale Anteil aktivierter Thrombozyten zwar tendenziell erhéht (MPS-MES, Median
12,6%), erreichte aber im Vergleich zu gesunden Kontrollen keine Signifikanz (p =
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0,08) (Abbildung 3.1a). Auch der Vergleich der MPS+MES- mit MPS-MES-Patienten
ergab keine signifikanten Unterschiede des Anteils aktivierter Thrombozyten (p =
0,72).

Thrombozyten-Mikroaggregate waren weder in der MPS+MES-Gruppe (Median
1,7%) noch in der MPS-MES-Gruppe (Median 1,8%) im Vergleich zu gesunden Kon-
trollen erhéht (p = 0,18 beide Gruppen). Auch die MPS-Gruppen unterschieden sich
hinsichtlich des prozentualen Anteils von Thrombozyten-Mikroaggregaten unterein-
ander nicht (p = 0,61) (Abbildung 3.1b).

Der Anteil von Thrombozyten-Mikropartikeln unterschied sich bei MPS+MES-Patien-
ten (Median 9%, p = 0,17) nicht signifikant von gesunden Kontrollen, er war aber bei
MPS-MES-Patienten signifikant gegentber Kontrollen erhéht (Median 11%, p <
0,01). MPS+MES- und MPS-MES-Patienten unterschieden sich aber nicht unterein-
ander hinsichtlich des Anteils von Thrombozyten-Mikropartikeln (p = 0,29) (Abbildung
3.1c¢).

Im Vergleich zu gesunden Kontrollen waren bei MPS+MES-Patienten Thrombozyten-
Monozyten-Konjugate signifikant erhéht (Median 14,5%, p < 0,01), jedoch nicht in der
MPS-MES-Gruppe (Median 8,6%, p = 0,21). Im Vergleich beider MPS-Gruppen
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (p = 0,45) (Abbildung 3.2a).
Thrombozyten-Neutrophilen-Konjugate waren gegentber gesunden Kontrollen in der
MPS+MES-Gruppe deutlich und signifikant erhéht (Median 14,5%, p < 0,01), wah-
rend sich die Gruppe der MPS-MES-Patienten nicht signifikant von gesunden Kon-
trollen unterschieden (Median 8,6%, p = 0,69). Hier ergab der Vergleich beider Grup-
pen einen deutlichen Unterschied mit erhéhtem Anteil von Konjugaten in der
MPS+MES-Gruppe, der fast das Signifikanzniveau erreichte (p = 0,09) (Abbildung
3.2b).
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Abbildung 3.1: Vergleich der medianen prozentualen Anteile von aktivierten
Thrombozyten (a), Thrombozyten-Mikroaggregaten (b) und Thrombozyten-Mik-
ropartikeln (c) zwischen Patienten mit und ohne zirkulierende Mikroembolien
und Kontrollen. Die Quadrate und Rauten zeigen die individuellen Messwerte, die
horizontale Linie den Median der Messwerte und das graue Rechteck die 5% - 95%
Perzentile der Messwerte bei gesunden Kontrollen. MPD: Myeloproliferative
Disorders
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Abbildung 3.2: Vergleich der medianen prozentualen Anteile von Thrombzyten-
Monozyten-Konjungaten (a) und Thrombozyten-Neutrophilen-Konjungaten (b)
zwischen Patienten mit und ohne zirkulierende Mikroembolien und Kontrollen.
Die Quadrate und Rauten zeigen die individuellen Messwerte, die horizontale Linie
den Median der Messwerte und das graue Rechteck die 5% - 95% Perzentile der

Messwerte bei gesunden Kontrollen. MPD: Myeloproliferative Disorders

3.5 Zirkulierende Mikroembolien und klinischer Verlauf

Funf der Patienten (11,9%) hatten, in den letzten 24 Monaten vor der Untersuchung
thromboembolische Ereignisse erlitten (3 Hirninfarkte/ transitorisch ischamische Atta-
cken, 1 Myokardinfarkt und 1 tiefe Beinvenenthrombose (TVT)). Wahrend des Nach-
untersuchungszeitraums dieser Studie (Mittelwert 29,7 =+ 7,3 Monate (Median 30,
Spannweite 16,5 - 40,5 Monate)) entwickelten 9 (21,4%) Patienten thrombemboli-
sche Komplikationen, darunter 4 zerebrale Ischamien (transitorisch ischdmische At-
tacke oder Hirninfarkt) und 5 TVT.

Insgesamt lag die Rate der thromboembolischen Ereignisse in unserem Patienten-
kollektiv bei 35,7%. Es wurde jedoch weder ein Zusammenhang zwischen dem Auf-
treten von MES Uberhaupt und der Ereignisrate (p = 0,22), noch zwischen der Anzahl
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der MES pro 30 min und dem Auftreten klinischer Ereignisse gefunden (Spearman p
= 019, p = 0,23). Auch die Einschrankung der Analyse auf arterielle
Thromboembolien (Ereignisrate 19%) ergab keine Assoziation zwischen der Rate
von MES pro Zeiteinheit oder dem Auftreten von MES Uberhaupt und Klinischen
Ereignissen (Spearman p = 0,12, p = 0,35, Fishers exakter Test p = 0,40). Die
Haufigkeit MES-positiver Patienten unterschied sich nicht zwischen der Gruppe von
Patienten die im Verlauf thrombembolische Ereignisse hatten und der Gruppe von
Patienten die asymptomatisch blieben (p = 0,22).

3.6 Dopplersonographische Verlaufsuntersuchungen

Bei 6 der 42 Patienten war es moglich eine Verlaufsuntersuchung, z.T. auch nach
Anderung der Medikation durchzufiihren.

Dabei wurden bei einem Patienten mit essentieller Thrombozythamie, in der Erstun-
tersuchung (keine Medikation, 591 x10% Thrombozyten) 108 MES gefunden. In der
Verlaufskontrolle unter ASS-Gabe waren bei einer Thrombozytenzahl von 437 x10%/
keine MES mehr nachweisbar. Bei einem weiteren Patienten mit essentieller Throm-
bozythamie erfolgte sogar eine zweite Verlaufskontrolle. Bei diesem Patienten wur-
den im Rahmen der Erstuntersuchung unter Marcumartherapie 10 MES, in der ers-
ten Verlaufsuntersuchung 4 MES und in der zweiten Verlaufsuntersuchung keine
MES detektiert. Anamnestisch sind bei diesem Patienten 2 Hirninfarkte bekannt. Zum
Zeitpunkt  beider  Verlaufsuntersuchungen erhielt der Patient keinerlei
Antikoagulation. Die Thrombozytenzahl lag bei allen 3 Untersuchungen in
vergleichbar hohen Bereichen (939 x10%1, 939 x10%1, 915 x10%1). Tabelle 3.3 fasst
die Ergebnisse der dopplersonographischen Verlaufsuntersuchungen zusammen.
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Pat-

Nr. |Geschl. |Alter [Diagnose [Vorerkr. [Verlauf MES ([Thrombozyten Medikation
1 m 58  |CML 0 E 0 844 x107/| ASS

1 m 58  |CML 0 F1(28d) |0 698 x10°/! 0

2 m 46 [ET HI (2x) E 10 1939 x107/l Marcumar
2 m 47  ET HI (2x) F1(36d) 4 939 x10%/1 0

2 m 47  ET HI (2x) F2 (137d) [0 915 x10%/1 0

3 m 37 [ET 0 E 108 591 x107/I 0

3 m 38 [ET 0 F1(173d) [0 437 x10°%/ ASS

4 m 77 [ET 0 E 0 574 x107/I ASS

4 m 77 [ET 0 F1(199d) [0 543 x10%/1 ASS

5 W 84 [ET 0 E 2 552 x10/l 0

5 W 84 [ET 0 F1(44d) [0 648 x10/1 ASS

6 m 71 [PVR TVT E 0 367 x107/I ASS

6 m 72 |PVR TVT F1(137d) [0 582 x10°/! 0

Tabelle 3.3: Ergebnisse der Verlaufsuntersuchungen mit und ohne Medikation

m: mannlich, w: weiblich, CML: chronisch myeloische Leukamie, ET: essentielle

Thrombozythdmie, PVR: Polyzythamia vera rubra, HI: Hirninfarkt, TVT: tiefe Beinve-

nenthrombose, E: Erstuntersuchung, F: Folgeuntersuchung (in Klammern Zeit zwi-

schen

Erst-

und Folgeuntersuchung in

Tagen),

ASS: Acetylsalicylsaure
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4. Diskussion

Die transkranielle Mikroemboliedetektion wird bei den unterschiedlichsten
Erkrankungen verwendet, um Uber das Auftreten mikroembolischer Signale (MES)
Rlckschlisse auf das individuelle Risiko méglicher zerebraler Ischdmien zu ziehen,
so z.B. bei Karotisstenosen, in deren Rahmen das Risiko fir das Auftreten
thromboembolischer Komplikationen erhéht ist.

Auch viele Erkrankungen aus dem hamatoonkologischen Formenkreis gehen mit
einem erhéhten Risiko flr das Auftreten solcher Komplikationen einher. Diese Arbeit
konzentrierte sich auf die Untersuchung von Patienten mit myeloproliferativen
Syndromen. Myeloproliferative Erkrankungen gehen nachgewiesenermaBen mit
einem erhdhten Risiko fir hamorrhagische und thrombembolische Komplikationen
einher [35; 38; 50; 57; 73]. Es gibt jedoch keine verlassliche Methode um diejenigen
Patienten zu identifizieren, die ein besonders hohes Risiko fir das Auftreten solcher

Komplikationen haben.

Um hiertiber Aussagen treffen zu kénnen, wurden in dieser Studie zwei Techniken
angewandt: Die Transkranielle Dopplersonographie und, um Rickschlisse auf den
Aktivierungszustand des Gerinnungssystems zu ziehen, die Durchflusszytometrie.
Anschliessend wurden die aus beiden Untersuchungen gewonnenen Ergebnisse
korreliert und mit dem klinischen Verlauf verglichen.

Fir symptomatische Stenosen der A. carotis interna ist, ebenso wie flr
symptomatische Stenosen der intrakraniellen Arterien, das Auftreten und die Anzahl
von MES ein Surrogatparameter fiir das Risiko des Auftretens von Schlaganféllen
[22; 28; 98]. Auch fir asymptomatische Karotisstenosen wurde ein solcher
Zusammenhang beschrieben [58; 82]. Die Ergebnisse sind diesbezlglich aber noch
widersprichlich. Obwohl es daflr keinen Beweis gibt, ist es doch hinsichtlich des
Pathomechanismus arterieller Embolien sehr wahrscheinlich, dass MES bei diesen
Patienten durch zirkulierende Zellaggregate, deren Bildung vermutlich auf die
Aktivierung von Thrombozyten zurlickgeht, verursacht werden. Unser Ziel war nun
herauszufinden, ob diese Zusammenhange auch auf Patienten mit myeloprolifera-
tiven Syndromen zutreffen, auch unter Berlicksichtigung der Tatsache, dass es sich
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um klonal gebildete, z.T. funktionsgestdrte oder veranderte Blutzellen handelt. Von
zusatzlichem Interesse war Uber die Durchflusszytometrie herauszufinden, aus
welchen Blutzellen sich die MES bei diesen Erkrankungen Uberhaupt zusammen-

setzen.

4.1 Methodische Aspekte

4.1.1 Studiendesign

Bei der vorliegenden Untersuchung handelt es sich um eine Querschnittsstudie, bei
der uns die Patienten aus der Hamatologischen Ambulanz der Medizinischen Klinik
des Universitatsklinikums zugewiesen wurden. Das heif3t, wir rekrutierten sowohl de
novo diagnostizierte Patienten als auch Patienten, die bereits unter Medikation
standen. Auf Grund dieses Designs hatten a priori bereits deutliche
Gruppenunterschiede auftreten kénnen. Einen signifikanten Unterschied hinsichtlich
der Zahl MES-positiver Patienten oder der absoluten Zahl der gemessenen MES in
Abhangigkeit von der Medikation konnten wir allerdings nicht feststellen.

Insgesamt konnten 42 Patienten in diese Studie eingeschlossen werden. Legt man
Daten aus Untersuchungen an Patienten mit asymptomatischen Karotisstenosen und
einer Rate von MES-positiven Patienten von 5 — 10% sowie mit symptomatischen
Karotisstenosen und Raten MES-positiver Patienten von 30 — 40% [22] zugrunde,
erreicht diese Studie eine Power von 70-80%, um einen relativen Risikoanstieg von
2,0 fir thrombembolische Komplikationen bei MES-positiven Patienten gegentber
MES-negativen signifikant auf einem Niveau von 5% nachzuweisen. Da allerdings
die Rate an MES-positiven Patienten mit myeloproliferativen Erkrankungen bei
Beginn dieser Studie unbekannt war, lieB sich der Fehler 2. Art und damit die Power
der Studie a priori nicht abschatzen.

Obwonhl bei jedem Patienten eine durchflusszytometrische Untersuchung geplant
war, konnte diese aber nur bei 17 (40,5%) Patienten durchgeflihrt werden, da das
Gerat nur an 2 Tagen der Woche zur Verfligung stand und nicht an allen Terminen
ein Kollege die Untersuchungen durchfihren konnte. Deshalb ist die statistische
Aussagekraft dieses Teils der Untersuchung eingeschrankt und es lassen sich
entsprechend nur Tendenzen ableiten. Hinsichtlich wichtiger demographischer Daten
unterschieden sich die Patienten mit durchflusszytometrischer Untersuchung nicht
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von solchen, bei denen die Untersuchung nicht mdglich war (Tab. 3.2), so dass
davon auszugehen ist, dass die ausgewahlte Subgruppe fir die Gesamtpopulation
reprasentativ ist.

Ein weiterer limitierender Faktor dieser Untersuchung besteht in der nicht konstanten
Nachbeobachtungszeit beziglich  klinischer, thromboembolischer Ereignisse.
AuBerdem ist die Zahl der potentiell zu erfassenden Ereignisse durch die relativ
kleine KohortengréBe limitiert, was entsprechend die Aussagekraft der Studie
einschrankt.

4.1.2 Dopplersonographische Mikroemboliedetektion

Die Ableitdauer der dopplersonographischen trankraniellen Mikroemboliedetektion im
Rahmen dieser Studie betrug 30 Minuten. Laut der Internationalen Consensus
Gruppe fur transkranielle Mikroemboliedetektion [70] wird dies als die
Mindestmessdauer angesehen. Optimalerweise wird eine Messdauer von 60 Minuten
angestrebt. Die Studie von Droste und Mitarbeitern [20] zeigte in einer 24-stlindigen
Ableitung, im Gegensatz zu haufiger auftretenden 30-minlitigen MES-freien
Episoden, nur einmal ein 60-mindtiges Intervall, in dem bei einem MES-positiven
Patienten keine MES nachgewiesen werden konnten, sodass diese Messdauer als
zuverlassig angesehen werden kann.

Diese Messdauer konnte jedoch aufgrund von eingeschrankter Compliance bei dem
hier untersuchten chronisch kranken Patientenklientel nicht eingehalten werden. Es
ist mdglich, dass durch die kiirzere Messdauer einige Patienten falschlicherweise als
MES-negativ eingestuft wurden. Jedoch ist es, wie auch die Verlaufuntersuchungen,
die bei 6 Patienten im Rahmen der vorliegenden Studie durchgefiihrt werden
konnten, zeigten, maoglich, dass bei MES-positiven Patienten, bei unveranderter
Therapie, an manchen Tagen keine MES nachweisbar sind, sodass, trotz des rein
anekdotischen Charakters der hier erhobenen Beobachtungen, davon ausgegangen
werden kann, dass unabhangig von der Ableitdauer der einzelnen Untersuchung ein
Restrisiko bleibt, einen MES-positiven Patienten nicht als solchen zu identifizieren.

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde das Strémungsspektrum der A. cerebri
media bei den einzelnen Probanden jeweils einseitig abgeleitet. Fir manche
Fragestellungen werden simultane oder bidirektionale Ableitungen empfohlen. Bei
einer simultanen Ableitung der rechten und linken Arteria media ware z.B. im Falle
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eines nur einseitigen Nachweis von MES eine Aussage Uber Art und Lokalisation der
Emboliequelle méglich. Da aber bei Patienten mit myeloproliferativen Syndromen von
einer systemischen Aktivierung des Gerinnungssystems ausgegangen wird, vermutet
man eine seitengleiche Verteilung der darunter entstehenden MES, sodass von einer
beidseitigen simultan durchgefiihrten Ableitung fiir die Fragestellung dieser Studie,
kein Informationsgewinn zu erwarten gewesen ware. Darlber hinaus wurden
Patienten mit hochgradigen Karotisstenosen ausgeschlossen, die eine Quelle
unilateraler MES hétten darstellen kénnen.

Anders ist die Zweitor-Ableitung zu werten, bei der ein GefaB Uber zwei Sonden in
jeweils unterschiedlicher Tiefe untersucht wird, wodurch ,echte“ Embolien, die mit
dem Blutstrom weitergeleitet werden und dadurch zweizeitig Signale ausldsen,
besser von Artefakten unterschieden werden kénnen, die nur ein Signal verursachen.
Es ist mdglich, dass, bei der hier durchgeflhrten einseitigen Ableitung einige
Artefakte falschlicherweise als MES klassifiziert worden sein kénnten, dieses Risiko
ist jedoch hinsichtlich der guten Ubereinstimmung der beiden geblindeten,
erfahrenen Untersucher (Korrelationskoeffizient in Klassen 0,67), durch welche die
Auswertung erfolgte, als gering einzustufen.

4.2. Zirkulierende Mikroembolien und klinische Parameter

4.2.1 Thromboembolische Komplikationen

Trotz einer hohen Anzahl von thromboembolischen Komplikationen und eines hohen
Anteils MES-positiver Patienten (35,7%) innerhalb unserer Kohorte, konnte fir diese
Patienten kein prognostischer Zusammenhang zwischen dem Auftreten von MES
und der Entwicklung thromboembolischer Erkrankungen festgestellt werden. Es
zeigte sich zwar eine Tendenz fir ein vermehrtes Auftreten von MES im
Zusammenhang mit MPS der roten Zellreihen (PVR und ET), die auch klinisch die
hochste Rate thromboembolischer Komplikationen aufweisen, jedoch ohne
signifikanten Unterschied zu Patienten mit CML und UMS. In dieser Studie zeigte
sich, dass das Auftreten von MES unabhangig von der Thrombozytenzahl ist, was
auch der klinischen Beobachtung entspricht, dass die absolute Thrombozytenzahl

ein schlechter Prediktor thromboembolischer Komplikationen ist [65; 72; 102].
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Da nur wenige Patienten im Verlauf nachuntersucht werden konnten und letztlich
kein Patient im engen Zusammenhang mit einem thromboembolischen Ereignis,

kédnnen wir nicht ausschlieBen, dass die Zahl der MES und auch die MES-Positivitat
bzw. —Negativitdt Schwankungen unterliegt. Mdglicherweise sind die MES-Zahlen in
engem Zusammenhang mit einem thromboembolischem Ereignis erhdht, was wir
nicht erfassen konnten. Zumindest konnten wir an Hand einer einzigen Messung

keinen Zusammenhang mit klinischen Ereignissen herstellen.
4.2.2 Medikation

Uberraschenderweise waren Vorhandensein und Anzahl der MES, ebenfalls
unabhangig von der Gabe thrombozytenaggregationshemmender Medikamente wie
Acetylsalicylsaure oder Pyridinen. Dies ist vermutlich dadurch bedingt, dass die Gber
P-Selektin vermittelte Bindung von Thrombozyten an Leukozyten, die bei der
Entstehung von MES bei MPS-Patienten eine Rolle zu spielen scheint, nicht, oder
nicht vollstandig, durch Acetylsalicylsdure (Hemmung der Cyclooxygenase) oder
Pyridine (Hemmung des ADP-Rezeptors) gehemmt wird.

Eine pharmakologische Hemmung der P-Selektin-vermittelten inflammatorischen und
koagluatorischen Wirkung ist derzeit im klinischen Alltag noch nicht standardmassig
maoglich und Bedarf weiterer Studien [1; 60; 62].

4.3 Zirkulierende Mikroembolien und Ergebnisse der Durchflusszytometrie

Man vermutet, dass die Entstehung von Thromboembolien bei Patienten mit MPS auf
qualitative und quantitative Abnormalitadten der Thrombozyten zurtickzuflihren sind,
der genaue Mechanismus ist nicht bekannt. Die Tatsache, dass die Gabe von
Thrombozytenaggregationshemmern  das  Auftreten  klinischer  vaskularer
Komplikationen reduziert [46], fUhrte jedoch zu der Annahme, dass bei diesen
Erkrankungen eine Thrombozytenhyperaggregabilitat vorliegt.

Thrombozyten zirkulieren normalerweise in einem inaktiven Funktionszustand durch
den Koérper und werden erst durch das Vorhandensein von Agonisten (z.B. Thrombin,
ADP, Kollagen) aktiviert. Erst dann heften sie sich auf verletzte Stellen der
Gefasswande und initiieren die Bildung eines den Defekt verschliessenden Koagels.
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An diesem Prozess sind jedoch auBer den Thrombozyten auch membrangebundene,
also endotheliale Faktoren beteiligt.

In der Vergangenheit wurden zahlreiche Versuche unternommen die aktivierten, d.h.
.Klebrigen“ Thrombozyten im Patientenblut aufzuspiren, um so Risikopatienten zu
identifizieren [49]. Studien, die die traditionelle Thrombozyten-Aggregometrie
(turbimetrisches Verfahren nach Born [29]) verwendeten, kamen diesbezlglich zu
kontroversen  Ergebnissen. Wahrend in einigen Untersuchungen eine
Thrombozytenhyperreagibilitdt nachgewiesen wurde [89; 95], konnte dies in anderen
Studien nicht nachgewiesen werden [23]. Manoharan et al. [50] legten 1999 in ihrer
Arbeit sogar nahe, dass die ebenfalls im Rahmen dieser Erkrankungen auftretende
Thrombozytenhypoaggregabilitat sogar noch eher zu Thrombosen flhren kénnte, als

eine normale Thrombozytenfunktion.

Eine frlhere Studie aus der Arbeitsgruppe von Priv.-Doz. Dr. med. Matzdorff zeigte
ein vermehrtes Auftreten von Thrombozyten-Leukozyten-Aggregaten bei MPS-
Patienten im Vergleich mit gesunden Kontrollpersonen [94] . Sowohl Thrombo— als
auch Leukozyten verfligen Uber Membranrezeptoren, die die Bindung dieser Zellen
aneinander vermitteln. Einer dieser Rezeptoren ist das P-Selektin (CD 62p), das
auch als Marker fir die Thrombozytenaktivitat dient [2; 24]. Thrombozyten-Leuko-
zyten- Interaktionen sind Teil der vaskuldren Gerinnung. Bei einigen Patienten mit
zerebrovaskularen Ischamien fanden sich Gberdurchschnittlich viele Thrombozyten-
Leukozyten-Aggregate [55].

In der vorliegenden Studie war die Zahl der aktivierten, d.h. CD62p-positiven
Thrombozyten bei MPS-Patienten mit MES im Vergleich mit MES-negativen MPS-
Patienten, nur leichtgradig erhéht.

Auch fand sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten von MES
und dem Vorhandensein zirkulierender Thrombozytenaggregate, was vermutlich
darauf zurtckzufihren ist, dass zum Zeitpunkt der Untersuchung fast die Halfte der
Patienten mit Acetylsalicylsdure behandelt wurden, wodurch die Thrombozyten-
aggregationsfahigkeit gehemmt wird.

Die Zahl der Mikropartikel war in der Gruppe der MES-negativen Probanden erhéht,
wahrend diese bei MES-positiven Patienten im Vergleich mit gesunden
Kontrollpersonen im Normbereich lagen.
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Bei Mikropartikeln handelt es sich um kleinste Phospholipidpartikel, die aus den
Membranen aktivierter Thrombozyten freigesetzt werden und u.a. die Aktivierung
plasmatischer Gerinnungsfaktoren unterstitzen [101]. Mikropartikel sind also
einerseits ein Marker fir den Aktivierungszustand der Thrombozyten, nehmen
andererseits aber auch aktiv am Gerinnungsprozess teil [41]. Mikropartikel kénnen
Uber den CD62p-Rezeptor auch an Leukozyten binden [42].

Diese Theorie lasst sich durch den starken Trend zum vermehrten Auftreten von
Thrombozyten-Neutrophilen und Thrombozyten-Monozyten Aggregaten bei MES-
positiven MPS-Patienten stitzen. Zudem wird die Bildung von Thrombozyten-
Leukozyten Aggregaten nicht durch Acetylsalicylsaure beeinflusst [76], was erklaren
kébnnte, warum der Anstieg von Thrombozyten-Leukozyten Aggregaten bei MES-
positiven MPS-Patienten wesentlich deutlicher ist, als der Anstieg aktivierter
(CD62p—positiver) Thrombozyten und warum sich kein Zusammenhang mit der

Einnahme aggregationshemmender Medikamente feststellen lasst.

Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie lassen vermuten, dass MES bei MPS-
Patienten mit dem Auftreten von Thrombozyten-Neutrophilen- oder Thrombozyten-
Monozyten-Aggregaten assoziiert sind. Es bleibt allerdings spekulativ, ob diese
Aggregate tatsachlich eine Grdsse erreichen, die im TCD detektierbar ist. Auch
wissen wir nicht, ob im Rahmen der klonalen Hamatopoese bei myeloproliferativen
Syndromen funktionsgestérte Leukozyten mit einer erhéhten Affinitdt zu
Thrombozyten oder Thrombozyten mit einer erhdhten Expressionsrate des
leukozytenbindenden Rezeptors CD62p produziert werden. Es ist ebenso mdglich,
dass die Anderungen der Gerinnungsparameter und Zellfunktionen bei
myeloproliferativen Erkrankungen auf einen Ubergeordneten, bislang noch

unentdeckten, Mechanismus zurtickzufihren sind.

Obwonhl wir davon ausgehen, dass sowohl das Auftreten von MES als auch das von
Thrombozyten-Leukozyten-Aggregaten bei MPS-Patienten als Marker fir eine
erhdéhte Gerinnungsaktivitat gewertet werden kdnnen, sind diese ohne prognostische
Signifikanz bezuglich des Auftretens zerebraler thromboembolischer Komplikationen

und kdnnen daher nicht als Screeningmethode empfohlen werden.
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5. Zusammenfassung / Summary

5.1 Zusammenfassung

Myeloproliferative Syndrome (MPS) gehen mit einem erh6hten Thromboembolierisiko
einher. Ziel dieser Studie war es, den prognostischen Wert der
Mikroemboliedetektion hinsichtlich des Auftretens klinischer Ereignisse zu
untersuchen. Weiter sollte geprift werden, ob es zwischen den detektierten
Mikroembolien, Parametern des Blutbildes und den Ergebnissen der Thrombozyten—
Durchflusszytometrie einen Zusammenhang gibt, aus dem sich Rickschlisse auf die
Zusammensetzung zirkulierender Mikroembolien (Microembolic signals, MES) bei
diesen Patienten ziehen lassen. Dazu wurde in einer Kohorte von 42 Patienten mit
myeloproliferativen Syndromen einmalig eine transkranielle Doppleruntersuchung mit
Mikroemboliedetektion durchgefihrt und die Ergebnisse mit den {ber einen
Beobachtungszeitraum von 29,7 +/- 7,3 Monaten auftretenden thromboembolischen
Ereignissen korreliert. Bei allen Patienten wurde am Tag der Untersuchung eine
Blutbilduntersuchung und bei 17 Patienten eine Thrombozyten-Durchflusszytometrie
durchgeflnhrt.

Bei 15 der 42 Patienten (35,7%) wurden MES registriert, es konnte jedoch keinerlei
Zusammenhang mit dem MPS-Typ, den Parametern des Blutbilds oder dem
Auftreten von thromboembolischen Ereignissen (bei 9 von 42 Patienten; 21,4%)
hergestellt werden. MES-positive und -negative Patienten unterschieden sich auch
nicht hinsichtlich der Verteilung von aktivierten Thrombozyten, Thrombozyten-
Mikroaggregaten oder Mikropartikeln. Es zeigte sich jedoch ein starker Trend flr das
vermehrte Auftreten von Thrombozyten-Neutrophilen-Aggregaten bei MES-positiven
Patienten (p = 0,09).

Insgesamt zeigte sich, dass die einmalige Emboliedetektion mittels transkraniellem
Doppler bei Patienten mit MPS noch keinen prognostischen Wert besitzt. Hinsichtlich
der Zusammensetzung der MES lassen die Ergebnisse der Durchflusszytometrie
vermuten, dass diese bei MPS-Patienten Uberwiegend aus Thrombozyten-
Neutrophilen-Aggregaten bestehen kénnten.
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5.2 Summary

Myeloproliferative disorders (MPD) are associated with an increased risk for
thrombembolic events. In this study we examined the prognostic value of transcranial
doppler (TCD) microemboli detection regarding clinical events and correlated TCD
findings with results of blood cell counts and platelet flow cytometry to gain insight
into the composition of circulating microemboli in these patients.

In a cohort of 42 patients with MPD TCD microemboli detection was performed on a
single occasion and correlated with thrombembolic events during a prospective
follow-up of 29.7 +/- 7.3 months. In all patients a complete blood cell count and in 17
patients platelet flow cytometry were performed on the day of the TCD examination.
Microembolic signals (MES) were recorded in 15 (35.7%) patients, however, without
any correlation with the type of MPD, blood cell count, or thrombembolic events (9
(21.4%)). MES positive and negative patients did not differ regarding the levels of
activated platelets, platelet microaggregates, or microparticles. We found a strong
trend for higher rates of platelet-neutrophil conjugates in MES positive patients (p =
0.09).

In conclusion we found that detection of MES by TCD in MPD patients on a single
occasion has no prognostic value. MES do not correlate with the type of MPD, nor
blood cell counts or clinical events. Flow cytometry suggests that MES in MPD may

primarily consist of platelet-neutrophil aggregates.
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