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1. Einleitung

1.1 Definition und Atiologie

Die Immunthrombozytopenie (ITP) ist eine erworbene Thrombozytopenie, welche
durch eine Autoimmunreaktion gegenuber Thrombozyten und Megakaryozyten
hervorgerufen wird. Sie ist durch eine isolierte Thrombozytopenie charakterisiert und
kann mit einer erhohten Blutungsneigung einhergehen [59, 87]. Das Eponym Morbus
Werlhof geht auf den Arzt Paul Gottlieb Werlhof (1699-1767) zurick. Sein Bericht
einer Patientin mit postinfektidsen Blutungen der Haut und Schleimhaute (Morbus
maculosus haemorrhagicus) im Jahr 1735 gilt als meistzitierte Erstbeschreibung der
ITP [42, 59]. Rudolf Dohrn, Professor der Geburtshilfe an der Universitat Marburg,
beschrieb 1874 den ersten Fall eines ,Morbus maculosus Werlhofii Gbertragen von der
Mutter auf die Frucht, im Rahmen dessen Mutter und Kind eine

Immunthrombozytopenie mit Purpura entwickelten [23].

Eine andere alte Bezeichnung der ITP ist die ,idiopathische thrombozytopenische
Purpura’. Diese sollte nicht mehr benutzt werden, da die ursachliche Dysregulation des
Immunsystems nicht mehr als ,idiopathisch* (griech. idios pathos = Erkrankung ohne
fassbare Ursache) bezeichnet werden kann und die ITP auch sekundar im Rahmen
anderer Erkrankungen auftreten kann [42, 91]. Zudem haben viele Patienten keine
Purpura, sondern lediglich erniedrigte Thrombozytenzahlen [59]. Daher ist die

allgemein verwendete Bezeichnung der ITP heute die ,Immunthrombozytopenie’ [91].

Die Einteilung der ITP erfolgt anhand der Dauer und Atiologie der Erkrankung (siehe
Tabelle 1). Zu unterscheiden ist die primare Form (ca. 80 %), bei der keine Ursache
erkennbar ist, von den sekundaren Formen (ca. 20 %), die im Rahmen anderer
immunologisch bedingter Krankheiten, maligner Erkrankungen, durch Medikamente

und bei bzw. nach Infektionen auftreten kdnnen [16, 42, 59].

Die friher verwendete Klassifikation der ITP in eine akute und eine chronische Form
wurde 2009 zugunsten der folgenden Stadieneinteilung verlassen: neu diagnostizierte,
persistierende, chronische ITP (siehe Tabelle 1). Anhand des Stadiums kann damit

eine gezieltere und einfachere Therapieentscheidung getroffen werden (siehe 1.6).



Tabelle 1: Klassifikation der Inmunthrombozytopenie (ITP) nach Verlaufsform und Stadium
([16, 42, 54, 59])

Verlaufsform Ursachen/Erkrankungen
primare ITP (ca. 80 %) keine

medikamenteninduzierte ITP
Antiphospholipid-Syndrom
Immundefizienz-Syndrome
Autoimmun Lymphoproliferatives-Syndrom
Lymphom (CLL, Hodgkin, u.a.)
sekundare ITP (ca. 20 %)  Evans-Syndrom (ITP + AIHA-WT)
SLE
nach Transplantation hamatopoetischer Stammzellen
Infektionen (HIV, Hep B, Hep C, H. pylori, Varizellen, CMV)
Impfungen (z.B. Masern-Roteln-Mumps 1:40.000,

SARS-CoV-2)
Stadium Definition
neu diagnostiziert < 3 Monate nach Diagnosestellung
persistierend 3 - 12 Monate nach Diagnosestellung
chronisch > 12 Monate nach Diagnosestellung

1.2 Epidemiologie

Die ITP ist eine seltene Erkrankung. Bei Erwachsenen liegt die Inzidenz bei 0,2-0,4
Neuerkrankungen pro 10.000/Jahr und die Pravalenz bei 0,9-2,6 pro 10.000. Das
durchschnittliche Erwachsenenalter liegt bei 50-55 Jahren, ein steigender Trend deutet
sich an. Im mittleren Alter erkranken Frauen haufiger; ab ca. dem 60. Lebensjahr
Manner [59].

Bei Kindern und Jugendlichen liegt die Inzidenz bei 0,2-0,7 Neuerkrankungen pro
10.000/Jahr, welche im Frihjahr um die Halfte héher ist als im Sommer. Die Pravalenz
liegt bei 0,4-0,5 pro 10.000. Diese ist auf Grund der im Kindesalter seltenen
chronischen Verlaufsform der ITP deutlich niedriger als bei den Erwachsenen [59]. Im

Kindesalter ist der Uberwiegende Anteil der Patienten mannlich [98].

1.3 Pathogenese
Die Balance zwischen Thrombozytenbildung und Thrombozytenabbau ist bei der ITP
durch verschiedene pathogenetische Mechanismen, deren genauer Ablauf bis heute

nur teilweise verstanden ist, gestort [58].

Ein Verlust der Immuntoleranz induziert eine Autoimmunreaktion gegeniber
Thrombozyten und Megakaryozyten, wodurch es sowohl zu einer erniedrigten,

peripheren Thrombozytenzahl als auch zu einer verminderten Thrombozytenbildung im
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Knochenmark kommt [59]. Wie bei anderen Autoimmunerkrankungen kdnnten
molekulare Mimikry mit bakteriellen oder viralen Proteinen ein Grund fur die
Entstehung dieser Immunreaktion sein [58].

Die heute bekannten, wichtigsten Pathomechanismen, auf die im Folgenden naher

eingegangen wird, beinhalten [59]:

e Autoantikbrper gegen Thrombozyten
e Thrombozytenschadigung durch T-Lymphozyten

e Hemmung der Thrombozytopoese

Unter physiologischen Umstanden wird das Immunsystem durch humorale und
zellulare Komponenten genau reguliert, so wird die Immunantwort durch B- und
T-Lymphozyten u.a. durch regulatorische Zellen (B reg, T reg) gehemmt.
Veranderungen dieser Immunzellen tragen wesentlich zur Pathogenese der ITP bei
[58].

Die Experimente von Harrington et al. und Shulman et al. brachten die ersten
Erkenntnisse, dass gegen Thrombozyten gerichtete Autoantikorper eine wichtige Rolle
bei der Entstehung der ITP spielen. Harrington et al. induzierten bei gesunden
Personen eine Thrombozytopenie durch die Gabe des Plasmas von ITP-Patienten [33].
Die Identifikation des Autoantikdrpers als auslésenden Faktor gelang Shulman et al. in
der Gammaglobulinfraktion [100]. Die von B-Lymphozyten produzierten Autoantikdrper
sind hauptsachlich vom Typ IgG, selten auch vom Typ IgM oder IgA, die jedoch meist
nur in Kombination mit IgG vorkommen und in der Pathogenese eine untergeordnete
Rolle spielen [34, 45]. Die Autoantikérper binden an Thrombozytenoberflachenproteine.
Dazu gehdren die Glykoproteinkomplexe GP llb/llla (Fibrinogenrezeptor) und GP Ib/IX,
welche derzeit als Hauptzielstrukturen der ITP gelten (siehe 1.7). Kirzlich konnte
gezeigt werden, dass Antikdrper gegen das Glykoprotein GP V, welches Teil des von-
Willebrand-Rezeptors (GP Ib/IX/V) ist, ebenfalls eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der ITP spielen [113]. Oft haben ITP-Patienten Autoantikérper gegen
mehrere dieser Antigene gleichzeitig [44]. Thrombozytare Autoantikbrper weiterer
identifizierter Zielstrukturen, wie die Kollagenrezeptoren GP la/lla, GP IV oder das
Glykoprotein GP VI, sind selten isoliert vorhanden und von geringerer Relevanz [8, 86].
Bei 29-90 % der ITP-Patienten kénnen thrombozytare Autoantikbrper nachgewiesen
werden [86].

An Thrombozyten gebundene Autoantikdrper flihren zu deren vermehrtem Abbau
(siehe Abbildung 1). Uber ihre Fc-Doméne kénnen Autoantikdrper eine Phagozytose
durch Makrophagen und dendritische Zellen in Milz und Leber induzieren. Die

Komplementaktivierung und die daraus resultierende Apoptose, sowie die Zelllyse sind
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Fc-abhangige Mechanismen der Thrombozytenelimination [58]. Durch die Bindung an
die Thrombozytenoberflache kdnnen die Rezeptoren in ihrer Adhasions- und
Aggregationsfunktion eingeschrankt und die Blutungsneigung dadurch zusétzlich
verstarkt werden (sog. erworbene Thrombasthenie Glanzmann) (siehe 1.7) [59]. Ein
Fc-unabhangiger Mechanismus ist der Abbau der Thrombozyten nach Bindung an
Ashwell-Morell-Rezeptoren (AMR) in der Leber. Dieser erkennt gealterte oder
geschadigte Thrombozyten anhand ihrer hydrolysierten  Sialinsaure-Reste
(Desialylation) und filtert sie aus dem Blutstrom heraus [58, 59]. Bei der ITP sind vor
allem Autoantikdrper gegen das Glykoprotein GP Ib/IX fiir dessen Desialysierung
verantwortlich [55]. Der von Quach et al. gefundene Mechanismus, bei dem
Autoantikérper an die ligandenbindende Domane (LBD) des GP Ib/IX binden und Uber
eine Vernetzung der Rezeptoren einen Thrombozytenabbau induzieren, ist ebenfalls
Fc-unabhangig [89]. Bestandteil aktueller Forschung ist eine antikdrperinduzierte
Apoptose der Thrombozyten, die glykoproteinspezifisch zu sein scheint und bei
Patienten mit Anti-GP llb/llla und Anti-GP Ib/IX vorkommt, nicht jedoch bei Patienten
mit Anti-GP la/lla [2].

Impaired antibody-mediated MK
differentiation

Autoantibody

Spleen production Vascular niche

e K g “\:‘\J Y FA\—
SRR V&

PLT destruction €

)’ \(\( PLTs production

Ec-depenednt -

Phagocytosis Desialyltion
Complement activation Receptor crosslinking
Apoptosis

Cell lysis

Abbildung 1: Pathomechanismen der Thrombozytenelimination bei Inmunthrombozytopenie (ITP)

Bei der Immunthrombozytopenie (ITP) werden die Thrombozyten durch verschiedene Mechanismen
abgebaut. B-Lymphozyten produzieren Autoantikorper, die Uber ihre Fc-Doméane eine Phagozytose, eine
Komplementaktivierung mit anschlieRender Apoptose und eine Zelllyse induzieren kénnen. AulRerdem gibt
es Fc-unabhangige Mechanismen wie die Desialylation der Glykoproteine, woraufhin die Thrombozyten
Uber Ashwell-Morell-Rezeptoren der Leber abgebaut werden und die Rezeptorvernetzung mit
anschlieRender Thrombozytenelimination. Die Autoantikorper-vermittelte Hemmung der
Megakaryozytendifferenzierung fiihrt zu einer verminderten Thrombozytenproduktion. (PLT: platelets; MK:
megakaryocytes; Fc-R: Fc-receptor). Mit freundlicher Genehmigung des Thieme Verlags und Prof. Tamam
Bakchoul [58].

Lange ging man davon aus, dass die erniedrigten Thrombozytenzahlen ausschlie3lich
durch deren antikérperinduzierten frihzeitigen Abbau entstehen. Neuere Erkenntnisse

zeigen jedoch, dass auch die T-Zellen, B-Zellfunktionen neben der

4



Antikérperproduktion und die geminderte Thrombozytopoese eine wichtige Rolle

spielen [2].

Stérungen der T-Zellen zeigen sich bei ITP-Patienten in einem erhdéhten Th1/Th2-
Quotienten (CD4*-Lymphozyten) im Blutstrom und in der Milz [2, 78]. Die Th1-Antwort
konnte erstmals durch Erhdhung der Zytokine IL-2 und IFN-y und deren mRNA-Spiegel
im Serum, sowie erhdhte intrazelluldre IFN-y-Spiegel in T-Zellen, festgestellt werden
[8, 79]. Dadurch kommt es zu einer erhéhten Anzahl und Aktivitdt von zytotoxischen
CD8" T-Lymphozyten mit konsekutiver Zerstérung der Thrombozyten im Blut und
Megakaryozyten im Knochenmark [2, 8]. Die Differenzierung und Antikérperproduktion
der B-Lymphozyten wird durch follikulare T-Helferzellen (TFH) der Milz mittels
CD40L/CD40-Wechselwirkungen und der Produktion von IL-2 stimuliert [8]. Die
Stimulation der B-Zellen kann auch durch Thrombozyten stattfinden, die CD40L
(CD154) Uberexprimieren [103]. Zudem zeigen ITP-Patienten eine verminderte Anzahl
und Dysfunktion an regulatorischen T-Zellen in Milz, Blut und Knochenmark [8]. Die
physiologischen Fahigkeiten der T-reg-Zellen, wie die Hemmung von Effektorzellen
(CD4*, CD8" T-Zellen, B-Zellen) und die Toleranz von dendritischen Zellen, sind
gestort und die Immunantwort kann nicht mehr adaquat gehemmt werden [8]. Eine
Assoziation zwischen der Reduktion der T-reg-Zellzahl und der Schwere der ITP
(Blutungen, Thrombozytopenie) konnten Ma et al. zeigen [57]. Kuwana et al. konnten
zeigen, dass mesenchymale Stammzellen (MSC) beim Zustandekommen dieser
Immundysregulation eine wichtige Rolle spielen. Die Funktionen der MSC dienen der
Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz [59]. Im Knochenmark von ITP-Patienten konnte
eine erhohte Apoptoserate und verminderte Proliferationsrate der MSC festgestellt
werden, wodurch deren Fahigkeit zur Stimulation der T-reg-Zelldifferenzierung und IL-
10-Produktion eingeschrankt wird und eine verminderte Inhibition der T-Zellen
stattfindet (siehe Abbildung 2) [8, 58].

Des Weiteren konnte man bei ITP-Patienten eine erhdhte Anzahl an autoreaktiven
B-Lymphozyten feststellen. Die Entstehung und das Uberleben dieser ist durch den
,B-cell activating factor* (BAFF) reguliert, welcher bei unbehandelten ITP-Patienten im
Serum erhéht war [58]. Dahingegen war die Anzahl der regulatorischen B-Zellen
(CD19*CD24""CD38"9") erniedrigt. Deren physiologische Aufgabe ist die Erhaltung
einer peripheren Toleranz, indem die Sekretion von IL-10 zur Rekrutierung und
Differenzierung von regulatorischen T-Zellen und der Reduktion der CD4*
T-Zellfunktionalitat fihrt [58].

Eine geminderte Megakaryozytopoese und Thrombozytopoese wird bei ITP-Patienten

durch verschiedene Mechanismen ausgelost (siehe Abbildung 2).



Wang et al. konnten zeigen, dass die Fahigkeit der MSC zur Differenzierung der
Megakaryozyten und der Thrombozytopoese bei ITP-Patienten eingeschrankt ist [117].
Die Bindung von Autoantikérpern an die Glykoproteinkomplexe GP IIb/llla und GP Ib/IX
und an den Thrombopoetinrezeptor (TPO-R) c-Mpl der Megakaryozyten fihrt zu einer
Suppression der Thrombozytopoese [51, 58]. Durch einen verstarkten Abbau von
Thrombozytengebundenem Thrombopoetin in Milz und Leber haben ITP-Patienten
einen relativen Mangel an Thrombopoetin, wodurch die Thrombozytopoese nicht mehr
adaquat stimuliert werden kann [59]. Zudem ist die Zahl der Thrombopoetinbindenden
Megakaryozyten im Knochenmark erhoht, wodurch der Mangel weiter verstarkt wird
[59]. Im Knochenmark von ITP-Patienten konnte eine erhohte Anzahl von unreifen
Megakaryozyten mit veranderten Nuklei und Zytoplasma festgestellt werden [58]. Die
Apoptose der Megakaryozyten scheint ein weiterer Pathomechanismus der ITP-

Entstehung zu sein, dessen detaillierter Ablauf noch nicht komplett verstanden ist [2].

Normal thrombopoiesis

l, TPO

MSCs HSCs MK-P Immature MK MK Mature MK
n o PLTs
Ve £ D /4 = // 4 s o0 O
O—=0—0 =)=
¢ > |
(A A '\
SCF h o T
¢ E ) 0
IL-10 TPO — 0
Bone Vascular niche
marrow Osteoblast niche

MK differentiation MK maturation PLT release
Thrombopoiesis in ITP patients
MsCs HSCs MK-p 1 immature MK MK l, Mature MK
PLTs
£ 0-0-0-C/~>

Vascular niche

Bone Reduced TPO

' Alterations of nucleus -Impaired PLT production
marrow Osteoblast niche binding to c-Mpl

and cytoplasm -Increased MK apoptosis

MK differentiation MK maturation PLT release

Abbildung 2: Verdanderte Thrombozytopoese bei Inmunthrombozytopenie-Patienten (ITP)

Oben: unter physiologischen Umstanden induziert Thrombopoetin (TPO) die Differenzierung von
hamatologischen Stammzellen (HSCs) zu Promegakaryozyten (MK-P), unreifen Megakaryozyten (MK)
und schliellich zu reifen MKs mit ihrem charakteristischen polyploiden Nukleus. Diese entwickeln
Ausstllpungen mit Prothrombozyten, aus welchen Thrombozyten (PLTs) ins Blut freigesetzt werden.
Mesenchymale Stammzellen (MSCs) des Knochenmarks unterstlitzen den Prozess, indem sie die Balance
zwischen Selbsterneuerung und Differenzierung aufrechterhalten. Unten: Bei der Thrombozytopoese von
ITP-Patienten sind verschieden Schritte des Prozesses, wie in der Abbildung dargestellt, gestort. Mit
freundlicher Genehmigung des Thieme Verlags und Prof. Tamam Bakchoul [58].



Jiingere Erkenntnisse zeigen, dass bei milzbetontem Thrombozytenabbau, der vor
allem bei der chronischen |ITP eine Rolle spielt, eine verminderte
Thrombopoetinproduktion vorliegt [8, 59]. Bei der akuten Verlaufsform der ITP findet
der Abbau opsonierter Thrombozyten vor allem Uber Ashwell-Morell-Rezeptoren der
Leber statt, wodurch die TPO-Produktion stimuliert wird [69] (siehe Abbildung 3).

. Platelet
.w

4
l Anti-GPlba. mAb Macrop

Desialylated platelet

> AMR Spleen

Acute platelet clearance Chronic platelet clearance

Abbildung 3: Modell der akuten und chronischen antikérpervermittelten Thrombozytenelimination
durch Anti-GPla-Antikorpern

Die hochdosierte Injektion von monoklonalen Antikdrpern (mAb) gegen GP Iba, die akute ITP simulierend,
fuhrt zu einer Opsonierung, Aktivierung und Aggregation der Thrombozyten, gefolgt von deren schneller
Elimination aus dem Blutkreislauf durch Lebermakrophagen und Hepatozyten, vermittelt iber Ashwell-
Morell-Rezeptoren (AMR). Dadurch wird eine schnelle Thrombopoetinproduktion (TPO) induziert. Die
niedrigdosierte Injektion der mAb, die chronische ITP nachahmend, fihrt zu einer allmahlichen Abnahme
der zirkulierenden Thrombozytenzahl, die nur durch Makrophagen der Milz abgebaut werden; der TPO-
Spiegel bleibt unverandert. Mit freundlicher Genehmigung des Elsevier Verlags. lllustration von Leonardo
Rivadeneyra, Versiti Translational Glycomics Center. [36]

1.4 Klinik und Verlauf
Das klinische Bild der ITP kann sich je nach Alter und Verlaufsform unterschiedlich
darstellen [48].

Bei Kindern kommt es haufig zu einem akuten Beginn der Symptome, entsprechend
der neuen Klassifikation zur neu-diagnostizierten Verlaufsform (< 3 Monate nach
Diagnosestellung, siehe Tabelle 1). In etwa 50-70 % der Félle geht der ITP ein viraler
Infekt (1-2 Wochen vorher) oder eine Impfung (z.B.: MMR-Impfung) voraus [42].
Typisch ist das Auftreten vermehrter Blutungen in Form von Hautblutungen, Petechien
vor allem an den Beinen und Hamatomen bei ansonsten klinisch unauffalligem Kind
[42, 59]. Ca. 25-30 % der Kinder haben zusatzlich Blutungen und Blutblasen der Mund-
und Nasenschleimhaut, 2-3 % davon als schwer eingestuft [13]. Zu zerebralen
Blutungen kommt es bei 0,1-0,8 % der Kinder, bei denen 90 % eine schwere
Thrombozytopenie mit < 20x10%L Thrombozyten und 75 % < 10x10°%L Thrombozyten
haben [42]. Auch wenn diese selten sind, stellen intrazerebrale Blutungen die

Haupttodesursache der ITP dar [15]. Selten bestehen eine Hamaturie, Menorrhagie
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oder Darmblutungen [13]. Kurzlich wurde beschrieben, dass okkulte, asymptomatische
Blutungen (Mikrohamaturie, positiver Hamoccult/iFOBT, ZNS Mikroblutungen) haufiger
vorkommen als bisher angenommen [28, 106]. Untypisch fir die ITP sind
Gelenkblutungen und ausgedehnte Weichteilblutungen, die eher bei plasmatischen
Gerinnungsstoérungen wie der Hamophilie auftreten [59]. Durch den verstarkten
Blutverlust kann eine mikrozytdre Eisenmangelanamie entstehen [59, 74]. 10 % der
neu-diagnostizierten Kinder zeigen gar keine Blutungssymptome [59]. In den meisten
Fallen verschwinden die Symptome innerhalb von einer Woche bis zu drei Monaten
ohne schwerwiegende oder lebensbedrohliche Blutungsereignisse, bei ca. 20-30 % der

Kinder entwickelt sich eine chronische Form der ITP [42, 59].

Bei den Erwachsenen sind 20-30 % der neu-diagnostizierten Patienten
asymptomatisch und zeigen keine Blutungssymptome, bei den chronischen
ca. 30-40 % [59]. Die Blutungssymptome entsprechen ansonsten denen der Kinder. Zu
intrazerebralen Blutungen kommt es bei 1,4-1,6 % der Erwachsenen ITP-Patienten
[48]. Die chronische Verlaufsform tritt mit ca. 60 % der Erwachsenen haufiger auf als
bei Kindern [59].

Bei ITP-Patienten ist das Risiko fur die Entwicklung venéser und arterieller
Thromboembolien zweifach hoéher als bei Nicht-ITP-Patienten [26]. Sie sind daher nicht
durch ihre Thrombozytopenie vor Schlaganfallen, Herzinfarkten und Thrombosen
geschuitzt [59].

Im Vergleich zu anderen Thrombozytopenien, wie nach Chemotherapie oder bei
Myelodysplasien und Leukdmien, ist die Blutungsneigung bei ITP-Patienten geringer
[59]. AuRerdem besteht, bedingt durch ihre immunsuppressive Therapie, Splenektomie

und den Thrombozytenmangel an sich, ein erhdhtes Infektionsrisiko [59].

ITP-Patienten haben oft eine reduzierte Lebensqualitat mit Erschépfungssymptomen,
Mudigkeit (,Fatigue’) und depressiven Stérungen, die vor allem zu Krankheitsbeginn
besteht und teils schlechter als die von Krebspatienten ist [59]. Auch ein
Zusammenhang zwischen der ITP und kognitiven Funktionseinschrankungen wird
beschrieben [65].

Der Verlauf der ITP und das Blutungsrisiko kann aktuell bei Diagnosestellung nicht
zuverldssig vorhergesagt werden. Prognostische Faktoren und Risikoindikatoren, die
eher fir einen selbstlimitierenden bzw. chronischen Verlauf sprechen, sowie das Risiko
schwerer Blutungen erhéhen, sind in Tabelle 2 zusammengefasst. Ein bis zwei Drittel

der chronischen ITP-Patienten erreichen eine partielle oder komplette Remission. Die



Mortalitat durch tédliche Blutungen liegt bei Kindern bei 0 % und bei Erwachsenen bei
0-7 % [59].

Tabelle 2: Prognostische Faktoren und Risikoindikatoren fiir einen selbstlimitierenden oder
chronischen Verlauf und das Auftreten schwerer Blutungen der ITP (aus [35, 59])

Eher selbstlimitierender Eher chronischer Erhohtes Risiko schwerer
Verlauf Verlauf Blutungen
e Kinder < 10 Jahre e Erwachsene, e >060 Jahre,
e Beginn nach Infekt v.a. > 60 Jahre e Thrombozytenzahl < 20-
e plétzlicher Beginn e keine vorausgehende 30x10°%/L
e klinisch ausgepragte Erkrankung o Autoantikdrper gegen mehrere
Blutungsneigung e schleichender Beginn Thrombozytenantigene
e schnelle e geringe gleichzeitig
Therapieansprache Blutungsneigung e Infektion, Fieber, Hamaturie
e Zufallsbefund e multiple Hdmatome,
e keine/geringe Schleimhautblutungen
Therapieansprache e fehlende Ansprache auf
e hdhere Kortikosteroide
Thrombozytenzahl bei e Kinder: modifizierter Buchanan-

Symptombeginn Score =2 3

1.5 Diagnostik und Differentialdiagnosen

Die ITP ist eine Ausschlussdiagnose. Es gibt aktuell keine zuverlassigen klinischen
oder laborchemischen Parameter, welche die Diagnose ITP sicher erlauben. Es wird
zwischen der initialen Basisdiagnostik beim Verdacht auf ITP und der weiterfuhrenden

Diagnostik bei persistierender/chronischer ITP unterschieden (siehe Tabelle 3) [59].

Die initiale Basisdiagnostik beinhaltet die Anamnese, die kérperliche Untersuchung, ein
Blutbild, sowie die Gerinnungsparameter und die Anfertigung und Begutachtung eines
Blutausstrichs durch einen erfahrenen Arzt. Auffallig sind neben einer erhdhten
Blutungsneigung in der korperlichen Untersuchung vor allem eine isoliert auftretende
Thrombozytopenie mit einer Thrombozytenzahl von < 100x10°%L bei ansonsten
unauffalligen hamatologischen Parametern [42, 59]. Bedingt durch die Blutungen kann

es zusatzlich zu einer Andmie kommen [15].

Ziel der Basisdiagnostik ist aulerdem die Abklarung anderer, moglicher Ursachen der
Thrombozytopenie. Anfangs auszuschlieBen ist die relativ haufig auftretende
Pseudothrombozytopenie, bei der in mit EDTA antikoagulierten Proben aufgrund von
Thrombozytenaggregaten falsch niedrige Thrombozytenzahlen bestimmt werden [42].
Daher sollte das Blutbild aus EDTA und Citratblut bestimmt werden [59]. Auch wichtig
ist der Ausschluss der thrombotisch thrombozytopenischen Purpura (TTP), die einen
hamatologischen Notfall darstellt und durch Beurteilung des Blutausstrichs gelingt [59].

Das Evans-Syndrom sollte bei einer bestehenden Anamie abgeklart werden. Hierbei
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besteht neben der ITP eine autoimmunhamolytische Anamie vom Warmetyp und die
Patienten besitzen antithrombozytare, antierythrozytare und gelegentlich auch
antigranulozytare Antikdrper [42]. Eine Indikation zur Knochenmarkpunktion besteht bei
atypischen Befunden (Leuko-/Erythrozytenveranderungen, Splenomegalie,
Lymphadenopathie) und Patienten = 60 Jahren, sowie vor geplanter Splenektomie und
dient dem Ausschluss alternativer Diagnosen wie Lymphomen, idiopathischen
Zytopenien unbestimmter Signifikanz (ICUS) und Myelodysplastischen Syndromen
(MDS) [59]. Bei der ITP ist die Knochenmarkpunktion meist unauffallig, eventuell findet
man eine leicht erhohte Megakaryozytenzahl als Zeichen der gesteigerten
Thrombozytopoese, selten eine erniedrigte Megakaryozytenzahl [15, 30]. Eine Urin-

und Stuhluntersuchung auf Blut kénnen erwogen werden [59].
Die weiterfihrende Diagnostik wird zur weiteren differentialdiagnostischen Abklarung
bei persistierender/chronischer ITP durchgefuhrt (siehe Tabelle 3).

Tabelle 3: Bestandteile der Basis- und weiterfiihrenden Diagnostik bei der ITP (modifiziert nach
[59])

Basisdiagnostik Weiterfiihrende Diagnostik

e Anamnese e Thrombozytare, glykoproteinspezifische

e Korperliche Untersuchung Autoantikorper

e Blutbild, Gerinnungsparameter e Serum-Elektrophorese

e Blutausstrich ¢ Autoimmundiagnostik (ANA, ANCA, CCP-AK,
e Evtl. Knochenmarkpunktion anti-ds-DNA, Lupus Antikoagulanz,

Antiphospholipid-AK)
Schilddriisendiagnostik

H. pylori-Testung

Von Willebrand-Faktor Multimer-Analyse
Hepatitis B/C, HIV-Serologie

Bildgebung (Sonographie, Rontgen, CT)

Verfugbare Laboruntersuchungen zur Bestatigung der Diagnose der primaren ITP sind
die Testung auf das Vorliegen von thrombozytaren, glykoproteinspezifischen
Autoantikérpern und die Messung der unreifen Thrombozytenfraktion (immature
platelet fraction (IPF)) [93].

Man unterscheidet zwischen thrombozytenassoziierten Antikérpern (platelet-associated
IgG: PAIgG) und glykoproteinspezifischen thrombozytenassoziierten Antikdrpern (GP-
specific PAIgG). PAIgG beinhalten neben glykoproteingebundenen Antikdrpern auch
IlgG-Molekile der a-Granula der Thrombozyten und weitere in Abbildung 4 (A)
dargestellte membranassoziierte IgG, deren Nachweis unter anderem mit dem
Plattchenimmunfluoreszenztest (PIFT) und dem competitive enzyme-linked
immunoassay (CELIA) gelingt. Die PAIgG-Menge ist auch bei 50 % der Patienten mit

nicht-immunologisch vermittelter Thrombozytopenie erhoht; der Nachweis von PAIgG
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weist eine geringe Spezifitdt von 19-77 % auf und ist daher nicht fur die Diagnostik der
ITP geeignet [42, 93].

GP-spezifische PAIgG hingegen sind spezifisch gegen einzelne Glykoproteinkomplexe
der Thrombozytenoberflache gerichtet, darunter vor allem GP IIb/llla und GP Ib/IX,
seltener GP V [93, 113]. Der Nachweis gebundener glykoproteinspezifischer
Autoantikdrper gelingt mit dem direkten ,monoclonal antibody-specific immobilization of
platelet antigens* (MAIPA) und dem Immunobead Assay, bei denen diese in einem
trimolekularen Komplex (Thrombozyten-Autoantikérper, Zielglykoprotein, monoklonalen
Antikorper, siehe Abbildung 4 (B)) detektiert werden kdnnen (siehe 2.2.1) [43, 61, 93].
Mit einer Sensitivitat von 63 % und einer Spezifitdt von 98 % spricht ein positives
Resultat im direkten MAIPA stark fir das Vorliegen einer ITP, ein negatives Ergebnis

ist jedoch von geringer Bedeutung und schlief3t die Diagnose ITP nicht aus [42, 93].

Im indirekten MAIPA kénnen freie Autoantikbrper im Serum nachgewiesen werden,
was nur bei einem geringen Anteil von Patienten (ca. 11-25 %) gelingt und auf Grund
einer sehr niedrigen Sensitivitat dem direkten MAIPA immer unterlegen ist [11, 72, 93].
Die Sensitivitat liegt bei 18 % und die Spezifitat bei 96 % [93]. Bei einigen Patienten mit
sehr niedrigen Thrombozytenzahlen, bei denen der direkte MAIPA nicht durchgefihrt

werden kann, kann ein positiver, indirekter MAIPA jedoch hilfreich sein [93].

Die Bestimmung der unreifen Thrombozytenfraktion (IPF) mittels Hamatologie-
analysatoren, welche bei der ITP erhoht ist, weist eine Sensitivitat von 85 % und eine

Spezifitdt von 70 % auf und ist somit als Diagnoseparameter der ITP geeignet [73, 93].

Kuwana et al. kombinierten mehrere Laborparameter und konnten die Sensitivitat auf
96 % und die Spezifitat auf 94 % fur die ITP erhdhen [52]. Drei der folgenden sechs
Parameter mussten dabei erfullt sein, um die ITP zu diagnostizieren:

e Fehlen einer Anamie

e Fehlen einer Leukopenie

¢ Erhdhte Anzahl Anti-GP lIb/llla-Antikérper produzierende B-Zellen

¢ Nachweis von Anti-GP llb/llla-Antikérpern

e Erhohter Anteil von retikularen Thrombozyten
e Normale oder leicht erhdhte Plasmakonzentration von TPO (< 300 pg/ml
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Abbildung 4: Autoantikorper und weitere Inmunglobuline von Thrombozyten

(A) Zu den Thrombozytenassoziierten Immunglobulinen (PAIgG) gehdéren neben den
glykoproteinspezifischen Thromobzytenautoantikérpern (rot), die spezifisch fur die ITP sind, auch andere
unspezifische membrangebundene IgG-Molekiile, z.B. als Immunkomplexe (griin), sowie HLA-I-Antikorper
und in a-Granula gespeichertes 1gG (nicht gezeigt). (B) Glykoproteinspezifische Tests detektieren
glykoproteinspezifische Autoantikrper in einem trimolekularen Komplex, der aus dem Thrombozyten-
Autoantikorper (hellrot), dem Zielglykoprotein (rot) und einem monoklonalen Antikérper (grau) besteht, der
den Komplex auf einer Mikrotiterplatte verankert. Nach dem Waschen wird das Vorhandensein des
Thrombozyten-Autoantikdrpers mit einem sekundaren, enzymmarkierten Anti-Human-Antikdrper (nicht
dargestellt) sichtbar gemacht. Mit freundlicher Genehmigung des Thieme Verlags [93].

Weitere Ursache einer sekundéaren ITP sollten differentialdiagnostisch in Betracht
gezogen und abgeklart werden (siehe Tabelle 4). Eine Schilddriisendiagnostik mit
TSH-Bestimmung dient dem Nachweis der Autoimmunthyreoiditis, die bei bis zu 10 %
der ITP-Patienten auftritt [59]. Durch die Serum-Elektrophorese konnen Immundefekt-
Syndrome (CVID) ausgeschlossen werden. Patienten mit dem von-Willebrand-
Syndrom Typ 2b koénnen ausgepragte Thrombozytopenien aufweisen, eine
Identifikation dieser ist mit der von Willebrand-Faktor Multimer-Analyse mdglich [59].
Eine Medikamenten-induzierte Thrombozytopenie kann durch Anamnese und Testung
auf medikamentenabhangige Thrombozytenantikorper nachgewiesen werden [59]. Bei
Kindern sollte an hereditare Thrombozytopenien gedacht werden und anhand des
Blutausstrichs und MPVs untersucht werden, ob sehr grof3e (Bernard-Soulier-Syndrom,
MYH9-assoziierte Syndrome, u.a. oder kleine Thrombozyten (Wiskott-Aldrich-
Syndrom) vorhanden sind [569]. Auch die fetale bzw. neonatale
Alloimmunthrombozytopenie (FNAIT) mit nachweisbaren Alloantikérpern bei der Mutter
und normaler mutterlicher Thrombozytenzahl stellt eine wichtige Differentialdiagnose
bei Neugeborenen dar, da die FNAIT haufiger ist als eine durch diaplazentar
Ubertragene Autoantikérper der Mutter induzierte Immunthrombozytopenie des
Neugeborenen [42]. Die Infektionsdiagnostik (Hepatitis B/C, HIV) stellt, falls positiv, ein

Erkrankungs-/Reaktivierungsrisiko dar [59].
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Tabelle 4: Differenzialdiagnosen bei V.a. ITP (nach [59])

Differenzialdiagnosen

Pseudothrombozytopenie

Hereditare Thrombozytopenie

Medikamenteninduzierte Thrombozytopenie
Schwangerschaftsassoziierte Thrombozytopenie
Posttransfusionelle Purpura

Lymphome

Infektionen

Alkoholabusus

Schwerer Vitaminmangel (B12, Folsaure)

Splenomegalie mit Hypersplenismus
Autoimmunerkrankungen (SLE, Rheumatoide Arthritis u.a.)
Evans-Syndrom

Von Willebrand Syndrom Typ 2b

Verbrauchskoagulopathie

TTP und HUS

Hamatologische Systemerkrankungen (ICUS, Leukamie, MDS u.a.)

Ist die Diagnose ITP gestellt, sollte eine Einschatzung der klinischen Blutungsneigung
erfolgen, da sich die Behandlung wesentlich an der Symptomatik orientiert. Bei den
Erwachsenen wird die Einteilung anhand der WHO Blutungsgrade (Grad 0-1V) oder
den National Cancer Institute Common Terminology Criteria for Adverse Events
(NCI CTCAE v5.0) vorgenommen [59]. Bei padiatrischen Patienten wird der
modifizierte Buchanan Score (Grad 0-5) empfohlen [25].

1.6 Therapie

Die Therapie hangt mit dem Stadium der Erkrankung zusammen (siehe Tabelle 1). In
allen Stadien sind Prophylaxe und Therapie Kklinisch relevanter Blutungen sowie
Kuration stets das Ziel. Bei der neu-diagnostizierten ITP nimmt man bei kurzer
Therapiedauer Nebenwirkungen in Kauf, bei der persistierenden sind Nutzen und
Nebenwirkungen starker gegeneinander abzuwagen und bei der chronischen ITP, bei
der eine dauerhafte Remission immer unwahrscheinlicher wird, steht vor allem die
Lebensqualitdt des Patienten im Vordergrund und eine chronische Thrombozytopenie

ohne Komplikationen kann gegebenenfalls akzeptiert werden [59].

Das Blutungs- und Mortalitatsrisiko steigt, wenn die Thrombozytenzahl unter 30x10°%/L
fallt. Es gibt aber groRe individuelle Schwankungen und die Festlegung eines
Thrombozytenschwellenwertes, ab dem Blutungen auftreten, ist fir die Prognose des
individuellen Verlaufs nicht geeignet [59]. Entgegen friherer Leitlinienempfehlungen
wird daher aktuell die Therapieindikation nicht mehr nur anhand der Thrombozytenzahl

gestellt, sondern zusatzlich die klinische Blutungsneigung (WHO Blutungsgrade), das
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Alter, der Wunsch des Patienten und weitere Risikofaktoren in die Bewertung
miteinbezogen [2, 59, 66].

Bei neu-diagnostizierter ITP, fehlender bis milder Blutungsneigung (WHO O0-Il) und
Thrombozytenwerten > 20-30x10°%/L kann eine ,Watch & Wait‘-Strategie verfolgt
werden. Liegt der Thrombozytenwert unter 20-30x10%/L besteht die Erstlinientherapie
aus der Gabe von Kortikosteroiden (siehe Tabelle 5). Bei schweren Blutungen (WHO
[I/IV) ist die Therapieindikation immer gegeben und besteht aus Kortikosteroiden und
i.v. Immunglobulinen (IVIG). Bei Kindern und Jugendlichen wird eine Therapie (GK
und/oder IVIG) ab dem Blutungsgrad 3b nach dem modifizierten Buchananscore

empfohlen [25].

Kortikosteroide wirken unter anderem auf die antikdrperproduzierenden B-Zellen
immunsuppressiv, wodurch die Thrombozytenzahl ansteigt [59]. Auf Grund des grof3en
Nebenwirkungsspektrums und der meist fehlenden langfristigen Remission sollte ihre
Anwendung mdglichst kurz gehalten werden, laut aktuellen Empfehlungen zwischen
3-6 Wochen [59, 76]. Praktische Anwendung finden vor allem die Praparate Prednison
und Dexamethason, wobei bei Letzterem ein schnelleres Ansprechen und weniger
Nebenwirkungen gefunden wurden [59, 66]. Eine Osteoporoseprophylaxe ist bei
Risikopatienten (=70 Jahre, postmenopausale Frauen, hohe Steroiddosis) indiziert und
besteht aus allgemeinen MalRnahmen (Alkohol- und Nikotinkarenz, Vitamin-D und
Calcium-Supplementierung) und medikamentdser Prophylaxe mit Bisphosphonaten
[59].

Einen schnelleren Anstieg der Thrombozytenzahl als Kortikosteroide erreichen
intravends  applizierte Immunglobuline, indem sie die Phagozytose von
antikorperbeladenen Thrombozyten verhindern. Daher werden sie bei schweren und
lebensbedrohlichen Blutungen (WHO 1lI/IV) und vor dringenden Operationen
eingesetzt [9, 59]. Auch die Behandlung mit IVIG erzielt keine Langzeitremission [59].
Im Notfall kénnen zusatzlich Thrombozytenkonzentrate, Rituximab, Thrombopoetin-
Rezeptor-Agonisten (TRAs) und/oder Anti-D-Immunglobuline eingesetzt werden [59].
Bei Nichtansprechen ist die Notfallsplenektomie Mittel der Wahl, da dadurch der

Hauptort der Thrombozyteneliminierung entfernt wird [59].

Spricht die Erstlinientherapie nicht an, wird diese schlecht vertragen oder kommt es zu
einem Rezidiv, wird die Zweitlinientherapie angewandt (siehe Tabelle 5). Optionen sind
hierbei TRAs, Fostamatinib oder die Splenektomie. Bei fehlender bis mittelschwerer
Blutung (WHO 0-ll) ist auch die engmaschige Uberwachung im Sinne einer
,Watch & Wait“-Strategie mdglich, wobei der Patientenwunsch berlcksichtigt werden

sollte. Auf Grund des relativen Thrombopoetinmangels bei ITP-Patienten erreichen die
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TRAs eine Erhéhung der Thrombozytenzahl durch  Stimulierung der
Thrombozytopoese. Der angestrebte Zielbereich der Thrombozytenzahl st
50-150x10%L. Die =zugelassenen, angewandten Praparate sind Eltrombopag,
Romiplostim und Avatrombopag, die sich in ihrer Applikationsweise und ihren
Nebenwirkungen unterscheiden, jedoch nicht bezuglich ihrer Sicherheit und
Wirksamkeit. Bei tber 90 % der Patienten wird ein kurzfristiges und bei 30-90 % der
Patienten ein langfristiges Ansprechen erreicht und ca. die Halfte der Patienten kdnnen
alle anderen ITP-Medikamente absetzen. Die TRAs sind bei Kindern, Erwachsenen
und splenektomierten Patienten wirksam [59]. Ein Absetzversuch kann bei einer
Remissionsrate von 13-30 % versucht werden, welcher langsam Gber mehrere Monate
erfolgen sollte [38]. Fostamatinib ist ein SYK-Inhibitor (Spleen Tyrosine Kinase), der fir
die chronische ITP zugelassen ist [59]. SYK ist ein Signaltransduktionsmodulator,
dessen Inhibition zu einer Hemmung der Signaltransduktion der B-Zell-Rezeptoren
sowie der Fc-aktivierenden Rezeptoren fihrt und die durch Antikérper vermittelte
Zerstorung der Thrombozyten reduziert [59, 60]. Die Splenektomie ist bei Patienten mit
schweren  Blutungen (WHO [lIl/IV) und Nichtansprechen auf vorherige
Therapieversuche indiziert. Eine individuelle Entscheidung ist bei Patienten mit
Blutungen der Grade O-ll nétig, da auch die Risiken und Nebenwirkungen der
Splenektomie beachtet werden missen, unter anderem der postoperativen Mortalitat
(1 %), Morbiditat (ca.10 %) und dem dreifach erhdhten Risiko der Entwicklung einer
Overwhelming Post Splenectomy Infection (OPSI). Etwa 60 % der splenektomierten
Patienten erreichen eine partielle oder komplette Remission; da aber 40 % der
Patienten ein Rezidiv erleiden, lehnen viele die Splenektomie ab, weshalb sie immer
seltener durchgefuhrt wird. Eine Splenektomie-aufschiebende medikamentose
Therapie kann mit Rituximab (off-label) erfolgen, das eigentlich Bestandteil der
Drittlinientherapie ist. Rituximab ist ein monoklonaler Antikérper, der an CD20 der
B-Lymphozyten bindet und deren selektive Depletion induziert, wodurch die Bildung
von thrombozytaren Autoantikdrpern supprimiert wird. Eine langfristige Remission
erreichen 10-40 % der Patienten [59].

Neben Rituximab sind noch folgende Medikamente Optionen der Drittlinientherapie:
Azathioprin, Ciclosporin, Cyclophosphamid, die fir die ITP-Behandlung zugelassen
sind und Danazol, Dapson, Hydroxychloroquin, Mycophenolat-Mofetil als off-label use
(siehe Tabelle 5) [59].

Ist auch bei der Drittlinientherapie keine Besserung zu verzeichnen, wird eine
Kombination mehrerer |ITP-Wirkstoffe eingesetzt, bspw. Rituximab mit TRAs und
Steroiden [59].
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Tabelle 5: Leitlinientherapie der ITP 2020 ([59])

Therapie therapiepflichtig schwere/lebensbedrohliche Blutungen
Erstlinientherapie ¢ Kortikosteroide e Kortikosteroide + IVIG

e TRA weitere Optionen:
Zweitlinientherapie o«  Fostamatinib e Thrombozytenkonzentrate

e Splenektomie e TRA

» Azathioprin e Rituximab

e Ciclosporin e Notfallsplenektomie

o Cyclophosphamid

e Danazol

Dapson

Drittlinientherapie
e Hydroxychloroquin

e Mycophenolat-Mofetil
¢ Rituximab

e Kombination

e Splenektomie

Bei ITP-Patienten sollte darauf geachtet werden, vor Operationen eine adaquate
Thrombozytenzahl zu gewahrleisten, um Blutungen zu vermeiden. Eine
Antikoagulation ist bei Thrombozytopenie formal kontraindiziert; besteht allerdings eine
dringliche Indikation zur Antikoagulation sollte diese abhangig von der
Thrombozytenzahl erfolgen. Bei einer Thrombozytenzahl > 50x10%L wird eine
regulare, bei 20-50x10%L eine halbe und bei Thrombozyten < 20x10%L in der Regel
keine Antikoagulation verabreicht. Der TH2-Score (Thrombosis and Thrombocytopenia
Risk Assessment Score) kann helfen das Blutungs- und Thromboserisiko abzuwagen

und die Entscheidung zur Indikation einer Antikoagulation zu erleichtern [59].

1.7 Thrombozytire Glykoproteine

Wie bei der Pathogenese beschrieben, stellen die Glykoproteinkomplexe GP llb/llla,
GP Ib/IX und GP V die Hauptzielantigene der bei ITP-Patienten produzierten
thrombozytaren Autoantikorper dar [113]. Diese sind Bestandteil membranstandiger,
transmembranarer Glykoproteinrezeptoren: dem Fibrinogenrezeptor (GP llb/llla-
Komplex) und dem von-Willebrand-Faktor-Rezeptor (GP Ib/IX/V-Komplex). Diese
spielen eine wichtige Rolle bei der primaren Hamostase und der Vermittlung zwischen
Intra- und Extrazelluldarraum [67, 118]. Bei der ITP kommt es durch die
Autoantikérperbindung zu deren Funktionsbeeintrachtigung [59].

Aufbau und Funktion der Glykoproteinrezeptoren GP lIb/llla und GP Ib/IX/V werden im

Folgenden naher erlautert.
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1.7.1 Aufbau

1.7.1.1 von-Willebrand-Faktor-Rezeptor (GP Ib/IX/V-Komplex)

Der Glykoproteinkomplex GP Ib/IX/V (von-Willebrand-Faktor-Rezeptor) gehért zur
Familie der leucinreichen Glykoproteine (LRR = leucine-rich repeat family) [18]. Mit
ca. 25.000 Kopien pro Thrombozyt stellt er, nach dem Integrin GP llb/llla, den
zweithaufigsten Thrombozytenrezeptor dar [14, 18]. Der GP Ib/IX/V-Komplex besteht
aus den vier transmembranaren Glykoproteinen GP Iba, GP 1bf, GP IX und GP V [14].
Diese Proteine werden von vier verschiedenen Genen codiert, die sich auf den
Chromosomen 17912 (GP Iba), 22911.2 (GP IbB), 3929 (GP V) bzw. 3921 (GP IX)
befinden [14]. Jede der vier Untereinheiten besitzt leucinreiche Motive, die aus 20-29
Aminosauren bestehen, von konservierten N- und C-terminalen Disulfidschleifen
flankiert werden und bei verschiedenen Proteininteraktionen beteiligt sind [47, 56].
Daneben enthalt jede Untereinheit eine grofle N-terminale extrazellulare Domane, ein
muzinahnliches Makroglykopeptid, eine Transmembranhelix und einen kurzen
zytoplasmatischen Schwanz [3, 14]. Im GP Iba befindet sich die Bindungsstelle fir den
Hauptliganden von-Willebrand-Faktor (VWF) [14]. Weitere Liganden vom GP Iba sind
Thrombin, P-Selektin, Thrombospondin, Mac-1, Faktor XI, Faktor Xl und HMK-
Kininogen [14]. GP Iba und GP Ibp sind tber die Cysteinreste Cys484 und Cys485 in
GP Iba und Cys122 in GP IbB Uber eine Disulfidbricke miteinander verbunden,
wahrend GP IX durch starke und GP V durch schwache nicht kovalente Bindungen an
den GP Ib-Rezeptor gebunden sind [14, 17]. Durch die Interaktion zwischen ihren
transmembranaren und extrazellularen Domanen bilden die Untereinheiten GP Ibaq,
GP IbB und GP IX den eng integrierten GP Ib-IX-Komplex [67]. Fir die Verankerung
des GP V im GP Ib-IX-Komplex sind die beiden transmembranaren Domanen von
GP V und GP Iba verantwortlich, unverzichtbar sind hier insbesondere die polaren
Reste beim GP V [67]. Der GP Ib/IX/V-Komplex besteht aus zwei GP Iba-Ib-IX
Trimeren, die durch ein GP V verbunden sind (siehe Abbildung 5) [14].
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Abbildung 5: schematischer Aufbau des GP Ib/IX/V-Komplexes (von-Willebrand-Faktor-Rezeptor)

Der GP Ib/IX/V-Komplex besteht aus zwei GP Iba-Ibp-IX Trimeren, welche durch ein GP V verbunden
sind. Die Glykoproteine GP Iba und GP Ibf sind lber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden. Die
Glykoproteine GP IX und GP V sind jeweils uber nicht-kovalente Bindungen mit dem GP Ib-Komplex
verbunden. Die Bindungsstelle des von-Willebrand-Faktors (VWF) befindet sich im GP Iba. Eine weitere
Bindungsstelle fur Thrombin befindet sich im GP V (nicht dargestellt) [14, 17, 92]. Created with
Biorender.com

Der extrazellulare N-terminale Anteil vom GP Iba (135 kDa, 610 Aminosauren) enthalt
innerhalb der Aminosauren 1-282 die Ligandenbindungsstelle des GP Ib/IX/V-
Komplexes [4, 14]. Diese Doméane besteht aus einer N-terminalen Sequenz mit einer
Disulfidbriicke (Cys4-Cys17), acht LRR-Doméanen, einer C-terminalen Sequenz mit
einer Disulfidschleife (,R-Loop“, Cys209-Cys248 und Cys211-264) und einer
anionischen Sequenz, die drei sulfatierte Tyrosine enthalt [4, 14]. Bei der Bindung von
VWF sind alle Regionen der extrazellularen N-terminalen Sequenz beteiligt, wahrend
die Bindung von Thrombin ausschliellich im Bereich der anionischen Sequenz
lokalisiert ist; dessen Sulfatierung ist essenziell fir die Bindung von vVWF und Thrombin
[111]. Die leichte B-Kette des GP Ib (26 kDa, 181 Aminosauren) enthalt nur eine LRR-
Domane und ist essenziell fir den Einbau von GP Iba und GP IX in die
Thrombozytenmembran und deren Interaktion [14, 56]. Auch das GP IX (22 kDa, 160
Aminosauren) besitzt nur eine LRR-Doméane [14]. GP V (82 kDa, 544 Aminosauren)
enthalt 15 LRR-Domanen in seinem extrazellularen Anteil und eine
Thrombinbindungsstelle, wodurch ein 69 kDa-schweres I|osliches Fragment (Vi)
abgespalten wird [14, 92]. Die Thrombinwirkung der Thrombozytenaktivierung- und
aggregation wird dadurch nicht induziert [92].

Der vWF st ein multimeres, adhasives Glykoprotein, das in a-Granula der
Thrombozyten und in Weibel-Palade-Kérperchen der Endothelzellen gespeichert wird
und auf der Oberflache von aktivierten Endothelzellen exprimiert wird [5, 6]. In seiner
reifen Form besteht ein vVWF-Multimer aus Uber Disulfidbriicken verbundenen

ca. 275 kDa groRen Untereinheiten, die je aus 12 konservierten Doméanen aufgebaut
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sind [5]. Die A1-Domane enthalt die Bindungsstelle fir GP Iba; die A3-Domane bindet
Kollagen und die C4-Domane das Integrin allbp3 (GP lIb/llla-Komplex) [5, 14].

1.7.1.2 Fibrinogenrezeptor (GP lIb/llla-Komplex)

Der GP lIb/llla-Komplex, nach seinem Hauptliganden auch Fibrinogenrezeptor
genannt, gehdért zur Familie der Integrine [24, 71, 80]. Integrine sind
Membranrezeptoren, die auf den meisten Zelltypen vorhanden sind und Zell-Zell- und
Zell-Matrix-Wechselwirkungen vermitteln [10, 18]. Das Integrin allbf3 (GP lIb/llla) ist
mit  einer Anzahl von ca. 80.000 Kopien pro Thrombozyt das
Hauptoberflachenglykoprotein, dessen  Expression auf Thrombozyten und

Megakaryozyten beschrankt ist [10, 18].

Entsprechend der charakteristischen heterodimeren, calciumabhangigen Struktur der
Integrine setzt sich das Integrin allbf3 aus der allb-Untereinheit (GP Ilb) und der
nichtkovalent gebundenen p3-Untereinheit (GP Illa) zusammen [18, 24]. Jede
Untereinheit ist das Produkt eines separaten Gens auf Chromosom 17 und enthalt eine
grole N-terminale extrazellulare Domane, eine transmembranare Doméane und einen

kurzen zytoplasmatischen Schwanz [10].

Die allb-Untereinheit (136 kDa, 1008 Aminosauren) besteht aus einer schweren
(125 kDa) und einer leichten (23 kDa) Kette, die durch posttranslationale Proteolyse
entstehen und Uber eine Disulfidbriicke verbunden bleiben [10, 83]. Die leichte Kette
enthalt die transmembrandren und zytosolischen Domanen, wahrend die gesamte
schwere Kette extrazellular liegt [10]. Die B3-Untereinheit (110 kDa, 763 Aminosauren)
besteht aus einer einzigen Polypeptidkette [10, 83]. Die Ligandenbindungsstelle
befindet sich in der N-terminalen Domane beider Untereinheiten [10]. Fir die
Thrombozytenaggregation wichtige Liganden sind vor allem Fibrinogen und der
VvWF [10]. Weitere Liganden sind Fibronektin, Vitronektin und Thrombospondin-1 [10].
Die Liganden enthalten RGD-Sequenzen (Arg-Gly-Asp), die vom allbBf3 erkannt und
gebunden werden. Losliches Fibrinogen kann alternativ. auch Uber die
Aminosauresignalsequenz KQAGDV (Lys-GIn-Ala-Gly-Asp-Val) am C-terminalen Ende
der y-Kette an den Rezeptor binden [10, 82].

Die Kristallstruktur von allbB3 zeigt eine ,Knie‘-ahnliche Region im extrazellularen
Anteil beider Untereinheiten, die es dem Rezeptor ermdglicht, zwischen einer

gebeugten, inaktiven und aufgerichteten, aktiven Form zu wechseln [10].
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Abbildung 6: schematischer Aufbau des GP llb/llla-Komplexes (Fibrinogen-Rezeptor)

Der GP lib/llla-Komplex besteht aus der allb-Untereinheit (GP 1Ib) und der nichtkovalent gebundenen B3-
Untereinheit (GP llla). Die Kristallstruktur des Komplexes zeigt eine ,Knie'-dhnliche Region im
extrazelluldren Anteil beider Untereinheiten, die es dem Rezeptor ermdglicht, zwischen einer gebeugten,
inaktiven und aufgerichteten, aktiven Form zu wechseln Die Ligandenbindungsstelle befindet sich in der N-
terminalen Domane beider Untereinheiten (hier gezeigt: Fibrinogen) [10, 24]. Created with Biorender.com

Integrine kénnen ihre Signale bidirektional weiterleiten [32]. Bei der Aktivierung des
allbB3-Integrins durch den GP Ib/IX/V-Komplex (siehe 1.7.2) werden intrazellulare
Signalkaskaden angestoflen, die zur Aktivierung und Freilegung der hochaffinen
Bindungsstelle des Rezeptors flihren (Inside-Out-Signaling) [10, 32]. Die extrazellulare
Ligandenbindung fuhrt wiederum zur Verstarkung des Inside-Out-Signals und somit zur
weiteren Thrombozytenaktivierung (Outside-In-Signaling) [10]. Dabei werden weitere in
den a-Granula gespeicherte Rezeptormolekiile aus dem Zellinneren rekrutiert und die

Thrombozytenmembran eingebaut [10, 21].

1.7.2 Funktion der Glykoproteinkomplexe GP Ib/IX/V und GP llb/llla

Nach GefaRverletzungen dient der komplexe Prozess der Hdmostase der Blutstillung
und Blutgerinnung. Bei der primaren, zellularen Hamostase wird ein weifler Thrombus
gebildet, der den Endotheldefekt abdeckt. Die Thrombozyten spielen dabei eine
entscheidende Rolle und durchlaufen drei Schritte: Adhéasion, Aktivierung und
Aggregation. Die sekundare, plasmatische Hamostase bewirkt durch die
Gerinnungskaskade die Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin. Dadurch entsteht ein
stabiles Thrombus-Fibrinnetz, in dem sich u.a. Erythrozyten verfangen und ein roter

Thrombus gebildet wird, der die Wunde mechanisch stabil verschlief3t [112].

Die Glykoproteinkomplexe GP Ib/IX/V und GP lIb/llla spielen bei der primaren
Hamostase eine entscheidende Rolle [67]. Die Funktionen der Glykoproteinkomplexe
werden vor allem durch die Bindung ihrer Liganden von-Willebrand-Faktor, Thrombin
und Fibrinogen initiiert [6, 10, 67].
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Eine wichtige physiologische Rolle des GP Ib/IX/V besteht darin, bei hoher Scherkraft
die initiale Adhasion von zirkulierenden Thrombozyten mittels im Plasma enthaltenem
von-Willebrand Faktor an die subendotheliale Matrix zu vermitteln und so zur
Thrombusbildung beizutragen [3, 111]. Dabei entsteht eine adhasive Wechselwirkung
mit hoher Affinitdt durch die Aktivierung und Konformationsdnderung sowohl des
GP Iba als auch des VWF [111]. Nach Uff et al. wird die Bindungsstelle fir GP Iba in
der A1-Domane durch Entfaltung des im Plasma enthaltenden vVWF freigelegt und der
VWF durch Bindung an das Subendothel aktiviert [14, 111]. Zunachst bildet die
anionische Region von GP Iba eine schwache Wechselwirkung mit der A1-Domane
des VWF, wodurch GP Iba aktiviert wird, eine zweite A1-Bindungsstelle des VWF
freigelegt wird und eine hochaffine Bindung entsteht [111]. Ahnlich dem durch
Selektine vermittelten Leukozytenrolling, kann der GP Ib/IX/V-Komplex die
Translokation der Thrombozyten entlang einer mit VWF beschichteten Oberflache
vermitteln, indem die Bindung schnell aufgeldst und neu gebildet wird, wodurch die
Thrombozyten verlangsamt werden [5, 56]. Fur eine stabile Adhasion werden
zusatzlich die Kollagenrezeptoren GP VI und GP la/lla (a2B1-Integrin), sowie der
Fibronektinrezeptor (a5B1-Integrin) bendtigt [14, 68]. Diese sind bei geringer Scherkraft
im Wesentlichen unabhangig vom GP Ib/IX/V-Komplex bei der Adhasion involviert, da
hierbei keine Bindung zwischen vVWF und GP Iba stattfindet [3, 14].

Die Bindung von vVWF an den GP Ib/IX/V-Komplex induziert die Thrombozyten-
aktivierung und wandelt das Hauptintegrin allbB3 (Fibrinogenrezeptor) in einen
Rezeptor mit hoher Affinitdt um, der in der Lage ist, die C4-Domane von VWF zu
binden [14]. Dieser Schritt ist essenziell fir eine stabile Adhasion und fir die
anschlieBende Reorganisation des Zytoskeletts, die zu einer kugeligen
Thrombozytenform mit Pseudopodienbildung fiihrt [14, 104]. Die Thrombinbindung an
die GP Iba-Untereinheit ermdglicht eine Thrombozytenaktivierung auch bei niedrigen
Konzentrationen von Thrombin [56]. Die Thrombinbindung an die GP V-Untereinheit ist
nach Ramakrishnan et al. ein negativer Regulator der Thrombozytenaktivierung und
fuhrt zu deren Reduktion [90]. Der genaue Mechanismus der Thrombozytenaktivierung
ist umstritten; intrazellular ausgeldste Signalkaskaden fuhren zu einem Anstieg der
zytosolischen Ca**-Konzentration und der Aktivierung verschiedener Molekiile [14, 56].
Diese Thrombozytenaktivierung wird durch die Sekretion von ADP und die Stimulation
der Thromboxan A2 (TXA2)-Synthese verstarkt und fiuhrt zur Rekrutierung weiterer
Thrombozyten [14, 56, 112]. Die gleichzeitige Bindung von dimerem Fibrinogen an
GP lIb/llla-Rezeptoren benachbarter Thrombozyten flhrt zur deren Quervernetzung;
die zuséatzliche Bindung von VWF an den GP lIb/llla-Rezeptor fuhrt zur irreversiblen

Thrombozytenaggregation und Ausbildung eines weillen Thrombus [10, 94]. Die
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Bindung anderer Liganden an den GP llb/llla-Rezeptor, insbesondere Vitronektin,
Fibronektin und Thrombospondin-1, kann die Thrombozytenadhdsion an
Komponenten der subendothelialen Matrix vermitteln und die

Thrombozytenaggregation regulieren [10].

Bei der ITP fiihren die in der Pathogenese beschriebenen Mechanismen zu einer
dysfunktionalen, primaren Hamostase und einer daraus resultierenden
Blutungsneigung [58, 59].

1.8 Fragestellung

Die klinische Bedeutung des Nachweises von thrombozytaren Autoantikérpern fir die
Diagnose der ITP ist umstritten [41]. Es gibt keinen Standardtest oder Biomarker flr die
Diagnose der Immunthrombozytopenie [116]. Anders als die deutsche Leitlinie
empfehlen internationale Leitlinien die Suche nach Autoantikbrpern durch eine
erweiterte Labordiagnostik nicht [20, 59, 76, 93]. Im ,New England Journal of Medicine®
wird die Antikdrperdiagnostik nicht empfohlen; in der Leitlinie der ,American Society of
Hematology“ wird sie nicht erwahnt [20, 76]. Obwohl der Nachweis charakteristischer,
thrombozytar gebundener Autoantikérper eine ITP sichern kann, wird die Diagnose oft
auf der Basis des Ausschlusses anderer Ursachen einer Thrombozytopenie gestellt
[93]. Direkte glykoproteinspezifische Tests, wie der direkte MAIPA, besitzen die
erforderliche Spezifitat zum Nachweis charakteristischer ITP-Autoantikorper [93]. Es
stellt sich die Frage, ob es sich bei den thrombozytdren Autoantikbrpern um ein

Epiphdnomen handelt oder, ob sie von kausaler Bedeutung sind.

Um die klinische Bedeutung und das diagnostische Potenzial des direkten MAIPA, und
ferner des indirekten MAIPA, bei Verdacht auf ITP zu untersuchen, befasst sich die
folgende Arbeit mit der Assoziation zwischen dem Nachweis thrombozytarer
Autoantikérper und dem Schweregrad der Immunthrombozytopenie. Der Nachweis
zellgebundener und freier thrombozytarer Autoantikérper gegen definierte
Glykoproteine (direkter MAIPA: GP llb/llla, GP Ib/IX, GP V; indirekter MAIPA:
GP lIb/llla, GP Ib/IX, GP la/lla) und die Thrombozytenzahl werden analysiert. Der
Antikorperspiegel und die Anzahl der anvisierten Glykoproteine sollten mit einer
Thrombozytopenie assoziiert sein, wenn der Test diagnostisch genutzt wird. Die
Etablierung einer zuverlassigen Labordiagnostik kdnnte helfen, Fehldiagnosen und den

Einsatz unwirksamer, kostspieliger Pharmaka zu reduzieren [93].

Im Rahmen einer retrospektiven Analyse an 18.579 ITP-Verdachtsfallen ohne a priori
Annahme Uber die Diagnose soll in der vorliegenden Arbeit die mdgliche Assoziation
von thrombozytaren Autoantikdrpern mit der Thrombozytenzahl untersucht werden.

Anhand des PICO-Modells (Population/ Intervention (Risk Factor)) Comparison/
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Outcome; Population/ Intervention (Risikofaktor)/ Vergleichsgruppe/ Zielgrée) wurden

folgende Fragestellungen entwickelt:

PICO Frage 1: Sind thrombozytar gebundene Anti-GP IIb/llla, Anti-GP Ib/IX
oder Anti-GP V ein mdglicher Risikofaktor bei ITP-Verdachtsfallen?

Besteht bei Kindern/Erwachsenen mit der Verdachtsdiagnose ITP (Population)

mit Nachweis thrombozytdr gebundener Autoantikdrper gegen die
Glykoproteinkomplexe GP llb/llla, GP Ib/IX oder GP V im direkten MAIPA
(Intervention/Risikofaktor) im Vergleich zu Patienten ohne Nachweis
thrombozytér gebundener Autoantikérper (Vergleichsgruppe) eine Thrombo-
zytopenie (ZielgroRke)?

PICO Frage 2: Sind freie thrombozytare Anti-GP llb/llla, Anti-GP Ib/IX oder
Anti-GP la/lla ein mdglicher Risikofaktor bei ITP-Verdachtsfallen?

Besteht bei Kindern/Erwachsenen mit der Verdachtsdiagnose ITP (Population)

mit Nachweis freier, thrombozytarer Autoantikérper gegen die Glykoprotein-
komplexe GP llb/llla, GP Ib/IX oder GP la/lla im indirekten MAIPA
(Intervention/Risikofaktor) im Vergleich zu Patienten ohne Nachweis freier,
thrombozytarer Autoantikdrper (Vergleichsgruppe) eine Thrombozytopenie
(Zielgrole)?

PICO Frage 3: Ist die Menge von glykoproteinspezifischen, gebundenen

thrombozytaren Autoantikérpern ein moglicher Risikofaktor fiir eine niedrigere
Thrombozytenzahl bei Patienten mit Thrombozytopenie?

Besteht bei Kindern/Erwachsenen mit einer Thrombozytopenie (Population) mit
Nachweis einer hohen Menge thrombozytar gebundener Autoantikbrper gegen
die Glykoproteinkomplexe GP lIb/llla, GP Ib/IX oder GP V im direkten MAIPA
(Intervention/Risikofaktor) im Vergleich zu Patienten mit Nachweis einer
geringen Menge thrombozytar gebundener Autoantikdrper (Vergleichsgruppe)
eine niedrigere Thrombozytenzahl (ZielgroRRe)?

PICO Frage 4: Ist die Menge von glykoproteinspezifischen, freien thrombo-

zytéren Autoantikbrpern ein moglicher Risikofaktor fur eine niedrigere
Thrombozytenzahl bei Patienten mit Thrombozytopenie?

Besteht bei Kindern/Erwachsenen mit einer Thrombozytopenie (Population) mit
Nachweis einer hohen Menge freier, thrombozytarer Autoantikdrper gegen die
Glykoproteinkomplexe GP llb/llla, GP Ib/IX oder GP la/lla im indirekten MAIPA
(Intervention/Risikofaktor) im Vergleich zu Patienten mit Nachweis einer
geringen Menge freier, thrombozytarer Autoantikérper (Vergleichsgruppe) eine

niedrigere Thrombozytenzahl (Zielgrofie)?
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PICO Frage 5: Ist die Zahl der Ziel-Glykoproteine von gebundenen thrombo-

zytéren Autoantikbrpern ein moglicher Risikofaktor fur eine niedrigere
Thrombozytenzahl bei Patienten mit Thrombozytopenie?

Besteht bei Kindern/Erwachsenen mit einer Thrombozytopenie (Population) mit
Nachweis thrombozytar gebundener Autoantikrper gegen mehrere
Glykoproteinkomplexe (GP llb/llla, GP Ib/IX und/oder GP V) im direkten MAIPA
(Intervention/Risikofaktor) im Vergleich zu Patienten mit Nachweis thrombozytar
gebundener  Autoantikbrper gegen einen der Glykoproteinkomplexe
(Vergleichsgruppe) eine niedrigere Thrombozytenzahl (Zielgrolie)?

PICO Frage 6: Ist die Zahl der Ziel-Glykoproteine von freien thrombozytaren

Autoantikérpern  ein mdglicher  Risikofaktor  fur  eine  niedrigere
Thrombozytenzahl bei Patienten mit Thrombozytopenie?

Besteht bei Kindern/Erwachsenen mit einer Thrombozytopenie (Population) mit
Nachweis freier, thrombozytarer Autoantikérper gegen mehrere Glykoprotein-
komplexe (GP lIb/llla, GP Ib/IX und/oder GP la/lla) im indirekten MAIPA
(Intervention/Risikofaktor) im Vergleich zu Patienten mit Nachweis freier,
thrombozytarer Autoantikdrper gegen einen der Glykoproteinkomplexe
(Vergleichsgruppe) eine niedrigere Thrombozytenzahl (Zielgrolie)?

PICO Frage 7: Ist das gleichzeitige Vorhandensein von freien und gebundenen

Thrombozyten-Autoantikérpern ein mdglicher Risikofaktor fur eine niedrigere
Thrombozytenzahl bei Patienten mit Thrombozytopenie?

Besteht bei Kindern/Erwachsenen mit einer Thrombozytopenie (Population) mit
Nachweis freier und gebundener Thrombozyten-Autoantikbrper gegen die
Glykoproteinkomplexe GP llb/llla oder GP Ib/IX im direkten und indirekten
MAIPA (Intervention/Risikofaktor) im Vergleich zu Patienten mit Nachweis freier
oder gebundener Thrombozyten-Autoantikérper gegen die Glykoprotein-

komplexe (Vergleichsgruppe) eine niedrigere Thrombozytenzahl (Zielgrofie)?
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2. Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv und Datenerhebung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Labordaten von 22.830 Patienten mit
der Verdachtsdiagnose ITP in einer retrospektiven Studie hinsichtlich der Fragestellung
»Assoziation zwischen dem Nachweis von thrombozytaren Autoantikbrpern und
Schweregrad der ITP* untersucht. Extrahiert wurden die Daten in Form einer Excel-
Datei aus dem Laborinformationssystem des Thrombozytenlabors des Instituts fur
Klinische Immunologie, Transfusionsmedizin und Hamostaseologie der Justus-Liebig-
Universitat Giel3en. Anfangs erfolgte eine umfangreiche Umkodierung der Daten von
geschriebenen Informationen zu numerischen Werten, darunter: 0 = negativ,
grenzwertig positiv (+) = 1, schwach positiv (1+) = 2, maRig positiv (2+) = 3, deutlich
positiv (3+) = 4, stark positiv (4+) = 5.

Die Grundgesamtheit des Patientenkollektivs umfasste zunachst alle Patienten, die im
Zeitraum vom 01.01.2000 bis zum 30.06.2019 mit dem Verdacht auf eine
Immunthrombozytopenie in das Thrombozytenlabor des Instituts fir Kilinische
Immunologie, Transfusionsmedizin und Hamostaseologie der Justus-Liebig-Universitat
GieRen eingesendet wurden. Die Laborproben wurden mit dem Untersuchungsprofil
.immunthrombozytopenie“ analysiert. Neben der Angabe von Alter und Geschlecht
beinhaltete dieses Profil folgende Komponenten: Thrombozytenzahl (Counter); direkter
MAIPA fir die Glykoproteine llb/llla, 1b/IX und V; PIFT und PIFT-Starke. Der indirekte
MAIPA flr die Glykoproteine llb/Illa, Ib/IX und la/lla wurde bei einem Teil der Patienten

zusatzlich durchgeflhrt.

Die Grundgesamtheit umfasste anfangs 22.830 Patientendaten (siehe Abbildung 7).
Patienten mit fehlender Altersangabe (n = 82) oder Folgeuntersuchungen (n = 3.855)
wurden ausgeschlossen. Durch eine Datenbankabfrage des Thrombozytenlabors
konnten Patienten mit bekannten Allo-Antikbrpern (n = 119), einer neonatalen
Alloimmunthrombozytopenie (NAIT) (n = 88), einer posttransfusionellen Purpura (PTP)
(n = 5), einer medikamentinduzierten Thrombozytopenie (MTP) (n = 70) oder
bekannter Einnahme von ReoPro® (n =5) identifiziert und ausgeschlossen werden.

Ringversuchsproben (n = 27) wurden nicht beachtet.

Danach umfasste die Kohorte 18.579 Patienten mit der Verdachtsdiagnose ITP,
welche in Kinder (0-18 Jahre) und Erwachsene (19-100 Jahre) aufgeteilt wurden. Bei
allen Fragestellungen und Analysen wurden Kinder und Erwachsene getrennt
voneinander betrachtet. Nach MaRRgabe der immunhamatologischen Befunde wurden
folgende Patientengruppen gebildet: Patienten mit positivem oder negativem

Testergebnis im direkten MAIPA (DM positiv/negativ), Patienten mit positivem oder
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negativem Testergebnis im indirekten MAIPA (IM positiv/negativ) und Patienten mit
positivem oder negativem Testergebnis im Plattchenimmunfluoreszenztest (PIFT
positiv/negativ). Die entsprechende Aufteilung mit Angabe der StichprobengréfRen ist in
Abbildung 7 dargestellt.

DM ’_,‘ 573 positiv
2357 negativ

507 positiv
3548 ™
Kinder

1055 negativ

PIFT ’_>' 863 positiv

2830 2469 negativ
) 18579
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12471 negativ
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Abbildung 7: Patientenkollektiv mit Verdachtsdiagnose ITP

Anzahl der untersuchten Patientendaten mit V.a. ITP, inkl. Ausschlusskriterien und Bildung der
untersuchten Kohorten Kinder und Erwachsene. Nach MafRgabe der immunhamatologischen Befunde
wurden die Kohorten in die Gruppen direkter MAIPA (DM) positiv und negativ, indirekter MAIPA (IM)
positiv und negativ und Plattchenimmunfluoreszenztest (PIFT) positiv und negativ eingeteilt. Abkiirzungen
Ausschlusskriterien siehe Text.

2.2 Labormethoden

Alle Untersuchungen wurden vom Thrombozytenlabor des Instituts fir Klinische
Immunologie, Transfusionsmedizin und Hamostaseologie der Justus-Liebig-Universitat
Gieflen durchgefuhrt. Die Durchflihrung erfolgte nach den Arbeitsanweisungen der
einzelnen Methoden [107-110].

Alle Laborproben wurden mit dem Untersuchungsprofil ,Immunthrombozytopenie®
analysiert (Thrombozytenzahl (Counter); direkter MAIPA fir die Glykoproteine IIb/llIa,
Ib/IX und V; PIFT und PIFT-Starke). Sofern logistisch moglich, wurden die

Untersuchungen in der in Abbildung 8 angegebenen Reihenfolge durchgefihrt.
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Abbildung 8: Reihenfolge der Laboruntersuchungen des Untersuchungsprofils ,V.a.
Immunthrombozytopenie‘ im Thrombozytenlabor des Instituts fiir Klinische Immunologie,
Transfusionsmedizin und Hamostaseologie am UKGM.

Zuerst wurde bei der Patientenprobe mit V.a. ITP der direkte MAIPA, dann der PIFT durchgefiihrt. Falls
dieser = 2+ war, wurde zusatzlich der indirekte MAIPA durchgefiihrt.

Bei den Patientenproben mit V.a. ITP wurde zunachst der direkte MAIPA fir die
Glykoproteine lIb/llla, Ib/IX und V und dann der PIFT durchgefihrt. Bei
Patientenproben, die ein zweifach oder hdher positives Testergebnis (= 2+) im PIFT
hatten, wurde zusatzlich der indirekte MAIPA fiir die Glykoproteine GP lIb/llla, GP Ib/IX
und GP la/lla durchgefiihrt (siehe Abbildung 8). Eine zu geringe Thrombozytenzahl fur
den direkten MAIPA resultierte bei einem Teil der Patienten darin, dass der indirekte
MAIPA durchgefihrt wurde, auch wenn das Testergebnis im PIFT < 2+ war. Bei
einigen Patienten wurde der indirekte MAIPA auch ohne Testergebnis im PIFT

durchgeflihrt, da die Durchflihrung des PIFTs nur einmal wochentlich erfolgte.

2.2.1 monoclonal antibody-specific immobilization of platelet antigens (MAIPA)

Der ,monoclonal antibody-specific immobilization of platelet antigens’ (MAIPA) ist ein
glykoproteinspezifischer Enzymimmuntest, der dem Nachweis von thrombozytéaren
Antikérpern dient. Die urspriinglich von Volker Kiefel entwickelte Methode stellt heute
den Goldstandard hierfir dar [43].

Man unterscheidet den direkten und den indirekten MAIPA. Der direkte MAIPA dient
dem Nachweis von thrombozytar gebundenen Antikdrpern, wohingegen der indirekte
MAIPA frei im Serum vorhandene Antikorper detektieren kann [108, 109].

Direkter MAIPA

Im direkten MAIPA kann eine erhdhte Immunglobulinbeladung der autologen
Thrombozyten nachgewiesen werden. Die Durchfihrung erfolgte nach der

Arbeitsanweisung des Thrombozytenlabors (siehe Abbildung 9) [108].

Vor der Testdurchfihrung wurde pro Vertiefung einer Mikrotiterplatte 100 ul Puffer
(Coatingpuffer + Ziege Anti-Maus IgG (1:500)) hinzugegeben. Das Beschichten der
Platte erfolgte Uber Nacht in einer geeigneten Lagerstatte oder am gleichen Tag bei
37°C fur 3 Stunden. Aus mit EDTA antikoagulietem Blut wurde das
Thrombozytenpelett gewonnen [107]. Die isolierten Patiententhrombozyten wurden
dann am Zell-Counter (Kleines Blutbild: Sysmex KX 21 N und dem K) gezahlt und

errechnet, wie viel yl bendtigt werden, um 20 Millionen Zellen zu erhalten.
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Abbildung 9: Testprinzip des direkter MAIPA

Humane IgG-Antikdrper (griin) kdnnen mit Glykoproteinkomplexen (hier beispielhaft GP lIb/llla dargestellt)
und HLA I-Molekllen der Thrombozytenmembran reagieren. (A) Um die glykoproteinspezifischen
Autoantikérper im direkten MAIPA nachzuweisen, werden die Patiententhrombozyten mit einem
glykoproteinspezifischen monoklonalen Maus-Antikdrper (rot) inkubiert. (B) Die Thrombozyten werden
solubilisiert, wobei die beladenen Glykoproteinkomplexe nicht zerstért werden. (C) Das Lysat wird auf eine
mit Anti-Maus-Antikorper (blau) beschichtete Mikrotiterplatte Gbertragen; dabei werden die monoklonalen-
Maus-AK-markierten Glykoproteinkomplexe fixiert, die HLA-I-Molekiile gehen verloren. Ein Peroxidase-
markierter Ziegen-Anti-Human-Antikorper (gelb) wird hinzugegeben, um die Reaktion sichtbar zu machen.
Created with Biorender.com (in Anlehnung an [46]).

Die 20 Millionen Patiententhrombozyten wurden dann in einem Eppendorf-
Reaktionsgefal fir 1 Minute bei 10.000 upm zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt
und die Thrombozyten in 30 yl PBS 2 % BSA resuspendiert. Danach wurden in drei
verschiedenen Ansatzen je 10 pl der monoklonalen Antikdrper gegen GP llb/llla,
GP Ib/IX und GP V hinzu pipettiert. Diese lagerten sich wahrend der Inkubationszeit
von 30 Minuten bei 37 °C an die entsprechenden Glykoproteinkomplexe an. Die
nichtgebundenen Bestandteile wurden durch dreimaliges Waschen mit 100 pl
physiologischer Kochsalzlésung, anschlieRender Zentrifugation (1 Minute bei
10.000 upm) und Entfernen des Uberstands entfernt. Der Waschvorgang wurde noch
zweimal wiederholt. Nach dem letzten Absaugen wurden die Thrombozytenpellets in
100 pl  Solubilisationspuffer resuspendiert, wodurch die Lyse stattfand und die
Kontinuitat der Membran aufgel6st wurde. Die Glykoproteinkomplexe wurden nicht
zerstort und diejenigen, die monoklonale Antikbrper gebunden hatten, wurden durch
polyspezifische Anti-Maus-Immunglobulin-Antikérper, die an die Mikrotiterplatte

gebunden waren, immobilisiert. Wahrend der sich anschlieRenden Inkubationszeit von
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30 Minuten bei 4 °C wurde die Mikrotiterplatte viermalig mit 200 pl Tris-Waschpuffer
pro Vertiefung gewaschen, danach erneut 200 pl Waschpuffer hinzugegeben und
mindestens 15 Minuten bei 4 °C inkubiert. Dadurch wurden Glykoproteinkomplexe, die
nicht mit monoklonalen Antikérpern beladen waren, entfernt und unspezifische
Bindungsstellen blockiert. Im Anschluss wurde die Suspension fir 30 Minuten bei 4 °C
zentrifugiert (13.000 upm), 50 pl Uberstand abpipettiert und wieder in 200 pl Tris-
Waschpuffer resuspendiert. Die geblockte Mikrotiterplatte wurde dann ausgeklopft und
je 100 pl des verdinnten Uberstands wieder hinzu pipettiert. Alle Proben
(Patientenproben, Kontrollen, Blank) wurden im Doppelwert analysiert. Nach einer
Inkubationszeit von 90 Minuten bei 4 °C und viermaligen Waschen mit je 200 ul Tris-
Waschpuffer wurde in jedes Vertiefung 100 ul Peroxidase markiertes Ziege-Anti-
Human IgG pipettiert. Dieser enzymmarkierte Antikdrper lagerte sich an den in vivo
gebundenen Antikérper an. Danach erfolgte eine Inkubation von 120 Minuten bei 4 °C
mit anschlieRendem viermaligem Waschen mit je 200 ul Tris-Waschpuffer. Zuletzt
wurde pro Vertiefung 100 ul Substratpuffer (TMB One) hinzugegeben und die Reaktion
nach einer 10-mindtigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur im Dunkeln mit 50 pl
2,5 N H2S0O4 gestoppt.

Die photometrische Messung der Extinktionswerte/OD-Werte (optische Dichte) fand
direkt im Anschluss am Photometer (Sunrise-TECAN) bei 450 nm und 620 nm statt. Es
wurde der Mittelwert der Blank-OD-Werte gebildet und dieser von den Patienten-OD-
Werten abgezogen. Die erhaltenen OD-Werte wurden, wie in Tabelle 6 dargestellt,
eingeordnet und das Ergebnis sowohl auf dem Testprotokoll als auch im Computer
dokumentiert. Bestimmte Kriterien mussten erfilllt sein, um eine analytische Freigabe
der Ergebnisse zu ermdglichen: Blank-OD-Werte mussten < 0,150 sein, die
Einzelwerte des Doppelansatzes sollten nicht mehr als 20 % voneinander abweichen
und fir jeden verwendeten monoklonalen Antikdrper musste eine Positivkontrolle

durchgefuhrt werden, deren OD-Wert nicht unter 1,0 liegen sollte.

Da pro Ansatz 20 Millionen Thrombozyten nétig waren, konnten nicht bei jedem
Patienten alle drei Glykoproteinkomplexe untersucht werden. Die Reihenfolge der
untersuchten Glykoproteinkomplexe war folgende: 1. GP llb/llla, 2. GP Ib/IX, 3. GP V.
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Tabelle 6: Bewertung der photometrischen Messung beim direkten/indirekten MAIPA
Berechnet nach: OD = OD Test — OD Blank, OD = optische Dichte

OD-Wert Einordnung Bewertung
<0,150 %) Negativ
0,15-0,20 (+) Grenzwertig
0,21-0,40 + Schwach positiv
0,41-0,80 ++ MaRig positiv
0,81-1,20 +++ Deutlich positiv
1,21-4 ++++ Stark positiv
Indirekter MAIPA

Der indirekte MAIPA dient der Differenzierung und Charakterisierung der freien
Antikorper im Serum bzw. im plattchenfreien Plasma. Er wurde im Anschluss an den
PIFT durchgeflhrt (siehe Abbildung 8). Die Durchfuhrung des Tests erfolgte

entsprechend der Arbeitsanweisung des Thrombozytenlabors [109].

Im Gegensatz zum direkten MAIPA wurden beim indirekten MAIPA humane
Testthrombozyten mit bekannter Antigenstruktur verwendet und mit dem
Patientenserum, welches die gesuchten Antikdrper enthielt, zusammen pipettiert und

untersucht.

Zur Vorbereitung wurde pro Vertiefung einer Mikrotiterplatte 100 pl Puffer
(Coatingpuffer + Ziege Anti-Maus IgG, 1:500) hinzugegeben. Das Beschichten der
Platte erfolgte Uber Nacht in einer geeigneten Lagerstatte oder am gleichen Tag bei
37 °C fur mind. 2 Stunden. Aus mit EDTA antikoaguliertem Blut oder Nativ-Blut wurde
das plattchenfreie Plasma bzw. Serum gewonnen [107]. 20 Millionen Testthrombozyten
wurden am Zell-Counter (Kleines Blutbild: Sysmex KX 21 N und dem K) gezahlt und in
ein  Eppendorf-Reaktionsgefa®  gegeben. Die  Patientenprobe und die
Spenderthrombozyten wurden vor Testbeginn fir 1 Minute bei 10.000 upm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und die Thrombozyten in 30 pl
PBS 2 % BSA resuspendiert. 50 yl des Serums bzw. Plasmas wurden dazu pipettiert
und fir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Danach wurde die Platte einmal mit 100 pl
physiologischer Kochsalzldsung gewaschen und erneut fir 1 Minute bei 10.000 upm
zentrifugiert. Nach dem Absaugen des Uberstands wurden die Thrombozyten in 30 pl
PBS 2 % BSA resuspendiert. AnschlieRend wurden in drei verschiedenen Ansatzen je
10 pl der monoklonalen Antikérper gegen GP lIb/llla, GP Ib/IX und GP la/lla

hinzugegeben. Nach einer 30-minutigen Inkubationszeit bei 37 °C und einer
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dreimaligen Waschung mit 100 pl physiologischer Kochsalzlésung wurde die
Mikrotiterplatte fir 1 Minute bei 10.000 upm zentrifugiert. Danach erfolgte die
Testdurchfihrung analog dem direkten MAIPA [43, 108]. Die Messung erfolgte
anschliefend photometrisch bei 450 nm und 620 nm und die Ergebnisse wurden wie
beim direkten MAIPA bewertet und dokumentiert (siehe Abschnitt ,direkter MAIPA* und
Tabelle 6). Auch die zu erfilllenden Kriterien zur analytischen Freigabe der Ergebnisse
entsprachen denen des direkten MAIPAs. Die Differenzierung zwischen Allo- und Auto-
Antikorpern erfolgte durch das Reaktionsmuster der verschiedenen Testzellen. Fir den
Glykoproteinkomplex GP lIb/llla gab es drei, fiir die Glykoproteinkomplexe GP Ib/IX
und GP V zwei Testzellen. Reagierten alle Testzellen eines Glykoproteins mit dem
Patienten-serum positiv, so handelte es sich um Auto-AK, da diese
glykoproteinspezifisch, jedoch nicht HPA-spezifisch sind. Reagierte hingegen nur ein
Teil der Testzellen eines Glykoproteins mit dem Patientenserum, so handelte es sich

um Allo-AK, da diese HPA- und glykoproteinspezifisch sind.

2.2.2 Platelet Immunofluorescence Test (PIFT)
Der Platichen-Adhasions-Immunfluoreszenztest (PAIFT), im engl. ,Platelet
Immunofluorescence Test (PIFT), ist ein Immunfluoreszenztest, der dem Nachweis

von thrombozytaren Antikbrpern dient [110].

Die ursprungliche Methode des Plattchen-Suspensions-Immunfluoreszenztest (PSIFT)
[114], bei dem die Thrombozyten als Zellsuspension vorliegen, wurde von Schneider &
Schnaidt modifiziert [96]. Dabei wird die Fahigkeit von Thrombozyten, an
Glasobjekttrager zu adharieren, genutzt. Man unterscheidet den direkten und den
indirekten PIFT. Der direkte PIFT weist thrombozytar gebundene Antikorper, der

indirekte PIFT frei im Plasma vorhandene Antikorper nach.

Der PIFT wurde im Anschluss an den direkten MAIPA nach der Arbeitsanweisung des
Thrombozytenlabors durchgefihrt [110]. Bei den untersuchten Patientenproben wurde
nur der indirekte PIFT durchgefuhrt.

Vorbereitung:

Fir den Test bendtigt man funf verschiedene HPA-typisierte Testthrombozyten, welche
so gewahlt wurden, dass die Antikérperspezifitdten unterschieden werden konnten. Die
in Stickstoff gelagerten Testthrombozyten wurden entsprechend dem Protokoll
entnommen und reaktiviert. Die Ampullen wurden im 37 °C warmen Wasserbad
aufgetaut, die Zellsuspensionen anschlieRend in Polyréhrchen umgefillt, mit NaCl
pH 6,5 aufgefillt und fur 10 Minuten bei 3.000 upm zentrifugiert (Rotina 46 Hettich-
Zentrifuge). Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpelett mit 1 ml NaCl pH 6,5
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resuspendiert und die Zellzahl am Counter (Kleines Blutbild: Sysmex KX 21 N und dem

K) bestimmt. Die Zellsuspensionen wurden auf 200.000 Thrombozyten/ul eingestellt.

Die Patientenproben wurden analog der Testthrombozyten aufgetaut und bei

3.000 upm fir 10 Minuten zentrifugiert und zu je 100 pl aliquotiert.

Vor Beginn des Tests wurden nochmals alle Serum-Proben fir 1 Minute bei

10.000 upm zentrifugiert.

Testdurchfiihrung:

Auf eine Hamaxplatte werden die Testthrombozyten senkrecht angeordnet und die
Patientenseren sowie die Kontrollen waagerecht angeordnet pipettiert. Pro Ring der
Hamaxplatte wurden 10 pl der funf verschiedenen HPA-typisierten Testthrombozyten
pipettiert. Nach Sedimentation fir 30 Minuten bei Raumtemperatur wurde der
Uberstand zur Halfte abgesaugt. Zu den adhérenten Thrombozyten wurden nun pro
Ring 10 ul des Patientenserums/platichenfreien Plasmas hinzugegeben und flr
30 Minuten bei Raumtemperatur mit den Thrombozyten inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit NaCl pH 6,5 wurden 10 pl des FITC-markierten Anti-Human-Antikorpers
(1:50 in PBS, pH 6.5) pro Ring hinzugegeben. Die Antigen-Antikdrper-Reaktion von
adharenten Thrombozyten mit humanen thrombozytaren Antikdrpern wird durch diesen
sichtbar gemacht. Die Platte wurde nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln zweimal gewaschen und anschlieBend 10 ul Glycerin
PBS (pH 6.5, 1:3) pro Ring pipettiert.

Die Auswertung der Reaktion erfolgte am Fluoreszenzmikroskop mit einem 100er Ol-
Objektiv. Die Reaktionsstarke wurde nach einem semiquantitativen Score (0, 1+, 2+,
3+, 4+) eingeteilt. Je nach Reaktionsmuster konnte auf das Vorliegen eines
bestimmten thrombozytaren Antikérpers geschlossen werden. Die Ergebnisse wurden
im Computer und auf dem Testprotokoll dokumentiert. Um eine analytische Freigabe
der Ergebnisse zu ermoglichen, mussten eine Positiv-Kontrolle und eine Negativ-
Kontrolle vorliegen. Bei der Positiv-Kontrolle mussten bekannte HPA-1a-Antikdrper
ohne HLA-Antikorper eine Fluoreszenzstarke von 3-4 zeigen und das HPA-1a-
Standardserum (NIBSC) in Verdinnung 1:8 zweifach positiv mit den antigentragenden
Zellen reagieren. Bei der Negativ-Kontrolle musste ein bekanntes Serum in der

Fluoreszenzstarke negativ sein.

2.3 Statistische Methoden
Die Daten wurden mit den Programmen Excel (Microsoft Office Home and Business
2016) und Prism 9 (GraphPad Prism version 9.3.1 for Windows, GraphPad Software,

San Diego, California USA) verwaltet, analysiert und dargestellt.
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Um eine statistische Analyse zu ermdglichen, wurden die Datensatze der Excel-

Tabelle vorab umkodiert.

Die Hauptvariable zur Uberpriifung der Fragestellung war die Thrombozytenzahl (G/L).
Nach Ausschluss des Vorliegens einer Normalverteilung der Thrombozytenzahl mittels
D'Agostino & Pearson Test, Shapiro-Wilk Test und Kolmogorov-Smirnov Test in

GraphPad, wurden nichtparametrische Tests verwendet.

Zur Analyse von zwei Datensatzen bzw. Gruppen wurde der Mann-Whitney U Test
(two sided) verwendet. Bei der Analyse von mehr als zwei Datensatzen bzw. Gruppen

wurde der Kruskal-Wallis Test angewandt.

24 Ethikvotum

Die Analyse der vorliegenden Daten wurde von der Ethik-Kommission der
Medizinischen Fakultat der Justus-Liebig-Universitat Giessen am 02.04.2009 bewilligt
(Az.: 08/06, Titel: Datensammlung bei Patienten mit der Verdachtsdiagnose

Autoimmunthrombozytopenie (ITP) unter Heranziehung der Arztbriefe).
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3. Ergebnisse

3.1 Patientendaten

3.1.1 Kohorten und Gruppen

Die 18.579 Patienten mit der Verdachtsdiagnose ITP wurden in die Kohorten Kinder
und Erwachsene aufgeteilt. Die Kohorte der Kinder (0-18 Jahre) umfasste 3.548
Patienten (19,10 %), die der Erwachsenen (19-100 Jahre) 15.031 (80,90 %) (siehe
Abbildung 10).

PATIENTEN

B Erwachsene M Kinder

Abbildung 10: Anteil der Kinder und Erwachsenen der untersuchten Patienten mit der
Verdachtsdiagnose ITP

Fir die einzelnen Untersuchungen wurden Kinder und Erwachsene anhand ihrer
immunhamatologischen Befunde aus dem direkten MAIPA (GP lib/llla, GP Ib/IX und
GP V), dem indirekten MAIPA (GP lIb/llla, GP Ib/IX und GP la/lla) sowie dem
Plattchenimmunfluoreszenztest (PIFT) in verschiedene Gruppen eingeteilt.

Kinder und Erwachsene mit einem positiven Testergebnis flir mindestens einen oder
negativen Testergebnis fir alle drei der untersuchten Glykoproteinkomplexe im
direkten MAIPA (DM) (GP lib/llla, GP Ib/IX und GP V) oder indirekten MAIPA (IM) (GP
[Ib/llla, GP Ib/IX und GP la/lla ) oder einem positiven oder negativen Testergebnis im
Plattchenimmunfluoreszenztest (PIFT) sind in Tabelle 7 und Tabelle 8 dargestellit.

Die Zusammensetzung der jeweils untersuchten Gruppen wird in den einzelnen

Kapiteln erlautert.

3.1.2 Demographische Daten

Bei den Analysen wurden fehlende Werte der Thrombozytenzahl (G/L), sowie fehlende
Angaben beim direkten MAIPA, indirekten MAIPA und Plattchenimmunfluoreszenztest
ausgeschlossen. Die angegebenen Prozentsatze spiegeln die jeweils untersuchte

Gruppe wider.
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Der Anteil der fehlenden Werte der Thrombozytenzahl war bei den Gesamtkohorten
Kinder 6,74 % (239) und Erwachsene 5,28 % (793). Bei 3 Erwachsenen (0,002 %) mit
positivem Testergebnis und 19 Erwachsenen mit negativem Testergebnis (0,002 %) im
direkten MAIPA konnte die Thrombozytenzahl nicht bestimmt werden, bei 3 Kindern
(0,002 %) mit negativem Testergebnis im direkten MAIPA fehlte die Angabe der
Thrombozytenzahl. Bei Patienten mit positivem oder negativem Testergebnis im
indirekten MAIPA gab es folgende fehlende Werte: positiv = Kinder: 56 (11,05 %),
Erwachsene 223 (12,53 %); negativ = Kinder: 91 (14,04 %), Erwachsene 308
(12,59 %). Bei Patienten mit positivem Testergebnis im Plattchenimmunfluoreszenztest
war die Anzahl der fehlenden Werte folgende: Kinder 42 (4,87 %), Erwachsene 149
(5,45 %). Bei Patienten mit negativem Testergebnis im Plattchenimmunfluoreszenztest
fehlte bei 194 Kindern (7,29 %) und 629 Erwachsenen (5,44 %) eine Angabe der
Thrombozytenzahl. Siehe Tabelle 7 und Tabelle 8. Die im Folgenden genannte Anzahl
der Patienten bezieht sich auf Patienten, bei denen eine Angabe der

Thrombozytenzahl vorlag.

Der Anteil der fehlenden Angaben bei den einzelnen, untersuchten
Glykoproteinkomplexen im direkten MAIPA, indirekten MAIPA und PIFT werden in
Kapitel 3.2, 3.3, und 3.4 dargestellt.

Bei den Kindern mit der Verdachtsdiagnose ITP lag der Altersmedian bei 9 (IQR 4-14)
Jahren (siehe Tabelle 7). Insgesamt gab es 1.620 weibliche (45,66 %) und 1.928
mannliche (54,34 %) Patienten. Bei den Patientengruppen mit positivem Testergebnis
im direkten MAIPA (DM positiv) gab es 287 (50,09 %) weibliche und 286 (49,91 %)
mannliche Patienten; bei Patienten mit negativem Testergebnis im direkten MAIPA
waren 623 (45,24 %) weiblich und 754 (54,76 %) mannlich. Bei Patienten mit positivem
Testergebnis im indirekten MAIPA (IM positiv) waren es 226 (44,58 %) weibliche und
281 (55,42 %) mannliche Patienten; mit negativem Testergebnis im indirekten MAIPA
286 (44,14 %) weibliche und 362 (55,86 %) mannliche Patienten. Bei Kindern mit
positivem Testergebnis im Plattchenimmunfluoreszenztest (PIFT positiv) gab es 400
(46,35 %) weibliche und 463 (53,65 %) mannliche Patienten; mit negativem
Testergebnis im PIFT 1.212 (45,51 %) weibliche und 1.451 (54,49 %) mannliche

Patienten.
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Tabelle 7: Demographische Daten Kinder mit Verdachtsdiagnose ITP

* Direkter MAIPA (DM) positiv/negativ: GP lIb/llla, GP Ib/IX, GP V; positiv = mindestens ein Glykoprotein
positiv; negativ = alle drei Glykoproteine negativ.

° Indirekter MAIPA (IM) positiv/negativ: GP lIb/llla, GP Ib/IX, GP la/lla; positiv = mindestens ein
Glykoprotein positiv; negativ = alle drei Glykoproteine negativ.

$ Plattchenimmunfluoreszenztest (PIFT) positiv/negativ.

* o $
Gesamt ‘ DM ‘ M ‘ PIFT
(n=3548) | positiv negativ positiv negativ positiv negativ
(n=573) (n=1377) | (n=507) (n=648) |(n=863) (n=2663)
Geschlecht
weiblich - n 1620 287 623 226 286 400 1212
(%) (45,66) (50,09) (45,24) (44,58) (44,14) (46,35) (45,51)
mannlich - n 1928 286 754 281 362 463 1451
(%) (54,34) (49,91)  (54,76) (55,42) (55,86) (53,65) (54,49)
fehlende  Werte - - - - - - -
(n)
Alter (Jahre)
Median 9 11 11 9 8 9 10
4-14 6-15 6-15 3-14 3-13 3-14 4-14
Interquartilsabstand  1-18 1-18 1-18 1-18 1-18 1-18 1-18
Spannweite
Thrombozytenzahl
(G/L) (Counter)
Median 53 39 97,5 23 31 40 58
Median (w/m) 52/54 40/38,5 89/104 26/23 31,5/30  42/37 54/60
Spannweite 0-735 1-582 5-735 0-648 0-735 0-648 0-735
20-109 20-78,5 58-154 9-64 13-76,5  15-89 23-115
Interquartilsabstand 239 0 3 56 91 42 194
fehlende Werte - n  (6,74) (0,002) (11,05) (14,04) (4,87) (7,29)
(%)

Bei den Erwachsenen mit der Verdachtsdiagnose ITP lag der Altersmedian bei 60
(IQR 43-72) Jahren (siehe Tabelle 8). 7.088 (47,16 %) der Patienten waren weiblich,
7.943 (52,84 %) mannlich. Bei den Patientengruppen mit positivem Testergebnis im
direkten MAIPA (DM positiv) gab es 973 (52,34 %) weibliche und 886 (47,66 %)
mannliche Patienten; bei Patienten mit negativem Testergebnis im direkten MAIPA
waren 5.856 (46,96 %) weiblich und 6.615 (53,04 %) mannlich. Bei Patienten mit
positivem Testergebnis im indirekten MAIPA (IM positiv) waren es 950 (53,37 %)
weibliche und 830 (46,63 %) mannliche Patienten. 2.092 (52,51 %) weibliche und
1.892 (47,49 %) mannliche Patienten hatten ein negatives Testergebnis im indirekten
MAIPA. Bei den Erwachsenen mit positivem Testergebnis im
Plattchenimmunfluoreszenztest (PIFT positiv) gab es 1.432 (52,40 %) weibliche und
1.301 (47,60 %) mannliche Patienten; mit negativem Testergebnis im PIFT gab es
5.592 (45,85 %) weibliche und 6.603 (54,15 %) mannliche Patienten.
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Tabelle 8: Demographische Daten Erwachsene mit Verdachtsdiagnose ITP

* Direkter MAIPA (DM) positiv/negativ: GP lIb/llla, GP Ib/IX, GP V; positiv = mindestens ein Glykoprotein
positiv; negativ = alle drei Glykoproteine negativ.

° Indirekter MAIPA (IM) positiv/negativ: GP lIb/llla, GP Ib/IX, GP la/lla; positiv = mindestens ein
Glykoprotein positiv; negativ = alle drei Glykoproteine negativ.

$ Plattchenimmunfluoreszenztest (PIFT) positiv/negativ.

‘DM* ‘IM° ‘PIFT*
Gesamt
(n=15031) | positiv negativ positiv negativ | positiv negativ
(n=1859) (n=9172) | (n=1780) (n=2446) | (n=2733) (n=12195)
Geschlecht
weiblich - n 7088 973 4289 950 1274 1432 5592
(%) (47,16) (52,34) (46,76) (53,37)  (52,09) (52,40) (45,85)
mannlich - n 7943 886 4883 830 1172 1301 6603
(%) (52,84) (47,66)  (53,24) (46,63)  (47,91) (47,60) (54,15)
fehlende Werte (n) - - - - - - -
Alter (Jahre)
Median 60 60 60 59 57 59 61
Interquartilsabstand  43-72 42-73 43-71 41,25-73  36-71 41-75 44-72
Spannweite 19-99 19-93 19-97 19-94 19-99 19-97 19-99
Thrombozytenzahl
(G/L) (Counter)
Median 74 48 88 46 64 59,5 76
Median (w/m) 76/71 50/47 91/85 51/39 73/53 60/59 79/74
Spannweite 0-1909 0-667 0-1909 0-886 0-1773 0-1773 0-1909
Interquartilsabstand  36-115 21-86 55-124 12-94 20,75-109 23-105 39-116
fehlende Werte-n 793 3 19 223 308 149 629
(%) (5,28) (0,002)  (0,002) (12,53) (12,59) (5,45) (5,16)

3.1.3 Thrombozytenzahl: Haufigkeitsverteilung
Die Analyse der Haufigkeitsverteilung der Thrombozytenzahl wurde fir Kinder und
Erwachsene getrennt vorgenommen; ferner erfolgte eine Stratifizierung der

Haufigkeitsverteilung nach MalRgabe der immunhamatologischen Befunde.

3.1.3.1 Die Thrombozytenzahl war bei Kindern mit der Verdachtsdiagnose ITP

niedriger als bei Erwachsenen.

Die absolute Haufigkeitsverteilung der Thrombozytenzahl fir die Gesamtgruppe der
Kinder und Erwachsenen mit der Verdachtsdiagnose ITP ist in Abbildung 11
dargestellt. Bei den Kindern ergab sich eine linksgipflige Verteilung mit einem Median
bei 53 G/L Thrombozyten (IQR 20-109 G/L) (siehe Tabelle 7). Bei den Erwachsenen
war die Verteilung ebenfalls linksgipflig; der Median lag bei 74 G/L Thrombozyten
(IQR 36-115 G/L) (siehe Tabelle 8). Im Vergleich zu den Erwachsenen zeigten Kinder
statistisch signifikant niedrigere Thrombozytenzahlen (P < 0,0001, Mann-Whitney
Test). Bei den weiblichen Erwachsenen lag der Median der Thrombozytenzahl mit
76 G/L (IQR 38-120 G/L) signifikant hoher als bei den mannlichen Patienten mit 71 G/L
(IQR 34-111 G/L) (P < 0,0001, Mann-Whitney Test). Die Thrombozytenzahl bei
weiblichen und mannlichen Kindern unterschied sich nicht signifikant (P > 0,05, Mann-
Whitney Test).
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Abbildung 11: Absolute Haufigkeitsverteilung der Thrombozytenzahl bei Kindern und Erwachsenen
mit Verdachtsdiagnose ITP

Absolute  Haufigkeitsverteilung der Thrombozytenzahl bei Kindern und Erwachsenen mit
Verdachtsdiagnose ITP (Kinder: n=3309, Erwachsene: n=14238). X-Ache: Thrombozytenzahl (G/L); Y-
Achse: absolute Haufigkeit (n). Klassenbreite: 10 G/L Thrombozyten. Mediane Thrombozytenzahl bei
Kindern: 53 G/L (IQR 20-109 G/L). Mediane Thrombozytenzahl bei Erwachsenen: 74 G/L (IQR 36-115
G/L). Auf Grund der Skalierung liegen Werte auBerhalb des Wertebereichs (Kinder: n=44, Erwachsene
n=161).

3.1.3.2 Die Thrombozytenzahl war bei Patienten mit positivem Testergebnis im
direkten MAIPA niedriger als bei Patienten mit negativem Testergebnis im
direkten MAIPA.

In Abbildung 12 sind die relativen Haufigkeitsverteilungen der Thrombozytenzahl nach
dem Testergebnis im direkten MAIPA stratifiziert dargestellt. Bei Patienten mit
Verdachtsdiagnose ITP mit positivem Testergebnis waren thrombozytare Antikorper
gegen mindestens einen der drei untersuchten Glykoproteinkomplexe (GP llb/llla,
GP Ib/IX, GP V) im direkten MAIPA nachweisbar; bei Patienten mit negativem
Testergebnis gegen keinen der drei Glykoproteinkomplexe (GP llb/llla, GP Ib/IX,
GP V). Bei den Kindern lag der Median der Thrombozytenzahl bei Patienten mit
positivem Testergebnis im direkten MAIPA bei 39 G/L (IQR: 20-78,5 GI/L), bei
Patienten mit negativem Testergebnis im direkten MAIPA signifikant hdher bei 97,5 G/L
(IQR 58-154 G/L) Thrombozyten (P < 0,0001, Mann-Whitney Test). Bei den
Erwachsenen lag der Median der Thrombozytenzahl bei Patienten mit positivem
Testergebnis im direkten MAIPA bei 48 G/L (IQR 21-86 G/L) und bei Patienten mit
negativem Testergebnis im direkten MAIPA signifikant hoher bei 88 G/L
(IQR 55-124 G/L) (P < 0,0001, Mann-Whitney Test). In Abbildung 12 wird diese
Diskrepanz deutlich durch den Unterschied zwischen der roten und grinen Kurve
hervorgehoben; Patienten mit positivem Testergebnis im direkten MAIPA (rote Kurve)
haben relativ gesehen einen hoheren Anteil bei niedrigen Thrombozytenzahlen als

Patienten mit negativem Testergebnis im direkten MAIPA (griine Kurve).

38



Die Thrombozytenzahl bei Kindern und Erwachsenen mit positivem Testergebnis
unterschied sich nicht signifikant (P > 0,05, Mann-Whitney Test). Der Unterschied der
Thrombozytenzahl bei weiblichen und mannlichen Kindern und Erwachsenen mit
positivem Testergebnis im direkten MAIPA war ebenfalls nicht signifikant (P > 0,05,
Mann-Whitney Test).
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Abbildung 12: Relative Haufigkeitsverteilung der Thrombozytenzahl bei Kindern und Erwachsenen
mit Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem oder negativem Testergebnis im direkten MAIPA

Relative  Haufigkeitsverteilung der Thrombozytenzahl bei Kindern und Erwachsenen mit
Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem (Kinder: n=573, Erwachsene n=1856) oder negativem (Kinder:
n=1374, Erwachsene: n=9153) Testergebnis im direkten MAIPA (DM). X-Ache: Thrombozytenzahl (G/L);
Y-Achse: relative Haufigkeit (%). Klassenbreite: 10 G/L  Thrombozyten. DM positiv:
Thrombozytenassoziierte Antikdrper gegen mindestens einen der Glykoproteinkomplexe GP llb/llla,
GP Ib/IX oder GP V nachweisbar. DM negativ: Thrombozytenassoziierte Antikorper gegen die
Glykoproteinkomplexe GP IIb/llla, GP Ib/IX und GP V nicht nachweisbar. Mediane Thrombozytenzahl bei
Kindern: DM positiv: 39 G/L (IQR 20-78,5 G/L), DM negativ: 97,5 G/L (IQR 58-154 G/L) (P<0.0001, Mann-
Whitney U test, two-sided). Mediane Thrombozytenzahl bei Erwachsenen: DM positiv: 48 G/L (IQR 21-
86 G/L), DM negativ: 88 G/L (IQR 55-124 G/L) (P<0.0001, Mann-Whitney U test, two-sided). Auf Grund
der Skalierung liegen Werte auRerhalb des Wertebereichs (Kinder: n=88, Erwachsene n=322).

3.1.3.3 Die Thrombozytenzahl war bei Patienten mit positivem Testergebnis im
indirekten MAIPA niedriger als bei Patienten mit negativem Testergebnis im
indirekten MAIPA.

In Abbildung 13 sind die relativen Haufigkeitsverteilungen der Thrombozytenzahl nach
dem Testergebnis im indirekten MAIPA stratifiziert. Bei Patienten mit
Verdachtsdiagnose ITP mit positivem Testergebnis waren freie thrombozytare
Antikdrper gegen mindestens einen der drei untersuchten Glykoproteinkomplexe
(GP lIb/llla, GP Ib/IX, GP la/lla) im indirekten MAIPA nachweisbar; bei Patienten mit
negativem Testergebnis gegen keinen der drei Glykoproteinkomplexe (GP llb/llla,
GP Ib/IX, GP la/lla). Bei den Kindern lag der Median der Thrombozytenzahl bei
Patienten mit positivem Testergebnis im indirekten MAIPA bei 23 G/L Thrombozyten
(IQR 9-64 G/L), bei Patienten mit negativem Testergebnis im indirekten MAIPA bei
31 G/L (IQR 13-76,5 G/L). Patienten mit negativem Testergebnis im indirekten MAIPA
hatten signifikant hdhere Thrombozytenzahlen; der P-Wert im Mann-Whitney Test lag

39



bei 0,0055. Bei den Erwachsenen lag der Median der Thrombozytenzahl bei Patienten
mit positivem Testergebnis im indirekten MAIPA bei 46 G/L Thrombozyten
(IQR 12-94 G/L), bei Patienten mit negativem Testergebnis im indirekten MAIPA bei
64 G/L (IQR 20,75-109 G/L). Die Differenz der Thrombozytenzahl bei Patienten mit
positivem und negativem Testergebnis im indirekten MAIPA war auch bei
Erwachsenen signifikant (P <0,0001, Mann-Whitney Test). Der Unterschied der
Thrombozytenzahl bei Kindern und Erwachsenen mit positivem Testergebnis im
indirekten MAIPA war statistisch signifikant (P < 0,0001, Mann-Whitney Test). In
Abbildung 13 wird diese Diskrepanz durch den Unterschied zwischen der roten und
grinen Kurve hervorgehoben; Patienten mit positivem Testergebnis im indirekten
MAIPA (rote Kurve) haben relativ gesehen einen hdheren Anteil bei niedrigen
Thrombozytenzahlen als Patienten mit negativem Testergebnis im indirekten MAIPA

(grune Kurve).

Bei den weiblichen Erwachsenen mit positivem Testergebnis im indirekten MAIPA lag
der Median der Thrombozytenzahl mit 51 G/L (IQR 15-100 G/L) signifikant héher als
bei den mannlichen Patienten mit 39 G/L (IQR 10-88 G/L) (P < 0,0001, Mann-Whitney
Test). Die Thrombozytenzahl bei weiblichen und mannlichen Kindern mit positivem

Testergebnis unterschied sich nicht signifikant (P > 0,05, Mann-Whitney Test).
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Abbildung 13: Relative Haufigkeitsverteilung der Thrombozytenzahl bei Kindern und Erwachsenen
mit Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem oder negativem Testergebnis im indirekten MAIPA

Relative  Haufigkeitsverteilung der Thrombozytenzahl bei Kindern und Erwachsenen mit
Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem (Kinder: n=451, Erwachsene n=1557) oder negativem (Kinder:
n=557, Erwachsene: n=2138) Testergebnis im indirekten MAIPA (IM). X-Ache: Thrombozytenzahl (G/L);
Y-Achse: relative Haufigkeit (%). Klassenbreite: 10 G/L  Thrombozyten. IM positiv:
Thrombozytenassoziierte Antikdrper gegen mindestens einen der Glykoproteinkomplexe GP llb/llla,
GP Ib/IX oder GP la/lla nachweisbar. IM negativ: Thrombozytenassoziierte Antikdrper gegen die
Glykoproteinkomplexe GP lIb/llla, GP Ib/IX und GP la/lla nicht nachweisbar. Mediane Thrombozytenzahl
bei Kindern: IM positiv: 23 G/L (IQR 9-64 G/L), IM negativ: 31 G/L (IQR 13-76,5 G/L) (P=0.0055, Mann-
Whitney U test, two-sided). Mediane Thrombozytenzahl bei Erwachsenen: IM positiv: 46 G/L (IQR 12-
94 G/L), IM negativ: 64 G/L (IQR 20,75-109 G/L) (P<0.0001, Mann-Whitney U test, two-sided). Auf Grund
der Skalierung liegen Werte auRerhalb des Wertebereichs (Kinder: n=128, Erwachsene n=334).
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3.1.3.4 Die Thrombozytenzahl war bei Patienten mit positivem Testergebnis im
Plattchenimmunfluoreszenztest (PIFT) niedriger als bei Patienten mit

negativem Testergebnis im Plattchenimmunfluoreszenztest (PIFT).

Nach dem Testergebnis im PIFT stratifiziert, ergab die Analyse der Thrombozytenzahl
die in Abbildung 14 dargestellte, relative Haufigkeitsverteilung. Bei Patienten mit
Verdachtsdiagnose ITP mit positivem Testergebnis waren thrombozytare AntikGrper im
PIFT nachweisbar; bei Patienten mit negativem Testergebnis wurden keine
thrombozytaren Antikorper im PIFT nachgewiesen. Bei den Kindern lag der Median der
Thrombozytenzahl bei Patienten mit positivem Testergebnis im PIFT bei 40 G/L
(IQR 15-89 GI/L), bei Patienten mit negativem Testergebnis im PIFT signifikant héher
bei 58 G/L (IQR 23-115 G/L) (P < 0,0001, Mann-Whitney Test). Bei den Erwachsenen
lag der Median der Thrombozytenzahl bei Patienten mit positivem Testergebnis im
PIFT bei 59,5 G/L (IQR 23-105 G/L), bei Patienten mit negativem Testergebnis im PIFT
signifikant héher bei 76 G/L (IQR 39-116 G/L) (P < 0,0001, Mann-Whitney Test). In
Abbildung 14 wird diese Diskrepanz durch die Gegenuberstellung der roten und griinen
Kurve hervorgehoben; Patienten mit positivem Testergebnis im PIFT (rote Kurve)
haben relativ gesehen einen hoheren Anteil bei niedrigen Thrombozytenzahlen als

Patienten mit negativem Testergebnis im PIFT (griine Kurve).

Die Thrombozytenzahl bei Kindern und Erwachsenen mit positivem Testergebnis im
PIFT unterschied sich signifikant (P < 0,0001, Mann-Whitney Test). Der Unterschied
der Thrombozytenzahl bei weiblichen und mannlichen Kindern und Erwachsenen mit

positivem Testergebnis im PIFT war nicht signifikant (P > 0,05, Mann-Whitney Test).
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Abbildung 14: Relative Haufigkeitsverteilung der Thrombozytenzahl bei Kindern und Erwachsenen
mit Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem oder negativem Testergebnis im
Plattchenimmunfluoreszenztest

Relative  Haufigkeitsverteilung der Thrombozytenzahl bei Kindern und Erwachsenen mit
Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem (Kinder: n=821, Erwachsene n=2584) oder negativem (Kinder:
n=2469, Erwachsene: n=11566) Testergebnis im Plattchenimmunfluoreszenztest (PIFT). X-Ache:
Thrombozytenzahl (G/L); Y-Achse: relative Haufigkeit (%). Klassenbreite: 10 G/L Thrombozyten. PIFT
positiv: Thrombozytenassoziierte Antikdrper nachweisbar. PIFT negativ: Thrombozytenassoziierte
Antikorper nicht nachweisbar. Mediane Thrombozytenzahl bei Kindern: PIFT positiv: 40 G/L (IQR 15-89
G/L), PIFT negativ: 58 G/L (IQR 23-115 G/L) (P<0.0001, Mann-Whitney U test, two-sided). Mediane
Thrombozytenzahl bei Erwachsenen: PIFT positiv: 59,5 G/L (IQR 23-105 G/L), PIFT negativ: 76 G/L (IQR
39-116 G/L) (P<0.0001, Mann-Whitney U test, two-sided). Auf Grund der Skalierung liegen Werte
aulerhalb des Wertebereichs (Kinder: n=108, Erwachsene n=342).

3.2 Direkter MAIPA

Die Durchfiihrung des direkten MAIPAs benétigt pro Ansatz 20 Millionen
Thrombozyten; bei Patienten mit sehr niedrigen Thrombozytenzahlen konnte der
direkte MAIPA daher nicht fur alle drei Glykoproteinkomplexe (GP llb/llla, GP Ib/IX,
GP V) durchgeflihrt werden. Bei limitierter Thrombozytenzahl wird der direkte MAIPA in
der Reihenfolge GP lib/llla, GP Ib/IX und GP V bearbeitet. Der Anteil der fehlenden
Werte war daher bei Kindern und Erwachsenen bei den Glykoproteinkomplexen
GP Ib/IX und GP V héher als beim zuerst untersuchten Glykoprotein GP lIb/llla; Kinder
hatten im Vergleich zu den Erwachsenen einen héheren Anteil an fehlenden Werten
(siehe Tabelle 9, Tabelle 10). Beim zuletzt untersuchten Glykoproteinkomplex GP V
konnte der direkte MAIPA bei mehr als der Halfte der Kinder (n=1.871, 52,73 %) nicht
durchgefuhrt werden; bei den Erwachsenen bei 4.609 Patienten (30,66 %).

Tabelle 9: Anteil der fehlenden Werte im direkten MAIPA (DM) fiir die Glykoproteinkomplexe
GP lIb/llla, GP Ib/IX und GP V bei Kindern mit der Verdachtsdiagnose ITP

Kinder (n=3548) Fehlende Werte (n) Ergebnis im DM (n)
GP llib/llla 828 (23,33 %) 2720 (76,67 %)
GP Ib/IX 1361 (38,36 %) 2187 (61,64 %)
GPV 1871 (52,73 %) 1677 (47,27 %)
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Tabelle 10: Anteil der fehlenden Werte im direkten MAIPA (DM) fiir die Glykoproteinkomplexe
GP lIb/llla, GP Ib/IX und GP V bei Erwachsenen mit der Verdachtsdiagnose ITP

Erwachsene (n=15031) Fehlende Werte (n) Ergebnis im DM (n)
GP lib/llla 1730 (11,51 %) 13301 (88,49 %)
GP Ib/IX 2662 (17,71 %) 12369 (82,29 %)
GPV 4609 (30,66 %) 10422 (69,34 %)

3.2.1 Betrachtung einzelner Glykoproteine
Bei der Analyse der Testergebnisse des direkten MAIPAs wurden zunachst die
Glykoproteinkomplexe einzeln betrachtet. Die Ergebnisse der jeweils nicht

untersuchten Glykoproteine wurden dabei nicht beachtet.

3.2.1.1 Die Thrombozytenzahl war bei Kindern mit positivem Nachweis thrombozytar
gebundener Autoantikérper gegen die Glykoproteinkomplexe GP llIb/llla,
GP Ib/IX oder GP V im direkten MAIPA signifikant niedriger als bei Kindern mit
negativem Testergebnis im direkten MAIPA (P < 0,0001, Mann-Whitney Test).

Die Thrombozytenzahl bei Kindern mit der Verdachtsdiagnose ITP und einem positiven

oder negativen Testergebnis im direkten MAIPA ist in Abbildung 15 dargestellt.

Der direkte MAIPA zum Nachweis thrombozytar gebundener Antikdrper gegen den
Glykoproteinkomplex GP lIb/llla wurde bei 2.714 Kindern durchgefiihrt. Bei 496
(18,28 %) dieser Kinder wurden thrombozytar gebundene Antikérper gegen den
Glykoproteinkomplex GP IIb/llla nhachgewiesen. Der Median der Thrombozytenzahl lag
bei Patienten mit positivem Testergebnis im direkten MAIPA GP lIb/llla (Score (+) - 4+)
mit 36 G/L (IQR 20-74 GI/L) signifikant niedriger als bei Patienten mit negativem
Testergebnis (74 G/L (IQR 34-132 G/L)) (P < 0,0001, Mann-Whitney Test).

Das Vorliegen thrombozytar gebundener Antikérper gegen den Glykoproteinkomplex
GP Ib/IX wurde bei 2.183 Kindern im direkten MAIPA untersucht, 267 (12,23 %) Kinder
hatten ein positives Testergebnis. Der Median der Thrombozytenzahl der Patienten mit
positivem Testergebnis im direkten MAIPA GP Ib/IX (Score (+) - 4+) lag mit 52 G/L
(IQR 26-95 G/L) signifikant niedriger als bei Patienten mit negativem Testergebnis
(85 G/L (IQR 47-144 G/L)) (P < 0,0001, Mann-Whitney Test).

Beim Glykoprotein GP V wurde der direkte MAIPA bei 1.674 Kindern durchgeflhrt, bei
205 (12,25 %) Kindern waren thrombozytar gebundene Antikérper gegen GP V
nachweisbar. Der Median der Thrombozytenzahl lag bei Patienten mit positivem
Testergebnis (Score (+) - 4+) mit 62 G/L (IQR 35,5-104 G/L) signifikant niedriger als
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bei Patienten mit negativem Testergebnis (95 G/L (IQR 55-151 G/L)) (P < 0,0001,
Mann-Whitney Test).

Die positiven Testergebnisse des semiquantitativen Scores des direkten MAIPA und
der Thrombozytenzahl wurden untersucht. Die Ergebnisse der Glykoproteine
GP lIb/llla, GP Ib/IX und GP V sind in Abbildung 15 dargestellt (Kruskal-Wallis Test fur
alle drei GP: P < 0,0001).
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Abbildung 15: Thrombozytenzahl bei Kindern mit Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem oder
negativem Testergebnis im direkten MAIPA

Thrombozytenzahl bei Kindern mit Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem oder negativem Testergebnis
im direkten MAIPA (DM) gegen einen der Glykoproteinkomplexe GP llb/llla, GP Ib/IX oder GP V. DM
positiv: Thrombozytenassoziierte Antikdrper gegen den untersuchten Glykoproteinkomplex nachweisbar
(GP lIb/llla: n=496; GP Ib/IX: n=267; GP V: n=205). DM negativ: Thrombozytenassoziierte Antikorper
gegen den untersuchten Glykoproteinkomplex nicht nachweisbar (GP llb/llla: n=2218; GP Ib/IX: n=1916;
GP V: n=1469). Positive Ergebnisse sind nach einem semi-quantitativen Score von (+) bis 4+ eingeteilt.
Kruskal-Wallis Test fir alle drei GP: P<0.0001. Mann-Whitney Test der Patienten mit negativem (0) oder
positivem ((+)-4+) Testergebnis nicht eingezeichnet, fir alle drei GP: P<0.0001. Fehlende Werte der
Thrombozytenzahl: GP lib/llla=6, GP Ib/IX=4, GP V=3.

Mediane Thrombozytenzahl bei den untersuchten Glykoproteinkomplexen:

Thrombozyten  GP lib/lla GP Ib/IX GPV

Ergobris Median IR Median  IQR Median IR
0 74 34-132 85 47-144 95 55-151
(+) 41 24-93 65,5 31,75-99,75 77 35-113
1+ 34 19,25-72,5 55 26-94 64,5 34,75-104
2+ 37,5 2125:74 475 2825815 63 43-110
3+ 39,5 19-84 70 26,5-250,3 51 26-81
4+ 26 15-54 41 24-81 485 32,25-82
Positiv

36 20-74 52 26-95 62 35,5-104
((+)-4+)
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3.2.1.2 Bei Kindern mit positivem Testergebnis im direkten MAIPA GP lIb/llla,
GP Ib/IX oder GP V zeigte der semiquantitative Score eine Assoziation mit der
Thrombozytenzahl; bei dem Glykoproteinkomplex GP V war diese signifikant
(siehe Abbildung 15 und Abbildung 16).

Bei Kindern mit der Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem Testergebnis im direkten
MAIPA GP lIb/llla, GP Ib/IX oder GP V lag der Median der Thrombozytenzahl bei
Patienten mit dem hdchsten Score (4+) am niedrigsten (GP llb/llla=26 G/L (IQR 15-
54 G/L), GP Ib/IX=41 G/L (IQR 24-81 G/L), GP V=48,5 G/L (IQR 32,25-82 G/L)). Den
héchsten Median der Thrombozytenzahl hatten Patienten mit negativem Testergebnis
im direkten MAIPA GP lIb/llla, GP Ib/IX oder GP V (GP lIb/llla=74 G/L (IQR 34-132
GI/L), GP Ib/IX=85 G/L (IQR 47-144 G/L), GP V=95 G/L (IQR 55-151 G/L)).

Die Assoziation des semiquantitativen Scores mit den Medianen der
Thrombozytenzahl ergab in der linearen Regressionsanalyse folgende R?*Werte
(Spearman’s rho r): GP llb/llla: R?>=0,605 (r=-0,77); GP Ib/IX: R?=0,5053 (r=-0,66);
GP V: R?=0,9252 (r=-1,00) (siehe Abbildung 16). Bei dem Glykoproteinkomplex GP V
war diese signifikant (GP V: P = 0,0014, Spearman-Korrelationsanalyse). Sobald
thrombozytéar gebundene Antikdrper gegen den Glykoproteinkomplex GP llb/llla,
GP Ib/IX oder GP V im direkten MAIPA nachgewiesen wurden, fiel die
Thrombozytenzahl im Vergleich zu den Patienten mit negativem Testergebnis im
direkten MAIPA GP llIb/llla, GP Ib/IX oder GP V ab; schon bei einem positiven
Testergebnis von (+) zeigte sich dieser Effekt (Kruskal-Wallis Test negativ vs. (+): GP
[Ib/llla: P = 0.0007, GP Ib/IX: P = 0,0032, GP V: P = ns) (siehe Abbildung 15).

GP Ib/IX GPV
. 100 GP lib/llla = 10 = '
5 IT) R?=0,5053 T}
= 80 R%=0,605 = 80 =z 8 — R?=0,9252
z z . § O
NS 6o 85 60 o NS 60 .
N= 40 . N * . NE 40 . NE 40
H ° TT—e 'g 'E
g 20 s 20 s 20
= = =
= = (=
v T T T T 1 T T T T T 1 T T T T T 1
0 (+) 1+ 2+ 3+ 4+ ] (+) 1+ 2+ 3+ 4+ 0 (+) 1+ 2+ 3+ 4+
direkter MAIPA direkter MAIPA direkter MAIPA

Abbildung 16: Geraden der linearen Regressionsanalyse der Ergebnisse des semiquantitativen
Scores des direkten MAIPA (GP lib/llla, GP Ib/IX oder GP V) und der Mediane der Thrombozytenzahl
bei Kindern mit Verdachtsdiagnose ITP

Die lineare Regressionsanalyse bei Kindern mit der Verdachtsdiagnose ITP und positivem oder negativem
Testergebnis im direkten MAIPA und der Mediane der Thrombozytenzahl wurde fir die Glykoproteine
GP lIb/llla (links), GP Ib/IX (Mitte) und GP V (rechts) durchgefiihrt und ergab folgende Werte des
BestimmtheitsmaR: GP Ilb/Illa: R?=0,605, GP Ib/IX: R?=0,5053, GP V: R?=0,9252.
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3.2.1.3 Die Thrombozytenzahl war bei Erwachsenen mit positivem Nachweis
thrombozytar gebundener Autoantikérper gegen die Glykoproteinkomplexe
GP lIb/llla, GP Ib/IX oder GP V im direkten MAIPA signifikant niedriger als bei
Erwachsenen mit negativem Testergebnis im direkten MAIPA (P < 0,0001,
Mann-Whitney Test).

Die Thrombozytenzahl bei Erwachsenen mit der Verdachtsdiagnose ITP und einem
positiven oder negativen Testergebnis im direkten MAIPA ist in Abbildung 17
dargestellt.

Der direkte MAIPA zum Nachweis thrombozytar gebundener Antikdrper gegen den
Glykoproteinkomplex GP llb/llla wurde bei 13.276 Erwachsenen durchgefiihrt. Bei
1.382 (10,41 %) dieser wurden thrombozytar gebundene Antikérper gegen den
Glykoproteinkomplex GP IIb/llla nhachgewiesen. Der Median der Thrombozytenzahl lag
bei Patienten mit positivem Testergebnis im direkten MAIPA GP llb/llla (Score (+) - 4+)
mit 43 G/L (IQR 18-80 GI/L) signifikant niedriger als bei Patienten mit negativem
Testergebnis (81 G/L (IQR 46-120 G/L) (P < 0,0001, Mann-Whitney Test).

Das Vorliegen thrombozytér gebundener Antikdrper gegen den Glykoproteinkomplex
GP Ib/IX wurde bei 12.346 Erwachsenen im direkten MAIPA untersucht, 1.021
(8,27 %) Erwachsene hatten ein positives Testergebnis. Der Median der
Thrombozytenzahl der Patienten mit positivem Testergebnis im direkten MAIPA
GP Ib/IX (Score (+) - 4+) lag mit 51 G/L (IQR 27,5-85 G/L) signifikant niedriger als bei
Patienten mit negativem Testergebnis (84 G/L (IQR 51-122 G/L)) (P < 0,0001, Mann-
Whitney Test).

Beim Glykoprotein GP V wurde der direkte MAIPA bei 10.402 Erwachsenen
durchgefiihrt, bei 688 (6,61 %) Erwachsenen waren thrombozytar gebundene
Antikorper gegen GP V nachweisbar. Der Median der Thrombozytenzahl lag bei
Patienten mit positivem Testergebnis (Score (+) - 4+) mit 61 G/L (IQR 35-96,75 G/L)
signifikant niedriger als bei Patienten mit negativem Testergebnis (86 GI/L
(IQR 54-122 G/L)) (P < 0,0001, Mann-Whitney Test).

Die positiven Testergebnisse des semiquantitativen Scores des direkten MAIPA und
der Thrombozytenzahl wurden untersucht. Die Ergebnisse der Glykoproteine
GP lIb/llla, GP Ib/IX und GP V sind in Abbildung 17 dargestellt (Kruskal-Wallis Test fur
alle drei GP: P < 0,0001).
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Abbildung 17: Thrombozytenzahl bei Erwachsenen mit Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem
oder negativem Testergebnis im direkten MAIPA

Thrombozytenzahl bei Erwachsenen mit Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem oder negativem
Testergebnis im direkten MAIPA (DM) gegen einen der Glykoproteinkomplexe GP lIb/llla, GP Ib/IX oder
GP V. DM positiv: Thrombozytenassoziierte Antikérper gegen den untersuchten Glykoproteinkomplex
nachweisbar (GP llb/llla: n=1382; GP Ib/IX: n=1021; GP V: n=688). DM negativ: Thrombozytenassoziierte
Antikérper gegen den untersuchten Glykoproteinkomplex nicht nachweisbar (GP llb/llla: n=11894; GP
Ib/IX: n=11325; GP V: n=9714). Positive Ergebnisse sind nach einem semi-quantitativen Score von (+) bis
4+ eingeteilt. Kruskal-Wallis Test fur alle drei GP: P<0.0001. Mann-Whitney Test der Patienten mit
negativem (0) oder positivem ((+)-4+) Testergebnis nicht eingezeichnet, fur alle drei GP: P<0.0001.
Fehlende Werte der Thrombozytenzahl: GP llb/llla=25, GP [b/IX=23, GP V=19. Mediane
Thrombozytenzahl bei den untersuchten Glykoproteinkomplexen:

Thrombozyen  GP lib/llia GP Ib/IX GPV
Ergebnis Median IR Median IR Median QR
0 81 46-120 84 51-122 86 54-122
(+) 53 27-81 51 29-93,5 68 37-107
1+ 44,5 18-8225 54 27-88 61 38,5-94,5
2+ 38 16-74 51 30-84 55 31-94
3+ 48 26-77 55,5 28,7577 62 36,25-91,75
4+ 32 15-76 40 24-68 48 28-85
Positiv

43 18-80 51 27,5-85 61 35-96,75

((+)-4+)

3.2.1.4 Bei Erwachsenen mit positivem Testergebnis im direkten MAIPA GP lIb/llla,
GP Ib/IX oder GP V zeigte der semiquantitative Score eine Assoziation mit der
Thrombozytenzahl; bei den Glykoproteinkomplexen GP lib/lla und GP V war
diese signifikant (siehe Abbildung 17 und Abbildung 18).

Bei Erwachsenen mit der Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem Testergebnis im
direkten MAIPA GP llb/llla, GP Ib/IX oder GP V lag der Median der Thrombozytenzahl
bei Patienten mit dem héchsten Score (4+) am niedrigsten (GP llb/Illa=32 G/L (IQR 15-
76 G/L), GP Ib/IX=40 G/L (IQR 24-68 G/L), GP V=48 G/L (IQR 28-85 G/L)). Den

héchsten Median der Thrombozytenzahl hatten Patienten mit negativem Testergebnis
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im direkten MAIPA GP IIb/llla, GP Ib/IX oder GP V (GP lib/llla=81 G/L (IQR 46-120
GIL), GP Ib/IX=84 G/L (IQR 51-122 G/L), GP V=86 G/L (IQR 54-122 G/L)).

Die Assoziation des semiquantitativen Scores mit den Medianen der
Thrombozytenzahl ergab in der linearen Regressionsanalyse folgende R?*Werte
(Spearman’s rho r): GP llb/llla: R?>=0,6901 (r=-0,83); GP Ib/IX: R*=0,573 (r=-0,55);
GP V: R?*=0,7721 (r=-0,83) (siehe Abbildung 18). Bei den Glykoproteinkomplexen
GP lIb/lla und GP V war diese signifikant (GP llb/llla und GP V: P = 0,03, Spearman-
Korrelationsanalyse). Die Thrombozytenzahl bei Patienten mit positivem Testergebnis
im direkten MAIPA GP lIb/llla, GP Ib/IX oder GP V war niedriger als bei Patienten mit
negativem Testergebnis im direkten MAIPA GP lIb/llla, GP Ib/IX oder GP V; schon bei
einem positiven Testergebnis von (+) zeigte sich dieser Effekt (Kruskal-Wallis Test
negativ vs. (+): GP llb/llla: P < 0.0001, GP Ib/IX: P < 0,0001, GP V: P = 0,0004)
(siehe Abbildung 17).
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Abbildung 18: Geraden der linearen Regressionsanalyse der Ergebnisse des semiquantitativen
Scores des direkten MAIPA (GP lib/llla, GP Ib/IX oder GP V) und der Mediane der Thrombozytenzahl
bei Erwachsenen mit Verdachtsdiagnose ITP

Die lineare Regressionsanalyse bei Erwachsenen mit der Verdachtsdiagnose ITP und positivem oder
negativem Testergebnis im direkten MAIPA und der Mediane der Thrombozytenzahl wurde fiir die
Glykoproteine GP lIb/llla (links), GP Ib/IX (Mitte) und GP V (rechts) durchgefuhrt und ergab folgende
Werte des BestimmtheitsmalR: GP lIb/llla: R2=0,6901, GP Ib/IX: R2=0,573, GP V: R2=0,7721.

Kinder und Erwachsene mit positivem Testergebnis im direkten MAIPA GP llIb/llla,
GP Ib/IX oder GP V hatten signifikant niedrigere Thrombozytenzahlen als Patienten mit
negativem Testergebnis, bei denen keine thrombozytaren Antikérper gegen die drei
Glykoproteinkomplexe GP llb/llla, GP Ib/IX und GP V nachgewiesen wurden
(P <0,0001, Kruskal-Wallis Test); dieser Unterschied wurde unabhangig vom Score
beobachtet (siehe Abbildung 19).

Bei Kindern und Erwachsenen mit positivem Testergebnis im direkten MAIPA
GP lIb/llla, GP Ib/IX oder GP V stiegen die Mediane der Thrombozytenzahl in der
Reihenfolge der untersuchten Glykoproteinkomplexe an (GP llb/llla < GP Ib/IX <
GP V).
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Abbildung 19: Thrombozytenzahl bei Kindern und Erwachsenen mit Verdachtsdiagnose ITP und
mit positivem oder negativem Testergebnis im direkten MAIPA

Thrombozytenzahl bei Kindern und Erwachsenen mit Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem oder
negativem Testergebnis im direkten MAIPA (DM) gegen einen der Glykoproteinkomplexe GP llb/llla,
GP Ib/IX oder GP V. DM positiv: Thrombozytenassoziierte Antikrper gegen den untersuchten
Glykoproteinkomplex nachweisbar (Kinder: GP llb/llla: n=496; GP Ib/IX: n=267; GP V: n=205;
Erwachsene: GP lIb/llla: n=1382; GP Ib/IX: n=1021; GP V: n=688). DM negativ: Thrombozytenassoziierte
Antikoérper gegen die Glykoproteinkomplexe GP llb/llla, GP Ib/IX und GP V nicht nachweisbar (Kinder:
n=1374, Erwachsene: n=9153). Kruskal-Wallis Test fiir Kinder und Erwachsene: P<0.0001. Fehlende
Werte der Thrombozytenzahl: Kinder=3, Erwachsene=24. Mediane Thrombozytenzahl bei den
untersuchten Glykoproteinkomplexen:

Kinder Erwachsene

negativ GPIlb/llla GPIb/IX GPV negativ  GPIlb/llla GPIb/IX GPV
Median 97,5 36 52 62 88 43 51 61
IQR 58-154 20-74 26-95 35,5-104 55-124 18-80 27,5-85  35-96,75

3.2.2 Sensitivitdt und Spezifitat

Die Sensitivitat und Spezifitat des direkten MAIPA wurde bei
Erwachsenen mit der Verdachtsdiagnose ITP anhand der in Tabelle 11 dargestellten
Werte ermittelt. Die Berechnung wurde fur jedes Glykoprotein (GP lIb/llla, GP Ib/IX,
GP V) einzeln durchgefuhrt. Als Diskriminierungswert wurde eine Thrombozytenzahl
von < 100 G/L oder = 100 G/L gewahlt, da ein Wert < 100 G/L Thrombozyten in der

Literatur als Diagnosekriterium der ITP genannt wird [59].

Kindern und

49



Tabelle 11: Positive und negative Testergebnisse im direkten MAIPA (GP llb/llla, GP Ib/IX, GP V)
und Thrombozytenzahl (TZ) bei Kindern und Erwachsenen mit Verdachtsdiagnose ITP

Kinder Erwachsene
TZ < TZ 2 TZ < TZ =2
GP lib/llla 100 GIL 100 GIL Gesamt GP lib/llla 100 GIL 100 G/L Gesamt
Positiv 418 78 496 Positiv 1167 215 1382
Negativ 1393 825 2218 Negativ 7478 4416 11894
Gesamt 1811 903 2714 Gesamt 8645 4631 13276
TZ < TZ 2 TZ < TZ =
GP Ib/IX 100 GIL 100 GIL Gesamt GP Ib/IX 100 GIL 100 GIL Gesamt
Positiv 207 60 267 Positiv 837 184 1021
Negativ 1098 818 1916 Negativ 6912 4413 11325
Gesamt 1305 878 2183 Gesamt 7749 4597 12346
TZ < TZ 2 TZ < TZ =2
GPV 100GL 100G/ | esamt GPV 100GL 100Gl @~ oesamt
Positiv 151 54 205 Positiv 527 161 688
Negativ 773 696 1469 Negativ 5859 3855 9714
Gesamt 924 750 1674 Gesamt 6386 4016 10402

Bei Kindern mit der Verdachtsdiagnose ITP und positivem oder negativem
Testergebnis im direkten MAIPA konnte fir das Glykoprotein GP llb/llla eine
Sensitivitat von 23,08 % und eine Spezifitdit von 91,36 % berechnet werden. Der
positive pradiktive Wert betrug 84,27 %. Die Sensitivitat bei Kindern mit positivem oder
negativem Testergebnis im direkten MAIPA GP Ib/IX betrug 15,86 %, die Spezifitat
93,17 % und der positive pradiktive Wert 77,53 %. Fur das Glykoprotein GP V wurden
folgende Werte errechnet: Sensitivitat 16,34 %, Spezifitdt 92,80 % und positiver
pradiktiver Wert 73,66 %.

Bei Erwachsenen mit der Verdachtsdiagnose ITP und positivem oder negativem
Testergebnis im direkten MAIPA GP llb/lla zeigte sich eine Sensitivitat von 13,50 %,
und eine Spezifitdt von 95,36 %; der positive pradiktive Wert lag bei 84,44 %. Die
Sensitivitat bei Erwachsenen mit positivem oder negativem Testergebnis im direkten
MAIPA GP Ib/IX betrug 10,80 %, die Spezifitat 96,00 % und der positive pradiktive
Wert 81,98 %. Fur das Glykoprotein GP V wurden folgende Werte errechnet:
Sensitivitat 8,25 %, Spezifitdt 95,99 % und positiver pradiktiver Wert 76,60 %.

Die Ergebnisse der Sensitivitat, der Spezifitat, des positiven und negativen pradiktiven

Wertes sind in Tabelle 12 zusammenfassend dargestelit.

50



Tabelle 12: Sensitivitat, Spezifitiat, positiver und negativer pradiktiver Wert bei Kindern und
Erwachsenen mit Verdachtsdiagnose ITP und Ergebnis im direkten MAIPA GP lib/llla, GP Ib/IX oder
GPV

Kinder Erwachsene

GPllb/llla  GPIb/IX GPV GPIlib/llla | GPIb/IX |  GPV

Sensitivitat 23,08 % 15,86 % @ 16,34 % Sensitivitat 13,50 % 10,80% @ 825%

Spezifitat 91,36 % 93,17 % | 92,80 % Spezifitat 95,36 % 96,00 % | 95,99 %

Positiver Positiver

pradiktiver 84,27 % 7753 % | 73,66 % pradiktiver 84,44 % 81,98 % @ 76,60 %
Wert Wert

Negativer Negativer

pradiktiver 37,20 % 4269 % | 47,38 % pradiktiver 37,13 % 38,97 % @ 39,68 %
Wert Wert

3.2.3 Kombination mehrerer Glykoproteine

AnschlieRend wurde untersucht, wie sich das gleichzeitige Vorliegen mehrerer
Antikorperspezifitaten auf die Thrombozytenzahl auswirkt. Sowohl die Kombination von
Antikdrpern gegen die beiden im direkten MAIPA untersuchten Glykoproteinkomplexe
GP lIb/llla und GP Ib/IX, als auch die Kombination von Antikdrpern gegen alle drei im
direkten MAIPA untersuchten Glykoproteinkomplexe (GP IIb/llla, GP Ib/IX, GP V)
wurde betrachtet. Zunachst wurden die Patienten stratifiziert, die ein positives oder
negatives Testergebnis im direkten MAIPA fiir die jeweils untersuchte Kombination von
Glykoproteinkomplexen (GP llb/llla, GP Ib/IX oder GP lIb/llla, GP Ib/IX, GP V) hatten
(siehe Tabelle 9, Tabelle 10).

Zur Analyse der Testergebnisse der beiden Glykoproteinkomplexe GP llb/llla und
GP Ib/IX im direkten MAIPA wurden je nach positivem/negativem Ergebnis die in

Abbildung 20 dargestellten vier Gruppen gebildet.

Die Thrombozytenzahl bei Kindern und Erwachsenen mit der Verdachtsdiagnose ITP
und mit positivem oder negativem Testergebnis im direkten MAIPA fur die
Glykoproteine GP lIb/llla und GP Ib/IX ist in Abbildung 20 dargestellt.
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3.2.3.1 Die Thrombozytenzahl war bei Kindern mit positivem Testergebnis im direkten
MAIPA GP lIb/llla und GP Ib/IX nicht signifikant niedriger als bei Kindern mit
positivem Testergebnis im direkten MAIPA GP llb/llla oder GP Ib/IX
(GP lIb/llla: P > 0,05; GP Ib/IX: P > 0,05, Kruskal-Wallis Test); ein additiver
Effekt der beiden Antikdrperspezifitaten GP lIb/llla und GP Ib/IX zeigte sich

nicht.

Bei 2.181 Kindern wurde der direkte MAIPA fir beide Glykoproteinkomplexe
(GP lIb/llla, GP 1b/1X) durchgefihrt. 221 (10,13 %) Kinder hatten im direkten MAIPA
GP llb/llla und GP Ib/IX ein positives Testergebnis. Bei 116 (5,32 %) Kindern wurden
im direkten MAIPA thrombozytare Antikérper nur gegen den Glykoproteinkomplex
GP lIb/llla nachgewiesen, bei 46 (2,11 %) nur gegen GP Ib/IX.

Der Median der Thrombozytenzahl lag bei Patienten mit positivem Testergebnis im
direkten MAIPA GP llb/llla und GP Ib/IX mit 48 G/L (IQR 26-93 G/L) signifikant
niedriger als bei Patienten mit negativem Testergebnis im direkten MAIPA GP llb/llla
und GP Ib/IX (87 G/L (IQR 48-146 G/L)) (P < 0,0001, Kruskal-Wallis Test). Der Median
der Thrombozytenzahl bei Patienten mit nur einer nachgewiesenen Antikérperspezifitat
im direkten MAIPA (GP lIb/llla: 63,5 G/L (IQR 32,25-100,5 G/L); GP Ib/IX: 68 G/L
(IQR 31-108,8 GI/L)) war nicht signifikant unterschiedlich zu den Patienten mit
positivem Testergebnis im direkten MAIPA GP lIb/llla und GP Ib/IX (48 G/L
(IQR 26-93 G/L)) (GP lIb/llla: P > 0,05; GP Ib/IX: P > 0,05, Kruskal-Wallis Test). Auch
der Unterschied der Thrombozytenzahl der Patienten mit positivem Testergebnis im
direkten MAIPA GP llb/llla und Patienten mit positivem Testergebnis im direkten
MAIPA GP Ib/IX war nicht signifikant (P > 0,05, Kruskal-Wallis Test).

Die Thrombozytenzahl war bei Kindern ohne nachgewiesene Antikdrper gegen die
Glykoproteinkomplex GP lIb/llla und GP Ib/IX im direkten MAIPA am hochsten (87 G/L
(IQR 48-146 G/L)); bei Patienten mit positivem Nachweis beider Antikdrperspezifitaten
am niedrigsten (48 G/L (IQR 26-93 G/L)). Die Thrombozytenzahl der Patienten, die nur
eine Antikorperspezifitdt aufwiesen, lag dazwischen (GP llb/llla: 63,5 G/L
(IQR 32,25-100,5 G/L); GP Ib/IX: 68 G/L (IQR 31-108,8 G/L)).
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3.2.3.2 Bei den Erwachsenen war die Thrombozytenzahl bei Patienten mit positivem
Testergebnis im direkten MAIPA GP lIb/llla und GP Ib/IX signifikant niedriger
als bei Patienten mit positivem Testergebnis im direkten MAIPA GP IIb/llla
oder GP Ib/IX (GP lIb/llla: P = 0,0009; GP Ib/IX: P < 0,0001, Kruskal-Wallis
Test); es bestand ein additiver Effekt der beiden Antikdrperspezifitaten
GP lIb/llla und GP Ib/IX auf die Thrombozytenzahlerniedrigung.

Bei 12.335 Erwachsenen wurde der direkte MAIPA fir die Glykoproteinkomplexe
GP lIb/llla und GP Ib/IX durchgefihrt. Einen positiven Nachweis von thrombozytar
gebundenen Antikérpern gegen die beiden Glykoproteinkomplexe GP llb/llla und
GP Ib/IX hatten 686 (5,56 %) Erwachsene. Thrombozytar gebundene Antikérper gegen
einen der beiden Glykoproteinkomplexe wurden bei 449 (GP lIb/llla; 3,64 %) bzw. 334
(GP Ib/IX; 2,71 %) Erwachsenen nachgewiesen.

Patienten mit positivem Testergebnis im direkten MAIPA GP llIb/llla und GP Ib/IX
hatten einen signifikant niedrigeren Median der Thrombozytenzahl (47 G/L
(IQR 26-81 G/L)) als Patienten mit nicht nachgewiesenen Antikbrpern gegen den
Glykoproteinkomplex GP llb/llla (62 G/L (IQR 32-99 G/L)) oder GP Ib/IX (58 G/L
(IQR 32-99,25 G/L)) (GP llIb/llla: P = 0,0009; GP Ib/IX: P < 0,0001, Kruskal-Wallis Test)
oder mit negativem Testergebnis im direkten MAIPA GP llIb/llla und GP Ib/IX (85 G/L
(IQR 52-123 G/L)) (P <0,0001, Kruskal-Wallis Test). Der Unterschied der
Thrombozytenzahl der Patienten mit positivem Testergebnis im direkten MAIPA
GP lIb/llla und Patienten mit positivem Testergebnis im direkten MAIPA GP Ib/IX war
nicht signifikant (P > 0,05, Kruskal-Wallis Test).
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Abbildung 20: Thrombozytenzahl bei Kindern und Erwachsenen mit Verdachtsdiagnose ITP und
mit positivem oder negativem Testergebnis im direkten MAIPA fiir die Glykoproteine GP llb/llla und
GP Ib/IX

Thrombozytenzahl bei Kindern (n=2185) und Erwachsenen (n=12357) mit Verdachtsdiagnose ITP und mit
positivem oder negativem Testergebnis im direkten MAIPA (DM) gegen die Glykoproteinkomplexe
GP lIb/llla und GP Ib/IX. DM positiv: Thrombozytenassoziierte Antikdrper gegen die untersuchten
Glykoproteinkomplexe nachweisbar. DM negativ: Thrombozytenassoziierte Antikorper gegen die
untersuchten Glykoproteinkomplexe nicht nachweisbar. Kruskal-Wallis Test Kinder und Erwachsene:
P<0.0001. GruppengroRen und Mediane der Thrombozytenzahl bei den untersuchten
Glykoproteinkomplexen:

Kinder:

GP lib/lila GP Ib/IX n (2185) Median IQR C\z‘r't‘:“(‘:"‘;
- - 1802 87 48-146 4

* - 116 63,5 32,25-1005 O

- + 46 68 31-108,8 0

+ + 221 48 26-93 0
Erwachsene:

GP lib/llla GP Ib/IX n (12357) Median IQR C;;‘r't‘:“(‘:"‘;
- - 10887 85 52-123 21

+ - 449 62 32-99 0

- + 334 58 32-99,25 0

+ + 687 47 26-81 1

Zur Analyse der Assoziation der simultanen Glykoproteinbeladung aller drei im direkten
MAIPA untersuchten Glykoproteinkomplexe (GP llb/llla, GP Ib/IX, GP V) mit der
Thrombozytenzahl wurden die in Abbildung 21 dargestellten Gruppen gebildet.
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3.2.3.3 Die Thrombozytenzahl war bei Kindern und Erwachsenen mit positivem
Testergebnis im direkten MAIPA GP llb/llla, GP Ib/IX und GP V nicht
signifikant niedriger als bei Patienten mit positivem Testergebnis im direkten
MAIPA GP lIb/llla und GP Ib/IX (P > 0,05, Kruskal-Wallis Test); ein additiver
Effekt auf die Thrombozytenzahlerniedrigung durch das Vorliegen einer
weiteren Antikorperspezifitait gegen den Glykoproteinkomplex GP V zeigte

sich nicht.

Der direkte MAIPA GP llIb/llla, GP Ib/IX und GP V wurde bei 1.671 Kindern mit der
Verdachtsdiagnose ITP durchgefiihrt. Bei 14 (0,84 %) Patienten wurden im direkten
MAIPA thrombozytére Antikdrper gegen die Glykoproteinkomplexe GP lib/llla und
GP Ib/IX nachgewiesen, bei 137 (8,20 %) Patienten thrombozytare Antikbrper gegen
die Glykoproteinkomplexe GP llb/llla, GP Ib/IX und GP V. Der Median der
Thrombozytenzahl der Patienten mit zwei nachgewiesenen Antikdrperspezifitaten im
direkten MAIPA (GP lib/llla, GP Ib/IX) lag bei 45,5 G/L (IQR 34-76 G/L) und
unterschied sich nicht signifikant von den Patienten mit drei nachgewiesenen
Antikorperspezifitaten (GP llb/llla, GP Ib/IX, GP V) (56 G/L (IQR 34-103 G/L)) (P >
0,05, Kruskal-Wallis Test).

Bei 10.394 Erwachsenen wurde der direkte MAIPA GP llb/llla, GP Ib/IX und GP V mit
der Verdachtsdiagnose ITP durchgefihrt. Bei 95 (0,91 %) Patienten wurden im
direkten MAIPA thrombozytare Antikdrper gegen die Glykoproteinkomplexe GP lIb/llla
und GP Ib/IX nachgewiesen, bei 409 (3,93 %) Patienten thrombozytare Antikorper
gegen die Glykoproteinkomplexe GP lIb/llla, GP Ib/IX und GP V. Der Median der
Thrombozytenzahl der Patienten mit zwei nachgewiesenen Antikdrperspezifitadten im
direkten MAIPA (GP lIb/llla, GP Ib/IX) lag bei 50 G/L (IQR 29-75 G/L) und unterschied
sich nicht signifikant von den Patienten mit drei nachgewiesenen Antikdrperspezifitaten
(GP lIb/llla, GP Ib/IX, GP V) (565 G/L (IQR 32-89 G/L)) (P > 0,05, Kruskal-Wallis Test).

Die Patienten mit nachgewiesenen Antikbrpern gegen die Glykoproteinkomplexe
GP lIb/llla und GP Ib/IX und nicht nachgewiesenen Antikdrpern gegen den
Glykoproteinkomplex GP V hatten die niedrigste Thrombozytenzahl der untersuchten
Gruppen (Kinder: Median=45,5 G/L (IQR 34-76 G/L); Erwachsene: Median=50 G/L
(IQR 29-75 GIL)) (siehe Abbildung 21).
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Abbildung 21: Thrombozytenzahl bei Kindern und Erwachsenen mit Verdachtsdiagnose ITP und
mit positivem oder negativem Testergebnis im direkten MAIPA fiir die Glykoproteine GP llb/llla,
GP Ib/IX und GP V

Thrombozytenzahl bei Kindern (n=1674) und Erwachsenen (n=10414) mit Verdachtsdiagnose ITP und mit
positivem oder negativem Testergebnis im direkten MAIPA (DM) gegen die Glykoproteinkomplexe
GP lIb/llla, GP Ib/IX und GP V. DM positiv: Thrombozytenassoziierte Antikdrper gegen die untersuchten

Glykoproteinkomplexe nachweisbar.

DM negativ:

Thrombozytenassoziierte Antikdrper gegen die

untersuchten Glykoproteinkomplexe nicht nachweisbar. Kruskal-Wallis Test Kinder und Erwachsene:

P<0.0001.

Nicht eingezeichnete Analysen zwischen den einzelnen Gruppen:

nicht signifikant.

GruppengrofRen und Mediane der Thrombozytenzahl bei den untersuchten Glykoproteinkomplexen:

Kinder:

GP lib/llla GP Ib/IX GPV

+ - -
- + -
- - +
+ + -
+ - +
- + +
+ + +
Erwachsene:

GP lib/llla GP Ib/IX GPV

+

o4 4

+

+

- +
+ -
- +
+ +
+ +

n (1674)

1377
59
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31
14
28

9
137

n (10414)

9127
282
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3.3 Indirekter MAIPA

Da der indirekte MAIPA im Gegensatz zum direkten MAIPA keine bestimmte Anzahl an
Patiententhrombozyten pro Ansatz bendtigt, war bei den meisten Patienten die
Untersuchung auf freie thrombozytare Antikdrper gegen alle drei Glykoproteinkomplexe
(GP lib/llla, GP Ib/IX, GP la/lla) moéglich. Der Anteil der fehlenden Werte lag bei den
Kindern fir alle drei Glykoproteinkomplexe bei ca. 67 %, bei den Erwachsenen bei
ca. 71 % (siehe Tabelle 13, Tabelle 14). Der héhere Anteil an fehlenden Werten im
Vergleich zum direkten MAIPA kommt dadurch zustande, dass der indirekte MAIPA
laut Laborprotokoll nicht bei Patienten durchgefiihrt wurde, deren Testergebnis im PIFT

negativ oder einfach positiv (1+) war.

Tabelle 13: Anteil der fehlenden Werte im indirekten MAIPA (IM) fiir die Glykoproteinkomplexe
GP lIb/llla, GP Ib/IX und GP la/lla bei Kindern mit der Verdachtsdiagnose ITP

Kinder (n=3548) Fehlende Werte (n) Ergebnis im IM (n)
GP llib/llla 2381 (67,11 %) 1167 (32,89 %)
GP Ib/IX 2393 (67,45 %) 1155 (32,55 %)
GP la/lla 2387 (67,28 %) 1161 (32,72 %)

Tabelle 14: Anteil der fehlenden Werte im indirekten MAIPA (IM) fiir die Glykoproteinkomplexe
GP lIb/llla, GP Ib/IX und GP la/lla bei Erwachsenen mit der Verdachtsdiagnose ITP

Erwachsene (n=15031) Fehlende Werte (n) Ergebnis im IM (n)
GP lib/llla 10785 (71,75 %) 4246 (28,25 %)
GP Ib/IX 10811 (71,92 %) 4220 (28,08 %)
GP la/lla 10798 (71,84 %) 4233 (28,16 %)

3.3.1 Betrachtung einzelner Glykoproteine

Zunachst wurde die Assoziation von freien thrombozytéaren Antikérpern gegen einen
der Glykoproteinkomplexe GP lIb/llla, GP Ib/IX oder GP la/lla im indirekten MAIPA und
der Thrombozytenzahl untersucht. Die Ergebnisse der jeweils nicht untersuchten

Glykoproteinkomplexe wurden dabei nicht beachtet.
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3.3.1.1 Die Thrombozytenzahl war bei Kindern mit positivem Nachweis freier
thrombozytarer Antikorper gegen den Glykoproteinkomplex GP llb/llla oder
GP Ib/IX im indirekten MAIPA signifikant niedriger als bei Kindern mit
negativem Testergebnis im indirekten MAIPA (GP llb/llla: P = 0,0037,
GP Ib/IX: P =0,0017, Mann-Whitney Test); bei Kindern mit positivem
Nachweis freier thrombozytarer Antikdrper gegen den Glykoproteinkomplex
GP la/lla und Kindern mit negativem Testergebnis im indirekten MAIPA
GP la/lla war der Unterschied nicht signifikant (P > 0,05, Mann-Whitney Test).

In Abbildung 22 ist die Thrombozytenzahl bei Kindern mit der Verdachtsdiagnose ITP

und einem positivem oder negativem Testergebnis im indirekten MAIPA dargestellit.

Der indirekte MAIPA GP IlIb/llla wurde bei 1.018 Kindern durchgefihrt. Bei 332
(32,61 %) Kindern wurden freie thrombozytare Antikdrper nachgewiesen. Der Median
der Thrombozytenzahl lag bei Patienten mit positivem Testergebnis (Score (+)-4+) mit
22 G/L (IQR 9-59,5 G/L) signifikant niedriger als bei Patienten mit negativem
Testergebnis (29,5 G/L (IQR 12-76 G/L)) (P = 0,0037, Mann-Whitney Test).

Beim Glykoproteinkomplex GP Ib/IX wurde der indirekte MAIPA bei 1.008 Kinder
durchgefiihrt, bei 283 (28,08 %) Kindern waren freie Antikbrper nachweisbar. Der
Median der Thrombozytenzahl lag bei Patienten mit positivem Testergebnis
(Score (+)-4+) mit 21 G/L (IQR 8-57 G/L) signifikant niedriger als bei Patienten mit
negativem Testergebnis (30 G/L (IQR 12-76 G/L)) (P = 0,0017, Mann-Whitney Test).

Fir den Glykoproteinkomplex GP la/lla wurde der indirekte MAIPA bei 1.013 Kindern
durchgefiihrt, 158 (15,60 %) Kinder hatten ein positives Testergebnis. Der Median der
Thrombozytenzahl lag bei Patienten mit positivem Testergebnis (Score (+)-4+) nicht
signifikant niedriger als bei Patienten mit negativem Testergebnis (P > 0,05, Mann-
Whitney Test).

Die positiven Testergebnisse des semiquantitativen Scores des indirekten MAIPA und
der Thrombozytenzahl wurden untersucht. Die Ergebnisse der Glykoproteine
GP llIb/llla, GP Ib/IX und GP la/lla sind in Abbildung 22 dargestellt (Kruskal-Wallis Test
GP llb/llla: P =0,0112, GP Ib/IX: P = 0,0029, GP la/lla: P = 0,4071).
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Abbildung 22: Thrombozytenzahl bei Kindern mit Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem oder
negativem Testergebnis im indirekten MAIPA

Thrombozytenzahl bei Kindern mit Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem oder negativem Testergebnis
im indirekten MAIPA (IM) gegen einen der Glykoproteinkomplexe GP llIb/llla, GP Ib/IX oder GP la/lla. IM
positiv: Thrombozytenassoziierte Antikdrper gegen den untersuchten Glykoproteinkomplex nachweisbar
(GP lib/llla: n=332; GP Ib/IX: n=283; GP la/lla: n=158). IM negativ: Thrombozytenassoziierte Antikorper
gegen den untersuchten Glykoproteinkomplex nicht nachweisbar (GP llb/llla: n=686; GP Ib/IX: n=725;
GP la/lla: n=855). Positive Ergebnisse sind nach einem semi-quantitativen Score von (+) bis 4+ eingeteilt.
Kruskal-Wallis Test: GP lIb/llla P=0,0112; GP Ib/IX P=0,0029; GP la/lla P=0,4071. Nicht eingezeichnete
Analysen zwischen den einzelnen Gruppen: nicht signifikant. Mann-Whitney Test der Patienten mit
negativem (0) oder positivem ((+)-4+) Testergebnis nicht eingezeichnet: GP lIb/llla: P=0.0112, GP Ib/IX:
P=0.0029, GP la/lla: P=0.4071). Fehlende Werte der Thrombozytenzahl: GP llb/llla=149, GP Ib/IX=147,
GP la/lla=148.

Mediane Thrombozytenzahl bei den untersuchten Glykoproteinkomplexen:

Thromboz(g«/eLn) GP lIb/llla GP Ib/IX GP la/lla

IM: Median IQR Median IQR Median IQR
Ergebnis

0 29,5 12-76 30 12-76 28 10-72
(+) 24,5 11,75-73,5 20 9,5-66 34 13-81
1+ 23,5 9-67,25 22,5 8,25-55 22 8-70
2+ 17 8-53,25 32,5 8,25-78,25 32 15-55
3+ 12 5,25-49 13 4,5-355 11 2-20
4+ 7,5 5-39,5 14 4-30,5 11 11-11
Positiv

(+)4+) 22 9-59,5 21 8-57 24 10-70

3.3.1.2 Bei Kindern mit positivem Testergebnis im indirekten MAIPA GP llb/llla zeigte
der semiquantitative Score eine Assoziation mit der Thrombozytenzahl; diese
war signifikant. Beim Glykoproteinkomplex GP Ib/IX zeigte sich diese nicht
(siehe Abbildung 22 und Abbildung 23).

Bei Kindern mit der Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem Testergebnis im
indirekten MAIPA GP llIb/llla lag der Median der Thrombozytenzahl bei Patienten mit
dem hdchsten Score (4+) am niedrigsten (GP lIb/llla=7,5 G/L (IQR 5-39,5 G/L). Den
héchsten Median der Thrombozytenzahl hatten Patienten mit negativem Testergebnis
im indirekten MAIPA GP lIb/llla (29,5 G/L (IQR 12-76 G/L)).

Bei Kindern mit im indirekten MAIPA nachgewiesenen, freien, thrombozytaren
Antikérpern gegen den Glykoproteinkomplex GP lIb/llla, fiel die Thrombozytenzahl,
nach dem semiquantitativen Score stratifiziert, im Vergleich zu den Patienten mit

negativem Testergebnis im indirekten MAIPA GP lIb/llla, ab. Bei Kindern mit positivem
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Testergebnis im indirekten MAIPA GP Ib/IX zeigte sich die Assoziation des
semiquantitativen ~ Scores mit der  Thrombozytenzahl nicht. Fir den
Glykoproteinkomplex GP la/lla wurde diese Analyse nicht durchgefiihrt, da die
Untersuchung in 3.3.1.1 nicht signifikant war.

Die Assoziation des semiquantitativen Scores mit den Medianen der
Thrombozytenzahl ergab in der linearen Regressionsanalyse folgende R?*Werte
(Spearman’s rho r): GP lIb/llla: R?>=0,9792 (r=-0,99); GP Ib/IX: R?=0,3657 (r=-0,54)
(siehe Abbildung 23). Bei dem Glykoproteinkomplex GP llb/lla war diese signifikant
(GP llb/llla: P = 0,0028, Spearman-Korrelationsanalyse).

50 GP lib/llla . 507 GP Ib/IX

40+ R?=0,9792 R?=0,3657

Thrombozytenzahl (G/I)
Median
N
o
1
°
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indirekter MAIPA indirekter MAIPA

Abbildung 23: Geraden der linearen Regressionsanalyse der Ergebnisse des semiquantitativen
Scores des indirekten MAIPA (GP lib/llla oder GP Ib/IX) und der Mediane der Thrombozytenzahl bei
Kindern mit Verdachtsdiagnose ITP

Die lineare Regressionsanalyse bei Kindern mit der Verdachtsdiagnose ITP und positivem oder negativem
Testergebnis im indirekten MAIPA und der Mediane der Thrombozytenzahl wurde fir die Glykoproteine
GP lIb/llla (links) und GP Ib/IX (rechts) durchgefihrt und ergab folgende Werte des BestimmtheitsmaR:
GP lIb/llla: R?=0,9792, GP Ib/IX: R?=0,3657.

3.3.1.3 Die Thrombozytenzahl war bei Erwachsenen mit positivem Nachweis freier
thrombozytarer Antikérper gegen den Glykoproteinkomplex GP llIb/llla,
GP Ib/IX oder GP la/lla im indirekten MAIPA signifikant niedriger als bei
Erwachsenen mit negativem Testergebnis im indirekten MAIPA (GP llb/llla:
P < 0,0001, GP Ib/IX: P <0,0001, GP la/lla: P = 0,0046, Mann-Whitney Test).

In Abbildung 24 ist die Thrombozytenzahl bei Erwachsenen mit der Verdachtsdiagnose
ITP und einem positivem oder negativem Testergebnis im indirekten MAIPA
dargestellt.

Bei 3.711 Erwachsenen wurde der indirekte MAIPA fir das Glykoprotein GP lIb/llla
durchgefiihrt, bei 1.104 (29,75 %) Erwachsenen waren freie Antikorper im Serum
nachweisbar. Der Median der Thrombozytenzahl lag bei Patienten mit positivem
Testergebnis (Score (+)-4+) mit 42 G/L (IQR 11-91 G/L) signifikant niedriger als bei
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Patienten mit negativem Testergebnis (62 G/L (IQR 19-107 G/L)) (P < 0,0001, Mann-
Whitney Test).

Das Vorliegen freier thrombozytarer Antikdrper gegen den Glykoproteinkomplex
GP Ib/IX wurde bei 3.691 Erwachsenen im indirekten MAIPA untersucht, 836 (22,65 %)
Erwachsene hatten ein positives Testergebnis. Der Median der Thrombozytenzahl der
Patienten mit positivem Testergebnis im indirekten MAIPA GP Ib/IX (Score (+)-4+) lag
mit 40 G/L (IQR 11-91 G/L) signifikant niedriger als bei Patienten mit negativem
Testergebnis (61 G/L (IQR 19-106)) (P < 0,0001, Mann-Whitney Test).

Der indirekte MAIPA GP la/lla wurde bei 3.702 Erwachsenen durchgefihrt. 500
(13,51 %) Erwachsene hatten ein positives Testergebnis. Der Median der
Thrombozytenzahl lag bei Patienten mit positivem Testergebnis im indirekten MAIPA
GP la/lla (Score (+)-4+) mit 47,5 G/L (IQR 13-95,75 G/L) signifikant niedriger als bei
Patienten mit negativem Testergebnis (58 G/L (IQR 17-104 G/L)) (P = 0,0046, Mann-
Whitney Test).

Die positiven Testergebnisse des semiquantitativen Scores des indirekten MAIPA und
der Thrombozytenzahl wurden untersucht. Die Ergebnisse der Glykoproteine
GP llIb/llla, GP Ib/IX und GP la/lla sind in Abbildung 24 dargestellt (Kruskal-Wallis Test
GP lIb/llla: P < 0,0001, GP Ib/IX: P < 0,0001, GP la/lla: P = 0,158).
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Abbildung 24: Thrombozytenzahl bei Erwachsenen mit Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem
oder negativem Testergebnis im indirekten MAIPA

Thrombozytenzahl bei Erwachsenen mit Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem oder negativem
Testergebnis im indirekten MAIPA (IM) gegen einen der Glykoproteinkomplexe GP IIb/llla, GP Ib/IX oder
GP la/lla. IM positiv: Thrombozytenassoziierte Antikdrper gegen den untersuchten Glykoproteinkomplex
nachweisbar (GP llb/llla: n=1104; GP Ib/IX: n=836; GP la/lla: n=500). IM negativ:
Thrombozytenassoziierte Antikdrper gegen den untersuchten Glykoproteinkomplex nicht nachweisbar
(GP lIb/llla: n=2607; GP Ib/IX: n=2855; GP la/lla: n=3202). Positive Ergebnisse sind nach einem semi-
quantitativen Score von (+) bis 4+ eingeteilt. Kruskal-Wallis Test: GP lIb/llla P<0.0001; GP Ib/IX P<0.0001;
GP la/lla P=0,0158. Nicht eingezeichnete Analysen zwischen den einzelnen Gruppen: nicht signifikant.
Mann-Whitney Test der Patienten mit negativem (0) oder positivem ((+)-4+) Testergebnis nicht
eingezeichnet: GP llb/llla: P<0.0001, GP Ib/IX: P<0.0001, GP la/lla: P=0.158). Fehlende Werte der
Thrombozytenzahl: GP lIb/llla=535, GP Ib/IX=529, GP la/lla=531.

Mediane Thrombozytenzahl bei den untersuchten Glykoproteinkomplexen:

Tomozyen G lib/ila GP Ib/IX GP lallla
Ersebnis Median IQR Median IQR Median IQR
0 62 19-107 61 19-106 58 17-104
(+) 53 14,7599 475 159575 51 17-99
1+ 485 13-95 47 15-93,75 39 10-92
2+ 34,5 9-86 235 6,25-86,5 40 8-99
3+ 20,5 7-57,75 21 5,5-41 23 16-86
4+ 23 7,25-69 9 333 59,5 30,5-103,3
Positiv

42 11-91 40 11-91 475 13-95,75

((+)-4+)

3.3.1.4 Bei Erwachsenen mit positivem Testergebnis im indirekten MAIPA GP llIb/llla
oder GP Ib/IX zeigte der semiquantitative Score eine Assoziation mit der
Thrombozytenzahl; diese war signifikant. Beim Glykoproteinkomplex GP la/lla

zeigte sich diese Assoziation nicht (siehe Abbildung 24 und Abbildung 25).

Bei Erwachsenen mit der Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem Testergebnis im
indirekten MAIPA GP Ib/IX lag der Median der Thrombozytenzahl bei Patienten mit
dem hochsten Score (4+) am niedrigsten (GP 1b/IX=40 G/L (IQR 24-68 G/L); beim
indirekten MAIPA GP llIb/llla bei Patienten mit dem zweithéchsten Score (3+) (GP
lIb/11a=20,5 G/L (IQR 7-57,75 G/L)). Den hdchsten Median der Thrombozytenzahl im

indirekten MAIPA GP llb/llla oder GP Ib/IX hatten Patienten mit negativem
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Testergebnis (GP lIb/llla=62 G/L (IQR 19-107 G/L), GP Ib/IX=61 G/L (IQR 19-106
GI/L)).

Die Assoziation des semiquantitativen Scores mit den Medianen der
Thrombozytenzahl ergab in der linearen Regressionsanalyse folgende R*Werte
(Spearman’s rho r): GP lib/llla: R?=0,9422 (r=-0,94), GP Ib/IX: R?=0,9506 (r=-1,00);
beim GP la/lla zeigte sich diese Assoziation nicht (R?=0,0848 (r=-0,086)) (siehe
Abbildung 25). Bei den Glykoproteinkomplexen GP llb/lla und GP Ib/IX war diese
signifikant (GP llb/llla: P =0,0167, GP Ib/IX: P 0,0028, Spearman-
Korrelationsanalyse).
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Abbildung 25: Geraden der linearen Regressionsanalyse der Ergebnisse des semiquantitativen
Scores des indirekten MAIPA (GP lib/llla, GP Ib/IX oder GP la/lla) und der Mediane der
Thrombozytenzahl bei Erwachsenen mit Verdachtsdiagnose ITP

Die lineare Regressionsanalyse bei Erwachsenen mit der Verdachtsdiagnose ITP und positivem oder
negativem Testergebnis im indirekten MAIPA und der Mediane der Thrombozytenzahl wurde fir die
Glykoproteine GP lIb/llla (links), GP Ib/IX (Mitte) und GP la/lla (rechts) durchgefiihrt und ergab folgende
Werte des Bestimmtheitsmal: GP lIb/llla: R2=0,9422, GP Ib/IX: R2=0,9506, GP V: R2=0,0848.

Kinder mit positivem Testergebnis im indirekten MAIPA GP llb/llla oder GP Ib/IX und
Erwachsene mit positivem Testergebnis im indirekten MAIPA GP lIb/llla, GP Ib/IX oder
GP la/lla hatten, unabhangig von der Hohe des semiquantitativen Scores, signifikant
niedrigere Thrombozytenzahlen als Patienten mit negativem Testergebnis, bei denen
keine freien thrombozytaren Antikbrper gegen die drei Glykoproteinkomplexe
GP lIb/llla, GP Ib/IX oder GP la/lla nachgewiesen wurden (Kinder: P = 0,0023,
Erwachsene: P < 0,0001, Kruskal-Wallis Test) (siehe Abbildung 26).
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Abbildung 26: Thrombozytenzahl bei Kindern und Erwachsenen mit Verdachtsdiagnose ITP und
mit positivem oder negativem Testergebnis im indirekten MAIPA

Thrombozytenzahl bei Kindern und Erwachsenen mit Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem oder
negativem Testergebnis im indirekten MAIPA (IM) gegen einen der Glykoproteinkomplexe GP llb/llla,
GP Ib/IX oder GP la/lla. IM positiv: Thrombozytenassoziierte Antikdrper gegen den untersuchten
Glykoproteinkomplex nachweisbar (Kinder: GP llb/llla: n=332; GP Ib/IX: n=283; GP la/lla: n=158;
Erwachsene: GP lIb/llla: n=1104; GP Ib/IX: n=836; GP Ila/lla: n=688). IM negativ:
Thrombozytenassoziierte Antikdrper gegen die Glykoproteinkomplexe GP lIb/llla, GP Ib/IX und GP la/lla
nicht nachweisbar (Kinder: n=557, Erwachsene: n=2138). Kruskal-Wallis Test fir Kinder: P=0,0023.
Kruskal-Wallis Test fur Erwachsene: P<0.0001. Nicht eingezeichnete Analysen zwischen den einzelnen
Gruppen: nicht signifikant. Fehlende Werte der Thrombozytenzahl: Kinder=197, Erwachsene=647.
Mediane Thrombozytenzahl bei den untersuchten Glykoproteinkomplexen:

Kinder Erwachsene

negativ  GP lIb/llla  GP Ib/IX GP la/lla negativ GP llb/llla  GP Ib/IX  GP lal/lla
Median 31 22 21 24 64 42 40 47,5
IQR 13-76,5 9-59,5 8-57 10-70 20,75-109 11-91 11-91 13-95,75

3.3.2 Sensitivitat und Spezifitat

Die Sensitivitat und Spezifitit des indirekten MAIPA wurde bei Kindern und
Erwachsenen mit der Verdachtsdiagnose ITP anhand der in Tabelle 15 dargestellten
Werte ermittelt. Die Berechnung wurde fiir jedes Glykoprotein (GP llb/llla, GP Ib/IX,
GP la/lla) einzeln durchgefuhrt. Wie beim direkten MAIPA wurde auch hier ein
Diskriminierungswert der Thrombozytenzahl von < 100 G/L oder = 100 G/L gewahlt, da
ein Wert < 100 G/L Thrombozyten in der Literatur als Diagnosekriterium der ITP
genannt wird [59].
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Tabelle 15: Positive und negative Testergebnisse im indirekten MAIPA (GP lib/llla, GP Ib/IX,
GP la/lla) und Thrombozytenzahl (TZ) bei Kindern und Erwachsenen mit Verdachtsdiagnose ITP

Kinder Erwachsene
TZ < TZ 2 TZ < TZ 2
GP lib/llla 100 GIL 100 GIL Gesamt GP lib/llla 100 GIL 100 GIL Gesamt
Positiv 286 46 332 Positiv 876 228 1104
Gesamt 847 171 1018 Gesamt 2721 990 3711
TZ < TZ 2 TZ < TZ 2
GP Ib/IX 100 G/L 100 GIL Gesamt GP Ib/IX 100 GIL 100 GIL Gesamt
Positiv 244 39 283 Positiv 675 161 836
Gesamt 840 168 1008 Gesamt 2709 982 3691
TZ < TZ 2 TZ < TZ 2
GP la/lla 100 GIL 100 GIL Gesamt GP la/lla 100 GIL 100 GIL Gesamt
Positiv 131 27 158 Positiv 388 112 500
Gesamt 844 169 1013 Gesamt 2716 986 3702

Bei Kindern mit der Verdachtsdiagnose ITP und positivem oder negativem
Testergebnis im indirekten MAIPA konnte flr das Glykoprotein GP lIb/llla eine
Sensitivitat von 33,77 % und eine Spezifitdt von 73,10 % berechnet werden. Der
positive pradiktive Wert betrug 86,14 %. Die Sensitivitat bei Kindern mit positivem oder
negativem Testergebnis im indirekten MAIPA GP Ib/IX betrug 29,05 %, die Spezifitat
76,79 % und der positive pradiktive Wert 86,22 %. Fur das Glykoprotein GP la/lla
wurden folgende Werte errechnet: Sensitivitdt 15,52 %, Spezifitdt 84,02 % und
positiver pradiktiver Wert 82,91 %.

Bei Erwachsenen mit der Verdachtsdiagnose ITP und positivem oder negativem
Testergebnis im indirekten MAIPA GP lIb/lla zeigte sich eine Sensitivitat von 32,19 %,
und eine Spezifitdt von 76,97 %; der positive pradiktive Wert lag bei 79,35 %. Die
Sensitivitat bei Erwachsenen mit positivem oder negativem Testergebnis im indirekten
MAIPA GP Ib/IX betrug 24,92 %, die Spezifitat 83,60 % und der positive pradiktive
Wert 80,74 %. Fir das Glykoprotein GP la/lla wurden folgende Werte errechnet:
Sensitivitat 14,95 %, Spezifitat 88,64 % und positiver pradiktiver Wert 77,60 %.

Die Ergebnisse der Sensitivitat, der Spezifitat, des positiven und negativen pradiktiven

Wertes sind in Tabelle 16 zusammenfassend dargestellt.
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Tabelle 16: Sensitivitat, Spezifitiat, positiver und negativer pradiktiver Wert bei Kindern und
Erwachsenen mit Verdachtsdiagnose ITP und Ergebnis im indirekten MAIPA GP llb/llla, GP Ib/IX
oder GP la/lla

Kinder Erwachsene

GPIlib/llla  GPIb/IX @ GP lallla GPlib/llla  GPIb/IX =GP lallla

Sensitivitat 33,77 % 29,05% @ 1552 % Sensitivitat 32,19 % 2492% | 1429%

Spezifitat 73,10 % 76,79 % 84,02 % Spezifitat 76,79 % 83,60 % | 88,64 %

Positiver Positiver

pradiktiver 86,14 % 86,22 % @ 82,91 % pradiktiver 79,35 % 80,74% | 77,60 %
Wert Wert

Negativer Negativer

pradiktiver 18,22 % 17,79 % 16,61 % pradiktiver 29,23 % 28,76 % | 27,30 %
Wert Wert

3.3.3 Kombination mehrerer Glykoproteine

Danach wurde untersucht, inwiefern das gleichzeitige Vorliegen von freien
thrombozytédren Antikdrpern gegen mehrere Glykoproteinkomplexe mit der
Thrombozytenzahl assoziiert ist. Sowohl die Kombination von Antikérpern gegen die
beiden im indirekten MAIPA untersuchten Glykoproteinkomplexe GP IIb/llla und
GP Ib/IX, als auch die Kombination von Antikérpern gegen alle drei im indirekten
MAIPA untersuchten Glykoproteinkomplexe (GP lib/llla, GP Ib/IX, GP la/lla) wurde
betrachtet. Zunachst wurden die Patienten stratifiziert, die ein positives oder negatives
Testergebnis im indirekten MAIPA fir die jeweils untersuchte Kombination von
Glykoproteinkomplexen (GP llb/llla, GP Ib/IX oder GP llb/llla, GP Ib/IX, GP la/lla)
hatten (siehe Tabelle 13, Tabelle 14).

Zur Analyse der Testergebnisse der beiden Glykoproteinkomplexe GP llb/llla und
GP Ib/IX im indirekten MAIPA wurden je nach positivem/negativem Ergebnis die in

Abbildung 27 dargestellten vier Gruppen gebildet.

Die Thrombozytenzahl bei Kindern und Erwachsenen mit der Verdachtsdiagnose ITP
und mit positivem oder negativem Testergebnis im indirekten MAIPA GP lIb/llla und
GP Ib/IX ist in Abbildung 27 dargestellt.
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3.3.3.1 Die Thrombozytenzahl war bei Kindern mit positivem Testergebnis im
indirekten MAIPA GP lIb/llla und GP Ib/IX nicht signifikant niedriger als bei
Kindern mit positivem Testergebnis im direkten MAIPA GP lIb/llla oder
GP Ib/IX (GP lIb/llla: P > 0,05; GP Ib/IX: P > 0,05, Kruskal-Wallis Test); ein
additiver Effekt der beiden Antikérperspezifitaten GP llb/llla und GP Ib/IX

zeigte sich nicht.

Bei 1.005 Kindern wurde der indirekte MAIPA fir beide Glykoproteinkomplexe
(GP lIb/llla, GP Ib/IX) durchgefuhrt. 181 (18,01 %) Kinder hatten im indirekten MAIPA
GP llIb/llla und GP Ib/IX ein positives Testergebnis. Bei 148 (14,73 %) Kindern wurden
freie thrombozytédre Antikérper im indirekten MAIPA nur gegen den

Glykoproteinkomplex GP lIb/llla nachgewiesen, bei 100 (9,95 %) nur gegen GP Ib/IX.

Der Median der Thrombozytenzahl lag bei Patienten mit positivem Testergebnis im
indirekten MAIPA GP IlIb/llla und GP Ib/IX mit 19 G/L (IQR 8-52,5 G/L) signifikant
niedriger als bei Patienten mit negativem Testergebnis im indirekten MAIPA GP llb/llla
und GP Ib/IX (31 G/L (IQR 13-77,75 G/L)) (P = 0,0029, Kruskal-Wallis Test). Der
Median der Thrombozytenzahl bei Patienten mit nur einer nachgewiesenen
Antikorperspezifitat im indirekten MAIPA (GP lIb/llla: 29,5 G/L (IQR 10,25-72,5 G/L);
GP Ib/IX: 24 G/L (IQR 9-63,75 G/L)) war nicht signifikant unterschiedlich zu den
Patienten mit positivem Testergebnis im indirekten MAIPA GP IIb/llla und GP Ib/IX
(19 G/L (IQR 8-52,5 G/L)) (GP lib/llla: P > 0,05; GP Ib/IX: P > 0,05, Kruskal-Wallis
Test). Auch der Unterschied der Thrombozytenzahl der Patienten mit positivem
Testergebnis im indirekten MAIPA GP llb/llla und Patienten mit positivem Testergebnis
im indirekten MAIPA GP Ib/IX war nicht signifikant (P > 0,05, Kruskal-Wallis Test).

3.3.3.2 Die Thrombozytenzahl war bei Erwachsenen mit positivem Testergebnis im
indirekten MAIPA GP llb/llla und GP Ib/IX signifikant niedriger als bei
Patienten mit positivem Testergebnis im indirekten MAIPA GP llIb/llla oder
GP Ib/IX (GP lIb/llla: P = 0,0021; GP Ib/IX: P = 0,0162, Kruskal-Wallis Test);
ein additiver Effekt der beiden Antikdrperspezifitaten GP llb/llla und GP Ib/IX

auf die Thrombozytenzahlerniedrigung konnte gezeigt werden.

Bei 3.685 Erwachsenen wurde der indirekte MAIPA fir die Glykoproteinkomplexe
GP lIb/llla und GP Ib/IX durchgefuhrt. Einen positiven Nachweis von freien
thrombozytaren Antikdrpern gegen die beiden Glykoproteinkomplexe GP lIb/llla und
GP Ib/IX hatten 478 (12,97 %) Erwachsene. Freie Antikbrper gegen einen der beiden
Glykoproteinkomplexe wurden bei 615 (GP llb/llla; 16,69 %) bzw. 357 (GP Ib/IX;

9,69 %) Erwachsenen nachgewiesen.
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Patienten mit positivem Testergebnis im indirekten MAIPA fur beide
Glykoproteinkomplexe GP llb/llla und GP Ib/IX hatten einen signifikant niedrigeren
Median der Thrombozytenzahl (33 G/L (IQR 10-80,25 G/L)) als Patienten mit im
indirekten MAIPA nachgewiesenen Antikorpern gegen den Glykoproteinkomplex
GP llb/llla (51 G/L (IQR 13-96 G/L)) oder GP Ib/IX (48 G/L (IQR 15-97 GIL))
(GP lib/llla: P = 0,0021; GP Ib/IX: P = 0,0162, Kruskal-Wallis Test) oder mit negativem
Testergebnis im indirekten MAIPA GP llb/Illa und GP Ib/IX (64 G/L (IQR 21-109 G/L))
(P < 0,0001, Kruskal-Wallis Test). Der Unterschied der Thrombozytenzahl der
Patienten mit positivem Testergebnis im indirekten MAIPA GP llb/llla und Patienten mit
positivem Testergebnis im indirekten MAIPA GP Ib/IX war nicht signifikant (P > 0,05,
Kruskal-Wallis Test).
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Abbildung 27: Thrombozytenzahl bei Kindern und Erwachsenen mit Verdachtsdiagnose ITP und
mit positivem oder negativem Testergebnis im indirekten MAIPA fiir die Glykoproteine GP llb/llla
und GP Ib/IX

Thrombozytenzahl bei Kindern (n=1152) und Erwachsenen (n=4212) mit Verdachtsdiagnose ITP und mit
positivem oder negativem Testergebnis im indirekten MAIPA (IM) gegen die Glykoproteinkomplexe
GP lIb/llla und GP Ib/IX. IM positiv: Thrombozytenassoziierte Antikdrper gegen die untersuchten
Glykoproteinkomplexe nachweisbar. IM negativ.: Thrombozytenassoziierte Antikorper gegen die
untersuchten Glykoproteinkomplexe nicht nachweisbar. Kruskal-Wallis Test fur Kinder: P=0,0055. Kruskal-
Wallis Test fur Erwachsene: P<0.0001. GruppengréfRen und Mediane der Thrombozytenzahl bei den
untersuchten Glykoproteinkomplexen:

Kinder:

. Fehlende
GP lib/llla GP Ib/IX n (1152) Median IQR Werte (n)
- - 669 31 13-77,75 93
+ - 167 29,5 10,25-72,5 19
- + 109 24 9-63,75 9
+ + 207 19 8-52,5 26
Erwachsene:

. Fehlende
GP lib/llla GP Ib/IX n (4212) Median IQR Werte (n)
- - 2566 64 21-109 331
+ - 715 51 13-96 100
- + 398 48 15-97 41
+ + 533 33 10-80,25 55

Zur Analyse des Effekts von freien Antikérpern gegen alle drei im indirekten MAIPA
untersuchten Glykoproteinkomplexe (GP llb/llla, GP Ib/IX, GP la/lla) auf die
Thrombozytenzahl wurden die in Abbildung 28 dargestellten Gruppen gebildet.
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3.3.3.3 Die Thrombozytenzahl war bei Kindern und Erwachsenen mit positivem
Testergebnis im indirekten MAIPA GP lib/llla, GP Ib/IX und GP la/lla nicht
signifikant niedriger als bei Patienten mit positivem Testergebnis im indirekten
MAIPA GP lIb/llla und GP Ib/IX (P > 0,05, Kruskal-Wallis Test); ein additiver
Effekt auf die Thrombozytenzahlerniedrigung durch das Vorliegen einer
weiteren Antikdrperspezifitdt gegen den Glykoproteinkomplex GP la/lla zeigte

sich nicht.

Der indirekte MAIPA GP lIb/llla, GP Ib/IX und GP la/lla wurde bei 1.003 Kindern mit
der Verdachtsdiagnose ITP durchgefihrt. Bei 87 (8,67 %) Patienten wurden im
indirekten MAIPA thrombozytéare Antikdrper gegen die Glykoproteinkomplexe GP
[Ib/llla und GP Ib/IX nachgewiesen, bei 94 (9,37 %) Patienten thrombozytare
Antikérper gegen die Glykoproteinkomplexe GP llb/llla, GP Ib/IX und GP la/lla. Der
Median der Thrombozytenzahl der Patienten mit 2zwei nachgewiesenen
Antikorperspezifitaten im indirekten MAIPA (GP llb/llla, GP Ib/IX) lag bei 20 G/L (IQR
7-53 G/L) und unterschied sich nicht signifikant von den Patienten mit drei
nachgewiesenen Antikdrperspezifitdten (GP llb/llla, GP Ib/IX, GP la/lla) (17 G/L (IQR
8-52,5 G/L)) (P > 0,05, Kruskal-Wallis Test).

Bei 3.680 Erwachsenen wurde der indirekte MAIPA GP IIb/llla, GP Ib/IX und GP la/lla
mit der Verdachtsdiagnose ITP durchgeflihrt. Bei 246 (6,68 %) Patienten wurden im
indirekten MAIPA thrombozytéare Antikdrper gegen die Glykoproteinkomplexe GP
lIb/llla und GP Ib/IX nachgewiesen, bei 232 (6,30 %) Patienten thrombozytare
Antikérper gegen die Glykoproteinkomplexe GP llb/llla, GP Ib/IX und GP la/lla. Der
Median der Thrombozytenzahl der Patienten mit 2zwei nachgewiesenen
Antikorperspezifitaten im indirekten MAIPA (GP llb/llla, GP Ib/IX) lag bei 32 G/L (IQR
9,75-77,25 G/L) und unterschied sich nicht signifikant von den Patienten mit drei
nachgewiesenen Antikdrperspezifitaten (GP llb/llla, GP Ib/IX, GP la/lla) (37,5 G/L (IQR
10-86 G/L)) (P > 0,05, Kruskal-Wallis Test).
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Abbildung 28: Thrombozytenzahl bei Kindern und Erwachsenen mit Verdachtsdiagnose ITP und
mit positivem oder negativem Testergebnis im indirekten MAIPA fiir die Glykoproteine GP llb/llla,
GP Ib/IX und GP la/lla

Thrombozytenzahl bei Kindern (n=1149) und Erwachsenen (n=4206) mit Verdachtsdiagnose ITP und mit
positivem oder negativem Testergebnis im indirekten MAIPA (DM) gegen die Glykoproteinkomplexe
GP lIb/llla, GP Ib/IX und GP la/lla. IM positiv: Thrombozytenassoziierte freie Antikdrper gegen die
untersuchten Glykoproteinkomplexe nachweisbar. IM negativ: Thrombozytenassoziierte freie Antikdrper
gegen die untersuchten Glykoproteinkomplexe nicht nachweisbar. Kruskal-Wallis Test Kinder P=0,0088,
Erwachsene: P< 0.0001. Nicht eingezeichnete Analysen zwischen den einzelnen Gruppen: nicht
signifikant.  GruppengroBen und Mediane der Thrombozytenzahl bei den untersuchten
Glykoproteinkomplexen:

Kinder:
. Fehlende
GP lib/llla GP Ib/IX GP la/lla n (1149) Median IQR Werte (n)
- - - 648 31 13-76,5 91
+ - - 126 23 9-67 11
- + - 96 22 9-62,75 8
- - + 19 49 16,5-102 2
+ + - 97 20 7-53 10
+ - + 41 47 18-98 8
- + + 13 30 14,5-80,5 1
+ + + 109 17 8-52,5 15
Erwachsene:
. Fehlende
GP lib/llla GP Ib/IX GP la/lla n (4206) Median IQR Werte (n)
- - - 2446 64 20,75-109 308
+ - - 561 51 13-95 73
- + - 347 49 15-97 36
- - + 118 65 22-118 23
+ + - 271 32 9,75-77,25 25
+ - + 151 52 16-100,5 26
- + + 50 47 15-108,5 5
+ + + 262 37,5 10-86 30
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3.4 Plattchenimmunfluoreszenztest (PIFT)

In Abbildung 29 sind die Testergebnisse des Plattchenimmunfluoreszenztests (PIFT)
bei Kindern und Erwachsenen mit der Verdachtsdiagnose ITP dargestellt. Der PIFT
wurde vor dem indirekten MAIPA durchgefuhrt; war der PIFT zweifach oder héher
positiv (= 2+) schloss sich die Durchfuhrung des indirekten MAIPAs an (siehe
Abbildung 8). Der PIFT wurde bei fast allen Patienten durchgefuhrt (siehe Tabelle 17).

Tabelle 17: relativer Anteil der fehlenden Werte im Plattchenimmunfluoreszenztest bei Kindern und
Erwachsenen mit der Verdachtsdiagnose ITP

Kinder (n=3548) Erwachsene (n=15031)
Ergebnis im PIFT Fehlende Werte Ergebnis im PIFT Fehlende Werte
PIFT 3526 (99,38 %) 22 (0,62 %) 14928 (99,31 %) 103 (0,69 %)

3.4.1.1 Die Thrombozytenzahl war bei Kindern mit positivem Testergebnis im PIFT
signifikant niedriger als bei Kindern mit negativem Testergebnis (P < 0,0001,
Mann-Whitney Test).

Der PIFT wurde bei 3.290 Kindern durchgefiihrt, davon hatten 821 (24,95 %) Kinder
ein positives Testergebnis. Der Median der Thrombozytenzahl lag bei Patienten mit
positivem Testergebnis im PIFT (Score (+) - 4+) mit 40 G/L (IQR 15-89 G/L) signifikant
niedriger als bei Patienten mit negativem Testergebnis (58 G/L (IQR 23-115 G/L)
(P <0,0001, Mann-Whitney Test).

Die positiven Testergebnisse des semiquantitativen Scores des PIFT und der
Thrombozytenzahl wurden untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 29 dargestellt
(Kruskal-Wallis Test: P < 0,0001).

3.4.1.2 Bei Kindern mit positivem Testergebnis im PIFT zeigte der semiquantitative

Score eine Assoziation mit der Thrombozytenzahl.

Bei Kindern mit positivem Testergebnis im PIFT lag der Median der Thrombozytenzahl
bei Patienten mit dem hdchsten Score (4+) am niedrigsten (19 G/L (IQR 9-55 G/L)).
Den hochsten Median der Thrombozytenzahl hatten Patienten mit negativem
Testergebnis im PIFT (68 G/L (IQR 23-115 G/L)). Die Assoziation des
semiquantitativen Scores mit der Thrombozytenzahl ergab in der linearen
Regressionsanalyse einen R%-Wert von 0,9579 (Kruskal-Wallis Test P < 0,0001).
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3.4.1.3 Bei den Erwachsenen war die Thrombozytenzahl bei Patienten mit positivem
Testergebnis im PIFT signifikant niedriger als bei Patienten mit negativem
Testergebnis (P < 0,0001, Mann-Whitney Test).

Der PIFT wurde bei 14.150 Erwachsenen durchgefiihrt. Bei 2.584 (18,26 %)
Erwachsenen wurden thrombozytare Antikorper nachgewiesen. Der Median der
Thrombozytenzahl lag bei Patienten mit positivem Testergebnis (Score (+) - 4+) im
PIFT mit 59,5 G/L (IQR 23-105 GI/L) signifikant niedriger als bei Patienten mit
negativem Testergebnis (76 G/L (IQR 39-116 G/L) (P < 0,0001, Mann-Whitney Test).

Die positiven Testergebnisse des semiquantitativen Scores des PIFT und der
Thrombozytenzahl wurden untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 29 dargestellt
(Kruskal-Wallis Test: P < 0,0001).

3.41.4 Bei Erwachsenen mit positivem Testergebnis im PIFT zeigte der

semiquantitative Score eine Assoziation mit der Thrombozytenzahl.

Der Median der Thrombozytenzahl lag bei Erwachsenen mit positivem Testergebnis im
PIFT bei Patienten mit dem hochsten Score (4+) am niedrigsten (37 GIL
(IQR 12-86 G/L)). Den hochsten Median der Thrombozytenzahl hatten Patienten mit
negativem Testergebnis im PIFT (76 G/L (IQR 39-116 G/L)). Die Assoziation des
semiquantitativen Scores mit der Thrombozytenzahl ergab in der linearen
Regressionsanalyse einen R*-Wert von 0,9041 (Kruskal-Wallis P < 0,0001).
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Abbildung 29: Thrombozytenzahl bei Kindern und Erwachsenen mit Verdachtsdiagnose ITP und
mit positivem oder negativem Testergebnis im PIFT

Thrombozytenzahl bei Kindern und Erwachsenen mit Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem oder
negativem Testergebnis im Plattchenimmunfluoreszenztest (PIFT). PIFT positiv: Thrombozytenassoziierte
Antikorper nachweisbar (Kinder n=821, Erwachsene: n=2584). PIFT negativ.: Thrombozytenassoziierte
Antikorper nicht nachweisbar (Kinder n=2469, Erwachsene: n=11566). Positive Ergebnisse sind nach
einem semi-quantitativen Score von 1+ bis 4+ eingeteilt. Kruskal-Wallis Test fir Kinder und Erwachsene:
P<0.0001. Mann-Whitney Test der Patienten mit negativem (0) oder positivem (1+-4+) Testergebnis nicht
eingezeichnet: Kinder und Erwachsene P< 0.0001. Fehlende Werte der Thrombozytenzahl: Kinder=236,
Erwachsene=778. Mediane Thrombozytenzahl bei den untersuchten Gruppen:

Thrombozegt/%f) Kinder Erwachsene
E'FT: . Median IQR Median IQR
rgebnis

0 58 23-115 76 39-116
1+ 46,5 17-102,8 67 32-110
2+ 42 17-89,5 59 22-105
3+ 35 10-77,5 58 20-105
4+ 19 9-55 37 12-86
Positiv (1+-4+) 40 15-89 59,5 23-105

3.4.2 Sensitivitdt und Spezifitat
Die Sensitivitat und Spezifitat des PIFT wurde bei Kindern und Erwachsenen mit der

Verdachtsdiagnose ITP anhand der in Tabelle 18 dargestellten Werte ermittelt.

Tabelle 18: Positive und negative Testergebnisse im Pldattchenimmunfluoreszenztest (PIFT) und
Thrombozytenzahl (TZ) bei Kindern und Erwachsenen mit Verdachtsdiagnose ITP

Kinder Erwachsene
Tz< Tz=2 Gesamt Tz< Tz=2 Gesamt
100 G/L 100 G/L 100 G/L 100 G/L
Positiv 647 174 821 Positiv 1881 703 2584
Negativ 1718 751 2469 Negativ 7577 3989 11566
Gesamt 2365 925 3290 Gesamt 9458 4692 14150
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Bei Kindern mit der Verdachtsdiagnose ITP und positivem oder negativem
Testergebnis im PIFT konnte eine Sensitivitat von 27,36 % und eine Spezifitat von

81,19 % berechnet werden. Der positive pradiktive Wert betrug 78,81 %.

Bei Erwachsenen mit der Verdachtsdiagnose ITP und positivem oder negativem
Testergebnis im PIFT zeigte sich eine Sensitivitat von 19,89 %, und eine Spezifitat von
85,02 %; der positive pradiktive Wert lag bei 72,79 %.

Die Ergebnisse der Sensitivitat, der Spezifitat, des positiven und negativen pradiktiven

Wertes sind in Tabelle 19 zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 19: Sensitivitat, Spezifitiat, positiver und negativer pradiktiver Wert bei Kindern und
Erwachsenen mit Verdachtsdiagnose ITP und Ergebnis im Plattchenimmunfluoreszenztest (PIFT)

Kinder Erwachsene
Sensitivitat 27,36 % 19,89 %
Spezifitat 81,19 % 85,02 %
Positiver pradiktiver Wert 78,81 % 72,79 %
Negativer pradiktiver Wert 30,42 % 34,49 %

3.5 Kombination direkter und indirekter MAIPA

AnschlieRend wurde untersucht, wie sich das gleichzeitige Vorkommen von freien und
gebundenen thrombozytaren Antikbrpern gegen einen Glykoproteinkomplex
(GP lIb/llla oder GP Ib/IX) auf die Thrombozytenzahl auswirkt. Zunachst erfolgte eine
Stratifizierung der Kinder und Erwachsenen nach ihren Testergebnissen im direkten
und indirekten MAIPA fir die Glykoproteinkomplexe GP lIb/llla und GP Ib/IX (siehe
Abbildung 30 und Abbildung 31). Fir die folgende Analyse wurde eine Subgruppe der
Kinder/Erwachsenen gebildet, bei denen positive oder negative Testergebnisse sowohl
im direkten als auch im indirekten MAIPA vorlagen; dadurch ist die StichprobengréfRe
der untersuchten Gruppen bei dieser Untersuchung geringer als in der in 3.2.1
aufgefiihrten alleinigen Untersuchung des direkten MAIPA (siehe Tabelle 20).

Tabelle 20: Gegeniiberstellung der StichprobengroBe der untersuchten Gruppen "Testergebnis im

direkten MAIPA (DM)" und "Testergebnis im direkten MAIPA (DM) und indirekten MAIPA (IM)" fiir
die Glykoproteinkomplexe GP lib/llla und GP Ib/IX

Testergebnis GP lib/llla Testergebnis GP Ib/IX
DM DM und IM DM DM und IM
Kinder (n) 2720 628 2187 488
Erwachsene (n) 13301 3071 12369 2696
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3.5.1.1 Die Thrombozytenzahl war bei Kindern mit positivem Nachweis freier und
gebundener Antikérper gegen den Glykoproteinkomplex GP llb/llla oder
GP Ib/IX im direkten und indirekten MAIPA nicht signifikant niedriger als bei
Kindern mit positivem Testergebnis im direkten MAIPA und negativem
Testergebnis im indirekten MAIPA GP lib/llla oder GP Ib/IX (P> 0,05,
Kruskal-Wallis Test). Ein mit der Thrombozytenzahl assoziierter additiver
Effekt durch zuséatzliche freie Antikdper gegen den Glykoproteinkomplex
GP lIb/llla oder GP Ib/IX zeigte sich nicht.

In Abbildung 30 sind die Thrombozytenzahlen der Kinder mit der Verdachtsdiagnose
ITP, die ein Testergebnis im direkten und indirekten MAIPA fir die
Glykoproteinkomplexe GP llb/llla und GP Ib/IX haben, dargestellt.

Bei 627 Kindern wurde der direkte MAIPA und der indirekte MAIPA fir den
Glykoproteinkomplex GP IIb/llla durchgefiihrt. 101 (16,11 %) Kinder hatten im direkten
und im indirekten MAIPA GP llIb/llla ein positives Testergebnis. Bei 61 (9,73 %)
Kindern wurden nur gebundene Antikdrper gegen das Glykoprotein GP llb/llla im
direkten MAIPA nachgewiesen, bei 101 (16,11 %) Kindern nur freie Antikbrper gegen
das Glykoprotein GP llIb/llla im indirekten MAIPA. Der Median der Thrombozytenzahl
war bei Patienten mit positivem Testergebnis im direkten und indirekten MAIPA
GP lIb/llla mit 30 G/L (IQR 13-56 G/L) niedriger als bei Patienten mit positivem
Testergebnis im direkten MAIPA GP lIb/llla und negativem Testergebnis im indirekten
MAIPA GP lIb/llla (40 G/L (IQR 23,5-77,5 G/L)); der Unterschied war nicht signifikant
(P > 0,05, Kruskal-Wallis Test). Der Median der Thrombozytenzahl der Patienten mit
negativem Testergebnis im direkten MAIPA GP IIb/llla und positivem Testergebnis im
indirekten MAIPA GP llIb/llla (Median: 51 G/L (IQR 20-123 G/L)) und der Patienten mit
positivem Testergebnis im direkten und indirekten MAIPA GP lIb/llla (Median: 30 G/L
(IQR 13-56 GI/L)) unterschied sich signifikant (P = 0,0006, Kruskal-Wallis Test).
Patienten, bei denen nur gebundene Antikérper im direkten MAIPA GP llb/llla
nachgewiesen wurden, hatten eine niedrigere Thrombozytenzahl (40 GJ/L
(IQR 23,5-77,5 GJ/L)) als Patienten, die nur freie Antikérper gegen den
Glykoproteinkomplex GP lIb/llla hatten (51 G/L (IQR 20-123 G/L)); der Unterschied war
nicht signifikant (P > 0,05, Kruskal-Wallis Test).

Der direkte und indirekte MAIPA GP Ib/IX wurde bei 465 Kindern durchgefuhrt. 58
(12,47 %) Kinder hatten ein positives Testergebnis im direkten und indirekten MAIPA
GP Ib/IX. Bei 33 (7,10 %) Kindern war nur der direkte MAIPA GP Ib/IX positiv, bei
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57 (12,26 %) nur der indirekte MAIPA GP Ib/IX. Der Median der Thrombozytenzahl lag
bei Patienten mit positivem Testergebnis im direkten und indirekten MAIPA GP Ib/IX
mit 47 G/L (IQR 23-63 G/L) niedriger als bei Patienten mit positivem Testergebnis im
direkten MAIPA GP Ib/IX und negativem Testergebnis im indirekten MAIPA GP Ib/IX
(66 G/L (IQR 26-95,5 G/L)); der Unterschied war nicht signifikant (P > 0,05, Kruskal-
Wallis Test). Der Unterschied der Thrombozytenzahl der Patienten mit negativem
Testergebnis im direkten MAIPA GP Ib/IX und positivem Testergebnis im indirekten
MAIPA GP Ib/IX (Median: 77 G/L (IQR 43-197,5 G/L)) und der Patienten mit positivem
Testergebnis im direkten und indirekten MAIPA GP Ib/IX (Median: 47 GI/L
(IQR 23-63 G/L)) war signifikant (P = 0,0005, Kruskal-Wallis Test). Die
Thrombozytenzahl bei Patienten, bei denen nur gebundene Antikorper im direkten
MAIPA GP Ib/IX nachgewiesen wurden, unterschied sich nicht signifikant von den
Patienten, bei denen nur freie Antikorper im indirekten MAIPA GP Ib/IX nachgewiesen
wurden (P > 0,05, Kruskal-Wallis Test).

In der hier durchgefiihrten Analyse der Subgruppen ,Kinder mit Testergebnis flr
direkten und indirekten MAIPA GP lIb/llla und GP Ib/IX* (siehe Tabelle 20) war der
Median der Thrombozytenzahl der Patienten mit positivem Testergebnis im direkten
MAIPA (und negativem Testergebnis im indirekten MAIPA) niedriger als bei Patienten
mit negativem Testergebnis im direkten MAIPA (und negativem Testergebnis im
indirekten MAIPA); der Unterschied war jedoch nicht signifikant (P > 0,05 Kruskal-
Wallis Test).

Die Mediane der Thrombozytenzahl bei Kindern mit positivem oder negativem
Testergebnis im direkten und indirekten MAIPA GP llIb/llla waren niedriger als bei
Kindern mit positivem oder negativem Testergebnis im direkten und indirekten MAIPA
GP Ib/IX (siehe Abbildung 30).
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Abbildung 30: Thrombozytenzahl bei Kindern mit Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem oder
negativem Testergebnis im direkten und indirekten MAIPA fiir den Glykoproteinkomplex GP lib/llla
oder GP Ib/IX

Thrombozytenzahl bei Kindern mit Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem oder negativem Testergebnis
im direkten MAIPA (DM) und im indirekten MAIPA (IM) gegen den Glykoproteinkomplex GP llIb/llla (links,
n=628) oder GP Ib/IX (rechts, n=466). DM/IM positiv: Thrombozytenassoziierte Antikdrper gegen den
untersuchten Glykoproteinkomplex nachweisbar. DM/IM negativ: Thrombozytenassoziierte Antikorper
gegen den untersuchten Glykoproteinkomplex nicht nachweisbar. Kruskal-Wallis Test fir GP IIb/llla und
GP Ib/IX: P<0.0001. Mediane Thrombozytenzahl bei den untersuchten Glykoproteinkomplexen:

GP lib/llla:
DM

+

+

GP Ib/IX:
DM

+

+

IM n (628)
- 365

- 61

+ 101

+ 101

IM n (466)
- 318

- 33

+ 57

+ 58

Median

62
40
51
30

Median

75
66
77
47

Fehlende
IaR Angaben
25-117,5 1
23,5-77,5 0
20-123 0
13-56 0
Fehlende
IaR Angaben
35-127,5 1
26-95,5 0
43-197,5 0
23-63 0
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3.5.1.2 Bei Erwachsenen mit positivem Nachweis freier und gebundener Antikérper
gegen den Glykoproteinkomplex GP lIb/llla oder GP Ib/IX im direkten und
indirekten MAIPA war die Thrombozytenzahl nicht signifikant niedriger als bei
Erwachsenen mit positivem Nachweis gebundener Antikorper im direkten
MAIPA und negativem Testergebnis im indirekten MAIPA GP llb/llla oder
GP Ib/IX (P > 0,05, Kruskal-Wallis Test). Ein mit der Thrombozytenzahl
assoziierter additiver Effekt durch zusatzliche freie Antikbper gegen den
Glykoproteinkomplex GP llb/llla oder GP Ib/IX zeigte sich nicht.

In Abbildung 31 sind die Thrombozytenzahlen der Erwachsenen mit der
Verdachtsdiagnose ITP, die ein Testergebnis im direkten und indirekten MAIPA fir den
Glykoproteinkomplex GP llb/llla und GP Ib/IX haben, dargestellt.

Bei 3.066 Erwachsenen wurde der direkte MAIPA und der indirekte MAIPA fur den
Glykoproteinkomplex GP lIb/llla durchgefuhrt. 296 (9,65 %) Erwachsene hatten im
direkten und indirekten MAIPA GP lIb/llla ein positives Testergebnis. Bei 184 (6,00 %)
Erwachsenen wurden nur gebundene Antikdrper gegen das Glykoprotein GP llb/llla im
direkten MAIPA nachgewiesen, bei 574 (18,72 %) nur freie Antikérper gegen das
Glykoprotein GP lIb/llla im indirekten MAIPA. Der Median der Thrombozytenzahl lag
bei Patienten mit positivem Testergebnis im direkten und indirekten MAIPA GP llb/llla
mit 33 G/L (IQR 15-73 G/L) nicht signifikant niedriger als bei Patienten mit positivem
Testergebnis im direkten MAIPA GP lIb/llla und negativem Testergebnis im indirekten
MAIPA GP lIb/llla (40 G/L (IQR 17-67,75 G/L)) (P > 0,05, Kruskal-Wallis Test).
Signifikant war der Unterschied der Thrombozytenzahl bei Patienten, die nur ein
positives Testergebnis im indirekten MAIPA GP llb/llla hatten (71,5 G/L
(IQR 35-110,3 G/L)) und den Patienten mit positivem Testergebnis im direkten und
indirekten MAIPA GP llb/llla (33 G/L (IQR 15-73 G/L)) (P < 0,0001, Kruskal-Wallis
Test). Patienten, bei denen nur gebundene Antikérper im direkten MAIPA GP llb/llla
nachgewiesen wurden, hatten mit 40 G/L (IQR 17-67,75 G/L) eine signifikant niedrigere
Thrombozytenzahl als Patienten, die nur freie Antikérper gegen den
Glykoproteinkomplex GP llb/llla hatten (71,5 G/L (IQR 35-110,3 G/L)) (P < 0,0001,
Kruskal-Wallis Test).

Der direkte und indirekte MAIPA GP Ib/IX wurde bei 2.693 Erwachsenen durchgeflhrt.
160 (5,94 %) Erwachsene hatten im direkten und indirekten MAIPA GP Ib/IX ein
positives Testergebnis.124 (4,60 %) Erwachsene hatten nur im direkten MAIPA
GP Ib/IX ein positives Testergebnis, 388 (14,41 %) nur im direkten MAIPA GP Ib/IX.
Der Median der Thrombozytenzahl lag bei Patienten mit positivem Testergebnis im
direkten und indirekten MAIPA GP Ib/IX mit 41,5 G/L (IQR 24-77 G/L) nicht signifikant

79



niedriger als bei Patienten mit positivem Testergebnis im direkten MAIPA GP Ib/IX und
negativem Testergebnis im indirekten MAIPA GP Ib/IX (48,5 G/L (IQR 22-77,75 G/L))
(P > 0,05, Kruskal-Wallis Test). Signifikant war der Unterschied der Thrombozytenzahl
bei Patienten, die nur ein positives Testergebnis im indirekten MAIPA GP Ib/IX hatten
(80 G/L (IQR 44-114 G/L)) und den Patienten mit positivem Testergebnis im direkten
und indirekten MAIPA GP Ib/IX (41,5 G/L (IQR 24-77 G/L)) (P < 0,0001, Kruskal-Wallis
Test). Patienten, bei denen nur gebundene Antikérper im direkten MAIPA GP Ib/IX
nachgewiesen wurden, hatten mit 48,5 G/L (IQR 22-77,75 G/L) eine signifikant
niedrigere Thrombozytenzahl als Patienten, die nur freie Antikbrper gegen den
Glykoproteinkomplex GP Ib/IX hatten (80 G/L (IQR 44-114 G/L)) (P < 0,0001, Kruskal-
Wallis Test).

In der hier durchgeflihrten Analyse der Subgruppen ,Erwachsene mit Testergebnis flr
direkten und indirekten MAIPA GP lIb/llla und GP Ib/IX* (siehe Tabelle 20) war der
Median der Thrombozytenzahl der Patienten mit positivem Testergebnis im direkten
MAIPA (und negativem Testergebnis im indirekten MAIPA) niedriger als bei Patienten
mit negativem Testergebnis im direkten MAIPA (und negativem Testergebnis im
indirekten MAIPA); der Unterschied war signifikant (GP llb/llla und GP Ib/IX:
P < 0,0001, Kruskal-Wallis Test).

Die Mediane der Thrombozytenzahl bei Erwachsenen mit positivem oder negativem
Testergebnis im direkten und indirekten MAIPA GP llIb/llla waren niedriger als bei
Erwachsenen mit positivem oder negativem Testergebnis im direkten und indirekten
MAIPA GP Ib/IX (siehe Abbildung 31).
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Abbildung 31: Thrombozytenzahl bei Erwachsenen mit Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem
oder negativem Testergebnis im direkten und indirekten MAIPA

Thrombozytenzahl bei Erwachsenen mit Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem oder negativem
Testergebnis im direkten MAIPA (DM) und im indirekten MAIPA (IM) gegen den Glykoproteinkomplex
GP lIb/llla (links, n=3066) oder GP Ib/IX (rechts, n=2693). DM/IM positiv: Thrombozytenassoziierte
Antikérper gegen den untersuchten  Glykoproteinkomplex  nachweisbar. DM/IM  negativ:
Thrombozytenassoziierte Antikdrper gegen den untersuchten Glykoproteinkomplex nicht nachweisbar.
Kruskal-Wallis Test fur GP llb/llla und GP Ib/IX: P<0.0001. Mediane Thrombozytenzahl bei den
untersuchten Glykoproteinkomplexen:

GP lib/llla:

DM IM n (3071) Median IQR Z‘:";':Sgﬁ
- - 2014 76 35-117 2

+ - 184 40 17-67,75 0

- + 575 715 35-110,3 1

+ + 298 33 15-73 2

GP Ib/IX:

DM IM n (2696) Median IQR Z?\ZI:SS:
- - 2024 82 45-120 3

+ - 124 48,5 22-77,75 0

- + 388 80 44-114 0

+ + 160 41,5 24-77 0

Zuletzt wurde das gleichzeitige Vorliegen von freien und gebundenen Antikdrpern

sowohl gegen den Glykoproteinkomplex GP lIb/llla als auch GP Ib/IX untersucht.
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3.5.1.3 Die Thrombozytenzahl war bei Kindern und Erwachsenen mit positivem
Testergebnis im direkten und indirekten MAIPA GP llb/llla und GP Ib/IX nicht
signifikant niedriger als bei Patienten mit positivem Testergebnis im direkten
MAIPA GP llIb/llla und GP Ib/IX und negativem Testergebnis im indirekten
MAIPA GP lIb/llla und GP Ib/IX (P > 0,05, Kruskal-Wallis Test). Ein additiver
Effekt durch das zusatzliche Vorkommen von freien Antikbrpern gegen die

beiden Glykoproteinkomplexe GP lIb/llla und GP Ib/IX zeigte sich nicht.

Die bei der Analyse gebildeten Gruppen und die genauen Ergebnisse finden sich im

Anhang (siehe 8.4 Weitere Ergebnisse).

3.6 Kombination direkter MAIPA und PIFT

Ferner wurde die Kombination direkter MAIPA und PIFT hinsichtlich einer moglichen
Assoziation mit der Thrombozytenzahl untersucht. Die Analyse der Kombination
indirekter MAIPA und PIFT wurde aufgrund einer geringen Stichprobengréfie der
betreffenden Gruppen nicht durchgefihrt.

Zunachst erfolgte eine Stratifizierung der Kinder und Erwachsenen mit der
Verdachtsdiagnose ITP nach ihren Testergebnissen im direkten MAIPA (GP lib/llla,
GP Ib/IX oder GP V) und im PIFT (siehe Abbildung 32). Fur die folgende Analyse
wurde eine Subgruppe der Kinder/Erwachsenen gebildet, bei denen positive oder
negative Testergebnisse sowohl im direkten MAIPA als auch im PIFT vorlagen.
Dadurch ist die StichprobengréfRe der untersuchten Gruppen bei dieser Untersuchung
geringer als bei der in 3.2.1 aufgefihrten alleinigen Untersuchung des direkten MAIPA
(siehe Tabelle 21).

Tabelle 21: Gegeniiberstellung der Stichprobengrofen der untersuchten Gruppen "Testergebnis im
direkten MAIPA (DM) " und "Testergebnis im direkten MAIPA (DM) und PIFT"

Testergebnis

DM DM und PIFT
Kinder (n) 2720 1947
Erwachsene (n) 13301 10993
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3.6.1.1 Die Thrombozytenzahl war bei Kindern mit positivem Testergebnis im direkten
MAIPA (GP lIb/llla, GP Ib/IX oder GP V) und positivem Testergebnis im PIFT
nicht signifikant niedriger als bei Kindern mit positivem Testergebnis im
direkten MAIPA (GP lIb/llla, GP Ib/IX oder GP V) und negativem Testergebnis
im PIFT (P > 0,05, Kruskal-Wallis Test). Bei Erwachsenen mit positivem
Testergebnis im direkten MAIPA (GP lIb/llla, GP Ib/IX oder GP V) und
positivem Testergebnis im PIFT war die Thrombozytenzahl signifikant
niedriger als bei Erwachsenen mit positivem Testergebnis im direkten MAIPA
(GP lIb/llla, GP Ib/IX oder GP V) und negativem Testergebnis im PIFT
(P =0,0002, Kruskal-Wallis Test).

In Abbildung 32 sind die Thrombozytenzahlen der Kinder und Erwachsenen mit der
Verdachtsdiagnose ITP, die ein Testergebnis im direkten MAIPA (GP lIb/llla, GP Ib/IX
oder GP V) und im PIFT hatten, dargestellt.

Bei 1.944 Kindern wurde der direkte MAIPA (GP lIb/llla, GP Ib/IX oder GP V) und der
PIFT durchgefihrt. 180 (9,26 %) Kinder hatten im direkten MAIPA und im PIFT ein
positives Testergebnis. 393 (20,22 %) Kinder hatten ein positives Testergebnis im
direkten MAIPA und ein negatives Testergebnis im PIFT; ein positives Testergebnis im
PIFT und ein negatives im direkten MAIPA hatten 277 (14,25 %) Kinder. Negative
Testergebnisse im direkten MAIPA und im PIFT hatten 1.094 (56,27 %) Kinder.

Der Median der Thrombozytenzahl lag bei Kindern mit positivem Testergebnis im
direkten MAIPA und im PIFT mit 39 G/L (20-71 G/L) nicht signifikant niedriger als bei
Patienten mit positivem Testergebnis im direkten MAIPA und negativem Testergebnis
im PIFT (40 G/L (21-82 G/L)) (P > 0,05, Kruskal-Wallis Test). Der Unterschied der
Thrombozytenzahl der Patienten mit negativem Testergebnis im direkten MAIPA und
positivem Testergebnis im PIFT (91 G/L (51,5-148,5 G/L)) und der Patienten mit
positivem Testergebnis im direkten MAIPA und negativem Testergebnis im PIFT
(40 G/L (21-82 G/L)) war signifikant (P < 0,0001, Kruskal-Wallis Test). Patienten mit
positivem Testergebnis im direkten MAIPA und im PIFT hatten mit einem Median der
Thrombozytenzahl von 39 G/L (20-71 G/L) einen signifikant niedrigeren Wert als
Patienten mit einem negativen Testergebnis im direkten MAIPA und im PIFT
(99 G/L (58-155 G/L)) (P < 10,0001, Kruskal-Wallis Test). Nicht signifikant
unterschiedlich war der Median der Thrombozytenzahl der Patienten mit positivem
Testergebnis im PIFT und negativem Testergebnis im direkten MAIPA (91 GI/L
(51,5-148,5 G/L)) und der Patienten mit negativem Testergebnis im direkten MAIPA
und PIFT (99 G/L (58-155 G/L)) (P > 0,05, Kruskal-Wallis Test).

83



Bei 10.974 Erwachsenen wurde der direkte MAIPA (GP lib/llla, GP Ib/IX oder GP V)
und der PIFT durchgefihrt. 517 (4,71 %) Patienten hatten im direkten MAIPA und im
PIFT ein positives Testergebnis. 1.328 (12,10 %) Patienten hatten ein positives
Testergebnis im direkten MAIPA und ein negatives Testergebnis im PIFT; ein positives
Testergebnis im PIFT und ein negatives im direkten MAIPA hatten 1.421 (12,95 %)
Patienten. Ein negatives Testergebnis im direkten MAIPA und im PIFT hatten 7.708
(70,24 %) Patienten.

Der Median der Thrombozytenzahl lag bei Erwachsenen mit positivem Testergebnis im
direkten MAIPA und im PIFT mit 41 G/L (17-77 G/L) signifikant niedriger als bei
Patienten mit positivem Testergebnis im direkten MAIPA und negativem Testergebnis
im PIFT (52 G/L (24-90 G/L)) (P = 0,0002, Kruskal-Wallis Test). Der Unterschied der
Thrombozytenzahl der Patienten mit negativem Testergebnis im direkten MAIPA und
positivem Testergebnis im PIFT (88 G/L (56-124 G/L)) und der Patienten mit positivem
Testergebnis im direkten MAIPA und negativem Testergebnis im PIFT (52 G/L
(24-90 G/L)) war signifikant (P < 0,0001, Kruskal-Wallis Test). Patienten mit positivem
Testergebnis im direkten MAIPA und im PIFT hatten mit einem Median der
Thrombozytenzahl von 41 G/L (17-77 G/L) einen signifikant niedrigeren Wert als
Patienten mit einem negativen Testergebnis im direkten MAIPA und im PIFT (88 G/L
(56-124 GI/L)) (P < 0,0001, Kruskal-Wallis Test). Ebenfalls unterschiedlich war der
Median der Thrombozytenzahl der Patienten mit positivem Testergebnis im PIFT und
negativem Testergebnis im direkten MAIPA (84 G/L (51-119 G/L)) und den Patienten
mit negativem Testergebnis im direkten MAIPA und PIFT (88 G/L (56-124 G/L)), der
Unterschied war mit einem P-Wert = 0,0144 leicht signifikant (*) (Kruskal-Wallis Test).

Ein mit der Thrombozytenzahl assoziierter additiver Effekt durch das zusatzliche
Vorkommen eines positiven Testergebnisses im PIFT zeigte sich bei Kindern mit
positivem Testergebnis im direkten MAIPA (GP IIb/llla, GP Ib/IX oder GP V) nicht
(P > 0,05, Kruskal-Wallis Test). Bei den Erwachsenen mit positivem Testergebnis im
direkten MAIPA (GP lib/llla, GP Ib/IX oder GP V) hingegen konnte ein signifikanter
Effekt durch das zusatzliche Vorkommen eines positiven Testergebnisses im PIFT auf

die Thrombozytenzahlerniedrigung gezeigt werden (P = 0,0002, Kruskal-Wallis Test).
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Abbildung 32: Thrombozytenzahl bei Kindern und Erwachsenen mit Verdachtsdiagnose ITP und
mit positivem oder negativem Testergebnis im direkten MAIPA und im PIFT

Thrombozytenzahl bei Kindern und Erwachsenen mit Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem oder
negativem Testergebnis im direkten MAIPA (DM) und im Plattchenimmunfluoreszenztest (PIFT) (Kinder:
n=1947; Erwachsene: n=10993). DM positiv: Thrombozytenassoziierte Antikdrper gegen die untersuchten
Glykoproteinkomplexe GP  llb/llla, GP Ib/IX oder GP V nachweisbar. PIFT positiv:
Thrombozytenassoziierte Antikdrper nachweisbar. DM negativ: Thrombozytenassoziierte Antikbrper gegen
die untersuchten Glykoproteinkomplexe GP IIb/llla, GP Ib/IX und GP V nicht nachweisbar. PIFT negativ:
Thrombozytenassoziierte Antikdrper nicht nachweisbar. Kruskal-Wallis Test fir Kinder und Erwachsene:
P<0.0001.

Mediane Thrombozytenzahl bei Kindern:

. Fehlende
DM PIFT n (1947) Median IQR Angaben
- - 1096 99 58-155 2
+ - 393 40 21-82 0
- + 278 91 51,5-148,5 1
+ + 180 39 20-71 0
Mediane Thrombozytenzahl bei Erwachsenen:

. Fehlende
DM PIFT n (10993) Median IQR Angaben
- - 7721 88 56-124 13
+ - 1329 52 24-90 1
- + 1424 84 51-119 3
+ + 519 41 17-77 2

85



4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden 18.579 Patienten mit der Verdachtsdiagnose ITP
aus dem Thrombozytenlabor des Instituts fir Klinische Immunologie,
Transfusionsmedizin und H&amostaseologie der Justus-Liebig-Universitat GielRen
hinsichtlich der Fragestellung ,Assoziation zwischen dem Nachweis von
thrombozytaren Autoantikérpern und Schweregrad der Immunthrombozytopenie®
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass der Nachweis von thrombozytaren
Autoantikdrpern gegen die Glykoproteinkomplexe GP lIb/llla, GP Ib/IX und GPV bei
Kindern und Erwachsenen mit dem Schweregrad der Immunthrombozytopenie

assoziiert ist.

4.1 Einordnung der Zusammensetzung des Patientenkollektivs

Das Besondere an dieser Arbeit ist die Zusammensetzung des Patientenkollektivs. Wir
haben Patienten analysiert, bei denen im Zeitraum vom 01.01.2000 bis zum
30.06.2019 der Verdacht auf eine ITP bestand. Bisherige Studien zur Bedeutung von
thrombozytéaren Autoantikbrpern bei der ITP haben sich hauptsachlich auf
Patientengruppen konzentriert, bei denen die Diagnose ITP bereits gestellt wurde [1,

86, 93, 95]. Im Folgenden wird hierauf ndher eingegangen.

Soweit bekannt, ist bisher keine Studie zur Assoziation von thrombozytéaren
Autoantikdrpern und dem Schweregrad der ITP bei Patienten ohne a priori Annahme
der Diagnose beschrieben worden. Dadurch ist die Einordnung der Ergebnisse dieser
Arbeit in die aktuelle Literatur teils erschwert. In einer Studie von Porcelijn et al. wird
der direkte MAIPA bei 165 Patienten mit der Verdachtsdiagnose ITP durchgefiuhrt,
jedoch fehlt eine detaillierte Analyse des Schweregrades der Thrombozytopenie der

einzelnen Patientengruppen (positiver/negativer direkter MAIPA) [85].

4.2 ITP-Patientenkollektiv

Bei den 3.548 Kindern mit der Verdachtsdiagnose ITP dieser Arbeit sind 45,66 %
weiblich und 54,34 % mannlich (Verhaltnis Madchen zu Jungen 1:1,19). Die 15.031
Erwachsenen setzen sich aus 47,16 % Frauen und 52,84 % Mannern zusammen
(Verhaltnis 1:1,12). Epidemiologische Studien zur ITP variieren hinsichtlich des
Studiendesigns, der Einschlusskriterien und der Ergebnisse [48]. Kohli & Chaturvedi
kommen in ihrer Ubersichtsarbeit zur Epidemiologie der ITP zu dem Ergebnis, dass
Frauen insgesamt haufiger betroffen sind, wahrend mannliche Patienten im Kindesalter
und im Alter Gber 75 Jahren haufiger betroffen sind [48, 97]. Ein direkter Vergleich mit
den Ergebnissen dieser Arbeit ist eingeschrankt moglich, da in der Literatur Angaben
von Patienten mit diagnostizierter ITP vorliegen [48, 97]. Das Geschlechterverhaltnis

der Kinder mit der Verdachtsdiagnose ITP dieser Arbeit entspricht dem der Kinder mit
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diagnostizierter ITP in der Literatur, wahrend bei den Erwachsenen ein umgekehrtes

Geschlechterverhaltnis vorliegt [48, 97].

Der Altersmedian bei Kindern mit der Verdachtsdiagnose ITP ist mit 9 Jahren (IQR 4-
14) Uber dem von Kuhne et al. angegebenen Mittelwert von 5,4 Jahren [50]. Auch
Singh et al. geben einen Haufigkeitsgipfel von 2-5 Jahren an [101]. Anzumerken ist
jedoch, dass bei den genannten Studien andere Altersgrenzen genutzt wurden (16 und
17 Jahre in den Studien vs. 18 Jahre in dieser Arbeit) [50, 101]. Bei den Erwachsenen
liegt der Altersmedian mit 60 Jahren (IQR 43-72) im oberen Bereich der in der Literatur
schwankenden Angaben von 39-65 Jahren [1, 29, 49, 50, 70, 77]. Matzdorff et al.
haben 2020 eine Tendenz zu einem hoheren, mittleren Erkrankungsalter um die 60

Jahre beobachtet, was mit dem Patientenkollektiv dieser Arbeit Ubereinstimmt [59].

Nach internationaler Ubereinkunft spricht man von einer ITP, wenn die
Thrombozytenzahl < 100 G/L liegt [59]. Rodeghiero fiihrte hierzu 2009 eine
Standardisierung der ITP-Terminologie und Definition ein [91]. In dieser Arbeit liegt der
Median der Thrombozytenzahl bei den Kindern mit der Verdachtsdiagnose ITP bei
53 G/L (IQR 20-109), bei den Erwachsenen bei 74 G/L (IQR 36-115 G/L); der
Unterschied zwischen Jungen und Madchen ist nicht signifikant, bei den Erwachsenen
haben Manner (71 G/L (IQR 34-111 G/L) signifikant niedrigere Thrombozytenzahlen
als Frauen (76 G/L (IQR 38-120 G/L) (P < 0,0001, Mann-Whitney Test). Frederiksen &
Schmidt bestatigen diesen Einfluss des Geschlechts in ihrer Studie; Manner haben
signifikant niedrigere Thrombozytenzahlen als Frauen [29]. Die Verteilung der
Thrombozytenzahl bei Kindern und Erwachsenen ist linksgipflig. Im Vergleich zu
Erwachsenen haben Kinder signifikant niedrigere Thrombozytenzahlen (P < 0,0001,
Mann-Whitney Test). Kiihne et al. haben in ihrer Studie ebenfalls festgestellt, dass die
Verteilung der Thrombozytenzahl linksgipflig ist und niedrige Thrombozytenwerte

haufiger bei Kindern vorkommen [50].

4.3 Direkter MAIPA

4.3.1 Stellung des direkten MAIPA in der Diagnostik der ITP

Bei den Patienten wurde unter anderem der direkte MAIPA durchgefihrt, der Teil des
Laborprofils ,V.a. ITP* in unserem Thrombozytenlabor ist. Im direkten MAIPA kdnnen
glykoproteinspezifisch zellgebundene thrombozytare Autoantikbrper nachgewiesen
werden [43]. Ein positives Testergebnis im direkten MAIPA ist ein zuverlassiger
Pradiktor fir das Vorliegen einer ITP [93, 102].
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4.3.2 Nachweis thrombozytarer Antikorper gegen GP llb/llla, GP Ib/IX oder GP V
Eine Fragestellung dieser Arbeit ist, inwiefern der Nachweis thrombozytarer
Autoantikdrper gegen die Glykoproteinkomplexe GP llb/llla, GP Ib/IX und GP V und die
Thrombozytenzahl bei Patienten mit der Verdachtsdiagnose ITP assoziiert sind und
welche klinische Relevanz sich dadurch fir die ITP ergibt. Neben den
Hauptzielantigenen GP llb/llla und GP Ib/IX, haben Vollenberg et al. gezeigt, dass
auch das Glykoprotein GP V ein relevantes Zielantigen der ITP darstellt [113].

In dieser Arbeit haben Jungen und Madchen gleich haufig ein positives Testergebnis
im direkten MAIPA (weiblich: 287 (50,09 %); mannlich: 286 (49,91 %)). Bei den
Erwachsenen sind 973 (52,34 %) der Patienten mit positivem Testergebnis im direkten
MAIPA weiblich, 886 (47,66 %) mannlich. Fabris et al. berichten in ihrer Studie von
einer uUberwiegenden Anzahl von Frauen mit nachgewiesenen thrombozytaren
Antikérpern, wobei der Anteil bei 76 % liegt und somit héher als in dieser Arbeit.

Allerdings ist zu beachten, dass die Studienkohorte nur aus 25 Patienten bestand [27].

Der Median der Thrombozytenzahl ist bei Patienten mit positivem Nachweis
thrombozytarer Antikdrper gegen die Glykoproteinkomplexe GP lIb/llla, GP Ib/IX oder
GP V im direkten MAIPA signifikant niedriger als bei Patienten mit negativem
Testergebnis thrombozytarer Antikbrper gegen die Glykoproteinkomplexe GP llb/llla,
GP Ib/IX und GP V; dies gilt fur Kinder (positiv: 39 G/L (IQR 20-78,5 G/L), negativ:
97,5 G/L (58-154 G/L)) und Erwachsene (positiv: 48 G/L (IQR 21-86 G/L), negativ:
88 G/L (55-124 G/L)) (P < 0,0001, Mann-Whitney Test). Bei der separaten Betrachtung
der einzelnen Glykoproteine (GP llb/llla, GP Ib/IX, GP V) ist der Nachweis
thrombozytarer Autoantikorper mit einer Thrombozytenzahlerniedrigung assoziiert.
Bereits bei einem grenzwertig positiven (+) Testergebnis im direkten MAIPA GP llb/llla,
GP Ib/IX bei Kindern und GP lIb/llla, GP Ib/IX, GP V bei Erwachsenen ist ein
signifikanter Unterschied zu Patienten mit negativen Testergebnis fir das jeweilige
Glykoprotein festzustellen (Kinder: GP llb/llla: P = 0,0007, GP Ib/IX: P = 0,0032;
Erwachsene: GP IIb/llla: P < 0,0001, GP Ib/IX: P < 0,0001, GP V: P = 0,0004; Kruskal-
Wallis Test). Diese Ergebnisse legen nahe, dass schon geringe Antikbrpermengen
einen Einfluss auf die Thrombozytenzahlerniedrigung haben. In der Ubersichtsarbeit
von Porcelijn et al. zur Bewertung der relevanten Literatur von 1984-2020 zum
Nachweis glykoproteinspezifischer Antikdrper bei ITP-Patienten wird deutlich, dass in
vielen Studien die Angabe der Thrombozytenzahl fehlt [86]. In 15 von 27 untersuchten
Studien wird die Thrombozytenzahl der Patienten angegeben; in nur 4 davon wird
zwischen der Thrombozytenzahl bei Patienten mit und ohne Antikbrpernachweis

unterschieden [22, 27, 86]. Hervorzuheben ist, dass bei diesen Studien nur Patienten
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mit der gestellten Diagnose ITP inkludiert wurden [86]. Davoren et al. haben bei ITP-
Patienten mit positivem Nachweis von thrombozytdren Antikbrpern niedrigere
Thrombozytenzahlen (72 G/L + 11 G/L) beobachtet als bei Patienten ohne (87 G/L +
9 G/L); dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant (P = 0,3) [22]. Es ist zu
beachten, dass der Nachweis der Antikérper durch eine andere direkte Labormethode
(PakAuto) erfolgte, nur der Mittelwert der Thrombozytenzahl angegeben war und die
analysierten Antigenspezifitaten (GP lIb/llla, GP Ib/IX, GP la/lla) von denen in dieser
Arbeit abweichen [22]. Auch Fabris et al. stellen niedrigere Thrombozytenzahlen bei
Patienten mit Nachweis von Anti-GP lIb/llla- oder Anti-GP Ib/IX-Antikérpern (38 G/L +
33 G/L) als bei Patienten ohne (45 G/L + 24 G/L) fest [27]. Der Nachweis der
Antikorper erfolgte mit dem sogenannten MACE (modified antigen capture ELISA); ob
ein signifikanter Unterschied besteht wurde nicht analysiert [27]. Es gab keinen
signifikanten Unterschied in der Thrombozytenzahl zwischen Patienten mit und ohne
Antikorper gegen GP lIb/llla oder GP Ib/IX in der Studie von Stockelberg et al. (101
+120 vs. 136 £ 133 G/L, P > 0,05) [105]. Nur Hou et al. haben einen signifikanten
Unterschied der Thrombozytenzahl zwischen Patienten mit und ohne Anti-GP Ib/IX-
Antikorper gefunden (93 £ 101 vs. 119 £ 103 G/L, P < 0,05) [37]. In allen vier Studien
ist die Patientenkohorte mit n = 217 bei Davoren et al., n = 50 bei Fabris et al., n = 65
bei Stockelberg et al. und n = 60 bei Hou et al. deutlich geringer als in dieser Arbeit
(n=18.579) [22, 27, 37, 105]. Es wird deutlich, dass sich bisherige Studien zur
Relevanz der Antikdrper und der Thrombozytenzahl der ITP auf kleine Stichproben von
bereits diagnostizierten Patienten beschranken. In dieser Arbeit wird erstmals an einer
grof3en Anzahl von Patienten mit Verdacht auf ITP gezeigt, dass es einen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem Nachweis thrombozytarer Antikorper und der

Thrombozytopenie gibt.

Bei 496/2.714 (18,28 %) der Kinder mit der Verdachtsdiagnose ITP finden sich im
direkten MAIPA Antikorper gegen GP lIb/llla, bei 267/2.183 (12,23 %) gegen GP Ib/IX
und bei 205/1.674 (12,25 %) gegen GP V. Bei den Erwachsenen haben 1.382/13.276
(10,41 %) Antikérper gegen GP lIb/llla, 1.021/12.346 (8,27 %) gegen GP Ib/IX und
688/10.402 (6,61 %) gegen GP V. Im direkten MAIPA werden pro untersuchte
Antikorperspezifitat 20 Millionen Patiententhrombozyten bendétigt, weswegen
insbesondere bei Patienten mit niedrigen Thrombozytenwerten nicht alle drei
Glykoproteine getestet werden konnten und die Anzahl der durchgeflihrten Tests in der
Reihenfolge der untersuchten Glykoproteine (1. GPlIb/llla, 2. GP Ib/IX, 3. GP V) sinkt
(siehe Tabelle 9, Tabelle 10). Dies wird auch dadurch deutlich, dass die Mediane der
Thrombozytenzahl in der Reihenfolge der untersuchten Glykoproteinkomplexe
ansteigen (GP lIb/llla < GP Ib/IX < GP V). In der zuvor genannten Ubersichtarbeit von
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Porcelijn et al. liegt die Haufigkeit der thrombozytaren Antikdrper bei ITP-Patienten je
nach Studie zwischen 29-90 % [86]. Die analysierten Zielantigene unterscheiden sich
(GP lib/llla, GP Ib/1X, GP V, GP la/lla, GP IV); die Stichprobengréfien variieren stark
und schwanken zwischen n = 8-1.140 [86]. In der umfangreichsten Untersuchung von
Vollenberg et al. mit einer Stichprobengrof’e von n=1.140 weisen 343 (30 %) der
Patienten Antikérper gegen die Glykoproteine GP lIb/llla, GP Ib/IX und/oder GP V auf;
die drei Antikdrperspezifitdten treten dabei in ahnlicher Haufigkeit auf (GP lIb/llla: 242
(21 %), GP Ib/IX: 232 (20 %), GP V: 222 (19 %)) [113]. Somit ist der Nachweis von
thrombozytaren Antikdrpern bei Patienten mit der Verdachtsdiagnose ITP in dieser
Arbeit geringer als in der Literatur beschrieben. Ein direkter Vergleich ist jedoch nur
begrenzt mdglich, da in der vorliegenden Arbeit Patienten mit der Verdachtsdiagnose
ITP untersucht werden, wahrend in der Literatur meistens Patienten mit bereits

diagnostizierter ITP betrachtet werden [86].

In der linearen Regressionsanalyse zeigt der semiquantitative Score bei Patienten mit
positivem Testergebnis im direkten MAIPA GP llb/llla, GP Ib/IX oder GP V eine
Assoziation mit der Thrombozytenzahl (Kinder: GP llb/llla: R?=0,605 (r=-0,77); GP
Ib/IX: R®=0,5053 (r=-0,66); GP V: R?=0,9252 (r=-1,00; Erwachsene: GP lIb/llla:
R?=0,6901 (r=-0,83); GP Ib/IX: R?=0,573 (r=-0,55); GP V: R?=0,7721 (r=-0,83)). In der
Spearman-Korrelationsanalyse ist diese bei Kindern beim GP V (P=0,0014), bei
Erwachsenen bei GP llb/llla (P=0,03) und GP V (P=0,03) signifikant. In der Literatur
finden sich nur wenige Daten Uber die potenzielle Bedeutung der Antikbrpermenge
[93]. Brighton et al. beobachten eine nicht signifikante Tendenz zwischen erhéhter
Antikbrpermenge und niedrigen Thrombozytenzahlen bei ITP-Patienten, bei McMillan
et al. kann diese Korrelation in einer groReren, prospektiven Studie nicht
nachgewiesen werden [11, 62]. Eine Korrelation zwischen der Menge gebundener
Antikoérper und der Thrombozytenzahl, wie in dieser Arbeit beschrieben, ist bisher nicht
festgestellt worden [93]. Allerdings ist zu beachten, dass bei der linearen
Regressionsanalyse dieser Arbeit lediglich die Mediane der Thrombozytenzahl
berlcksichtigt wurden. Weitere Studien zu diesem Thema sind erforderlich, um den

tatsachlichen Nutzen zu bewerten und die Ergebnisse dieser Arbeit zu bestatigen.

Bei Kindern mit der Verdachtsdiagnose ITP und positivem Testergebnis im direkten
MAIPA zeigt sich kein additiver Effekt der beiden Antikérperspezifitaten GP lIb/llla und
GP Ib/IX auf die Thrombozytenzahlerniedrigung (GP lIb/llla, GP Ib/IX: P > 0,05,
Kruskal-Wallis Test); bei den Erwachsenen besteht ein additiver Effekt bei
gleichzeitigem Vorkommen der zwei Antikorperspezifitaten (GP IIb/llla: P = 0,0009; GP
Ib/IX: P <0,0001, Kruskal-Wallis Test) auf die Thrombozytenzahlerniedrigung. Dieser
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Effekt besteht nicht bei Vorliegen einer weiteren, dritten Antikérperspezifitat gegen GP
V (P >0,05 Kruskal-Wallis Test). Al-Samkari et al. haben gezeigt, dass bei
Erwachsenen mit zunehmender Anzahl positiver Antikbrper die Wahrscheinlichkeit
héher ist, einen schwerwiegenden Verlauf der ITP, definiert als Auftreten
behandlungsbedurftiger Blutungssymptome, zu entwickeln [1]. Unter der Annahme,
dass Blutungen vermehrt bei Patienten mit geringen Thrombozytenzahlen auftreten,
entspricht die von Al-Samkari et al. festgestellte Korrelation dem in dieser Arbeit
dargelegten additiven Effekt zweier Antikdrperspezifitaten (GP llb/llla, GP Ib/IX) auf die
Thrombozytenzahlerniedrigung bei Erwachsenen [1, 48]. Anders als bei Al-Samkari et
al. kann in dieser Arbeit der Effekt von drei Antikorperspezifitaten auf die
Thrombozytenzahlerniedrigung nicht bestatigt werden. Limitationen der Studie von Al-
Samkari et al. sind die von dieser Arbeit abweichenden Antikérperspezifitaten (GP
lIb/llla, GP Ib/1X, GP la/lla), fehlende Angaben der Thrombozytenzahl der einzelnen
Patientengruppen (keine, eine, zwei, drei Antikérperspezifitdt/en) und fehlende

Untersuchungen bei Kindern [1].

In  unserer Arbeit gilt der positive Nachweis und die Menge von
glykoproteinspezifischen, thrombozytar gebundenen Autoantikbrpern gegen die
Glykoproteinkomplexe GP llb/llla, GP Ib/IX und GPV als Risikofaktor fir eine
erniedrigte  Thrombozytenzahl bei Patienten mit der Verdachtsdiagnose ITP. Bei
Erwachsenen ist das gleichzeitige Vorkommen von Anti-GP llb/llla- und Anti-GP Ib/IX-
Antikorpern als Risikofaktor fiir eine Thrombozyten-zahlerniedrigung anzusehen, bei

Kindern ist dies nicht der Fall.

4.4 Indirekter MAIPA

In der Literatur besteht Konsens dartber, dass der indirekte MAIPA zur Detektion von
freien, glykoproteinspezifischen Autoantikérpern im Rahmen der ITP-Diagnostik nicht
empfohlen wird [93]. Der indirekte MAIPA hat eine sehr geringe Sensitivitat und ist dem
direkten MAIPA unterlegen [116].

4.41 Nachweis freier Antikérper gegen GP llb/llla, GP Ib/IX oder GP la/lla
In dieser Arbeit wird die Fragestellung behandelt, inwiefern der Nachweis freier
Autoantikérper gegen die Glykoproteinkomplexe GP llb/llla, GP Ib/IX und GP la/lla und

die Thrombozytenzahl bei Patienten mit der Verdachtsdiagnose ITP assoziiert sind.

Der Median der Thrombozytenzahl ist bei Patienten mit positivem Nachweis freier
Antikérper gegen die Glykoproteinkomplexe GP lIb/llla, GP Ib/IX oder GP la/lla im
indirekten MAIPA signifikant niedriger als bei Patienten mit fehlendem Nachweis
thrombozytarer Antikérper gegen die Glykoproteinkomplexe GP llb/llla, GP Ib/IX und

GP la/lla; dies gilt fur Kinder (positiv: 23 G/L (IQR 9-64 G/L), negativ: 31 G/L
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(13-76,5 G/L)) und Erwachsene (positiv: 46 G/L (IQR 12-94 G/L), negativ: 64 G/L
(20,75-109 G/L)) (Kinder: P = 0,0055, Erwachsene: P < 0,0001, Mann-Whitney Test).
Bei der separaten Betrachtung der einzelnen Glykoproteine ist der Nachweis freier
Autoantikérper gegen GP lIb/llla und GP Ib/IX bei Kindern und gegen GP llIb/llla,
GP Ib/IX und GP la/lla bei Erwachsenen mit einer Thrombozytenzahlerniedrigung
assoziiert. Die Unterschiede der Thrombozytenzahl zwischen Patienten mit und ohne
Antikorper sind im indirekten MAIPA weniger ausgepragt als im direkten MAIPA. Auch
Grimaldi et al. haben einen signifikanten Unterschied der Thrombozytenzahl zwischen
ITP-Patienten mit und ohne freie Antikérper im indirekten MAIPA festgestellt [31].
Patienten mit freien Antikbrpern haben eine niedrigere Thrombozytenzahl (3 G/L
(IQR 1-13 G/L)) im Vergleich zu Patienten ohne Antikdrper (10,5 G/L (IQR 4-29,5 G/L))
(P = 0,01, Wilcoxon-Mann-Whitney Test). Die niedrigen Thrombozytenwerte, die unter
denen in dieser Arbeit ermittelten Werte liegen, kdnnen durch die Einschlusskriterien
der Studie von Grimaldi et al. erklart werden, da nur Patienten mit einem einmalig
gemessenen Thrombozytenwert von < 50 G/L eingeschlossen wurden; ferner waren
alle Patienten > 15 Jahre alt und die Kohorte vergleichsweise klein (n = 108) [31].
Grimaldis und unsere Ergebnisse legen nahe, dass freie Autoantikdrper ein
Risikofaktor flr eine Thrombozytopenie sind, auch wenn ein direkter Vergleich nur

begrenzt moglich ist.

Freie Autoantikdrper gegen den Glykoproteinkomplex GP IIb/llla sind bei 332/1.018
(32,61 %) Kindern nachweisbar. 283/1.008 (28,08 %) Kinder haben freie Antikdrper
gegen GP Ib/IX, 158/1.013 (15,60 %) gegen GP la/lla. Bei den Erwachsenen haben
1.104/3.711 (29,75 %) freie Antikdrper gegen GP lIb/llla, 836/3.691 (22,65 %) gegen
GP Ib/IX und 500/3.702 (13,51 %) gegen GP la/lla. In der Literatur werden selektiv
gegen GP llb/llla gerichtete freie Antikérper bei 10,3-48,1 % und selektiv gegen GP
Ib/IX gerichtete Antikorper bei 7,7-50,6 % der ITP-Patienten im indirekten MAIPA
nachgewiesen [11, 44, 63, 72]. In Untersuchungen zum Vorkommen freier Antikdrper
bei ITP-Patienten werden Anti-GP la/lla-Antikérper seltener bericksichtigt [86]. He et
al. haben bei 6,4 % der ITP-Patienten freie Antikérper gegen GP la/lla nachgewiesen,
wahrend Meyer et al. einen héheren Anteil von 36,4 % fanden [34, 64]. Die in dieser
Arbeit beobachtete Haufigkeit freier Antikdrper gegen GP llb/llla, GP Ib/IX und GP

la/lla entspricht den in der Literatur verbreiteten Angaben.

Zu beachten ist, dass der indirekte MAIPA laut Laborprotokoll nur bei ca. einem Drittel
der Patienten (Kinder: ca. 32 %, Erwachsene: ca. 28 %) durchgefiuhrt wurde,
weswegen die Prozentzahlen auf die Gesamtkohorte betrachtet niedriger sind.
Insgesamt sind bei 507/3.548 (14,29 %) der Kinder und 1.780/15.031 (11,84 %) der
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Erwachsenen freie Antikbrper gegen mindestens einen der drei untersuchten
Glykoproteinkomplexe (GP llb/llla, GP Ib/IX, GP la/lla) nachweisbar. Die in der
Literatur angegebene Haufigkeit freier Antikérper bei ITP-Patienten liegt mit 9-25 % im
Bereich der in dieser Arbeit ermittelten Werte bei Patienten mit der Verdachtsdiagnose
ITP [11, 31, 34, 72]. Einer der Grunde fur die geringe Nachweisbarkeit im indirekten
MAIPA kénnen niedrigaffine Antikérper sein, wie Vollenberg et al. am Beispiel von
freien Anti-GP V-Antikorpern zeigen konnten [113]. Shestra et al. vermuten, dass
Antikorper im Knochenmark an Megakaryozyten und Thrombozyten binden und diese

zerstoren, was zum Fehlen detektierbarer Antikorper im peripheren Blut flihrt [99].

In der linearen Regressionsanalyse zeigt der semiquantitative Score bei Kindern mit
positivem Testergebnis im indirekten MAIPA GP llb/llla und bei Erwachsenen mit
positivem Testergebnis im indirekten MAIPA GP llb/llla und GP Ib/IX eine Assoziation
mit der Thrombozytenzahl (Kinder: GP llb/llla: R?=0,9792 (r=-0,99); Erwachsene:
GP lib/llla: R?=0,9422 (r=-0,94); GP Ib/IX: R*=0,9506 (r=1,00)). In der Spearman-
Korrelationsanalyse ist diese bei Kindern beim GP llb/llla (P=0,0028), bei
Erwachsenen bei GP llb/llla (P=0,0167) und GP Ib/IX (P=0,0028) signifikant. Wie
bereits beim direkten MAIPA (4.3.2) beschrieben, liegen wenige Studien zum
Zusammenhang zwischen Antikdrperspiegel und Thrombozytenzahl vor [93]. In den
dort genannten Studien von Brighton et al. und McMillan et al. werden freie Antikérper
und die Thrombozytenzahl nicht separat untersucht [11, 62]. Erneut ist zu beachten,
dass bei der linearen Regressionsanalyse dieser Arbeit lediglich die Mediane der
Thrombozytenzahl bertcksichtigt wurden. Unsere Ergebnisse legen nahe, dass eine

erhdhte Menge freier Antikdrper mit einer niedrigeren Thrombozytenzahl einhergeht.

Bei Erwachsenen mit der Verdachtsdiagnose ITP und positivem Testergebnis im
indirekten MAIPA zeigt sich ein additiver Effekt der beiden Antikérperspezifitaten
GP lIb/llla und GP Ib/IX auf die Thrombozytenzahlerniedrigung (GP llb/llla: P = 0,0021;
GP Ib/IX: P = 0,0162, Kruskal-Wallis Test); bei Kindern besteht dieser nicht (GP IIb/llla,
GP Ib/IX: P > 0,05, Kruskal-Wallis Test). Dieser Effekt besteht nicht bei Vorliegen einer
weiteren, dritten Antikdrperspezifitdt gegen GP la/lla (P > 0,05, Kruskal-Wallis Test).
Unseres Wissens existiert keine Studie, die den Zusammenhang zwischen dem
Vorkommen multipler, freier Antikorperspezifitaten und der Thrombozytenzahl bei ITP-

Patienten untersucht.

In unserer Arbeit gilt der positive Nachweis, die Menge und die Anzahl von freien
Autoantikdrpern gegen die Glykoproteinkomplexe GP llb/llla und GP Ib/IX als
Risikofaktor fir eine erniedrigte Thrombozytenzahl bei Erwachsenen mit der

Verdachtsdiagnose ITP. Bei Kindern gilt der positive Nachweis von freien Anti-

93



GP lIb/llla- und Anti-GP Ib/IX-Antikérpern und die Menge von Anti-GP llb/llla-

Antikorpern als Risikofaktor.

4.5 Kombination direkter und indirekter MAIPA
Eine weitere Fragestellung dieser Arbeit ist, ob das gleichzeitige Vorhandensein von
freien und gebundenen Thrombozyten-Autoantikdrpern ein mdglicher Risikofaktor fur

eine niedrigere Thrombozytenzahl bei Patienten mit der Verdachtsdiagnose ITP ist.

Die Thrombozytenzahl ist bei Patienten mit positivem Nachweis gebundener und freier
Antikérper gegen GP lIb/llla (Kinder: 30 G/L (IQR 13-56 G/L), Erwachsene: 33 G/L
(IQR 15-73 G/L)) oder GP Ib/IX (Kinder: 47 G/L (IQR 23-63 G/L), Erwachsene: 41,5
G/L (IQR 24-77 G/L)) nicht signifikant niedriger als bei Patienten, bei denen nur
gebundene Antikorper gegen das jeweilige Glykoprotein nachweisbar sind (GP llb/llla:
Kinder: 40 G/L (IQR 23,5-77,5 G/L), Erwachsene: 40 G/L (IQR 17-67,75 G/L); GP Ib/IX:
Kinder: 66 G/L (IQR 26-95,5 G/L), Erwachsene: 48,5 G/L (IQR 22-77,75 G/L)) (P >
0,05, Kruskal-Wallis Test). Diese Beobachtung gilt gleichermafien fiir Kinder und
Erwachsene. Obwohl der Nachweis von freien Antikérpern allein als Risikofaktor flir
eine Thrombozytenzahlerniedrigung gilt, wie oben beschrieben, scheinen die
gebundenen Antikdrper im Vergleich zu den freien Antikérpern als Risikofaktor fur eine
niedrige Thrombozytenzahl besonders relevant zu sein. Dies lasst sich durch die Rolle
der gebundenen Antikorper in der Pathogenese der ITP erklaren. An Thrombozyten
gebundene Antikérper flihren zu deren vermehrtem Abbau, indem sie die
Phagozytose, Apoptose und Zelllyse der Thrombozyten induzieren kénnen [58]. Durch
gebundene Anti-GP Ib/IX-Antikérper kdnnen Thrombozyten desialysiert und in der
Leber abgebaut werden [55].

Ein mit der Thrombozytenzahl assoziierter additiver Effekt durch zusatzliche freie
Antikdper gegen den Glykoproteinkomplex GP llb/llla oder GP Ib/IX zeigt sich bei

Kindern und Erwachsenen mit der Verdachtsdiagnose ITP nicht.

4.6 Plattchenimmunfluoreszenztest (PIFT)

Ferner haben wir die Assoziation zwischen dem Nachweis von PAIgG im PIFT und der
Thrombozytenzahl untersucht. In den Leitlinien ist der PIFT nicht mehr Bestandteil der
ITP-Diagnostik, da der Nachweis von PAIgG sowohl bei Patienten mit
Thrombozytopenie immunologischer als auch nicht-immunologischer Herkunft gelingt
[39, 46, 88]. Der PIFT ist Teil unseres Laborprofils ,V.a. ITP* und wurde bei > 99 % der
Patienten mit der Verdachtsdiagnose ITP durchgefihrt. Obwohl in unserem
Thrombozytenlabor nur der indirekte PIFT durchgefihrt wird, kann dies als

unmafgeblich angesehen werden, da von dem Borne et al. gezeigt haben, dass bei
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94 % der Thrombozytopenie-Patienten sowohl der direkte als auch der indirekte PIFT

positiv sind [115].

Patienten mit der Verdachtsdiagnose ITP und positivem Testergebnis im PIFT haben
signifikant niedrigere Thrombozytenzahlen als Patienten mit negativem Testergebnis;
dies gilt fur Kinder (positiv: 40 G/L (IQR 15-89 G/L), negativ: 58 G/L (23-115 G/L)) und
Erwachsene (positiv: 59,5 G/L (IQR 23-105 G/L), negativ: 76 G/L (39-116 G/L))
(P <0,0001, Mann-Whitney Test). Brighton et al. haben eine signifikante negative
Korrelation zwischen PAIgG-Nachweis und Thrombozytenzahl gefunden. Eine
Unterscheidung zwischen Patienten mit immunologischer und nicht-immunologischer
Thrombozytopenie erfolgte nicht, ferner wurde eine andere Nachweismethode
verwendet (CELIA) [11]. Bei 24,95 % (821/3.290) der Kinder und 18,26 %
(2.584/14.150) der Erwachsenen sind PAIgG nachweisbar. In der Studie von Porcelijn
et al. wird bei 55 % der Patienten mit der Verdachtsdiagnose ITP PAIgG nachgewiesen
[85]. Laut Joutsi & Kekomaki finden sich bei 53 % der Patienten mit Thrombozytopenie
nachweisbare PAIgG; in der Studie hatten jedoch nur 52/234 Patienten die Diagnose
ITP (22 %) [40]. Eine Angabe der Thrombozytenzahl bei Patienten mit/ohne PAIgG
fehlt in beiden Studien [40, 85]. Die Haufigkeit der positiven Testergebnissen im PIFT

ist in dieser Arbeit niedriger als in der Literatur angegeben.

Bei Kindern mit der Verdachtsdiagnose ITP und positivem Testergebnis im direkten
MAIPA zeigt sich kein additiver Effekt auf die Thrombozytenzahlerniedrigung bei
zusatzlichem Nachweis von PAIgG im PIFT (pos. DM + pos. PIFT: 39 G/L
(IQR 20-71 G/L); pos. DM + neg. PIFT: 40 G/L (IQR 21-82 G/L))(P > 0,05, Kruskal-
Wallis Test). Bei Erwachsenen ist ein additiver Effekt zu beobachten (pos. DM + pos.
PIFT: 41 G/L (IQR 17-77 G/L); pos. DM + neg. PIFT: 52 G/L (IQR 24-90 G/L)) (P =
0,0002, Kruskal-Wallis Test). Entscheidend fir die Thrombozytenzahlerniedrigung
scheint jedoch das Ergebnis im direkten MAIPA zu sein, da Patienten mit negativem
Testergebnis  darin  unabhangig vom  Testergebnis im PIFT  hdhere
Thrombozytenzahlen haben (neg. DM + pos./neg. PIFT: Kinder: 91/99 GIL,
Erwachsene: 84/88 G/L). Von den Patienten mit positivem Testergebnis im direkten
MAIPA haben nur 31,4 % der Kinder und 28 % der Erwachsenen zusatzlich ein
positives Testergebnis im PIFT. In der Literatur wird eine gewisse Korrelation zwischen
den Ergebnissen im PIFT und direkten MAIPA beschrieben. Diese Korrelation wird
jedoch auf die ,echten* GP-PAIgG zuriickgefihrt, die im PIFT zusammen mit anderen
an die Thrombozytenmembran gebundenen Immunglobulinen nachgewiesen werden

[93]. Auch bei der in dieser Arbeit gefundenen Assoziation zwischen positivem direkten
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MAIPA und PIFT bei Erwachsenen koénnen die ,echten® GP-PAIgG im PIFT fir die

Thrombozytenzahlerniedrigung verantwortlich sein.

Bei Kindern und Erwachsenen mit der Verdachtsdiagnose ITP gilt der Nachweis von
PAIgG im PIFT als Risikofaktor fur eine erniedrigte Thrombozytenzahl. Verantwortlich
hierfir konnten die ,echten GP-PAIgG sein, die ebenfalls im PIFT nachgewiesen

wurden, wie der Vergleich von direkter MAIPA und PIFT zeigt.

4.7 Sensitivitat & Spezifitat

Die Sensitivitat der direkten Nachweisverfahren fur thrombozytare Antikdrper variiert in
der Literatur stark, mit Werten zwischen 19 % und 92 %. Die Spezifitat liegt im Bereich
von 76 % bis 100 % [46, 86, 93, 95]. Metaanalysen und systematische
Ubersichtsarbeiten verdeutlichen, dass Studien zu diesem Thema aufgrund einer
Heterogenitdt der  Stichproben (Grélke, Kontroligruppe), Labormethoden
(direkte/indirekte Testverfahren, verwendete Thrombozytenzahl), Nachweisgrenzen
im Labor (OD-Werte) und Zielantigene (GP llb/llla, GP Ib/IX, GP V) eingeschrankt sind
[1, 86, 116].

Da bei unserer Patientenkohorte nur der Verdacht auf eine ITP besteht, haben wir als
Diskriminierungswert eine Thrombozytenzahl </ 100 G/L angenommen, da eine ITP
definitionsgemaf bei einer Thrombozytenzahl < 100 G/L vorliegt [91]. In dieser Arbeit
errechnen sich folgende Spezifititen bei Kindern/Erwachsenen mit der
Verdachtsdiagnose ITP und Nachweis thrombozytarer Antikdrper im direkten MAIPA:
GP lIb/llla = 91 %/95 %, GP Ib/IX = 93 %/96 %, GP V = 93 %/96 %. Die Sensitivitat der
Kinder/Erwachsenen liegt bei: GP lIb/llla = 23 %/14 %, GP 1b/IX = 16 %/11 %, GP V =
16 %/8 %. Eine Metaanalyse von Vrbensky et al., die insgesamt 18 Studien zur
Sensitivitdt und Spezifitdt von Autoantikdrpern gegen GP llb/llla und/oder GP Ib/IX
umfasst, ergibt bei einer gewichteten Durchschnittsberechnung der direkten
Nachweismethoden eine Spezifitat/Sensitivitat von 92 %/48 % fur GP lIb/llla und
98 %/37 % fir GP Ib/IX [116]. Die Angaben der Spezifitat in dieser Arbeit stimmen mit
den hohen Werten in der Literatur Uberein; die Sensitivitat hingegen liegt unter denen
von Vrbensky et al. ermittelten [116]. Eine mdgliche Erklarung hierfir ist, dass bei den
hier untersuchten Patienten die Verdachtsdiagnose ITP besteht; die Studien zur
Ermittlung der Sensitivitdt jedoch meist an Patienten mit der bereits gestellten
Diagnose ITP durchgefiihrt werden [1, 93].

In der Metaanalyse von Vrbensky et al. wird auch der indirekte Nachweis von
Autoantikdrpern bei ITP-Patienten beachtet und ergibt eine Sensitivitat von 24 % beim
GP lIb/llla und 8 % beim GP Ib/IX, sowie eine Spezifitdt von 96 % flir beide

Glykoproteine [116]. In dieser Arbeit errechnen sich folgende Spezifitaten bei
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Kindern/Erwachsenen mit der Verdachtsdiagnose ITP und Nachweis freier
Autoantikérper im indirekten MAIPA: GP lIb/llla =73 %/77 %, GP Ib/IX = 77 %/84 %,
GPla/llla = 84 %/89 %. Die Sensitivitat der Kinder/Erwachsenen liegt bei:
GP lIb/llla = 34 %/32 %, GP Ib/IX = 29 %/25 %, GP la/lla = 16 %/14%. Die Werte der
Spezifitdt dieser Arbeit sind somit niedriger und die der Sensitivitdt hoher als die von

Vrbensky et al. ermittelten [116].

Beim Nachweis von PAIgG errechnen sich folgende Werte der Spezifitat/Sensitivitat
bei Patienten mit der Verdachtsdiagnose ITP: Kinder = 81 %/27 %, Erwachsene =
85 %/ 20 %. Brighton et al. haben ahnliche Werte beim Nachweis von PAIgG bei
Patienten mit Thrombozytopenie ermittelt: Spezifitat (26 %) und Sensitivitat (74 %) [11].
Zu beachten ist, dass bei Brighton et al. lediglich 63 % der Patienten die

Thrombozytopenie auf eine ITP zurtickzufihren war [11].

Die in dieser Arbeit ermittelten Werte sind aufgrund fehlender Patientenangaben nur
begrenzt interpretierbar. Es  fehlen  beispielsweise  Informationen  zum
Behandlungsstatus und zur Erkrankungsdauer, sowie zur abschlieRenden
Diagnosestellung. Es bedarf weiterer Untersuchungen bei Patienten mit der
Verdachtsdiagnose ITP, die noch keine Therapie erhalten haben und bei denen die

Suche nach Antikdrpern im Rahmen der Erstdiagnostik durchgefihrt wird.

4.8 Bedeutung fiir die Klinik

Diese Arbeit zeigt eine Assoziation zwischen dem Nachweis von thrombozytaren
Autoantikérpern und dem Schweregrad der Thrombozytopenie bei Patienten mit
Verdacht auf ITP. Diese kann in verschiedenen Bereichen des klinischen Alltags der

ITP nitzlich sein.

Die Diagnosestellung der ITP und der Nachweis thrombozytarer Autoantikérper als ein
Bestandteil der Diagnostik werden international kontrovers diskutiert [86]. Trotz der
allgemein anerkannten Bedeutung der thrombozytaren Antikérper bei der Entstehung
der ITP, ist die ITP eine klinische Diagnose, die nach dem Ausschluss anderer
Ursachen gestellt wird [86, 93]. Obwohl es bei anderen Autoimmunerkrankung ublich
ist, die Diagnose mittels Nachweis spezifischer Autoantikdrper zu stellen, wird die
Antikérperdiagnostik in den Leitlinien zur ITP entweder nicht empfohlen oder nicht
erwahnt [93]. In der ersten bekannten Leitlinie der ,American Society of Hematology*“
1996 heil’t es, dass die Suche nach thrombozytaren Autoantikérpern nicht erforderlich
sei [30]. In den Aktualisierungen der ASH-Leitlinie (2011, 2019) wird die
Antikoérperdiagnostik nicht erneut thematisiert [75, 76]. In der deutschen Leitlinie und
der ICR-Leitlinie (,International Consensus Report) bleibt der Nachweis

thrombozytarer Antikérper komplexen Fallen vorbehalten und wird nicht routinemaRig
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empfohlen [59, 88]. Auch die britischen und koreanischen Leitlinien empfehlen die
Testung nicht [12, 39]. Im Gegensatz dazu gibt es eine zunehmende Anzahl von
Autoren, die die Diagnosestellung der ITP durch den Nachweis thrombozytarer
Antikorper unterstitzen und deren Nachweis als Teil der Erstdiagnostik fordern [1, 85,
93, 102]. Die Meinung der Autoren wird durch unsere Ergebnisse bestarkt, da
Patienten mit der Verdachtsdiagnose ITP und positivem Nachweis thrombozytarer
Antikérper Thrombozytenzahlen < 100 G/L haben, was mit der Definition der ITP
Ubereinstimmt [59]. Es gibt Hinweise darauf, dass am Anfang der Erkrankung héhere
Antikorperspiegel vorliegen, was eine frihe Antikérperdiagnostik als sinnvoll
erscheinen lasst [120]. Zusatzlich kann durch den Einsatz der Antikérperdiagnostik die
Haufigkeit von Fehldiagnosen, die in der Literatur bei 14 % der Kinder und 12,2 % der
Erwachsenen beschrieben wird, reduziert werden [86]. Fehldiagnostizierte Patienten
sind nicht nur einer ungeeigneten Behandlung ausgesetzt, sondern auch mit den damit
verbundenen Nebenwirkungen, Kosten und einer verzdogerten Diagnosefindung der

tatsachlichen Erkrankung [95].

Die geringe Bedeutung der Labormethoden zur Identifizierung glykoproteinspezifischer,
thrombozytarer Autoantikérper bei der Diagnose der ITP resultiert aus der Tatsache,
dass diese Verfahren eine hohe Spezifitdt aufweisen, jedoch eine niedrige Sensitivitat
besitzen [2]. In dieser Arbeit haben wir ebenfalls hohe Werte der Spezifitat und niedrige
Werte der Sensitivitdt gefunden, wie weiter oben beschrieben, auch wenn diese nur
eingeschrankt beurteilbar sind. Es sind umfassende Kohortenstudien mit klar
definierten ITP-Patienten und Verdachtsfallen erforderlich, um eine weitere
Standardisierung und Optimierung der direkten Autoantikdrper-Nachweisverfahren zu
erreichen und die Sensitivitdt ohne Beeintrachtigung der Spezifitat zu erhéhen [7, 86].
Ein Beispiel hierflr ist die Studie von Porcelijn et al., bei der bei 165 ITP-
Verdachtspatienten eine Sensitivitdt von 78 % und eine Spezifitdt von 96 % erreicht
wurden [85].

Die Testung auf thrombozytare Autoantikorper kann fur ITP-Patienten klinisch relevant
sein, da der Nachweis solcher Antikorper mit einem erhéhten Risiko fiir Thrombosen
und Blutungen, der Entwicklung einer chronischen Erkrankung sowie einem
schlechteren klinischen Outcome verbunden ist [19, 27, 31, 53]. Daher ist es sinnvoll,

frihzeitig nach diesen Antikdrpern zu suchen.

Mehrere Studien haben den Zusammenhang zwischen Antikdrperspezifitat und
Therapieansprechen bei ITP-Patienten untersucht. Wahrend Peng et al. bei Patienten
mit Anti-GP Ib/IX-Antikdrpern ein schlechteres Ansprechen auf IVIG und Zeng et al. auf

Steroide festgestellt haben, konnten Al-Samkari et al. keinen Zusammenhang
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nachweisen [1, 81, 119]. Porcelijn et al. haben gezeigt, dass die Abwesenheit von
Antikorpern mit einer Resistenz gegenuber Rituximab assoziiert ist [84]. Eine klinische
Remission ist mit dem Verschwinden der Antikérper verbunden, wie Al-Samkari et al.
bei 10 ITP-Patienten festgestellt haben [1]. Ein negatives Testergebnis erhdht die
Wahrscheinlichkeit einer klinischen Remission um 40-45 % [1]. Bei langjahrig
behandelten Patienten mit stabilen Thrombozytenwerten kann ein negativer Antikorper-
Nachweis die Entscheidung fiir eine Therapiepause unterstitzen [1]. Obwohl dieser
Bereich noch umstritten ist, kdnnte der Nutzen des Nachweises von Autoantikdrpern
bei ITP-Patienten nicht nur bei der Diagnosestellung, sondern auch bei der

Therapieentscheidung und einer personalisierten Medizin hilfreich sein [85, 93].

Die Ergebnisse der vorliegenden Literatur belegen die Relevanz von Antikorpern in
verschiedenen Bereichen des klinischen Alltags von ITP-Patienten. Unsere eigenen
Ergebnisse unterstitzen diese Ansicht und unterstreichen die Bedeutung einer friihen
Antikorperdiagnostik bei ITP-Patienten. In vielen Bereichen werden grof3e Studien an
charakterisierten Patienten bendétigt, um die Ergebnisse und deren klinischen Nutzen

weiter zu evaluieren und zu bestatigen.

4.9 Schwachen der Arbeit

Das Besondere dieser Arbeit, die groRBe Stichprobengrofte von 18.579 ITP-
Verdachtspatienten, weist gleichzeitig einige Schwachen auf. Zum einen ist unklar, ob
die Patienten bereits Therapien erhalten haben oder nicht, was die Interpretation der
Ergebnisse beeintrachtigt, da gezeigt werden konnte, dass Antikorper bei bestimmten
Therapien verschwinden [1]. Es fehlen Informationen zur Erkrankungsdauer und -
stadium, die fur die Interpretation der Ergebnisse relevant waren, da Studien gezeigt
haben, dass Patienten spater im Verlauf der Erkrankung niedrigere Antikorperlevel
haben [95].

Die Durchfiihrung des direkten MAIPA war bei einigen Patienten aufgrund einer zu
niedrigen Thrombozytenzahl nicht moéglich [108]. In unserem Thrombozytenlabor
werden im direkten MAIPA nur die drei Glykoprotein GP llb/llla, GP Ib/IX und GP V
und im indirekten MAIPA GP lIb/llla, GP Ib/IX und GP la/lla getestet [108, 109].
Weitere relevante Zielantigene kdnnen theoretisch Gbersehen worden sein [93]. Die
Bindung des Autoantikorpers und des monoklonalen Antikorpers an dasselbe
Zielantigen beim MAIPA koénnte zu einer sterischen Hinderung flhren, obwohl
Experten dies als unwahrscheinlich betrachten [93]. Im Labor werden nur IgG-
Antikorper, ohne Charakterisierung der Unterklassen, getestet. Nach IgA- und IgM-
Antikérpern wurde nicht gesucht. Deren Nachweis ist jedoch sehr selten und es konnte

nicht nachgewiesen werden, dass Antikbrper vom Typ IgA oder IgM eine ahnliche
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Fahigkeit wie 1gG-Antikérper haben, Thrombozyten zu zerstéren [93]. Selten kdnnen
bei Lymphomen oder myelodysplastischen Syndromen falsch-positiven Ergebnisse
auftreten [59].

Es besteht die Moglichkeit, dass bei Patienten ohne nachweisbare Antikorper andere
Faktoren wie zytotoxische T-Zellen oder Stérungen der Thrombozytopoese die

Thrombozytopenie verursachen [102].
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5. Zusammenfassung

Die Immunthrombozytopenie (ITP) ist eine Autoimmunerkrankung, bei der
verschiedene Mechanismen beschrieben wurden, die zu einer gesteigerten
Thrombozytenelimination mit konsekutiver Blutungsneigung fiihren. Die Bedeutung des
Nachweises von Autoantikdrpern gegen thrombozytare Glykoproteine fir die Diagnose
der ITP ist umstritten. Internationale Leitlinien empfehlen eine Ausschlussdiagnose der
ITP. Autoantikdrper kénnten bei einem Teil der Patienten als Epiphdnomen ohne
kausale Beziehung zum Ausmaly der Thrombozytopenie auftreten. Frihere Studien
kénnten durch die Zusammensetzung der Stichprobe verfalscht worden sein, da
groltenteils Patienten mit der Ausschlussdiagnose ITP untersucht wurden. In dieser
Arbeit soll der mogliche Zusammenhang zwischen Antikdrpernachweis im direkten
MAIPA (DM), ferner im indirekten (IM), und der Thrombozytenzahl bei nicht-
selektierten Patienten mit der Verdachtsdiagnose ITP untersucht werden. Daten von
18.579 ITP-Verdachtspatienten (3.548 Kinder, 15.031 Erwachsene), die das Laborprofil
,V.a. ITP* erhielten, wurden ausgewertet. Bei 573 (16,2%) Kindern und 1.859 (12,4%)
Erwachsenen konnte mindestens ein glykoproteinspezifischer thrombozytar gebun-
dener Autoantikdrper gegen GP lIb/llla, GP Ib/IX oder GP V im DM nachgewiesen
werden. In der padiatrischen Gruppe lag der Median der Thrombozytenzahl mit 39 G/L
(IQR 20-79) bei DM-positiven signifikant niedriger als bei DM-negativen (98 G/L (58-
154)) (P<0,0001); ebenso bei den Erwachsenen mit 48 G/L (21-86) bei DM-positiven
und 88 G/L (55-124) bei DM-negativen (P<0,0001). Die Menge der gebundenen
Antikérper korrelierte bei Kindern (GP lIb/llla: R?=0,605 (r=-0,77); GP Ib/IX: R?=0,5053
(r=-0,66); GP V: R?=0,9252 (r=-1,00)) und Erwachsenen (GP llb/llla: R?>=0,6901 (r=-
0,83); GP Ib/IX: R?=0,573 (r=-0,55); GPV: R?=0,7721 (r=-0,83)) mit der
Thrombozytenzahl. Freie Autoantikbrper gegen mindestens ein Glykoprotein (GP
lIb/llla, GP Ib/IX oder GP la/lla) wurden bei 507 (14,29%) Kindern und 1.780 (11,84%)
Erwachsenen nachgewiesen. Der Median der Thrombozytenzahl lag bei IM-positiven
Kindern mit 23 G/L (9-64) signifikant niedriger als bei IM-negativen (31 G/L (13-76,5))
(P = 0,0055); ebenso bei IM-positiven Erwachsenen mit 46 G/L (12-94) und 64 G/L
(20,75-109) bei IM-negativen (P<0,0001). Die Menge der freien Antikdrper war bei
Kindern (GP llb/llla: R?=0,9792 (r=-0,99)) und Erwachsenen (GP llb/llla: R?=0,9422
(r=-0,94), GP Ib/IX: R?=0,9506 (r=-1,00)) mit der Thrombozytenzahl assoziiert. Der
Nachweis von mehr als einer Antikdrperspezifitat (Anti-GP IIb/llla und Anti-GP 1b/IX) im
DM oder IM war bei Erwachsenen mit signifikant niedrigeren Thrombozytenwerten
verbunden (DM: GP lib/llla: P=0,0009; GP Ib/IX: P<0,0001; IM: GP IIb/llla: P=0,0021;
GP Ib/IX: P=0,0162); bei Kindern nicht (DM, IM: P>0,05). Das gleichzeitige

Vorkommen von gebundenen und freien Antikdrpern gegen GP lIb/llla oder GP Ib/IX
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war nicht mit der Thrombozytenzahl assoziiert (P>0,05). Zusammenfassend gesagt, ist
der Nachweis und die Menge von gebundenen oder freien Antikdrpern mit dem
Schweregrad einer Thrombozytopenie assoziiert. Der direkte (indirekte) MAIPA stellt
eine diagnostisch nutzliche Methode dar, um die Diagnose ITP zu sichern. Weitere
Studien an definierten Patientengruppen sind erforderlich, um die diagnostische

Sensitivitat und Spezifitat zu bestimmen.

6. Summary
Immune thrombocytopenia (ITP) is an autoimmune disease where various mechanisms

have been described that lead to increased platelet elimination with consecutive
bleeding tendency. The importance of detecting autoantibodies targeted against
platelet glycoproteins for the diagnosis of ITP is controversial. International guidelines
recommend a diagnosis by exclusion. In some patients, autoantibodies could occur as
an epiphenomenon with no causal relationship to the extent of thrombocytopenia.
Previous studies might have been biased by sample composition, as most patients
studied had an exclusion diagnosis of ITP. In this work, the possible association
between antibody detection in direct MAIPA (DM), further in indirect (IM), and platelet
count in non-selected patients with the suspected diagnosis of ITP was investigated.
Datasets from 18,579 patients with suspected ITP (3,548 children, 15,031 adults) who
received the laboratory profile "suspected ITP" were analyzed. In 573 (16.2%) children
and 1,859 (12.4%) adults, at least one glycoprotein-specific platelet-bound
autoantibody against GP llb/llla, GP Ib/IX, or GP V could be detected in DM. In the
paediatric group, the median platelet count was significantly lower for DM-positive
(39 G/L (IQR 20-79)) than for DM-negative (98 G/L (58-154)) patients (p<0.0001);
likewise for adults with 48 G/L (21-86) for DM-positive and 88 G/L (55-124) for DM-
negative patients (p<0.0001). The level of bound antibodies correlated well with the
platelet count, both in children (GP llb/llla: R?=0.605 (r=-0.77); GP Ib/IX: R?>=0.5053
(r=-0.66); GP V: R?>=0.9252 (r= 1.00)) and adults (GP lIb/llla: R?*=0.6901 (r=-0.83); GP
Ib/IX: R?=0.573 (r=-0.55); GP V: R?=0.7721 (r= 0.83)). Free auto-antibodies directed
against at least one glycoprotein (GP lIb/llla, GP Ib/IX, or GP la/lla) were found in 507
(14.29%) children and 1,780 (11.84%) adults. The median platelet count was
significantly lower for IM-positive children (23 G/L (9-64)) than for IM-negative (31 G/L
(13-76.5)) (p=0.0055); likewise for adults with 46 G/L (12-94) for IM-positive and 64 G/L
(20.75-109) for IM-negative (p<0.0001). The level of free antibodies was associated
with the platelet count in children (GP llb/llla: R?=0.9792 (r=-0.99)) and adults
(GP llb/llla: R?=0.9422 (r=-0.94), GP Ib/IX: R?*= 0.9506 (r=-1.00)). Detection of more
than one antibody entitiy (anti-GP llb/llla and anti-GP Ib/IX) in DM or IM was

associated with significantly lower platelet counts in adults (DM: GP lIb/llla: P=0.0009;
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GP Ib/IX: P<0.0001; IM: GP lIb/llla: P=0.0021; GP Ib/IX: P=0.0162); not in children
(DM, IM: P>0.05). The co-occurrence of bound and free antibodies to GP lIb/llla or
GP Ib/IX was not linked with lower platelet counts (p>0.05). In summary, the detection
and the level of bound or free autoantibodies could be associated with the severity of
thrombocytopenia. The direct (indirect) MAIPA represents a diagnostically useful
method to confirm the diagnosis of ITP. Further studies in defined patient groups are

needed to determine diagnostic sensitivity and specificity.
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8. Anhang

8.1 Abkiirzungsverzeichnis

N Antikbrper
AMR Ashwell-Morell-Rezeptor
o antinukleére Antikbrper
ANCA e antineutrophile zytoplasmatische Antikbrper
ASH .. American Society of Hematology
Az e Aktenzeichen
B A e B-cell activating factor
B A bovines Serumalbumin/Rinderalbumin
DSPW e beispielsweise
DZWW e beziehungsweise
G s cyclisches citrulliniertes Peptid
D e cluster of differentiation
CELIA e competitive enzyme-linked immunoassay
L PRSP Computertomographie
DNA desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsgure
EDTA ..o Ethylendiamintetraessigsédure, Ethylendiamintetraessigséure
Bl Al et alli (Latein: und andere)
BV e eventuell
T e Fluoresceinisothiocyanat
FNAIT e fetale und neonatale Alloimmunthrombozytopenie
€1 PSR TRPPRR Glukokortikoide
G e Glykoprotein, Glykoprotein
Lo L=l o TP PP PPPPPPOO griechisch
H2S 004 -t Schwefelsdure
HIV humanes Immundefizienz-Virus
H L A e Human Leukocyte Antigen
H P A e human platelet antigen
HSCS et hédmatologische Stammzellen
HUS e hé&molytisch-urdmisches Syndrom
Ve ettt ettt ettt ettt ettt et e e e e e e e e e e ettt ettt ettt ettt e eeetee e et et et eeateaaeaataaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaas intravends
ICUS ... idiopathische Zytopenien unbestimmter Signifikanz
N e Interferon
IFOBT .. e immunological Faecal Occult Blood Test
o TP UPRR Immunglobulin G
| Interleukin
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101 TR inklusive

PF immature platelet fraction
IQR Interquartilsabstand
LT P e Immunthrombozytopenie
IVIG < intravenése Immunglobuline
S 7 R Kilodalton
LB s ligand binding domain
MAGCE ... modified antigen capture ELISA
MAIPA .. monoclonal antibody-specific immobilization of platelet antigens
MDS e myelodysplastische Syndrome
011 o 1 mindestens
1| TP PP PPP O PPPPPPPRPPRR Megakaryozyten
MK-P e megakaryocyte progenitors, Promegakaryozyten
MPV e mean platelet volume
VIS C e mesenchymal stem cells
1 = 1 USRS Natriumchlorid
NAIT L Neonatale Alloimmunthrombozytopenie
NCICTCAE........... National Cancer Institute Common Terminology Criteria for Adverse
Events
(1T o P PRSP PPPPPPPPPPP negativ
NIBSC ..oooiiiiiiiiieeee e The National Institute for Biological Standards and Control
I PSPPSR optische Dichte
OPSI . Overwhelming Post Splenectomy Infection
PAIFT Pléttchen-Adhésions-Immunfluoreszenztest
PAIGG .. platelet-associated IgG
P B S e Phosphate Buffered Saline
| Platelet Inmunofluorescence Test
P LTS et platelets, deutsch: Thrombozyten
10 TP PUPPPRRIIIN positiv
PSIFT oo Plattchen-Suspensions_Immunfluoreszenztest
e N Post-Transfusions-Purpura
SLE s systemischer Lupus Erythematodes
S Y K e Spleen Tyrosine Kinase
LI R follikuldre T-Helferzelle
L USSR T-Helferzelle
L1 = RSP Thrombopoetin
TPO-R e a e Thrombopoetinrezeptor
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TR A e e e Thrombopoetin-Rezeptor-Agonisten

L thrombotisch thrombozytopenischen Purpura
1DV Thromboxan A2
LI APPSO PPPPPTPPPI Thrombozytenzahl
U und andere, unter anderem
UKGM...ooi e Unversitétsklinikum Giessen-Marburg
(U] oo ¢ [P Umdrehungen pro Minute
(2= TP vor allem
Y TSR Verdacht auf
L&A RS URSSR von-Willebrand-Faktor
WM e et e e e aaes weiblich/ménnlich, weiblich/ménnlich
ZINS e zentrales Nervensystem
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8.4 Weitere Ergebnisse

Tabellen

Thrombozytenzahl bei Kindern mit Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem oder negativem
Testergebnis im direkten und indirekten MAIPA GP llib/llla und GP Ib/IX

Direkter MAIPA Indirekter MAIPA . Fehlende
GPIlb/lla GPIbIX  GPlbllla GPIbax " (465  Median QR Werte (n)
- - - - 253 76 37251328 1
¥ - - - 11 48 28.92 0
- ¥ - - 3 24 17-119 0
] ) T ) 48 73 3125135 0
- - - ¥ 27 84 48228 0
T T i ) 18 675 2551035 O
+ - " - 6 56 28-128 0
+ - - " 3 70 64-118 0
- ¥ " - 1 32 32.32 0
- ¥ - ¥ 2 65 28-102 0
] ) T n 22 83 39,2-2465 0
, ¥ " - 11 66 26.97 0
+ + - + 12 27,5 21,5-58 0
+ - ¥ " 5 57 14745 0
¥ ¥ " 3 55 39-154 0
¥ * " ¥ 40 48 222567 0

Thrombozytenzahl bei Erwachsenen mit Verdachtsdiagnose ITP und mit positivem oder negativem
Testergebnis im direkten und indirekten MAIPA GP llib/llla und GP Ib/IX

Direkter MAIPA Indirekter MAIPA n(2689) Median IQR Fehlende

GP llb/llla  GP Ib/IX GP llb/llla  GP Ib/IX Werte (n)
- - - - 1585 84 47-122 2
+ - - - 52 49,5 27,75-83,5 0
- + - - 24 46 21,25-73,25 O
- - + - 327 83,5 47-119 1
- - - + 189 84 45-122,5 0
+ + - - 52 46,5 19,25-77,75 O
+ - + - 54 48 22-92,5 0
+ - - + 10 76,5 44,25-140,3 O
_ + + - 14 53,5 23-71,75 0
- + - + 18 57,5 15-111,3 0
- - + + 160 80 45,5-110,8 0
+ + + - 34 49,5 25,5-90,75 0
+ + - + 37 36 22-57,5 0
+ - + + 29 60 31-80,5 0
+ + + 6 46 35,73-134 0
+ + + + 98 46 23,75-80 0
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