Glykoprotein V-spezifische Thrombozytenantikorper

bei Patienten mit Immunthrombozytopenie (ITP)

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
des Fachbereichs Medizin
der Justus-Liebig-Universitit Gielen

vorgelegt von Johanna Stoy
aus Kassel

Giellen 2012



Glykoprotein V-spezifische Thrombozytenantikorper

bei Patienten mit Immunthrombozytopenie (ITP)

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
des Fachbereichs Medizin
der Justus-Liebig-Universitit Gielen

vorgelegt von Johanna Stoy
aus Kassel

Giellen 2012



Aus dem Institut fiir Klinische Immunologie und Transfusionsmedizin des
Universitétsklinikums Gielen und Marburg GmbH
Standort Gieflen
Direktor: Prof. Dr. med. Gregor Bein

Gutachter: Prof. Dr. med. Dr. Sachs

Gutachter: Prof. Dr. med. Miiller-Ladner

Tag der Disputation: 31.01.2013



Inhaltsverzeichnis

| 011 B RRRTS w9 T 11 1) (Y 4

AbDbildungSverzeiChmis .........coeiicivricisrinssnrinssnninssnrcsssnncssssncssssncssssnssssssssssssssssssssssecs 0

TabelleNVerZeiChIIS .....ueiiiiivveeiiciissnieisisnnicssssnniecssssssncsssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssses 7
1 EiDIEItUN@...cuuuiiineiiiiiniiiinricisnnicsnnissssncsssnnesssnessssnsssssnesssssossssssssssssssssssssssssses O
1.1 IMMUNthrOMbDOZYIOPENIC.......eevieiieriieeieete et et eseesee e e ereeseereeseesseesseesseessnenns 8
1.1.1 Definition, Atiologie und EpidemiolOgie..............ccvvvvrevivieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeee e 8
1.1.2 PathOPNYSIOLO@IC .....veeeeiiieiieeiie ettt ettt e et e et e s teeebee s beesnbeesasaeenseesnseeenseesnseesnseenns 9
1.1.3 Klinik und DIagnostik .........cooeeriiiiiiiiiieiieeeee e e e 11
1.1.4 Therapie UNd PrOGNOSE. ......coccviiiiiiieiieiiieeiee ettt ettt e sbeestbeesaeessseesseessseesnseennseas 15
1.2 Thrombozytire GlyKOPIOtEINE.........cceevuieiiieiiiiieieciieereere ettt eveeveeve e 17
1.2.1 Glykoprotein IIB/TILA..........cevieriieiieieeiesiereese ettt ettt sbe s e nsesnnesneesaeeeeenes 17
1.2.2 Glykoprotein ID/IX .......ccoiiieieii ettt ettt e e s ensesaesneesaeeeeenes 19
1.2.3 (€2175C0) 03 (0715114 /RSP S 21
1.3 Zielsetzung der StUAIC........eevierieiireie et eieeeerte et ere e staesaeseresnneesbeesseeseenens 22
2 Material und Methoden..........ueeeecneenseensnensencsnenseccsnensessssenssncsssecsseness 24
2.1 DatenanalySe.......ccueveiieriieriierie ettt sraesraeseaeabeenbe e neennes 24
2.2 Aufbau des Erfassungsbogens ..........cccvevierieiieniiieiiieieesiesiesie e e eseesieesnesne e 24
2.3 Versendung der FragebOGem ........cccuviiiiiiiiiiieiieciie ettt siee e esvee e 25
2.4 DatenauSWeILUNE. .......coocviieiiieeiie ettt ettt etee et eesaee e s bteesebeesbeeenteesbeeenns 26
3 EXZeDMiSSe . .cccccuueiicisisniicssssnrressssnnnecssssnssssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 28
3.1 Anzahl der ITP-Patienten..........ccoecieiiiieieieiee e 28
3.2 Allgemeine Daten der Patienten mit (idiopathischer) ITP...........cccccceevviviiniinnnnns 29
3.2.1 Kollektiv der ITP-Patienten ........c.ccoevereririeiiiiieie sttt 29
322 Alter und Geschlecht von ITP-Patienten...........ccoecvecuieienierienieieeee e 30
323 Laborchemische Angaben von ITP-Patienten..........ccceecvveiciieeiieiiieciiecieeeee e 32
324 Therapieregime bei ITP-Patienten..........ccccviiviieriiieiiiieeiie et 33
33 Allgemeine Daten der Patienten mit sekundérer ITP.............cccoooviiiiiiiiiiciienne, 34
33.1 Kollektiv der Patienten mit sekundarer ITP .........c.cccoviivriiiieiieieeeeeeee e 34
332 Alter und Geschlecht der Patienten mit sekundérer ITP ...........ccccoeviiiiviinienieieeee 34
333 Grunderkrankungen bei den sekundéren ITP-Patienten.............cccoeevevvenieneenenciesieseeene, 35
34 Direkter Antikdrpernachweis der Patienten mit (idiopathischer) ITP .................... 36
3.4.1 Antikdrpernachweis im direkten MAIPA ........coooiiiiiiieiieceeeee et 36
342 Antikorperverteilung im direkten MATPA .........oooiiiiiiii e 37
343 Starke der Antikorperreaktion im direkten MAIPA .........ccoooviiiiiieeiiieieeeee e 39
3.5 Direkter Antikdrpernachweis bei Patienten mit sekundérer ITP ............cccceeeeeee. 40
35.1 Antikorpernachweis im direkten MAIPA ..........coooiiiiiiieeeeee e 40
352 Antikorperverteilung im direkten MATPA .........coooiiiiiiiiieceeeeee e 40
353 Stiarke der Antikorperreaktion im direkten MAIPA ..........ccooviiiiiriieieieeeeee e 41
3.6 Indirekter Antikorpernachweis bei ITP-Patienten (idiopathisch und sekundir).....42
3.7 Faktoren im Rahmen eines positiven AntikOrpernachweises ............ccceeevveeveennnne. 44
3.8 Sensitivitit UNd SPEZITIAL .....ccvverierieiie ettt e e e s e senesene e 47
3.8.1 Sensitivitit und Spezifitit ohne Einbezichung von Antikdrpern gegen GP V ..................... 47
3.8.2 Sensitivitit und Spezifitit unter Einbeziechung von Antikdrpern gegen GP V..................... 48



4 DISKUSSION ceveeeereeneneereenecereereceressescesessesessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasee 49

4.1 Charakteristika der ITP-Patienten...........coccoeeeeririeiienieiece e 49
4.2 Antikorpernachweis gegen die Glykoproteine IIb/Ila und Ib/IX..........cccceeeuennee. 50
4.3 Antikdrpernachweis gegen Glykoprotein V ..........cccoecvevierieniiniiieieeeesee e 51
4.4 Einfluss der Glykoprotein-Antikoérper auf Thrombozyten und MPV ..................... 52
4.5 SeKUNAATE ITP....c.eioiiiiiiee et 53
4.6 Sensitivitit Und SPEZITItAL .....cceevieiieiieeie ettt sre e e e senesnne e 54
4.7 SCRIUSSTOIZEIUNG. .....ecvviieiieiietiecie ettt e b e b sr e e reestnesaneeeveens 55
5 ZuSAMMENTASSUNG ...uveeereriissaricssnressssressssnesssssossssosssssossssnssssssosssssossssssssssses 57
6 SUIMIMATY cecevueriecsssnrecssssssressssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 58
LiteraturverzZeiChniS ... eeeiuinneennenniensennnninsnennsnensnennnecsessensessseesssssssssesssss 59
ANNANG aoeeiiinnnniiiiiinniicnisnnnicssssssnissssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 70

Erfassungsbogen zur ITP .........c.oooiiiiiiie e 70

VeroffentliChUNGEN ........cooviviiiieiie ettt 71



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Ursachen fiir eine sekundére ITP (nach Cines et al., 2009, verandert) .................. 8
Abbildung 2: Mdglicher Diagnosealgorithmus bei ITP (nach Sachs, 2008)..........cccceceveeeenene 15
Abbildung 3: Struktur des Glykoproteins IIb/Illa (nach Kiefel, 2004)..........cccceeevvevrerievriennnnns 17
Abbildung 4: Struktur des Glykoprotein Ib/IX/V-Komplexes (nach Kiefel, 2004)................... 19
Abbildung 5: Verteilung der Arztpraxen u. Krankenhéduser in Deutschland................c.ccveeuee. 26
Abbildung 6: Antwortwege der Arztpraxen und KIiniken ..........c.coccooviivienieiiiiieiiecieeieeien, 27
Abbildung 7: Anzahl der ITP-Patienten...........ccceeeviiviieiiiiieeiie ettt eve e 28
Abbildung 8: Ausschlusskriterien bei ITP-Patienten ............cccceovveeviieviiiiienieciecieeee e 30
Abbildung 9: Altersverteilung bei Patienten mit ITP.........c.ccccoiviiiiiiiiiiiecieceeceeeee e 31
Abbildung 10: Therapieformen bei Patienten mit ITP ..........cccoooiiiiiiiiiiiiiicciccececeeeeie, 33
Abbildung 11: Grunderkrankungen bei Patienten mit Sekundérer ITP ...........ccccceeevvieiiiniiennenns 36
Abbildung 12: Antikdrpernachweis bei Patienten mit ITP ..o 37
Abbildung 13: Stirke des Antikorpernachweises im direkten MAIPA ..o 39
Abbildung 14: Antikdrpernachweis bei Patienten mit sekundérer ITP...........cccooceviiininneen. 40
Abbildung 15: Stérke d. Antikorpernachweises im direkten MAIPA bei sekundérer ITP ........ 42
Abbildung 16: Indirekter AntikOrpernachWeis..........ccveviereeriieiiieeii et seeens 43
Abbildung 17: Antikorperverteilung im indirekten MAIPA ..........cociiiiiiiinieeeeeee 43



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1:
Tabelle 2:
Tabelle 3:
Tabelle 4:
Tabelle 5:
Tabelle 6:
Tabelle 7:
Tabelle 8:
Tabelle 9:

Tabelle 10:
Tabelle 11:
Tabelle 12:
Tabelle 13:
Tabelle 14:
Tabelle 15:
Tabelle 16:
Tabelle 17:
Tabelle 18:

Vergleich von Studien beziiglich Sensitivitat u. Spezifitdt im direkten MAIPA ...... 14
Beteiligung der Arztpraxen und Kliniken an der Studie.........cccccvevveviiiviieniienieennenn, 25
Alter der ITP-Patienten .........ccceiuieieiieieieieee ettt 31
Thrombozyten-, Erythrozyten- und Leukozytenzahlen bei ITP-Patienten................ 32
Erhohtes MPV bei ITP-Patienten und Nicht-ITP-Patienten............ccccccoceeveireennee. 33
Alter der Patienten mit sekundarer ITP..........ccocoeiiiiiiiiiiieeeeee e 35
Antikorperverteilung mit durchgefiihrten AK-Tests gegen alle drei Glykoproteine. 38
Antikorperverteilung bei Patienten mit ITP ohne GP 'V ..., 39
Antikorperverteilung bei Patienten mit sekundérer ITP..........ccccooeviiiiniiininnenen. 41
Form der ITP und AntikOrpernachweis. .........cveevieviierienieniesieeieeie e 44
Alter und AntikKOTPerNaChWEIS ........covveriieiiieeieeie et s s eee 44
Geschlecht und AntikOrpernachWeis.........coccveriieieiriierieree e 45
Thrombozytenzahl und AntikOrpernaChweis ..........cccevveeveercieecieeiiereeeereeeeeee, 45
MPYV und AntikOrpernachweis. ........coverveeriireirerieesieienierie e senesenesere e 46
AK-Nachweis gegen GP IID/IIIa.........ccccveviieiciieiiieiieieriee et 47
AK-Nachweis gegen GP IIb/IIla & GP Ib/IX ......cooiiiiiiiiiiieiieeeeeee e 48
AK-Nachweis gegen GP IIb/Illa, GP Ib/IX & GP V ....ccvvviiiiiiiiieieeceece e, 48
Sensitivitét, Spezifitdt und Positiver Pradiktiver Wert.........cccocvveeveeiiicieinieeniieniens 48



1 Einleitung

1.1 Immunthrombozytopenie

1.1.1 Definition, Atiologie und Epidemiologie

Bei der Immunthrombozytopenie (ITP), auch unter den Namen Morbus Werlhof oder
Idiopathische Thrombozytopenische Purpura bekannt, handelt es sich um die
Autoimmunerkrankung, die sich gegen Thrombozyten richtet und zu einer isolierten
Thrombozytopenie mit erhohter Blutungsneigung fiihrt.

Die Ursache, warum sich das Immunsystem gegen die Thrombozyten richtet, ist nach
wie vor unklar. Bei Kindern tritt eine akute ITP oft vier bis acht Wochen nach einer
Virusinfektion auf (Nugent 2002), was den Schluss nahe legt, dass kreuzreaktive
Antigene von Viren die Antikorperbildung induzieren (Molekulare Mimikry) (Rand et
al. 1998). Bei Erwachsenen werden zwar Zusammenhinge mit Virusinfekten diskutiert,
allerdings ist die zeitliche Néhe nicht so ausgepriagt wie bei Kindern.

In den allermeisten Féllen tritt eine ITP ohne erkennbare Ursache, also idiopathisch,
auf. Bei bis zu 20% der ITP-Patienten hingegen liegt primir eine andere Erkrankung
zugrunde (Cines et al. 2009). Sekundire Formen der ITP werden beim systemischen
Lupus erythematodes, Antiphospholipidsyndrom, Immundefektsyndromen,
lymphoproliferativen Erkrankungen sowie bei Infektionen mit HIV oder Hepatitis C

beobachtet (Abbildung 1).

B Systemischer Lupus erythematodes
B Antiphospholipidsyndrom

ECLL

# Immundefektsyndrome

u Evans-Syndrom

Infektionen (HIV, Hepatitis C)

Andere

Abbildung 1: Ursachen fiir eine sekundére ITP (nach Cines et al., 2009, verédndert)



Die ITP wird in eine akute und eine chronische Verlaufsform unterteilt. Bei der akuten
ITP kommt es innerhalb von drei Monaten zu einer Remission, unabhéngig davon, ob
eine Therapie erfolgt ist. Die akute ITP betrifft vor allem Kinder, die Inzidenz liegt bei
1,1 —5,3/100.000 pro Jahr (Terrell et al. 2010). Beziiglich des Geschlechts gibt es bei
der akuten ITP keine Unterschiede (Cines und Blanchette 2002).

Bei einer Krankheitsdauer von iiber drei Monaten spricht man von einer chronischen
ITP. Die Zahl der Neuerkrankungen betrdagt 1,6-3,9/100.000 pro Jahr (Terrell et al.
2010). Frauen sind dabei mit 1,2-1,7:1 etwas héufiger betroffen (Neylon et al. 2003,
Frederiksen und Schmidt 1999). Wéhrend eine ITP frither vor allem zwischen dem 18.
und 40. Lebensjahr beobachtet wurde, liegt das durchschnittliche Erkrankungsalter
heute mit 56 Jahren deutlich hdher, die Inzidenz steigt sogar mit zunehmendem Alter

(Frederiksen und Schmidt 1999).

1.1.2 Pathophysiologie

Dass es sich bei der ITP um eine Autoimmunerkrankung handelt, konnte in den 50er
Jahren bewiesen werden. Damals erzeugte die Ubertragung von Plasma von ITP-
Patienten bei Gesunden eine iiber mehrere Tage anhaltende Thrombozytopenie mit
klinischen Zeichen einer thrombozytopenischen Purpura (Cines et al. 2002).

Bei der ITP werden Antikorper gegen Glykoproteine der Thrombozyten gebildet. Das
erste Antigen, gegen welches Antikorper bei ITP-Patienten nachgewiesen werden
konnte, ist Glykoprotein IIb/Illa (van Leeuwen et al. 1982). Neben Glykoprotein
IIb/11Ia wurde spiater auch Glykoprotein Ib/IX als wichtige Zielstruktur von Antikérpern
identifiziert. Antikorper gegen Glykoprotein IIb/Illa konnten bei 32-39% der ITP-
Patienten und Antikorper gegen GP Ib/IX bei 19-22% der ITP-Patienten gefunden
werden (Nomura et al. 1991, McMillan 1987). Auch weitere thrombozytdre Antigene,
wie Glykoprotein Ia/Ila (Joutsi und Kekomiki, 1997), Glykoprotein VI (Boylan et al.
2004), GMP140 (CD 62) (Bierling et al. 1994) und CD9 (Yanabu et al. 1993) wurden
untersucht; eine groflere Relevanz in der Pathogenese der ITP konnte aber bei keinem
dieser Antigene festgestellt werden.

Haufig ist der Antikorper-Nachweis gleichzeitig gegen mehrere Antigene positiv (He et
al. 1994). Bei 40% der ITP-Patienten konnen hingegen keine Antikdrper gefunden
werden (Warner et al. 1999), Griinde hierfiir werden im Abschnitt der Diagnostik
dargestellt.



Bei den thrombozytidren Antikdrpern handelt es sich tiberwiegend um Antikdrper der
Klasse IgG. IgM- und IgA-Antikorper konnten in nur wenigen Féllen nachgewiesen
werden, so dass deren Bedeutung in der Pathogenese der ITP als eher gering
einzuschitzen ist (Kiefel et al. 1996).

Die Antikorper binden an die Glykoproteine der Thrombozyten. Die opsonierten
Thrombozyten werden dann iiber Fc-Rezeptoren der Makrophagen gebunden und
phagozytiert. Hauptort der Antikorpereliminierung ist die Milz (Kuwana et al. 2002), in
geringerem Ausmale findet diese aber auch in Leber und Knochenmark statt. Somit
wird die Thrombozyten-Uberlebenszeit stark herabgesetzt mit der Folge einer
Thrombozytopenie. Ein weiterer wichtiger Faktor fiir die Entstehung der
Thrombozytopenie ist eine verminderte Produktion der Thrombozyten. Zugrunde liegt
hier, dass die thrombozytiren Antikdrper auch in die Reifung der Megakaryozyten zu
Thrombozyten eingreifen und diese inhibieren (Chang et al. 2003).

Es konnte gezeigt werden, dass auch T-Zellen eine nicht unerhebliche Rolle in der
Pathogenese der ITP spielen. Durch den direkten Kontakt mit Fragmenten der
Glykoproteine, wie GP IIb/Illa, werden die T-Zellen aktiviert und produzieren
daraufhin die Zytokine Interferon-y und Interleukin-2 (Th1-Antwort). Dadurch wird die
Antikorpersynthese stimuliert (Kuwana et al. 2001). Autoreaktive T-Zellen werden
nicht nur bei ITP-Patienten nachgewiesen, sondern auch im Blut gesunder Patienten.
Dort scheinen sie allerdings durch eine sehr niedrige Affinitidt zu den Glykoproteinen
toleriert zu werden (Filion et al. 1996). Bei den ITP-Patienten hingegen sind neben den
T-Zellen mit niedriger Affinitdt auch T-Zellen mit hoher Affinitit zu finden. Weitere
Hinweise auf eine Beteiligung der T-Zellen in der Pathophysiologie der ITP liefern
Studien, die zeigen, dass ITP-Patienten eine erhohte Menge an HLA-DR+T-Zellen und
an loslichem Interleukin 2 haben (Semple et al. 1996), zudem weisen sie oft einen
erhohten Th1/Th2-Quotienten auf (Stasi et al. 2007).

Von groBer Bedeutung in der Pathogenese der ITP ist auch das Oberflichenprotein
CD154 (CD40-L), welches unter anderem auf der Oberfliche von Thrombozyten zu
finden ist. Dort ist es zustindig fiir die Interaktion von Thrombozyten und B-
Lymphozyten iiber eine Bindung von CD154 (CD40-L) an CD40 der B-Lymphozyten.
Bei ITP-Patienten wurde im Gegensatz zu Gesunden eine erhohte Menge an CD154
gefunden. Zudem konnte gezeigt werden, dass thrombozytires CD154 von ITP-
Patienten wichtig fiir die Aktivierung autoreaktiver B-Lymphozyten mit nachfolgender

Antikorperproduktion ist (Solanilla et al. 2005).
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1.1.3 Klinik und Diagnostik

Das klinische Bild der ITP kann variieren. Viele Patienten sind vollig asymptomatisch,
bei anderen Patienten kommt es hingegen zu Blutungszeichen wie Petechien, Purpura,
konjunktivalen Einblutungen und Schleimhautblutungen; groBle Hamatome und
Gelenkblutungen sind hingegen eher untypisch fiir eine ITP. Besonders gefiirchtet bei
ITP-Patienten sind intrazerebrale Blutungen, die zwar selten auftreten, aber eine hohe
Letalitit aufweisen (Butros und Bussel 2003).

Das klinische Bild hiangt unter anderem vom Krankheitsverlauf ab. Bei einer akuten
ITP kommt es einige Wochen nach einem viralen Infekt meist relativ akut zu deutlichen
Blutungssymptomen, nicht selten bestehen zu diesem Zeitpunkt noch Lymphknoten-
VergroBerungen und eine leichte Splenomegalie als Zeichen des Infekts. Der Verlauf
bei der chronischen ITP ist hingegen eher langsam progredient und
oligosymptomatisch, héufig klagen die Patienten iiber maximal eines der oben
genannten Blutungszeichen.

Kinder mit akuter Verlaufsform weisen meist deutlichere klinische Blutungszeichen auf
als Erwachsene mit chronischer Verlaufsform, lebensgefihrliche
Blutungskomplikationen treten aber vor allem bei Patienten iiber 60 Jahren auf
(Cortelazzo et al. 1991). Ein erhohtes Risiko von Blutungskomplikationen besteht
ebenfalls bei Patienten mit hoher Multimorbiditét.

Bei der Diagnostik einer ITP wird unterschieden zwischen einer sogenannten
Basisdiagnostik, die bei Patienten durchgefiihrt wird, bei denen eine ITP vermutet, aber
noch nicht gesichert ist, und einer erweiterten Diagnostik, die bei jenen Patienten
durchgefiihrt wird, wo eine ITP bereits diagnostiziert wurde und der Verlauf bereits in
eine chronische Verlaufsform iibergegangen ist (Matzdorff et al. 2010).

Bei Verdacht auf eine ITP sollten zundchst Anamnese, korperliche Untersuchung und
die Anfertigung eines Blutbildes erfolgen. Wihrend Anamnese und korperliche
Untersuchung bis auf eine oft erhdhte Blutungsneigung in der Regel unauffillig sind,
fallt im Blutbild meist eine isolierte Thrombozytopenie auf. Es kann allerdings zu
sekundir bedingten Verdnderungen kommen, wie beispielsweise einer Andmie durch
Blutungen. Im Blutausstrich sind nicht selten grofe Pldttchen bei ITP-Patienten zu
finden. Diese sind aber, ebenso wie die Thrombozytopenie, nicht spezifisch fiir eine
ITP. Die Basisdiagnostik von Patienten mit Verdacht auf ITP zielt nicht nur darauf ab,
die Diagnose einer ITP zu bestétigen, sondern vielmehr auch Differenzialdiagnosen, die

ebenfalls mit einer Thrombozytopenie einhergehen, auszuschlieBen. Die hdufigste
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Differenzialdiagnose =~ der ITP, obgleich ohne Krankheitswert, ist die
Pseudothrombozytopenie, die durch eine Thrombozytenagglutination im EDTA-Blut
bedingt ist und daher fdlschlicherweise zu niedrige Thrombozytenzahlen aufweist.
Zusitzlich sollte eine Thrombozytenzdhlung im Citrat-Blut durchgefiihrt werden, bei
der die Thrombozyten im Falle einer Pseudothrombozytopenie im Normbereich liegen.
Weitere Differenzialdiagnosen der ITP sind eine medikamenteninduzierte
Thrombozytopenie, die durch eine ausfithrliche Medikamentenanamnese
ausgeschlossen werden kann, hdmatologische Erkrankungen, die sich durch eine
Knochenmarkpunktion von einer ITP differenzieren lassen, sowie die nicht selten mit
verminderten Thrombozytenzahlen einhergehenden Schilddriisenerkrankungen, wie
beispielsweise die Hashimoto-Thyreoiditis, die allerdings durch eine Bestimmung der
Schilddriisenparameter ausgeschlossen werden konnen. Bei Kindern sollte man zudem
an seltene hereditdre Thrombozytopenien, wie beispielsweise das Bernard-Soulier-
Syndrom, sowie an eine Neonatale Alloimmunthrombozytopenie denken; bei
Schwangeren sollte eine Schwangerschafts-assoziierte Thrombozytopenie in Erwdgung
gezogen werden.

Im Falle einer persistierenden ITP ist eine Ausweitung der Diagnostik empfehlenswert.
Dieses gilt insbesondere filir Patienten, bei denen eine Steroidtherapie nicht oder nur
kurzfristig zu einem Anstieg der Thrombozytenzahlen gefiihrt hat (Matzdorff et al.
2010). Hier werden Antikorper-Tests gegen Thrombozyten eingesetzt, die im Falle
eines positiven Antikorper-Nachweises eine immunologische Genese beweisen. Bei den
Antikdrper-Tests wird zwischen unspezifischen und Glykoprotein-spezifischen Tests
unterschieden.

Unspezifische Antikorper-Tests weisen die Gesamtmenge an Immunglobulinen auf
Thrombozyten nach (platelet associated IgG, PAIgG). Hierbei werden aber nicht nur
Autoantikorper erfasst, sondern auch in den a-Granula der Thrombozyten gespeichertes
IgG, unspezifisch an die Thrombozyten angelagertes IgG und an thrombozytire Fc-
Rezeptoren gebundenes IgG. Dadurch ergibt sich eine geringe Spezifitit, der Test kann
nicht sicher zwischen einer Thrombozytopenie immunologischer und anderer Genese
unterscheiden. Beispiele fiir unspezifische Antikorper-Tests sind Immunfluoreszenztests
wie der PSIFT (Plittchen-Suspensions-Immunfluoreszenztest) und der PIFT (Pléttchen-
Adhisions-Immunfluoreszenttest), welche Antikdrper durch Verwendung von
fluoreszierenden Anti-Human-Antikdrpern nachweisen (von dem Borne et al. 1978,

Schneider und Schnaidt, 1981), sowie die Durchflusszytometrie (Tazzari et al. 1995).
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Glykoprotein-spezifische Tests konnen thrombozytire Antikdrper Antigen-spezifisch
nachweisen. Dazu gehorten zundchst die Radioimmunprézipitation (Mulder et al. 1984)
und der Western Blot (van der Schoot et al. 1986), die Antikérper durch eine Messung
des Molekulargewichts in der SDS-Page (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese) detektieren. Beide Tests waren aber in der Durchfilhrung sehr
zeitaufwendig. Fiir die Routinediagnostik besser geeignet sind der Immunobead Assay
(McMillan et al. 1987) und der MAIPA (Monoclonal Antibody Immobilization of
Platelet Antigens) (Kiefel et al. 1987). Hierbei werden die Antikorper gegen
thrombozytire Glykoproteine durch einen monoklonalen Mausantikdrper gebunden und
schlieBlich iiber einen enzymmarkierten Ziege-anti-Human-Antikoérper nachweisbar
gemacht. Ein neueres Verfahren ist der SASPA (Simultaneous Analysis of Specific
Platelet Antibodies), ein Antigen-spezifischer Test zum Nachweis von thrombozytiren
Antikdrpern in der Durchflusszytometrie. Er erzielt in Studien gleich gute Ergebnisse
wie der MAIPA, ist aber bisher nicht allgemein anerkannt (Nguyen et al. 2004, Nguyen
et al. 2010).

Bei den Glykoprotein-spezifischen Tests ist sowohl ein Nachweis von Pléttchen-
gebundenen Antikorpern (direkter Test) als auch ein Nachweis von freien Antikdrpern
(indirekter Test) moglich; freie Antikorper konnen im Gegensatz zu Pléttchen-
gebundenen allerdings sehr viel seltener nachgewiesen werden, so dass der indirekte
Nachweis weniger sinnvoll erscheint (Berchtold et al. 1997).

Die Spezifitit des direkten MAIPA liegt in Studien bei 78-100%, folglich hat ein
positiver Antikdrpernachweis eine hohe Beweiskraft. Die Sensitivitdt hingegen liegt bei
nur 39%-49% (Tabelle 1). So bleibt bislang festzuhalten, dass durch Glykoprotein-
spezifische Antikorpertests im Falle eines positiven Antikorpernachweises die Diagnose
einer ITP bestdtigt, im Falle eines negativen Antikdrpernachweises eine ITP aber nicht

ausgeschlossen werden kann.
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Tabelle 1: Vergleich von Studien beziiglich Sensitivitdt u. Spezifitit im direkten MAIPA

Sensitivitit Spezifitit Referenz
46% 100% Kiefel et al. 1996
49% 78% Brighton et al. 1996
39% 92% Warner et al. 1999
39% 97% Hagenstrom et al. 2000

Eine  weitere  diagnostische = Moglichkeit ist die  Durchfiihrung  einer
Knochenmarkpunktion. Bei ITP-Patienten findet man hiufig eine leicht erh6hte Anzahl
an Megakaryozyten, den Vorlduferzellen der Thrombozyten. Eine erhdhte
Megakaryopoese ist allerdings auch bei anderen Erkrankungen zu finden, zudem kann
der Knochenmarkbefund bei ITP-Patienten vollig unauffillig sein. Eine Lymphom-
oder Tumorinfiltration kann aber als Differenzialdiagnose ausgeschlossen werden.
Somit sollte eine Knochenmarkpunktion vor allem dann durchgefiihrt werden, wenn
Patienten eine atypische Klinik (z.B. eine Splenomegalie) oder atypische Blutergebnisse
(z.B. eine Leukozytopenie) aufweisen. Auch Patienten, die iiber 60 Jahre alt sind oder
vor einer geplanten Splenektomie stehen, sollten sich einer Knochenmarkpunktion
unterziehen (George et al. 1996).

Es gibt verschiedene Empfehlungen, in welcher Reihenfolge diagnostische
Untersuchungen bei Patienten mit Verdacht auf ITP vorgenommen werden sollten, ein
einheitliches Diagnostikschema besteht aber nicht. Abbildung 2 zeigt ein mdogliches

Vorgehen in der ITP-Diagnostik.
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Antikorpertest (z.B. MAIPA):
Antikorper positiv

nein nicht durchgefiihrt

Thrombopoese gesteigert

nicht durchgefiihrt

Therapieversuch mit Steroiden oder IVIG:
erfolgreich

nicht durchgefiihrt

A 4

Andere Ursache flir Thrombozytopenie:

vorhanden
ja ja ja nein ja nein nein
A A A \ 4 \ 4 \ 4 \ 4
Diagnose ITP ITP moglich ITP unwahrscheinlich

Abbildung 2: Madglicher Diagnosealgorithmus bei ITP (nach Sachs, 2008)

1.1.4 Therapie und Prognose

Ziel der Therapie bei ITP-Patienten ist es, schwere Blutungen zu vermeiden. Bei der
Fragestellung, wann eine Therapie begonnen werden sollte, orientierten sich bisherige
Leitlinien meist an der Thrombozytenzahl. So empfiehlt die Amerikanische
Gesellschaft fiir Hamatologie eine Therapieeinleitung bei ITP-Patienten mit einer
Thrombozytenzahl unter 50.000/ul und deutlicher Blutungsneigung, sowie bei Patienten
mit einer Thrombozytenzahl unter 20.000/ul auch ohne Blutungszeichen; dieses gilt
sowohl fiir akute als auch fiir chronische Verldufe (George et al. 1996). Neuere
Leitlinien machen eine Therapieindikation nicht alleine an der Thrombozytenzahl fest.
Matzdorff et al. (2010) empfehlen vielmehr, sich an der Blutungsneigung gemill dem
Blutungsscore der WHO zu orientieren. Provan et al. (2011) beziehen neben der

Thrombozytenzahl und der klinischen Blutungsneigung noch weitere Faktoren wie
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Komorbiditaten, Nebenwirkungsspektrum der Medikamente, Erwartung und Meinung
der Patienten mit in die Entscheidung ein, wann eine Therapie eingeleitet werden sollte.
Bei den meisten ITP-Patienten ist keine medikamentdse Therapie erforderlich, sondern
eine engmaschige Uberwachung ausreichend. Lediglich vor geplanten Operationen
sollte die Thrombozytenzahl abhéngig von der Art der geplanten OP stdrker angehoben
werden.

Ist die Indikation zur medikamentdsen Therapie gegeben, sind Steroide Mittel der Wahl.
Sie fiihren zu einer Anhebung der Thrombozytenzahl, indem sie die Phagozytose der
Thrombozyten durch Makrophagen hemmen (Handin und Stossel 1978), die
Antikorper-Produktion supprimieren (Fujisawa et al. 1993) und zudem einen
gefdaBabdichtenden Effekt haben (Kitchens und Pendergast 1986) und somit auch bei
akuten Blutungen wirksam sind. Auf Steroide sprechen zwei Drittel der ITP-Patienten
initial an (George et al. 1996), eine dauerhafte Remission wird allerdings bei nur einem
Viertel der Patienten mit chronischem Verlauf erreicht (Portielje et al. 2001). Eine
wichtige Rolle in der Therapie der ITP spielen auch intravendse Immunglobuline
(IVIG), die ebenfalls eine hemmende Funktion auf die Phagozytose der Thrombozyten
haben (Burdach et al. 1986). Die IVIG werden vor allem bei akuten Blutungsepisoden
eingesetzt (ggf. in Kombination mit Steroiden und Thrombozytenkonzentraten), da sie
bei iiber 80% der Patienten einen raschen Anstieg der Thrombozytenzahl bewirken; eine
dauerhafte Remission ist bei chronischen ITP-Patienten allerdings selten (Bussel und
Pham 1987). Fiihrt die Therapie mit Steroiden oder IVIG nicht zu einer ausreichenden
Anhebung der Thrombozytenzahl, kann eine Splenektomie in Erwidgung gezogen
werden; hierbei wird das Hauptorgan der Antikorpereliminierung entfernt. Der Erfolg
einer Splenektomie kann allerdings nicht vorausgesagt werden, zudem besteht die
Gefahr von lebensgefdhrlichen postoperativen Infektionen; die Mortalitét betragt ca. 1%
(Schilling 1995).

Wihrend Steroide, IVIG und eine Splenektomie zu den géngigen Optionen in der
Behandlung der ITP zdhlen, gibt es weitere Medikamente, die flir die Behandlung der
ITP zugelassen sind, bisher aber nur selten eingesetzt werden, da sie beziiglich der
Wirksamkeit nicht ausreichend getestet sind. Dazu gehoren der monoklonale Antikdrper
Anti-CD20, auch unter dem Namen Rituximab bekannt, das Androgen Danazol, das
Sulfon Dapson, Vinkaalkaloide, sowie die Immunsuppressiva Azathioprin,
Cyclophosphamid, Cyclosporin A und Mycophenolat mofetil, diese Medikamente sind

jedoch alle nicht zugelassen. Neuere Medikamente sind Thrombopoetin-Agonisten. Der
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erste in Europa zugelassene thrombopoetische Wirkstoff ist Romiplostin (Nplate®), der
durch eine Stimulation der Thrombozytenproduktion zu einem Anstieg der
Thrombozytenzahl bei ITP-Patienten fiihrt (Kuter et al. 2008).

Die Prognose bei akuten Verldufen der ITP ist ausgesprochen gut. Bei den meisten
Patienten remittiert eine ITP auch ohne Therapie innerhalb weniger Wochen. Bei den
chronischen Verldufen ist eine spontane Remission ohne Therapie hingegen selten. Und
auch gegen eine medikamentose Therapie inklusive Splenektomie erweist sich ein

Drittel der Patienten als refraktér (Stasi 2001 zit. in Stasi et al. 2008).

1.2 Thrombozytire Glykoproteine

1.2.1 Glykoprotein IIb/IIla

Glykoprotein 1IIb/Illa gehdért zur Gruppe der Integrine, einer Gruppe von
Rezeptorproteinen, die fiir die Interaktion der Zellen untereinander und mit der
Extrazellularmatrix zustdndig sind. GP IIb/Illa ist ein Heterodimer mit zwei
Untereinheiten, GP IIb und GP Illa, die durch eine nicht-kovalente, Calcium-abhéngige
Verbindung miteinander assoziiert sind (Jennings und Phillips 1982) (Abbildung 3). Ein
Thrombozyt enthdlt ca. 80.0000 GP IIb/Illa-Rezeptoren (Wagner et al. 1996). 65%
dieser Komplexe befinden sich auf der Thrombozytenoberfliche (Isenberg et al. 1987),
der Rest wird intrazellulir im offenen kanalikuldren System und in o-Granula
gespeichert und erst nach Thrombozytenaktivierung an die Oberfliche der

Thrombozyten abgegeben (Woods et al. 1986, Wencel-Drake et al. 1986).

S =

Thrombozytenmebran
GPlIlla GPIIb

Abbildung 3: Struktur des Glykoproteins IIb/Illa (nach Kiefel, 2004)
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Glykoprotein IIb (allb) weist ein Molekulargewicht von 142 kD (Phillips und Agin,
1977) auf und besteht aus zwei Untereinheiten, die 116 kD bzw. 23 kD schwer sind,
und durch eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind (Carrell et al. 1985). GP IIb
durchdringt die Zellmembran der Thrombozyten und besteht somit aus einem
intrazellularen Teil, einer transmembrandren Doméne und einem extrazelluldren Teil
(Hynes 1992). Letzter enthélt eine Bindungsstelle fiir Fibrinogen, welche iiber die
Aminosduresignalsequenz KQAGDV (Lys-GIn-Ala-Gly-Asp-Val) am C-terminalen
Ende der y-Kette des Fibrinogens erkannt wird (Kloczewiak et al. 1984).

Glykoprotein IIla (B3) besteht aus einer einzigen Polypeptidkette und weist ein
Molekulargewicht von 108 kD auf (Carrell et al. 1985). Wie auch GP IIb besteht GP
Illa aus einem extrazelluldiren Teil, einer transmembrandren Doméne und einem
intrazelluldirem Teil. Typisches Merkmal aller Integrine ist, dass sie mit ihrer
extrazelluliren Domine RGD-Sequenzen (Arg-Gly-Asp) binden koénnen, die unter
anderem im Fibrinogen, vWF, Fibronektin und Vitronektin enthalten sind. Diese
Bindungsstelle fiir RGD-Sequenzen liegt in der GPIIla-Untereinheit (Pytela et al. 1986,
D'Souza et al. 1988). Somit enthalten beide GP IIb/Illa-Untereinheiten Bindungsstellen
fiir Fibrinogen. Des Weiteren weist GP Illa in seiner intrazytoplasmatischen Doméne
ein GFFKR-Motiv auf, das dafiir verantwortlich ist, dass GP IIb/Illa solange in seiner
inaktiven Form verweilt, bis es zu Verdnderungen in der GFFKR-Region und damit zu
einer Konformationsianderung des GP IIb/I1la-Rezeptors kommt (O'Toole et al. 1994).
Die Gene fiir GP IIb und Illa befinden sich auf dem Chromosom 17 (Bray et al. 1987).
Das Gen von GP IIb weist 30 Exons auf, deren Léinge zwischen 45 und 249
Basenpaaren liegt (Heidenreich et al. 1990), das Gen von GP Illa enthilt 14 Exons mit
einer Lange zwischen 9 und 3618 Basenpaaren (Zimrin et al. 1990).

Der GP IIb/IITa-Komplex wird auf der Thrombozytenoberfliche exprimiert, befindet
sich dabei aber in einem nicht-aktiven Funktionszustand. Bindet Glykoprotein Ib an den
vWEF (siehe 1.2.2), kommt es zu einer Aktivierung intrazelluldrer Kaskaden, wodurch
GP IIb/ITla in eine aktive Form iiberfiihrt wird (Inside-Out-Signaling) (Savage et al.
1992); eine zusitzliche Stimulation erfolgt durch Agonisten wie Thrombin, ADP und
Thromboxan A2. So kann GP IIb/Illa iiber die beiden oben beschriebenen
Bindungsstellen Fibrinogen binden und die Thrombozyten durch das Fibrinogen
miteinander vernetzen, es kommt zur Plédttchenaggregation. Die Bindung zwischen GP

IIb/1Ia und Ligand bewirkt eine Signaliibertragung ins Zellinnere der Thrombozyten,
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woraufhin verschiedene intrazellulare Prozesse ablaufen, die zu einer weiteren

Aktivierungsverstiarkung der Thrombozyten fithren (Outside-In-Signaling).

1.2.2 Glykoprotein Ib/IX

GP Ib/IX setzt sich zusammen aus den Glykoproteinen Ib und IX. Glykoprotein Ib ist
ein Heterodimer, bestehend aus einer o- und einer [B-Kette, die durch eine
Disulfidbriicke miteinander verbunden sind (Phillips und Agin 1977). GP Ib ist mit
einem weiteren Glykoprotein, dem GP IX, vollstdndig in der Thrombozytenmembran
verzweigt (Du et al., 1987). Zusammen mit dem Glykoprotein V bildet GP Ib/IX den
von Willebrand-Faktor-Rezeptor (GP Ib/IX/V) (Abbildung 4), der in ca. 25.000 Kopien

auf einem Thrombozyten zu finden ist (Andrew et al. 1999).

) )
)
) )
SEHS S3S
— — Thrombozytenmembran
GPX  GPIB GPla GPV GPlo GPIp  GPIX

Abbildung 4: Struktur des Glykoprotein Ib/IX/V-Komplexes (nach Kiefel, 2004)

Die Untereinheit GP Iba weist ein Molekulargewicht von 143 kD auf (Phillips und Agin
1977). Insgesamt enthdlt GP Iba vier Doménen: ein zytoplasmatische Segment, eine
transmembrandre Doméne, ein Muzin-dhnliches Segment (Makroglykopeptid) und am
N-terminalen Ende sieben Leucin-reiche Tandem-Repeats (Andrews et al. 1999).
Durch dieses Merkmal der Leucin-reichen Abschnitte gehdrt GP Iba wie auch die
anderen drei Untereinheiten des von Willebrand-Faktor-Rezeptors zur Gruppe der
Leucin-reichen Glykoproteine (LRG). Die LRG spielen eine wichtige Rolle bei den
Interaktionen zwischen Proteinen (Kobe et Kajava 2001), die genaue Funktion ist aber
unklar. Durch eine endogene Calcium-abhéingige Protease kann GP Iba gespalten

werden (Clemetson et al. 1981). Dabei entstehen ein 20 kD schwerer, weiterhin in der
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Membran verankerter C-terminaler Teil (Wicki und Clemetson 1987) und ein 118 kD
schwerer, wasserloslicher N-terminaler Teil, der aufgrund seines hohen
Kohlenhydratgehalts als Glykocalicin bezeichnet wird (Carnahan und Cunningham,
1983). Trypsin wiederum kann Glykocalicin spalten in zwei Fragmente mit einem
Molekulargewicht von 45 kD bzw. 35 kD (Wicki und Clemetson 1985, Handa et al.
1986). Das 45 kD schwere Spaltprodukt, welches sich am N-terminalen Teil befindet,
besitzt Bindungsstellen fiir den von Willebrand-Faktor (AS 251-279) (Handa et al.
1986, Vincente et al. 1990) und fiir Thrombin (AS 271-284) (De Marco et al. 1994). Die
B-Kette des GP Ib ist deutlich kleiner als die a-Kette, ihr Molekulargewicht betrigt 22
kD (Phillips et al. 1977). Aufgebaut ist GP Ibf aus einem zytoplasmatischen Teil, einer
transmembrandren Doméine und einem extrazelluldren Teil, der eine Leucin-reiche
Domaéne enthilt. Damit gehort auch GP Ibf zur Gruppe der LRG (Andrews et al. 1999).
Dass es aber nur eine einzige Leucin-reiche Doméne enthilt, ist fiir ein Mitglied der
LRG eher ungewdhnlich.

Das Glykoprotein IX hat ein Molekulargewicht von 22 kD und &hnelt strukturell dem
GP IbB (Wicki und Clemetson 1987). So besitzt auch GP IX nur eine einzige Leucin-
reiche Doméne trotz Zugehorigkeit zur Gruppe der LRG (Andrews et al. 1999).

Das Gen fiir GP Iba befindet sich auf dem Chromosom 17 (Genlokus 17p-12-ter)
(Wenger et al. 1989). Wie auch die Gene der anderen Untereinheiten des Glykoprotein
Ib/IX-Komplexes ist das Gen von GP Iba klein und einfach strukturiert. Es besitzt nur
ein einziges Intron, der offene Leserahmen befindet sich ausschlieBlich im zweiten
Exon (Wenger et al. 1988). Das Gen fiir GP Ibp ist auf dem Chromosom 22q11.2
lokalisiert (Kelly et al. 1994). Es umfasst wie das Gen von Iba zwei Exons und ein
Intron. Anders als beim Gen Iba wird der offene Leserahmen hier durch das Intron
unterbrochen (Yagi et al. 1994). Das Gen fiir GP IX befindet sich auf dem Chromosom
3921 (Hickey et al. 1990). Das Gen enthélt drei Exons und zwei Introns, wobei sich der
komplette offene Leserahmen im dritten Exon befindet (Hickey und Roth 1993).

Alle drei Untereinheiten, GP Iba, GP Ibp und GP IX, werden fiir eine stabile Expression
des Glykoprotein Ib/IX auf der Thrombozytenoberfliche bendtigt. Wie oben
beschrieben bildet das Glykoprotein Ib/IX zusammen mit dem Glykoprotein V den von
Willebrand-Faktor-Rezeptor (GP Ib/IX/V-Komplex), der in der primidren Hadmostase
eine wichtige Rolle spielt. Kommt es zu einer Verletzung eines Blutgefia3es, bindet der
von Willebrand-Faktor (vWF), ein von Endothelzellen produziertes Protein, an das

Kollagen der Extrazellularmatrix. Nun kann der GP Ib/IX/V-Komplex iiber seine vWF-
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Bindungsstelle des GP Iba eine Verkniipfung zum vWF herstellen und somit eine
Adhésion der Thrombozyten an das Gefdllsubendothel erwirken. Loslichen vWF im
Plasma bindet der GP Ib/IX/V-Komplex hingegen nicht. Ursdchlich hierfiir scheint eine
Konformationsidnderung des GP Ib/IX/V-Komplexes oder des vWF zu sein, die erst
nach Kontakt des vVWF mit dem Kollagen erfolgt.

Der GP Ib/IX/V-Komplex enthidlt zudem in der GPIba-Untereinheit eine Bindungsstelle
fir das Enzym Thrombin, welches die Plittchen aktivieren kann. Auf den
Thrombozyten befinden sich noch weitere Bindungsstellen fiir Thrombin, als wichtigste
wire PAR-1 zu nennen. Diaz-Ricart et al. (2005) haben gezeigt, dass fiir eine
vollstdndige Thrombin-induzierte Plattchenaktivierung die Intaktheit beider Rezeptoren,
GP Ib/IX/V und PAR-1, erforderlich ist. Der GP Ib/IX/V-Komplex ist dabei der
hochaffine Rezeptor fiir Thrombin.

1.2.3 Glykoprotein V

Das Glykoprotein V weist ein Molekulargewicht von 82 kD auf (Hickey und Roth,
1993) und ist aufgebaut aus einem kurzen, zytoplasmatischen Teil, einer
transmembrandren Doméine und einem extrazelluldren Teil, der 15 Leucin-reiche
Repeats enthélt (Andrews et al. 1999). Somit gehort auch GP V zur Gruppe der LRG
(Leucin-reiche Glykoproteine). Durch Thrombin kann ein 69 kD-schweres Fragment
abgespalten werden, was als GP V{l bezeichnet wird (Roth et al. 1990).

Das Gen fiir GP V befindet sich wie das Gen fiir GP IX auf dem langen Arm des
Chromosoms 3, das Gen fiir GP V ist innerhalb des Bandes 29 lokalisiert (Yagi et al.
1995). Es enthélt zwei Exons und ein Intron, wobei die kodierende Sequenz komplett
innerhalb eines Exons liegt (Lanza et al. 1993).

Wie bereits oben beschrieben, bildet GP V zusammen mit GP Ib/IX einen Komplex,
den von Willebrand-Faktor-Rezeptor. Die Verbindung zum GP Ib/IX besteht {iber die
Untereinheit Iba (Li et al. 1995) und ist nicht-kovalent (Modderman et al. 1992). Fiir
GP V ist diese Assoziation erforderlich, um effizient auf der Thrombozytenoberfliche
exprimiert zu werden (Meyer und Fox 1995). Das Verhéltnis von GP Ib/IX zu GP V
betrdgt 2:1, das heiBit der GP Ib/IX/V-Komplex besteht aus zwei Molekiilen GP Ib/IX
und einem Molekiil GP V.

Der GP Ib/IX/V-Komplex bindet vVWF und Thrombin. Es stellt sich die Frage, welche
Rolle GP V dabei iibernimmt. Fiir die Expression von GP Ib/IX ist GP V nicht
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notwendig, es verstirkt diese aber und erhoht somit die Bindungskapazitit der
Thrombozyten fiir den von Willebrand-Faktor (Meyer und Fox 1995).

Thrombin spaltet GP V, diese Proteolyse ist allerdings kein Trigger fiir die
Thrombozytenaktivierung und —aggregation (Bienz et al. 1986, Jandrot-Perrus et al.
1987). Ramakrishnan et al. (1999) zeigten vielmehr, dass GP V eher ein negativer
Modulator fiir die Plittchenaktivierung ist, da die Thrombozyten in Abwesenheit von
GP V stirker auf Thrombin ansprachen. Die genaue Funktion des Glykoprotein V ist

aber nach wie vor unklar.

1.3 Zielsetzung der Studie

Wie bereits beschrieben weisen Glykoprotein-spezifische Tests bislang nur eine
Sensitivitit von 39-49% auf, d.h. es konnen bei vielen ITP-Patienten keine Antikorper
gefunden werden. Mogliche Ursache hierfiir ist die Tatsache, dass es aufgrund der
verminderten Thrombozytenzahl nicht immer mdglich ist, alle Glykoproteine auf eine
Beladung mit Autoantikérpern zu untersuchen. Zudem benétigt der MAIPA mehrere
Waschschritte, in dessen Verlauf es zur Dissoziation des Antikérpers und damit zu einer
Beeintrachtigung der Sensitivitit kommen kann (Bakchoul et al. 2007). Ein weiterer
Grund fiir den oft negativen Antikorper-Nachweis konnte sein, dass bislang in der Regel
nur Antikérper gegen die Glykoproteine Ib/Illa und Ib/IX getestet wird; eine
Ausweitung der Tests gegen zusitzliche Zielantigene konnte zu einer Verbesserung der
Sensitivitdt fiihren. Die bisher untersuchten thrombozytdaren Antigene GPIa/lla, GP VI,
GMP140 und CD9 (Abschnitt Pathophysiologie) zeigten allerdings keine ausreichende
Relevanz.

Ein weiteres wichtiges Glykoprotein, das sich auf der Oberfliche der Thrombozyten
befindet, ist das Glykoprotein V, das Teil des von Willebrand-Faktor-Rezeptors ist. Es
konnte bereits nachgewiesen werden, dass Glykoprotein V ein wichtiges Zielantigen
sowohl bei Kindern mit Varizellen-assoziierter Thrombozytopenie (Mayer und
Beardsley 1996) als auch bei Patienten mit medikamenteninduzierter
Thrombozytopenie durch das Antiarrhythmikum Chinidin (Stricker und Shuman, 1986)
und durch die bei rheumatoider Arthritis eingesetzten Gold-Verbindungen ist (Garner et
al. 2002). Es stellt sich die Frage, ob Glykoprotein V auch eine wichtige Rolle als
Antigen bei Patienten mit einer ITP spielt. Joutsi et al. (1997, 2001) fiihrten bereits
Antikorpertests gegen GP V durch und konnten positive Resultate in 10-22%
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verzeichnen, allerdings handelte es sich bei dem Patientenkollektiv nicht um klinisch
definierte ITP-Patienten, sondern um thrombozytopene Patienten mit positivem PIFT.
In dieser Studie sollen folgende Fragen beantwortet werden:
1. Ist Glykoprotein V ein relevantes Zielantigen im Rahmen der
Antikorperproduktion bei ITP-Patienten?
2. Verbessert die Hinzunahme des Antikdrpernachweises gegen Glykoprotein V
die Sensitivitit der Glykoprotein-spezifischen Antikdrpertests?
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2 Material und Methoden

2.1 Datenanalyse
Das Protokoll dieser Studie wurde der Ethik-Kommission der Justus-Liebig-Universitit
GieBen vorgelegt, woraufhin ein zustimmendes Votum erteilt wurde.
Es erfolgte eine Datenauswertung von Patienten mit der Verdachtsdiagnose einer ITP,
deren Blutproben auf den Nachweis von antithrombozytidren Antikorpern im Institut fiir
Immunologie und Transfusionsmedizin der Universititsklinik Gieflen untersucht
wurden. Die Blutproben stammten aus verschiedenen Arztpraxen und Kliniken in
Deutschland. Die Datenerfassung wurde fiir den Zeitraum 2007 bis 2008 vorgenommen;
von Blutproben aus dem Uniklinikum Gielen wurden zusitzlich noch die Daten des
Jahres 2009 hinzugezogen. Insgesamt wurden 1511 Patientendaten ausgewertet.
Anhand den der Blutproben beigefiigten Einsendungsbdgen wurden Alter und
Geschlecht der Patienten erfasst sowie, sofern angegeben, die in den Praxen oder
Kliniken erhobenen Befunde der klinischen Untersuchung und des Blutbildes.
Im Institut fiir Immunologie und Transfusionsmedizin der Universititsklinik Gief3en
wurden folgende Daten erhoben und erfasst:

Blutbild (Thrombozyten, Erythrozyten, Leukozyten)

MPV (durchschnittliches Thrombozytenvolumen)

Direkter MAIPA gegen GP IIb/Illa, GP Ib/IX und GP V

Indirekter MAIPA gegen GP IIb/IIla, GP Ib/IX und GP V
Die Erfassung der Daten erfolgte mit dem PC-Programm Excel 2007 (Microsoft).

2.2 Aufbau des Erfassungsbogens

Anhand eines Fragebogens sollten zusdtzliche Daten der Patienten erhoben werden, um
die Diagnose einer ITP nach aktuellen Empfehlungen zu sichern oder auszuschlieen.
Der Erfassungsbogen gliederte sich in drei Teile. Im ersten Teil wurde nach der
arztlichen Verdachtsdiagnose, nach der Dauer der Erkrankung und moglichen
Begleiterkrankungen gefragt. Im zweiten Teil sollten die klinischen Befunde erldutert
werden, insbesondere ob Milz, Leber oder Lymphknoten vergroBert sind und wie der
Knochenmarkbefund im Falle einer durchgefiihrten Knochenmarkpunktion aussieht.

Der dritte Teil beinhaltete Eintragsfelder fiir die in den entsprechenden Kliniken oder
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Arztpraxen erhobenen Laborbefunde, wie Blutbild (Thrombozyten, Leukozyten,
Erythrozyten, Hdmoglobin, Retikulozyten) und klinisch-chemische Befunde (LDH,
Haptoglobin, Quick, PTT). Der Erfassungsbogen ist im Anhang abgebildet.

2.3 Versendung der Fragebogen

Die Fragebdgen wurden an die jeweiligen Kliniken und Arztpraxen versandt mit der
Bitte, diesen auszufiillen und ggf. die Arztbriefe dieser Patienten mitzuschicken.

Fiir die ausgewerteten Daten des Jahres 2007 wurden 188 Kliniken und Arztpraxen
angeschrieben. Die Praxen/Kliniken wiesen dabei zwischen einem und 72 Patienten mit
der Verdachtsdiagnose einer ITP auf. 75 Kliniken und Arztpraxen beteiligten sich an
der Studie (39,9%). Das Vorgehen wurde fiir die Daten des Jahres 2008 wiederholt.
Dabei wurden 165 Kliniken und Arztpraxen angeschrieben, die Praxen/Kliniken wiesen
dabei zwischen einem und 53 Patienten auf. Es beteiligten sich 56 Kliniken und

Arztpraxen (33,9%) (Tabelle 2).

Tabelle 2: Beteiligung der Arztpraxen und Kliniken an der Studie

2007 2008
Anzahl Kliniken / Arztpraxen angeschrieben 188 165
Anzahl Kliniken / Arztpraxen geantwortet 75 56
Anteil Kliniken / Arztpraxen geantwortet 39,9% 33,9%
Minimum Patienten pro Klinik / Praxis 1 1
Maximum Patienten pro Klinik / Praxis 72 53

Die teilnehmenden Kliniken und Arztpraxen stammen aus dem gesamten Bundesgebiet

(Abbildung 5), zudem beteiligten sich auch zwei Kliniken aus der Schweiz.

25



Abbildung 5: Verteilung der Arztpraxen u. Krankenhduser in Deutschland

2.4 Datenauswertung

Bei 704 Patienten von 1511 ausgewerteten Patientendaten (47,0%) erfolgte eine
Riicksendung der ausgefiillten Fragebogen bzw. eine Zusendung der Arztbriefe durch
die Arztpraxen und Kliniken. 469 (66,6%) Antworten erfolgten direkt auf das
Anschreiben hin. Meldeten sich die Kliniken oder Arztpraxen nicht auf das
Anschreiben, wurden sie telefonisch erneut um Zusendung der Arztbriefe gebeten,
wodurch 29 Antworten (4,1%) hinzukamen. Drei Kliniken / Arztpraxen wurden

personlich besucht, wodurch weitere 206 Antworten gewonnen werden konnten

(29,3%) (Abbildung 6).
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Antworten der Arztpraxen und Kliniken

Antwort direkt auf

Anschreiben 169

Antwort auf Telefonanruf I 29 B Antworten der Arztpraxen und
Kliniken

Antwort auf personliches
. 206
Erscheinen
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Abbildung 6: Antwortwege der Arztpraxen und Kliniken

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem PC-Programm Excel 2007 (Microsoft),
dem Chi-Quadrat-Test und dem Mann-Whitney-U-Test.
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3 Ergebnisse

3.1 Anzahl der ITP-Patienten

Von den 703 ausgewerteten Fragebogen bzw. Arztbriefen wurde bei 279 Patienten
(39,7%) eine ITP registriert. 352 Patienten (50,1%) litten hingegen unter einer anderen
Erkrankung, bei 72 Patienten (10,2%) konnte nicht sicher geklart werden, ob eine ITP
vorliegt (Abbildung 7).

Anzahl der Patienten mit I'TP

B[TP ®Keine ITP ©ungeklirt

Abbildung 7: Anzahl der ITP-Patienten
Von den 279 Patienten, bei denen Arzte eine ITP diagnostizierten, lag bei 235 Patienten

(84,2%) eine (idiopathische) ITP vor, bei 44 Patienten (15,8%) wurde eine sekundire

ITP im Rahmen einer anderen Grunderkrankung festgestellt.
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3.2 Allgemeine Daten der Patienten mit (idiopathischer) ITP

3.2.1 Kollektiv der ITP-Patienten

Insgesamt wiesen 235 Patienten laut den é&rztlicherseits gestellten Diagnosen eine
idiopathische ITP auf. Da bei ITP-Patienten eine Thrombozytopenie im Blutbild
beobachtet wird, wurde jene von den 235 ITP-Patienten ausgeschlossen, die
Thrombozytenzahlen iiber 100.000/ul im Blutbild aufwiesen. Somit fielen 47 der 235
ITP-Patienten aus der Wertung. Weitere sechs Patienten wurden ausgeschlossen, da bei
thnen im Blutbild eine Leukopenie (Leukozyten < 1.000/ul) oder eine Leukozytose
(Leukozyten > 15.000/ul) festzustellen war, bei ITP-Patienten werden hingegen
normale Leukozytenzahlen erwartet. Die Erythrozytenzahlen befinden sich bei ITP-
Patienten ebenfalls meist im Normbereich, konnen aber im Rahmen einer
symptomatischen Blutung bei erniedrigten Thrombozytenzahlen abfallen, so dass
erniedrigte Erythrozytenzahlen bei ITP-Patienten kein Ausschlusskriterium darstellen.
Jedoch wurden jene Patienten ausgeschlossen, die bei der klinischen Untersuchung eine
Splenomegalie (13 Patienten), Lykmphknotenvergréf3erungen (drei Patienten) oder eine
Hepatomegalie aufwiesen (drei Patienten); alle drei Verdnderungen sind bei ITP-
Patienten unwahrscheinlich. Nach den oben genannten Ausschlusskriterien konnten 163
ITP-Patienten mit einer Thrombopenie sowie unauffilligen Leukozytenzahlen und

unauffalliger klinischer Untersuchung gezahlt werden (Abbildung 8).
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ITP-Patienten nach erweiterten Kriterien

235 ITP-Patienten (sekundére ITP-Patienten bereits abgezogen)

47 Patienten mit Thrombozyten > 100.000/ul

6 Patienten mit Leukopenie (Leukozyten < 1000/pl)
oder Leukozytose (Leukozyten > 15.000/pul)

13 Patienten mit Splenomegalie

3 Patienten mit LymphknotenvergroBerungen

3 Patienten mit Hepatomegalie

163 ITP-Patienten

Abbildung 8: Ausschlusskriterien bei ITP-Patienten

3.2.2 Alter und Geschlecht von ITP-Patienten

Das Kollektiv der 163 ITP-Patienten setzte sich zusammen aus 140 Erwachsenen (>
zehn Jahre) (85,9%) und 23 Kindern (< zehn Jahre) (14,1%).

Der Altersmedian der erwachsenen ITP-Patienten lag bei 53 Jahren. 67 Patienten von
thnen waren ménnlich (47,9%), 73 Patienten waren weiblich (52,1%). Das Alter der
ménnlichen ITP-Patienten > zehn Jahre lag zwischen zehn und 87 Jahren, der
Altersmedian betrug 55 Jahre. Das Alter der weiblichen ITP-Patienten > zehn Jahre lag
zwischen elf und 85 Jahren, der Altersmedian war mit 52 Jahren geringfiigig niedriger
als bei den méannlichen ITP-Patienten.

Der Altersmedian bei den Kindern (< zehn Jahre) betrug fiinf Jahre. Elf Kinder waren
minnlich (47,8%), zwolf Kinder waren weiblich (52,2%). Die maénnlichen ITP-
Patienten unter zehn Jahre waren zwischen ein und acht Jahren alt, der Altersmedian

betrug sechs Jahre. Das Alter der weiblichen ITP-Patienten unter zehn Jahren lag

zwischen einem und neun Jahren, der Altersmedian betrug fiinf Jahre (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Alter der ITP-Patienten

Erwachsene (>10 Jahre) Kinder (<10 Jahre) Gesamt
(Kinder und
ménnlich weiblich ménnlich weiblich
Erwachsene)
140 23
Anzahl 163
67 73 11 12
Median 53 5
49
[Jahre] 55 59 6 5
Minimum 10 1 1
[Jahre] 10 11 | 1
Maximum 87 9
87
[Jahre] 87 85 8 9

Haufigkeitsgipfel der ITP konnten zum einen im Kindesalter (bei den méannlichen ITP-

Patienten Héufigkeitsgipfel bei

10 Jahren, bei

den weiblichen ITP-Patienten

Haufigkeitsgipfel zwischen 10 und 20 Jahren) und zum anderen im hdheren Alter

beobachtet werden. Der Anstieg des zweiten Peak erfolgte bei den Méannern zehn Jahre

frither und endete zehn Jahre frither (Haufigkeitsgipfel 50. — 70. Lebensjahr) als bei den
Frauen (Haufigkeitsgipfel 60. — 80. Lebensjahr) (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Altersverteilung bei Patienten mit ITP
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3.2.3 Laborchemische Angaben von ITP-Patienten

Insgesamt bewegten sich die Thrombozytenzahlen zwischen <1000/ul und 99.000/pl,
der Median lag bei 39.000/pl.

Die Erythozytenzahlen bei den minnlichen ITP-Patienten lagen zwischen 2.390.000/ul
und 6.030.000/ul, der Median betrug 4.660.000/ul. Bei den weiblichen ITP-Patienten
konnten Erythrozytenzahlen zwischen 2.840.000/ul und 5.360.000/ul dokumentiert
werden, der Median lag bei 4.530.000/pl.

Die Leukozytenzahlen der ITP-Patienten rangierten zwischen 1.200/ul und 13.700/pl,
der Median der Leukozyten lag bei 6.100/ul (Tabelle 4).

Tabelle 4: Thrombozyten-, Erythrozyten- und Leukozytenzahlen bei ITP-Patienten

Erythrozyten
Thrombozyten Leukozyten
ménnlich weiblich
Median
39.000 4.660.000 4.530.000 6.100
[pro pl]
Minimum
<1.000 2.390.000 2.840.000 1.200
[pro l]
Maximum
99.000 6.030.000 5.360.000 13.700
[pro pl]

Das MPV (durchschnittliches Thrombozytenvolumen) konnte bei 56 ITP-Patienten
bestimmt werden. Die Werte des MPVs rangierten dabei zwischen 7,3 fl und 15 fl bei
einem Median von 12 fl. Bei 29 Patienten (51,7%) lag das MPV > 12 fl und war somit
erhoht, bei 27 Patienten (48,2%) zeigte sich das MPV mit unter 12 fl normwertig. Bei
den Nicht-ITP-Patienten zeigte sich das MPV hingegen nur bei 26,9% erhdht (66 von
245 Patienten, bei denen das MPV bestimmt werden konnte) bei einem Median von
11,2 fl. Im Mann-Whitney-U-Test zeigte sich damit eine signifikante Differenz
zwischen ITP- und Nicht-ITP-Patienten (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Erhohtes MPV bei ITP-Patienten und Nicht-ITP-Patienten
Es besteht eine signifikante Differenz (p < 0,01, Two Tailed Test).

MPYV ITP-Patienten MPYV Nicht-ITP-Patienten
Median
12 11,2
[f1]
Minimum
7,3 6
[f1]
Maximum
15 14,8
[f1]
MPYV erhoht
51,7 26,9
[Yo]

3.2.4 Therapieregime bei ITP-Patienten

Eine medikamentdse Therapie wurde bei 52 der 163 Patienten (31,9%) durchgefiihrt.
Der GroBteil von ihnen erhielt Kortison (30 Patienten, 57,7%). Sechs Patienten (11,5%)
bekamen IVIG (intravendse Immunglobuline), drei Patienten (5,8%) wurden mit dem
monoklonalen Antikoérper Anti-CD20 (Rituximab) therapiert. Bei zwolf Patienten
(23,1%) wurde eine Kombination mehrerer Medikamente durchgefiihrt, die entweder

aus Kortison und IVIG oder aus Kortison und Rituximab bestand (Abbildung 10).

Therapie

Kortison
IVIG
Anti-CD20

H Therapie

Andere

Kombination

0 5 10 15 20 25 30 35

Abbildung 10: Therapieformen bei Patienten mit ITP
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3.3 Allgemeine Daten der Patienten mit sekundirer ITP

3.3.1 Kollektiv der Patienten mit sekundirer ITP

Bei 44 Patienten lag eine sekunddre ITP vor. Hier wurden jene Patienten mit
Thromboytenzahlen > 100.000/ul, einer Leukopenie oder Leukozytose,
LymphknotenvergroBerungen sowie einer Spleno- oder Hepatomegalie nicht aus der
Wertung genommen, da diese Verdnderungen im Rahmen der Grunderkrankung

auftreten konnen und damit kein Ausschlusskriterium fiir eine sekundére ITP darstellen.

3.3.2 Alter und Geschlecht der Patienten mit sekundirer ITP

Von den Patienten mit einer sekundidren ITP waren 40 Patienten (90,9%) > zehn Jahre
alt, bei vier Patienten (9,1%) lag das Alter unter zehn Jahren. Der Altersmedian bei den
erwachsenen Patienten lag bei 53 Jahren (weibliche Patienten: 56,5 Jahre, méannliche
Patienten: 50 Jahre), bei den Kindern (< 10 Jahre) betrug der Altersmedian 5,5 Jahre.
Von den Erwachsenen waren 24 Patienten ménnlich, 16 Patienten waren weiblich. Bei
den Kindern waren ein weiblicher Patient und drei ménnliche Patienten mit sekundérer

ITP zu registrieren (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Alter der Patienten mit sekundérer ITP

Erwachsene (>10 Jahre) Kinder (<10 Jahre) Gesamt
(Kinder und
ménnlich weiblich ménnlich weiblich
Erwachsene)
40 4
Anzahl 44
24 16 3 1
Median 53 5,5
50,5
[Jahre] 50 56,5 6 5
Minimum 13 5 .
[Jahre] 13 13 5 5
Maximum 82 7
82
[Jahre] 82 77 7 5

3.3.3 Grunderkrankungen bei den sekundiren I'TP-Patienten

Bei den sekundiren Formen litten 16 Patienten (36,4%) unter einer B-CLL, einem Non-
Hodgkin-Lymphom oder einem Morbus Hodgkin. Acht Patienten (18,2%) wiesen einen
systemischen Lupus erythematodes auf, bei sieben Patienten (15,9%) wurden andere
Kollagenosen bzw. eine rheumatoide Arthritis registriert. Drei Patienten (6,8%) wiesen
ein Antiphospholipidsyndrom auf. Bei zwei Patienten (4,5%) wurde als primére
Erkrankung ein Immundefektsyndrom diagnostiziert. Weitere drei Patienten (6,8%)
litten unter dem  Evans-Syndrom, dh. einer ITP mit kombinierter
Autoimmunhdmolytischer Andmie (AIHA). Bei vier Patienten (9,1%) lag eine
Infektionskrankheit (Hepatitis C, HIV) zugrunde. Ein Patient (2,3%) wies eine
sekundére ITP nach Stammzelltransplantation auf (Abbildung 11).
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Leukdmien und Lymphome
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Nach Stammzelltransplantation
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Abbildung 11: Grunderkrankungen bei Patienten mit Sekundérer ITP

3.4 Direkter Antikorpernachweis der Patienten mit (idiopathischer)

ITP

3.4.1 Antikorpernachweis im direkten MAIPA

Nicht bei allen ITP-Patienten war geniigend Material vorhanden, um Antikdrper gegen
die Glykoproteine IIb/Illa, Ib/IX und V zu untersuchen. Das Material der eingesendeten
Blutprobe wurde zunéchst stets genutzt, um den Antikorpernachweis gegen GP IIb/Illa
durchzufiihren. Bei noch genligendem Restmaterial wurde als Néchstes der
Antikorpernachweis gegen GP Ib/IX durchgefiihrt. Blieb dann noch geniligend Material
tibrig, konnte der Antikdrpernachweis gegen GP V erfolgen.

Der direkte MAIPA gegen GP IIb/Illa konnte bei 151 der 163 ITP-Patienten (92,6%)
durchgefiihrt werden. Antikorper gegen GP Ib/IX konnten mittels direktem MAIPA bei
128 Patienten der 163 ITP-Patienten (78,5%) untersucht werden. Ein Test auf
Antikorper gegen Glykoprotein V erfolgte bei 113 Patienten der 163 ITP-Patienten
(69,3%).

Ein positiver Antikorpernachweis gegen mindestens eines der drei Glykoproteine
gelang bei 52 jener 151 ITP-Patienten, bei denen mindestens ein Glykoprotein im

direkten MAIPA untersucht werden konnte (34,3%).
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Antikorper gegen GP IIb/Illa waren bei 42 von 151 ITP-Patienten (27,8%) nachweisbar.
Ein positiver Antikorpernachweis gegen GP Ib/IX zeigte sich bei 30 von 128 ITP-
Patienten (23,4%). Antikorper gegen GP V konnten bei 22 von 113 ITP-Patienten
(19,5%) gefunden werden (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Antikérpernachweis bei Patienten mit ITP

3.4.2 Antikorperverteilung im direkten MAIPA

Ein positiver Antikorpernachweis im direkten MAIPA war bei 34 Patienten jener 113
ITP-Patienten, bei denen alle drei Glykoproteine getestet wurden, zu verzeichnen.
70,6% der Patienten (24 von 34 Patienten) wiesen Antikorper gegen GP IIb/Illa auf, bei
73,6% der Patienten (25 von 34 Patienten) lieBen sich Antikdrper gegen GP Ib/IX
nachweisen, ein Antikdrpernachweis gegen GP V gelang bei 64,7% der Patienten (22
von 34 Patienten).

Bei elf von den 34 Patienten (32,4%) konnten Antikérper gegen nur ein Glykoprotein
nachgewiesen werden. Am haufigsten war der isolierte AntikOrpernachweis gegen
Glykoprotein IIb/Illa positiv (sieben ITP-Patienten, 20,6%). Ein positiver isolierter
Antikorpernachweis gegen Glykoprotein Ib/IX war bei drei Patienten (8,8%) zu
verzeichnen. Ein Patient (2,9%) wies isoliert Antikorper gegen Glykoprotein V auf. Bei
23 Patienten (67,7%) waren Antikorper gegen mehrere Glykoproteine nachweisbar. Der
groBte Teil entfiel auf einen positiven Antikorpernachweis gegen alle drei

Glykoproteine (14 ITP-Patienten, 41,2%). Eine Kombination von Antikérpern gegen
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GP IIb/IlIa und GP Ib/IX war bei zwei Patienten (5,9%) zu verzeichnen. Ein Patient
(2,9%) wies Antikorper gegen GP IIb/Illa und GP V auf. Bei sechs Patienten (41,2%)
war eine Kombination von Antikoérpern gegen GP Ib/IX und GP V nachzuweisen

(Tabelle 7).

Tabelle 7: Antikorperverteilung mit durchgefiihrten AK-Tests gegen alle drei Glykoproteine

Antikorper positiv Prozent

Isolierter AK-Nachwels gegen ein 1 32.4%
Glykoprotein

AK gegen GP IIb/Illa 7 20,6%
AK gegen GP Ib/IX 3 8,8%
AK gegen GP V 1 2,9%
AK-Nachwgls gegen mehrere 23 67.6%
Glykoproteine

AK gegen GP IIb/I1Ia und GP Ib/IX 2 5,9%
AK gegen GP IIb/Illa und GP V 1 2,9%
AK gegen GP Ib/IX und GP V 6 17,6%
AK gegen GP IIb/Illa, GP Ib/IX und GP V 14 41,2%
Gesamt 34 100%

Um die hier erhobenen Ergebnisse mit anderen Studien vergleichen zu konnen, in denen
der Antikérpernachweis gegen GP V nicht durchgefiihrt wurde, wurde zudem
berechnet, bei wie vielen Patienten mit positivem Antikérpernachweis im direkten
MAIPA ein Nachweis ausschlieflich gegen die Glykoproteine IIb/Illa und Ib/IX gelang.
Von insgesamt 40 ITP-Patienten, bei denen Tests gegen GP IIb/Illa und GP Ib/IX
durchgefiihrt und mindestens ein Antikorper nachgewiesen werden konnte, wiesen 31
Patienten Antikorper (77,5%) gegen GP IIb/Illa auf; bei zehn dieser Patienten (25,0%)
war ein isolierter Antikdrpernachweis gegen GP IIb/Illa zu verzeichnen und bei 21
Patienten (52,5%) war eine Kombination von Antikdrpern gegen GP IIb/Illa und GP
Ib/IX zu beobachten. Bei 30 Patienten (75,0%) waren Antikorper gegen GP Ib/IX
nachweisbar, neun Patienten (22,5%) zeigten einen isolierten Antikdérpernachweis

gegen GP Ib/IX (Tabelle 8).
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Tabelle 8: Antikorperverteilung bei Patienten mit ITP ohne GP V

Antikorper positiv Prozent
AK gegen GP IIb/Illa 10 25,0%
AK gegen GP Ib/IX 9 22,5%
AK gegen GP IIb/Illa und GP Ib/IX 21 52,5%
Gesamt 40 100%

3.4.3 Stirke der Antikorperreaktion im direkten MAIPA

Die Stirke der Reaktion im MAIPA wird in Zahlen protokolliert. Die Zahlen 1 und 2
stehen fiir eine schwache Reaktion, die Zahlen 3 und 4 fiir eine starke Reaktion. Gegen
das Glykoprotein IIb/Illa konnten bei 42 Patienten Antikorper nachgewiesen werden,
dabei zeigte sich bei 30 Patienten (71,4%) der Antikdérpernachweis schwach positiv,
eine starke Reaktion war bei 12 Patienten (28,6%) zu verzeichnen.

30 Patienten wiesen Antikorper gegen das Glykoprotein Ib/IX auf, davon war die
Reaktion bei 26 Patienten (86,7%) schwach positiv und bei 4 Patienten (13,3%) stark
positiv.

Bei 22 Patienten gelang ein Nachweis von Antikérpern gegen das Glykoprotein V,
dabei ergab der Antikérpernachweis bei 17 Patienten (77,3%) eine schwach positive

Reaktion und bei 5 Patienten (22,7%) eine stark positiv Reaktion (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Stirke des Antikdrpernachweises im direkten MAIPA
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3.5 Direkter Antikorpernachweis bei Patienten mit sekundirer I'TP

3.5.1 Antikorpernachweis im direkten MAIPA

Ein Test auf Antikorper mittels direktem MAIPA gegen Glykoprotein IIb/Illa erfolgte
bei 43 Patienten der 44 Patienten mit sekundérer ITP (97,7%). Der direkte MAIPA
gegen GP Ib/IX konnte bei 36 der 44 ITP-Patienten (81,8%) durchgefiihrt werden.
Antikorper gegen GP V konnten bei 30 Patienten der 44 ITP-Patienten (68,2%)
untersucht werden.

Ein positiver Antikdrpernachweis gegen GP IIb/Illa gelang bei 17 von 43 Patienten
(39,5%). Antikorper gegen GP Ib/IX lieBen sich bei 15 von 36 Patienten (41,7%)
nachweisen. Zehn von 30 Patienten (33,3%) =zeigten Antikoérper gegen GP V
(Abbildung 14).
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Abbildung 14: Antikorpernachweis bei Patienten mit sekundérer ITP

3.5.2 Antikorperverteilung im direkten MAIPA

Ein positiver Antikdrpernachweis gegen mindestens eines der drei Glykoproteine
gelang bei 17 jener 30 Patienten, bei denen AntikOrpertests gegen alle drei
Glykoproteine durchgefiihrt werden konnten (56,7%). Von diesen 17 Patienten wiesen
zehn Patienten (58,8%) Antikdrper gegen GP IIb/Illa auf, bei elf Patienten (64,7%)
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zeigten sich Antikorper gegen GP Ib/IX und bei zehn Patienten (58,8%) war ein
positiver Antikérpernachweis gegen GP V zu verzeichnen.

Bei acht von diesen 17 Patienten (47,0%) wurden Antikorper gegen nur ein
Glykoprotein nachgewiesen. Bei zwei Patienten (11,8%) war ausschlieBlich der
Antikorpernachweis gegen GP IIb/Illa positiv, vier Patienten (23,4%) wiesen isoliert
Antikorper gegen GP Ib/IX auf und bei zwei Patienten (11,8%) konnten Antikorper nur
gegen GP V verzeichnet werden. Bei neun der 17 Patienten mit sekunddrer ITP und
positivem Antikorpernachweis (53,0%) waren Antikorper gegen mehrere Glykoproteine
nachzuweisen. Dabei wiesen fiinf Patienten Antikorper (29,4%) gegen alle drei

Glykoproteine auf (Tabelle 9).

Tabelle 9: Antikorperverteilung bei Patienten mit sekundérer ITP

Antikorper positiv Prozent

Isolierter AK-Nachwels gegen ein ] 47.0%
Glykoprotein

AK gegen GP IIb/Illa 2 11,8%
AK gegen GP Ib/IX 4 23,4%
AK gegen GP V 2 11,8%
AK-Nacthsls gegen mehrere 9 53.0%
Glykoproteine

AK gegen GP IIb/Illa und GP Ib/IX 1 5,9%
AK gegen GP IIb/Illa und GP V 2 11,8%
AK gegen GP Ib/IX und GP V 1 5,9%
AK gegen GP IIb/Illa, GP Ib/IX und GP V 5 29,4%
Gesamt 17 100%

3.5.3 Stirke der Antikorperreaktion im direkten MAIPA

Antikorper gegen GP IIb/Illa zeigten sich bei 17 Patienten, dabei ergab der
Antikdrpernachweis bei acht Patienten (47,1%) eine schwach positive Reaktion und bei
neun Patienten (52,9%) eine stark positive Reaktion.

Gegen GP Ib/IX wurden bei 15 Patienten Antikdrper nachgewiesen, dabei zeigte sich
bei acht Patienten (53,3%) der Antikdrpernachweis schwach positiv, eine starke

Reaktion war bei sieben Patienten (46,7%) zu verzeichnen.
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Ein positiver Antikorpernachweis gegen GP V gelang bei zehn Patienten. Bei vier
Patienten (40,0%) zeigte sich eine schwache Reaktion, sechs Patienten (60,0%) wiesen

eine starke Reaktion auf (Abbildung 15).

100%
90% +— ———— ——————
80% —

70% -
60% Stirke 4

m Stirke 3

m Stirke 2

B Stérke 1

50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0% -
GP IIb/1I1a GP Ib/IX GPV

Abbildung 15: Stirke d. Antikdrpernachweises im direkten MAIPA bei sekundirer ITP

3.6 Indirekter Antikorpernachweis bei ITP-Patienten (idiopathisch

und sekundar)

Fiir die Berechnung des indirekten MAIPAs wurden die Patienten mit ITP und
sekundérer ITP aufgrund der geringen Fallzahl zusammengefasst. Der indirekte MAIPA
wurde bei 52 der 207 ITP-Patienten mit ITP oder sekundarer ITP (25,1%) durchgefiihrt,
dabei waren bei 26 Patienten (50,0%) Antikorper nachweisbar. Von diesen 26 Patienten
war der indirekte Antikérpernachweis vor allem bei jenen Patienten positiv, bei denen
bereits im direkten MAIPA Antikdrper nachgewiesen werden konnten (14 von 26
Patienten, 53,8%). Bei sechs Patienten (23,1%) war ein positiver indirekter
Antikorpernachweis zu verzeichnen bei gleichzeitig negativem direkten MAIPA. Sechs
ITP-Patienten (23,1%) wiesen Antikdrper im indirekten MAIPA auf bei nicht
durchgefiihrtem direkten MAIPA (Abbildung 16).

42



Indirekter Antikorpernachweis

IM positiv, DM negativ

IM positiv, DM nicht durchgefiihrt _ 6

0 2 4 6 8 10 12 14

Abbildung 16: Indirekter Antikdrpernachweis
(DM =direkter MAIPA, IM =indireckter MAIPA)

Der indirekte Antikérpernachweis wurde ausschlieBlich gegen die Glykoproteine
[Ib/Illa und Ib/IX durchgefiihrt, Antikérper gegen Glykoprotein V wurden nicht
gemessen. Bei den Patienten mit positivem indirekten Antikdrpernachweis entfielen
etwa gleich grofle Anteile auf den isolierten Nachweis von Antikorpern gegen
Glykoprotein IIb/Illa (neun Patienten, 34,6%), isoliert Antikorper gegen Glykoprotein
Ib/IX (neun Patienten, 34,6%) bzw. Antikorper gegen beide Glykoproteine (acht
Patienten, 30,8%) (Abbildung 17).

Antikorperverteilung im indirekten MAIPA
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Abbildung 17: Antikorperverteilung im indirekten MAIPA
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3.7 Faktoren im Rahmen eines positiven Antikdorpernachweises

Bei der Untersuchung des Einflusses von patientenbezogenen Daten auf den Nachweis
von Antikorpern hatten das Geschlecht und das Alter (Erwachsene oder Kinder) im Chi-
Quadrat-Test keinen Einfluss auf den Antikorpernachweis. Einen signifikanten Einfluss
im Chi-Quadrat-Test hingegen zeigte sich bei der Form der ITP auf den positiven
Antikorpernachweis. Bei Patienten mit einer (idiopathischen) ITP konnten Antikorper
in 34,4% (52 von 151 Patienten) nachgewiesen werden, bei Patienten mit sekundérer
ITP gelang der Nachweis in 58,1% (25 von 43 Patienten). Es konnte gezeigt werden,
dass Patienten mit einer sekunddren ITP signifikant hdufiger detektierbare Antikdrper

aufweisen als Patienten mit einer idiopathischen ITP.

Tabelle 10: Form der ITP und Antikérpernachweis
Der Zusammenhang ist signifikant (o = 0,05; Chi-Quadrat = 7,8489; p = 0,0051).

Form der ITP AK—Na.c l.1wels AK-Nacl}wels Gesamt
positiv negativ
Idiopathisch 52 99 151
Sekundar 25 18 43
Gesamt 77 117 194

Tabelle 11: Alter und Antikdrpernachweis
Der Zusammenhang ist nicht signifikant (o = 0,05; Chi-Quadrat = 0,1624; p = 0,687).

Alter AK—Na.cl.nwels AK-Nacl.lwels Gesamt
positiv negativ
< 10 Jahre 9 16 25
> 10 Jahre 68 101 169
Gesamt 77 117 194
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Tabelle 12: Geschlecht und Antikdrpernachweis
Der Zusammenhang ist nicht signifikant (o = 0,05; Chi-Quadrat = 1,13103; p = 0,25).

Geschlecht ALEENEENGE ALSRETILOR Gesamt
positiv negativ
Minnlich 42 54 96
Weiblich 35 63 98
Gesamt 77 117 194

Weiterhin wurde untersucht, ob sich die Thrombozytenzahl und die Héhe des MPV bei
Patienten mit positivem  Antikorpernachweis von denen mit negativem
Antikorpernachweis signifikant unterscheiden (hier wurden Patienten mit sekundéirer
ITP aus der Wertung genommen, da die der sekundiren ITP zugrunde liegenden
Erkrankungen die Anzahl der Thrombozyten und die Hohe des MPVs verfilschen
konnten). Bei Patienten mit positivem Antikorpernachweis lag der Median der
Thrombozytenzahl bei 30.000/ul, bei Patienten mit negativem Antikorpernachweis
betrug der Median der Thrombozytenzahl 42.000/ul, die Differenz zeigte sich
signifikant im Mann-Whitney-U-Test.

Tabelle 13: Thrombozytenzahl und Antikdrpernachweis
Es besteht eine signifikante Differenz (p < 0,05, Two Tailed Test).

Thrombozyten AK-Nachweis positiv AK-Nachweis negativ

Median [/ul] 30.000 42.000

Der Median des MPV lag bei den Patienten mit positivem Antikérpernachweis bei 13,1
fl, Patienten mit negativem Antikorpernachweis wiesen einen Median des MPV von
11,7 fl auf. Bei 80% der Patienten mit positivem Antikdrpernachweis war das MPV mit
> 12 fl erhoht, bei den Patienten mit negativem Antikorpernachweis wiesen hingegen
nur 41,5% ein erhohtes MPV auf. Es zeigte sich eine signifikante Differenz zwischen
ITP-Patienten mit positivem Antikdrpernachweis und ITP-Patienten mit negativem
Antikorpernachweis im Mann-Whitney-U-Test. Somit kann konstatiert werden, dass
Patienten mit positivem Antikorpernachweis eine niedrigere Anzahl an Thrombozyten

und ein hoheres MPV aufweisen als Patienten mit negativem Antikorpernachweis.
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Tabelle 14: MPV und Antikoérpernachweis
Es besteht eine signifikante Differenz (p < 0,05, Two Tailed Test).

MPV AK-Nachweis positiv AK-Nachweis negativ
Median [fl] 13,1 11,7
MPV erhoht [%] 80,0 41,5
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3.8 Sensitivitat und Spezifitit

3.8.1 Sensitivitat und Spezifitit ohne Einbeziechung von Antikorpern gegen GP V

Fiir die Berechnung der Sensitivitit und der Spezifitit wurden die Patienten mit einer
ITP und sekundérer ITP im Rahmen einer anderen Grunderkrankung zusammengefasst.
Dabei wurden nur jene Patienten mit in die Wertung genommen, bei denen der direkte
Antikorpernachweis gegen mindestens ein Glykoprotein durchgefiihrt wurde. Patienten
mit positivem indirekten Antikdrpernachweis wurden nicht beriicksichtigt, da bei diesen
Patienten kein Antikorpernachweis gegen Glykoprotein V erfolgte. Insgesamt konnten
somit 194 ITP-Patienten mit in die Wertung genommen werden (151 ITP-Patienten, 43
Patienten mit sekundirer ITP).

Ein Antikorpernachweis gegen GP IIb/Illa war bei 66 Patienten zu verzeichnen, so dass
sich eine Sensitivitdit von 34,0% (Konfidenzintervall 27,4% bis 40,7%) ergibt. 346
Patienten aus dem Kollektiv wiesen laut den Arztbriefen keine ITP auf, ein positiver
Antikorpernachweis war dennoch bei zwei Patienten zu vermerken (ein Patient mit
Myelodysplastischem Syndrom, ein Patient mit hdmophagozytérer
Lymphohistiozytose). Folglich liegt die Spezifitit bei 99,4% (Konfidenzintervall 98,6%
bis 100%). Der positive priadiktive Wert betrdgt 97,1% (Konfidenzintervall 93,0 bis

100%).

Tabelle 15: AK-Nachweis gegen GP IIb/Il1a

AK-Nachweis AK-Nachweis
.. . Gesamt
positiv negativ
Patienten mit ITP 66 128 194
Patienten ohne ITP 2 344 346
Gesamt 68 472 540

Unter Einbeziehung der Patienten mit Antikorpernachweis gegen GP Ib/IX stieg die
Anzahl der Patienten von 66 auf 74, so dass sich eine Sensitivitit von 38,1%
(Konfidenzintervall 31,3% bis 45,0%) berechnet. Die Spezifitit liegt unverdndert bei
99,4% (Konfidenzintervall 98,6% bis 100%). Der positive priadiktive Wert steigt auf
97,4% (Konfidenzintervall 93,8% bis 100%).
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Tabelle 16: AK-Nachweis gegen GP IIb/Illa & GP Ib/IX

AK-Nachweis AK-Nachweis
.. . Gesamt
positiv negativ
Patienten mit ITP 74 120 194
Patienten ohne ITP 2 344 346
Gesamt 76 464 540

3.8.2 Sensitivitat und Spezifitit unter Einbeziehung von Antikorpern gegen GP V

Bezieht man den Antikdrpernachweis gegen Glykoprotein V mit in die Auswertung ein,

so steigt die Anzahl der Patienten mit positivem Antikérpernachweis von 74 auf 77, die

Sensitivitdt verbessert sich somit von 38,1% auf 39,7% (Konfidenzintervall 32,8% bis
46,6%). Die Spezifitit liegt unverdndert bei 99,4% (Konfidenzintervall 98,6% bis
100%), der positive pradiktive Wert steigt leicht auf 97,5% (Konfidenzintervall 94,0%

bis 100%).

Tabelle 17: AK-Nachweis gegen GP IIb/Illa, GP Ib/IX & GP V

AK—Na.c l.lwels AK-Nachweis negativ Gesamt
positiv

Patienten mit ITP 77 117 194

Patienten ohne ITP 2 344 346

Gesamt 79 461 540

Tabelle 18: Sensitivitét, Spezifitit und Positiver Pradiktiver Wert

Antikorpernachweis | Antikoérpernachweis | Antikérpernachweis
gegen GP IIb/IIIa gegen GP IIb/I11a gegen GP IIb/IlIa,
und GP Ib/IX GP Ib/IX und GP V

Sensitivitit 34,0% 38,1% 39,7%
(KI127,4% bis 40,7%) | (KI31,3% bis 45,0%) | (KI 32,8% bis 46,6%)

Spezifitit 99,4% 99,4% 99,4%
p (KI198,6% bis 100%) | (KI98,6% bis 100%) | (KI98,6% bis 100%)

Positiver o o o

Pridiktiver 97,1% 97,4% 97,5%

Wert (KI193,0% bis 100%) | (KI93,8% bis 100%) | (KI 94,0% bis 100%)
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4 Diskussion

4.1 Charakteristika der ITP-Patienten

Das Verhiéltnis von Frauen und Méannern {iber 10 Jahre betrdgt in dieser Studie 1,1:1 (73
Frauen, 67 Minner). Auch in der Literatur ist ein Uberhang an Frauen bei Patienten mit
einer ITP zu beobachten, das Verhéltnis ist mit 1,2-1,7:1 etwas ausgepragter (Neylon et
al. 2003, Frederiksen et al. 1999). Bei ITP-Patienten unter 10 Jahre sind weibliche ITP-
Patienten mit einem Verhdltnis von 1,1:1 in dieser Studie héufiger betroffen als
maénnliche ITP-Patienten; in der Literatur wird beschrieben, dass die Geschlechter bei
kindlichen ITP-Patienten in etwa gleich haufig betroffen sind (Cines et al. 2000).

In der vorliegenden Studie konnen zwei Héaufigkeitsgipfel bei ITP-Patienten beobachtet
werden: Ein Peak liegt im Kindesalter, die Literatur beschreibt dazu eine Inzidenz von
bis zu 5/100.000 (Terrell et al. 2010). Der andere Gipfel ist im hoheren Lebensalter mit
einem Median von 53 Jahren zu verzeichnen. Diese Beobachtungen stimmen in etwa
mit einer bisherigen Studie iiberein, bei der der Median von erwachsenen ITP-Patienten
56 Jahre betrdgt (Frederiksen et al. 1999).

Das Blutbild von ITP-Patienten weist laut der Literatur eine meist isolierte
Thrombozytopenie auf, wihrend Leukozyten und Erythrozyten im Normbereich liegen.
Diese Angaben werden in dieser Studie bestétigt. Die Thrombozytenzahlen bei den
idiopathischen ITP-Patienten liegen zwischen < 1000/ul und 99.000/ul, der Median
betragt 39.000/ul. Die Leukozytenzahlen rangieren zwischen 1.200/ul und 13.700/pl,
der Median liegt bei 6.100/ul. Die Erythrozytenzahlen bei den Méannern liegen zwischen
2,39 M/ul und 4,66 M/ul mit einem Median von 4,66 M/ul, bei den Frauen rangieren
die Erythrozytenzahlen zwischen 2,84 M/ul und 5,35 M/ul mit einem Median von 4,53
M/ul.  Weiterhin beschreibt die Literatur ein oft erhdhtes MPV (mittleres
Thrombozytenvolumen) bei ITP-Patienten. Dies bestétigt sich in dieser Studie mit
einem erhohten MPV bei 51,8% der ITP-Patienten, wihrend die Nicht-ITP-Patienten
nur zu 24,5% ein erhohtes MPV aufweisen, womit eine signifikante Differenz berechnet

werden konnte.
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4.2 Antikorpernachweis gegen die Glykoproteine IIb/IIIa und Ib/IX
Die Glykoproteine IIb/Illa und Ib/IX sind die bislang wichtigsten identifizierten
Zielantigene, gegen die Antikorper im Rahmen einer ITP nachgewiesen werden konnen.
So beschreibt die Literatur, dass Antikorper gegen Glykoprotein IIb/Illa durch
verschiedene Antikorpertests (Antigen-Capture Assay bzw. Kombination mehrerer
Tests) in 32-39% nachweisbar sind (Nomura et al. 1991, McMillan et al. 1987), in
dieser Studie konnen mittels direktem MAIPA Antikorper gegen GP IIb/Illa in 27,8%
nachgewiesen werden. Ein positiver Antikorpernachweis gegen Glykoprotein Ib/IX
erfolgt laut Literatur in 19-22% der Fille (Nomura et al. 1991, McMillan et al. 1987), in
dieser Studie liegt der Nachweis mit 23,4% diskret hoher. Diese Ergebnisse sind aber
nur eingeschrankt miteinander vergleichbar, da zur Erlangung dieser Werte
unterschiedliche Antikorpertests eingesetzt wurden. Besser vergleichen lassen sich
Ergebnisse, die ausschlieBlich mittels des direkten MAIPAs erzielt wurden. Hierzu
beschreiben Brighton et al. (n=40) einen positiven Antikérpernachweis gegen GP
IIb/II1a bei 88% der Patienten mit positivem direkten MAIPA, ein isolierter Nachweis
gegen GP IIb/I11a liegt bei 48% dieser Patienten vor. In dieser Studie (n=40) fallen die
Werte fiir GP IIb/Illa etwas geringer aus: 77,5% der Patienten mit positivem direkten
MAIPA weisen Antikorper gegen GP IIb/Illa auf, ein isolierter Nachweis gegen GP
IIb/Ia ist bei 25,0% der Patienten zu verzeichnen. Antikdrper gegen GP Ib/IX weisen
in der Studie von Brighton et al. 53,0% der Patienten mit positivem direkten MAIPA
auf (13,0% isoliert), in dieser Studie ist ein positiver Antikdrpernachweis gegen GP
Ib/IX mit 75,0% und ein isolierter Antikoérpernachweis gegen GP Ib/IX mit 22,5%
deutlich hoher.

Die Durchfiihrung eines indirekten Antikorpernachweises gegen Glykoproteine hat sich
laut der Literatur als nicht sinnvoll erwiesen, da positive Ergebnisse nur selten zu
verzeichnen sind. In dieser Studie ist der indirekte Antikérpernachweis mit 50%
positiven Ergebnissen relativ hoch. Dabei muss allerdings beachtet werden, dass der
indirekte Antikorpernachweis vor allem bei jenen Patienten durchgefiihrt wurde, die
bereits positive Ergebnisse im direkten MAIPA aufgezeigt hatten (53,8% der Patienten),

so dass von einem verzerrten Patientenkollektiv auszugehen ist.
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Ubereinstimmend mit der Literatur hingegen ist die Verteilung im indirekten
Antikdrpernachweis: Der Nachweis gegen GP IIb/Illa, GP Ib/IX bzw. beide
Glykoproteine ist in dieser Studie in etwa zu gleichen Teilen positiv (34,6%, 34,6%,
30,8%), eine dhnliche Verteilung zeigen auch die Ergebnisse von Brighton et al. (30%,
30%, 39%).

4.3 Antikorpernachweis gegen Glykoprotein V

Ein Ziel der vorliegenden Studie soll die Uberpriifung sein, ob Glykoprotein V ebenfalls
ein wichtiges Zielantigen im Rahmen der Antikorperproduktion bei ITP-Patienten
darstellt. In bisherigen Untersuchungen wurden bei Patienten mit positivem Ergebnis im
PIFT Antikorper gegen Glykoprotein V in 10-22% gefunden (Joutsi et al. 1997, Joutsi-
Korhonen et al. 2001). Hierbei handelte es sich aber nicht ausschlieBlich um ITP-
Patienten, sondern um Patienten mit einer Thrombozytopenie unterschiedlicher
Ursache. In dieser Studie konnte bei 113 ITP-Patienten ein Antikérpernachweis gegen
Glykoprotein V mittels des direkten MAIPA durchgefiihrt werden. Eine Préselektion
durch einen positiven PIFT fand dabei nicht statt, da sich der Nachweis von den
Gesamt-Immunglobulinen fiir die Diagnose einer ITP, wie bereits beschrieben, als nicht
sinnvoll erwiesen hat. Positive Resultate fiir GP V im direkten MAIPA zeigen sich bei
19,5% der Patienten (22 von 113 Patienten). Zum Vergleich lassen sich bei 27,8% (42
von 151 Patienten) Antikorper gegen GP IIb/Illa nachweisen und ein positiver
Antikorpernachweis gegen GP Ib/IX ist bei 23,4% (30 von 128 Patienten) zu
verzeichnen. Anhand dieser Ergebnisse wird deutlich, dass Glykoprotein V mit einem
Antikdrpernachweis bei 19,5% der ITP-Patienten ein wichtiges Zielantigen bei der ITP
ist. Jedoch muss auch festgehalten werden, dass Glykoprotein IIb/Illa mit einem
Antikorpernachweis bei 27,8% der ITP-Patienten, wie auch in bisherigen Studien
beschrieben, das wichtigste Zielantigen bei der ITP darstellt. Und auch Glykoprotein
Ib/IX ist mit einem Antikdrpernachweis bei 23,4% der ITP-Patienten eine grofere
Relevanz zuzuordnen als Glykoprotein V.

Um die Verteilung der Antikdrper bei den ITP-Patienten besser aufzuzeigen, werden
jene 34 ITP-Patienten genauer betrachtet, bei denen die drei Glykoproteine IIb/Illa,
Ib/IX und V getestet wurden und sich mindestens ein Antikdrper im direkten MAIPA
nachweisen lieB. 70,6% der ITP-Patienten mit positivem direkten MAIPA weisen

Antikorper gegen Glykoprotein IIb/Illa auf (24 von 34 Patienten), bei 73,6% ist ein
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positiver Antikdrpernachweis gegen GP Ib/IX zu verzeichnen (25 von 34 Patienten) und
64,7% zeigen Antikorper gegen Glykoprotein V (22 von 34 Patienten). Diese
Ergebnisse zeigen nur geringe Differenzen in der Haufigkeit des Antikdrpernachweises
gegen die Glykoproteine IIb/IIla, GP Ib/IX und GP V. In iiber der Hilfte der Falle
(67,6%, 23 von 34 Patienten) ist der Antikorpernachweis gegen mehrere Glykoproteine
gleichzeitig positiv, 41,2% (14 von 34 Patienten) weisen sogar Antikorper gegen alle
drei Glykoproteine auf. 20,6% der Patienten zeigen isoliert Antikdrper gegen
Glykoprotein IIb/IIla (7 von 34 Patienten). Ein isolierter Antikorpernachweis gegen GP
Ib/IX gelingt bei drei Patienten (8,8%), ein Patient (2,9%) weist isoliert Antikorper
gegen GP V auf. Anhand dieser Ergebnisse lédsst sich festhalten, dass im Falle eines
positiven Antikdrpernachweises zumeist Antikorper gegen mehr als ein Glykoprotein

nachzuweisen sind. Zu dieser Feststellung kamen auch He et al. (1994).

4.4 Einfluss der Glykoprotein-Antikorper auf Thrombozyten und
MPV

Wie bereits beschrieben weisen ITP-Patienten im Blutbild eine isolierte
Thrombozytopenie auf, zudem ist das MPV (durchschnittlichen
Thrombozytenvolumen) oft erhoht. Es stellt sich die Frage, ob sich ITP-Patienten mit
positivem Antikorpernachweis gegen eines der Glykoproteine von jenen Patienten
unterscheiden, die unter einer ITP leiden, aber keine Antikdrper gegen Glykoproteine
aufweisen.

Bei ITP-Patienten mit positivem Antikorpernachweis liegt der Median der
Thrombozytenzahl bei 30.000/ul, ITP-Patienten ohne Antikdrpernachweis weisen einen
Median von 42.000/pul auf. Anhand des Mann-Whitney-U-Tests kann berechnet werden,
dass hier eine signifikante Differenz vorliegt, d.h. ITP-Patienten mit positivem
Antikorpernachweis weisen durchschnittlich eine niedrigere Thrombozytenzahl auf als
ITP-Patienten ohne Antikdrpernachweis.

ITP-Patienten mit positivem Antikérpernachweis weisen in Bezug auf das MPV einen
Median von 13,1 fl auf, bei ITP-Patienten ohne Antikdrpernachweis liegt der Median
bei 11,7 fl. Ein erhohtes MPV (> 12 fl) zeigen 80% der ITP-Patienten mit positivem
Antikorpernachweis, bei den ITP-Patienten ohne Antikérpernachweis ist das MPV bei
41,5% erhoht. Auch hier zeigt sich mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests eine
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signifikante Differenz, d.h. ITP-Patienten mit positivem Antikorpernachweis weisen

durchschnittlich ein hoheres MPV auf als ITP-Patienten ohne Antikorpernachweis.

4.5 Sekundire ITP
Die Form der ITP ist bei den Patienten in dieser Studie bei 84,2% idiopathisch, 15,8%

weisen hingegen eine sekundire ITP auf. Diese Ergebnisse decken sich mit der
Literatur, wo sekunddre ITP-Formen bei bis zu 20% der ITP-Patienten beschrieben
werden. Zu den hdufigsten zugrunde liegenden Erkrankungen zédhlt die Literatur den
systemischen Lupus erythematodes, das Antiphospholipidsyndrom, Leukdmien,
Immundefektsyndrome, Infektionen und das Evans-Syndrom (Cines et al. 2009). Diese
Krankheitsbilder sind auch in dieser Studie als zugrunde liegende Erkrankungen
sekunddrer ITP-Formen zu beobachten. Hinzu kommen in dieser Studie noch weitere
Kollagenosen, zwei Fille einer rheumatoiden Arthritis und ein Patient mit Zustand nach
Stammzelltransplantation.

Beziiglich des Alters und des Geschlechts sind zwischen Patienten mit (idiopathischer)
ITP und sekundirer ITP keine groBen Differenzen festzustellen. Der Altersmedian bei
den Erwachsenen betrigt jeweils 53 Jahre. Bei den Kindern liegt der Altersmedian der
ITP-Patienten bei fiinf Jahren, der Altersmedian der sekunddren ITP-Patienten ist mit
5,5 Jahren geringfiigig hoher. Wahrend bei den (idiopathischen) ITP-Patienten ein
leichter Ubergang an weiblichen Patienten (52,1% Frauen, 47,9% Minner) zu
verzeichnen ist, sind bei den sekundiren ITP-Patienten mehr Ménner betroffen (40,0%
Frauen, 60,0% Miénner). Hierbei konnte jedoch die geringe Fallzahl der sekundiren
ITP-Patienten (n = 44) zu einer Verzerrung gefiihrt haben.

Ein positiver Antikdrpernachweis im direkten MAIPA ist bei 68,2% der Patienten mit
sekunddrer ITP zu dokumentieren. Zum Vergleich gelang bei Patienten mit
(idiopathischer) ITP bei nur 34,3% der Patienten ein positiver Antikdrpernachweis. Mit
Hilfe des Chi-Quadrat-Testes kann gezeigt werden, dass zwischen Patienten mit
(idiopathischer) ITP und Patienten mit sekunddrer ITP eine signifikante Differenz
beziiglich des Antikorpernachweises vorliegt; Patienten mit sekundérer ITP weisen
signifikant hdufiger Antikérper im direkten MAIPA auf als Patienten mit
(idiopathischer) ITP.

Wie auch bei den Patienten mit (idiopathischer) ITP zeigt sich bei den Patienten mit

sekundidrer ITP Glykoprotein IIb/Illa als wichtiges Zielantigen. Antikorper gegen GP
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[Ib/IMa konnen bei 39,5% der Patienten mit sekundéirer ITP nachgewiesen werden; bei
zwel Patienten ist ein isolierter Antikorpernachweis gegen GP IIb/Illa zu
dokumentieren. Ein positiver Antikdrpernachweis gegen GP Ib/IX liegt bei 41,7% der
Patienten vor, vier Patienten weisen isoliert Antikorper gegen GP Ib/IX auf. 33,3% der
Patienten zeigen Antikorper gegen GP V, bei zwei Patienten ist ein isolierter

Antikorpernachweis gegen GP V zu dokumentieren.

4.6 Sensitivitit und Spezifitit

In dieser Studie soll tiberpriift werden, ob der Antikdrpernachweis gegen Glykoprotein
V  die bekanntlich niedrige Sensitivitit des  Glykoprotein-spezifischen
Antikorpernachweises verbessert.

Fiir die Berechnung der Sensitivitit und der Spezifitit wurden die Patienten mit einer
ITP und sekundérer ITP im Rahmen einer anderen Grunderkrankung zusammengefasst.
Es wurden nur jene Patienten mit in die Wertung genommen, bei denen der direkte
Antikorpernachweis gegen mindestens ein Glykoprotein durchgefiihrt wurde.

Berechnet man die Sensitivitit in dieser Studie nur anhand des positiven
Antikorpernachweises gegen Glykoprotein IIb/Illa, so liegt diese bei 34,0%. Wird
zusdtzlich der Anteil an Patienten mit positivem Antikdrpernachweis gegen
Glykoprotein Ib/IX hinzugezogen, steigt die Sensitivitit um 4,1% auf 38,1%. Die
Sensitivitidt in dieser Studie unter Beriicksichtigung der Glykoproteine IIb/Illa und
Ib/IX liegt mit 38,1% am unteren Rand der bisherigen Verdffentlichungen, die eine
Sensitivitit von 39-49% beschreiben (Kiefel et al. 1996, Brighton et al. 1996, Warner et
al. 1999, Hagenstrom et al. 2000).

Bezieht man nun die Patienten mit positivem Antikérpernachweis gegen Glykoprotein
V mit in die Berechnung ein, so steigt die Sensitivitit nochmals um 1,6% auf insgesamt
39,7%. Obgleich eine Steigerung der Sensitivitdt mit 1,6% relativ gering erscheint, so
muss dennoch festgehalten werden, dass ohne den GP V-Antikorpernachweis drei ITP-
Patienten dem Nachweis von Antikorpern entgangen wiren. Zudem muss beriicksichtigt
werden, dass bei 26,2% (51 der 194 ITP-Patienten) kein Antikdrpernachweis gegen GP
V durchgefiihrt werden konnte aufgrund einer zu kleinen Blutprobe. Hitte der
Antikorpernachweis gegen GP V bei allen ITP-Patienten durchgefiihrt werden konnen,
wire noch eine Steigerung der Sensitivitidt durch Einbeziehung von GP V zu erwarten

gewesen.
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Die in bisherigen Studien mit 78-100% (Kiefel et al. 1996, Brighton et al. 1996, Warner
et al. 1999, Hagenstrom et al. 2000) als hoch beschriebene Spezifitit konnte in dieser
Studie mit einer Spezifitidt von 99,4% bestdtigt werden. Lediglich zwei Patienten ohne
Diagnose einer ITP wiesen Antikorper gegen Glykoproteine auf: Ein Patient litt unter
einer hdmophagozytdren Lymphohistiozytose, bei einem Patienten lag ein
Myelodysplastisches Syndrom (MDS) zu Grunde, wobei erwidhnt werden muss, dass es

Ubergangsformen zwischen einer ITP und einem MDS gibt.

4.7 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass das Glykoprotein V ein
wichtiges Zielantigen bei Patienten mit einer ITP ist, obgleich den Glykoproteinen
Ib/IX und vor allem Glykoprotein IIb/Illa eine grofBere Relevanz zugesprochen werden
muss. Dennoch betrigt die Sensitivitdt auch unter Kombination der drei Antikdrpertests
gegen GP IIb/Illa, GP Ib/I und GP V nur 39,7%, d.h. bei der Mehrzahl der ITP-
Patienten konnten keine Glykoprotein-Antikérper nachgewiesen werden. Es stellt sich
die Frage, wie die Sensitivitit verbessert werden konnte.

Es ist nicht auszuschlieBen, dass es noch weitere bislang nicht identifizierte
Zielantigene neben den Glykoproteinen IIb/IIIa, Ib/IX und V im Rahmen der ITP gibt,
die moglicherweise die Sensitivitdt verbessern konnten. Doch erscheint es eher
unwahrscheinlich, dass die Sensitivitdt durch Detektion eines weiteren Zielantigens
deutlich steigen wiirde. So war die Sensitivitit durch Hinzunahme des
Antikorpernachweises gegen GP Ib/IX zusdtzlich zum Antikdrpernachweis gegen GP
IIb/Illa nur geringfiigig von 34,0% auf 38,1% gestiegen. Noch geringer war die
Zunahme der Sensitivitit ~ unter  zusdtzlicher = Beriicksichtigung des
Antikorpernachweises gegen GP V, hier stieg die Sensitivitdt nur um weitere 1,6% von
38,1% auf 39,7%. Es hat sich gezeigt, dass GP V zwar ein wichtiges Zielantigen bei der
ITP ist mit einem Antikorpernachweis bei 19,5% der ITP-Patienten und bei 33,3% der
Patienten mit sekundérer ITP, jedoch lagen bei der Mehrzahl dieser Patienten bereits
Antikorper gegen GP IIb/Illa und/oder GP Ib/IX vor. Ein isolierter Antikérpernachweis
gegen GP V zeigte sich bei nur drei Patienten (ein ITP-Patient, zwei Patienten mit
sekundédrer ITP), so dass die Sensitivitit nicht signifikant gebessert werden konnte.

Zur Verbesserung der Sensitivitdt erscheint es zielfilhrender, einen geeigneten Test zu

finden, der die Glykoprotein-Antikorper sicher nachweist. Najaoui et al. (2012) zeigten,
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dass bei vielen ITP-Patienten die Komplementbindungsreaktion durch Antikdrper
aktiviert werden konnte. Auch bei 30% der ITP-Patienten ohne nachweisbare
Antikorper gegen eines der Glykoproteine wurden komplementaktivierende
Eigenschaften nachgewiesen (Najaoui et al. 2012). Das legt die Vermutung nahe, dass
bisherige Antikorpertests wie der MAIPA unzureichend in der Nachweisbarkeit der
Antikorper sind. Ein Grund hierflir ist die Tatsache, dass es beim MAIPA durch
mehrere Waschschritte zu einer Dissoziation des Antikdrpers kommen kann (Bakchoul
et al. 2007). Weitere mogliche Ursachen fiir eine unzureichende Nachweisbarkeit des
MAIPAs konnten fluktuierende Antikorper-Spiegel bei den ITP-Patienten sein, zudem
konnte die bei ITP-Patienten verminderte Thrombozytenzahl dazu fiihren, dass es nicht
immer moglich ist, alle Glykoproteine auf eine Beladung mit Autoantikdrpern zu

untersuchen.
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5 Zusammenfassung

Bei der ITP (Immunthrombozytopenie) handelt es sich um eine Autoimmunerkrankung,
bei der Antikorper gegen Thrombozyten gebildet werden. Die bislang wichtigsten
identifizierten Zielantigene sind die thrombozytiren Glykoproteine IIb/IIla und Ib/IX.
Dennoch konnen bei 40% der ITP-Patienten keine Antikorper gefunden werden, die
Sensitivitét ist dementsprechend gering. Im Rahmen dieser Studie wurde untersucht, ob
das thrombozytire Glykoprotein V ein weiteres wichtiges Zielantigen im Rahmen der
ITP ist und ob die Sensitivitidt von Glykoprotein-spezifischen Tests durch den Nachweis
von Glykoprotein V-Antikorpern verbessert werden kann.

Es erfolgte eine Datenauswertung von 1511 Patienten mit der Verdachtsdiagnose einer
ITP, deren Blutproben auf den Nachweis von Antikorpern gegen die Glykoproteine
[Ib/IMa, Ib/IX und V mittels des direkten MAIPAs, einem Glykoprotein-spezifischem
Antikorpertest, untersucht wurden. Nach Ausschluss jener Patienten, bei denen eine ITP
unwahrscheinlich erschien, konnten 163 ITP-Patienten gezdhlt werden. Bei 34,3% der
Patienten konnte mindestens ein Glykoprotein-spezifischer Antikérper nachgewiesen
werden. Ein Antikorper-nachweis gegen GP IIb/Illa war bei 27,8% der Patienten zu
beobachten, 23,4% der Patienten wiesen Antikorper gegen GP Ib/IX auf und bei 19,5%
der Patienten gelang ein Antikorpernachweis gegen GP V. Anhand dieser Ergebnisse
kann festgehalten werden, dass Glykoprotein V ein wichtiges Zielantigen bei der ITP
ist, obgleich den Glykoproteinen Ib/IX und vor allem IIb/Illa eine groBere Relevanz
zugesprochen werden muss. Die bekanntlich niedrige Sensitivitit des Glykoprotein-
spezifischen Antikdrpernachweises bestétigte sich in dieser Studie mit einer Sensitivitit
von 38,1% unter Berlicksichtigung der Antikorper gegen GP IIb/Illa und GP Ib/IX.
Unter Hinzunahme von Antikorpern gegen GP V stieg die Sensitivitdt nur geringfligig
um 1,6% auf 39,7%. Bei einem Grofiteil der ITP-Patienten mit positivem
Antikorpernachweis gegen GP V lagen bereits Antikorper gegen GP IIb/IIla und/oder
GP Ib/IX vor, ein isolierter Antikdrpernachweis gegen GP V gelang bei nur drei
Patienten (ein ITP-Patient, zwei Patienten mit sekundérer ITP). Somit konnte die
Sensitivitdt durch den zusétzlichen Antikorpernachweis gegen GP V nicht signifikant
verbessert werden. Dennoch kann festgehalten werden, dass eine Immunisierung gegen

GP V einen relevanten Mechanismus bei der ITP darstellt.
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6 Summary

ITP (immunthrombocytopenia) is an immune mediated disease causing antibodies
against platelets. So far, the main target antigens are the glycoproteins IIb/Illa and
Ib/IX. However, in 40% of patients with ITP glycoprotein specific antibodies are not
detectable. According to this the sensitivity is low. The present study was designed to
explore the relevance of glycoprotein V as another target antigen in ITP. Another aim of
the study was to analyze if the detection of antibodies against glycoprotein V can
improve the sensitivity of laboratory testing against glycoprotein specific antibodies.
Blood samples of 1511 patients with suspected ITP were tested for antibodies against
the glycoproteins IIb/Illa, Ib/IX and V. In 163 patients the clinical picture strongly
suggested ITP. Antibodies against at least one glycoprotein were noted in 34,3%.
Platelet antibodies against GP IIb/Illa, GP Ib/IX and V were detected in 27,8%, 23,4%
and 19,5%. These results indicate that glycoprotein V is an important target antigen in
ITP, however glycoproteins Ib/IX and especially IIb/Illa are of major relevance. The
low sensitivity of glycoprotein specific antibody detection was proved in this study by
achieving a sensitivity of 38,1% for antibody detection against GP IIb/Illa and GP
Ib/IX. Taking antibodies against glycoprotein V into account the sensitivity increased
marginally by 1,6%. Most of the ITP patients with autoantibodies against GP V also
have autoantibodies against GP IIb/Illa and Ib/IX, isolated autoantibodies against GP V
were only found in three ITP patients (one patient with immunthrombocytopenia, two
patients with secondary ITP). These findings show that the sensitivity could not be
improved significantly by additional antibody detection against glycoprotein V.
However, it can be noted that immunization against GP V constitutes an important

mechanism in ITP.
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Anhang

Erfassungsbogen zur ITP

Erfassungsbogen zur Autoimmunthrombozytopenie (ITP)

Institut fir Klinische Immunologie und Transfusionsmedizin der Universitét GieBen, Fax: 0641-99-41529

Patientenname, -vorname

Geburtsdatum

Laufende Nummer

Thrombozytenzahl bei Einsendung (in Tsd/pl)

Unser thrombozytenimmunologischer Befund

1. Verdachtsdiagnose und Begleiterkrankungen

Klinische Verdachtsdiagnose:

Seit wann besteht die Erkrankung?

Bluttransfusionen (Zeitpunkt, Anzahl)?

Schwangerschaften (Anzahl)?

Bitte markieren Sie Erkrankungen, die bei dem Patienten bekannt oder seit der Erstdiagnose auf-
getreten sind, durch ankreuzen. Mehrfachnennungen sind méglich.

O primar biliare Zirrhose O Wilmstumor

O Sjogren-Syndrom O Morbus Hodgkin

O Systemische Sklerose O Non-Hodgkin-Lymphom
O Systemischer Lupus (SLE) O Leukamie

O Rheumatoide Arthritis O Felty-Syndrom

O Multiple Sklerose O LGL-Syndrom
O Glomerulonepbhritis O Vaskulitis
O Neutropenie O Hamolytische Andmie

O Blutstammzelltransplantation

O Nierentransplantation

O Autoimmun-lymphoprolife
ratives Syndrom (ALPS)

O MALT-Lymphom
O HIV-Infektion

O Infektion mit Helicobacter pylo

O Masern-Infektion

O anderes Malignom

O andere (w elche):

2. Klinische Befunde
Milz (GroRe)

o nicht untersucht

Lymphknoten (ggf. Lokalisation vergroBerter Lymphknoten)

o nicht untersucht

Leber (GroRe, ggf. Beschaffenheit)

o nicht untersucht

Knochenmarkbefund

o nicht untersucht

Sonstige wesentliche klinische Befunde:

o keine
3. Laborbefunde
Rotes und weiBes Blutbild
Erythrozyten |Hb Retis Leukozyten |Diff-BB
o unauffallig
Klinisch-chemische Befunde
LDH Haptoglobin |Quick PTT andere (welche):
o unauffallig

Freitext:
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