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1. Einleitung

1.1. Myeloproliferative Erkrankungen in der medizinischen Geschichte

1895 beschrieb Dr. Richard C. Cabot in Boston den ersten Fall von Blutungen und
Thrombosen bei einem Patienten mit einer Knochenmarkserkrankung, die in Folge einer
Zahnextraktion auftraten (22).

Mehr als ein halbes Jahrhundert spiter wurde Anfang der Fiinfziger Jahre von Dameshek der
Begriff des chronischen myeloproliferativen Syndroms (MPS) geprigt (29).

Man versteht darunter eine heterogene Gruppe von Erkrankungen, zu denen die chronische
myeloische Leukédmie (CML), die Osteomyelofibrose (OMF), die Polycythaemia vera (PV)
und die Essentielle Thrombozythdmie (ET) gezéhlt werden.

Es handelt sich um eine klonale Proliferation frither himatopoetischer Progenitorzellen.

Die ET ist charakterisiert durch eine hohe Thrombozytenzahl, die PV durch erhéhte
Erythrozytenzahlen, die OMF durch Knochenmarkfibrose und extramedulldrer Blutbildung,
die CML durch erhohte Leukozytenzahlen und dem Nachweis des Philadelphia-Chromosoms
(45, 111).

1.2. Charakterisierung und Komplikationen des MPS

Gemeinsames Merkmal dieser Gruppe von Krankheiten ist neben der iiberméfBigen
Neubildung vorwiegend reifer Blutzellen die hohe Inzidenz von thrombotischen
Komplikationen. Studien zeigen, da3 neben Thrombosen und Embolien auch Blutungen
auftreten konnen (5, 12, 14, 57). Vielfach wird daher von paradoxen Hdmostasestorungen
gesprochen, wobei eine hohere Inzidenz von Thrombosen als von Blutungen zu verzeichnen
ist (161).

Die iiberwiegend retrospektiven Studien demonstrieren, daf3 sehr hdufig Komplikationen in
Form von transitorischen ischdmischen Attacken und Durchblutungsstdrungen der Akren
auftreten (12, 20). Daneben erstrecken sich die Symptome von neurologischen Beschwerden
wie Kopfschmerzen, Schwindel, Sehstorungen, Parédsthesien in den Akren bis hin zur
Erythromelalgie an den Extremitéten (110).

Hamorrhagischen Komplikationen treten auf nach zahnéarztlichen Eingriffen, Operationen,
bei sehr hohen Thrombozytenzahlen (> 10'*/1) und in Verbindung mit Medikamenten wie

Kortison, Aspirin oder nicht-steroidalen-Antirheumatika (12, 21).



Vor allem erscheinen sie in Form von gastrointestinalen Blutungen (75). Daneben duB3ert sich
die Blutungsneigung in Form von Petechien, Nasenbluten und Melaena (110).

Gefiirchtet sind lebensbedrohliche Ereignisse wie Lungenembolien sowie zerebrovaskulire,
koronare und periphere Gefalverschliisse, die zu Herzinfarkten und Schlaganfillen fiihren
koénnen (137).

Auch uniibliche Lokalisationen wie Milz- und Lebervenen, Pfortader und mesenterische

GefaBe konnen betroffen sein (111, 137).

1.3. Ursachen des MPS

Als Ursache der Himostasestorungen bei den myeloproliferativen Erkrankungen wird eine
abnorme Megakaryopoese angenommen (161). Die klonale Proliferation der Megakaryozyten
fithrt zu einer abnormen Bildung von Blutplittchen.

Es wurde ein breites Spektrum an thrombozytiren Verdnderungen beschrieben, wobei jeder
Patient individuell verschiedene Anomalien aufweist (21, 49, 93, 137).

Zum einen werden vergroflerte Thrombozyten gebildet, die Thromboxansynthese ist
gesteigert, sowie vermehrt plittchenspezifische Proteine synthetisiert.

Zum anderen lassen sich ultrastrukturell Abnormitéten erkennen. Die Anzahl an
Speichergranula und Zellorganellen ist vermindert sowie die Endomembranstrukturen
hyperthrophiert. Dieses Phinomen wird auch als erworbener Speicherdefekt bezeichnet.
Abnorme Membranstrukturen fithren u.a. zu defekten adrenergen Rezeptoren sowie zum
Verlust der Prostaglandinrezeptoren (137).

Diese Thrombozytenfunktionsdefekte spiegeln sich in einer fehlenden oder herabgesetzten
Antwort auf stimulierende Agonisten wie Epinephrin, ADP, Kollagen oder Adrenalin wieder
(37, 137, 154). Als Folge bleibt die Aggregatbildung hiufig aus oder ist vermindert.

Oft kommt es zu einer erhohten Expression von aktivierungsspezifischen Epitopen auf der
Membranoberfldache, was eine verstiarkte Aktivierungsbereitschaft reflektiert (23, 54, 144).
Daraus resultiert eine Neigung zu spontaner Pldttchenaggregation.

Trotz Identifizierung zahlreicher Rezeptordefekte, intrazelluldrer Signalkaskaden und der
abnormen Pléttchenbildung bei den myeloproliferativen Erkrankungen ist ein genereller
Pathomechanismus nicht erkennbar. Es konnte kein klinischer Zusammenhang zu
Thrombose- und Blutungskomplikationen hergestellt werden (11, 124, 137, 160).

Lediglich die Erh6hung des Hamatokritwertes auf iiber sechzig Prozent, welche mit

verstirkter Blutviskositét assoziiert ist und den Thrombozyten einen intensiveren Kontakt mit



dem Endothel ermoglicht, kann als pathophysiologische Ursache der Thrombosebildung
belegt werden (137). Mit steigendem Hamatokritwert werden die Thrombozyten in die
Gefdlperipherie gedringt, wo Scherkréfte und Kontaktzeit mit der GefaBwand deutlich hoher
sind als im Axialstrom.

Im Verlauf der Erkrankung nimmt die Zahl der Pldttchenabnormitéten zu, und damit auch die
Gefahr thrombo-embolische Ereignisse oder Blutungskomplikationen zu entwickeln (161).
Dabei zeigt die CML in ihrer Akutphase (Blastenkrise) die meisten Anomalien (19).
Gleichzeitig verdndert sich die Plattchenfunktion als Folge der pathologischen Bildung im
Knochenmark, aber auch als Resultat moglicher TherapiemalBnahmen (93).

Der Einsatz von zytoreduktiven Substanzen wie Hydroxyurea fiihrt nicht nur zu einem
Riickgang thrombo-embolischer Komplikationen, sondern kann auch zu schwerwiegenden
Langzeitwirkungen fiithren (39, 40). Im Vordergrund steht hier die Induktion von
Sekundirneoplasien, die fiir alkylierende Substanzen belegt sind, und die fiir andere
zytoreduktive Substanzen wie Hydroxyurea diskutiert werden.

Wenn man aber zytoreduktive Substanzen vermeiden will, um keine Sekundér-Leukédmien zu
indizieren, dann steigen wiederum die Thrombozyten mit allen verbundenen klinischen
Komplikationen (6).

Zytoreduktive Medikamente wie Hydroxyurea verbessern nicht die abnormale Aggregation
und Adhision der Thrombozyten (19). Die Membrandefekte bleiben unbeeinfluf3t. Es handelt
sich um eine rein symptomatische Therapie, die die abnorme Bildung von
Knochenmarkzellen nicht verhindern kann, sondern lediglich die Entwicklung von

Komplikationen reduziert.

1.4. MPS und Thrombozytenfunktionstests

Die Thrombozytenabnormitédten und ihre klinische Relevanz sind Gegenstand vieler Studien.
Patienten mit myeloproliferativen Syndromen weisen dabei Defekte auf, die in einigen Fillen
in ihrer Kombination dhnlich den angeborenen Thrombozytendefekten sind (z.B. Glanzmann-
Naegeli Thrombasthenie)(27).

Plattchenfunktionstests scheinen bisher wenig beizutragen, um klinische Komplikationen
vorherzusagen (12, 41). Einige Patienten haben sowohl eine Hyper- als auch eine
Hypofunktion der Thrombozyten (11). Studien mit Hilfe der Thrombozyten-Aggregometrie
zeigten, daf bei Patienten mit Hyperreagibilitdt hdufig vendse oder arterielle Thrombosen in

der Anamnese beschrieben wurden. Im Gegensatz dazu hatten Patienten mit Hyporeagibilitét



seltener eine Komplikation in der Vorgeschichte vorzuweisen. Die Ableitung einer
Vorhersage von entsprechenden Komplikationen konnte jedoch nicht geliefert werden (93).
Zahlreiche Studien haben demonstriert, dafl unter zytoreduktiver oder antithrombozytirer
Therapie thromboembolische Komplikationen deutlich zuriickgehen (39, 40, 75, 110).
Trotz Reduktion der Thrombozyten bleiben die Aggregationsdefekte fiir Plattchenagonisten
wie Epinephrin bestehen (154). Auch verdndert eine Zytoreduktion nicht die erhdhten
Plasmawerte von Plittchensekretionsprodukten wie B-Thromboglobulin oder Fibrinopeptid A
(158).

Der Nutzen fiir MPS Patienten durch den klinischen Einsatz von
Thrombozytenaggregationshemmern wie Aspirin in der Prophylaxe und Behandlung von
thrombo-embolischen Komplikationen unterstreicht, trotz der bisher nicht sicher etablierten
Korrelation mit Aggregationstests, den Stellenwert der Thrombozyten Hyperreaktivitét fiir

den Pathomechanismus der Thrombosebildung (112).

1.5. Durchflufizytometrie und Thrombozytenfunktion

Viele klinische Erscheinungsbilder wie z.B. koronare Herzkrankheit, Diabetes Mellitus,
Schlaganfall, Schwangerschatft, tiefe Venenthrombosen, Hypercholesterindmie oder die
zirkulierenden aktivierten Blutplittchen assoziiert (106).

Die Thrombozytenaktivierung spielt eine wichtige Rolle im Pathomechanismus von
arteriellen VerschluBkrankheiten wie dem Schlaganfall oder dem Myokardinfarkt (133).
Plattchenaggregate, stabilisiert von Fibrin, bilden sich bei Endothelschéden, rupturierten
Arterioskleroseplaques oder in Regionen, wo der Blutflul durch eine Stenose behindert wird.
Die Adhésion von Thrombozyten an subendotheliale Strukturen wie Kollagen aktiviert iiber
eine Signalkaskade die Blutpldttchen und fiihrt iiber zahlreiche Interaktionen zur
Thrombozytenaggregation (122). Im Verlaufe dieses Geschehens kann es dann zur
Entwicklung von thrombo-embolischen Komplikationen kommen.

Die Durchfluflzytometrie hat sich im Laufe der letzten Jahre als sinnvolle Methode zur Studie
von normalen und abnormalen Membranrezeptoren auf Thrombozyten etabliert (2, 96). Sie
kann als Testmethode fiir die Thrombozytenfunktion und deren Interaktion mit anderen Zellen
eingesetzt werden (10, 106).

Der Vorteil gegentiber anderen Plattchenfunktionstests besteht darin, da3 die

Thrombozytenaktivierung in Vollblut getestet wird. Sie entspricht daher nahezu dem in vivo



Zustand (108). Minimale Manipulationen wéahrend der Aufbereitung der Probe fiihren zu
weniger Artefakten als es im in vitro Modellversuch der Fall ist. Dazu werden nur einige pl
Blut benétigt, so dal nur wenig Aufwand fiir eine Testung entsteht (108).

Die Thrombozyten zirkulieren iiblicherweise in einem nichtaktivierten Status durch das
GefaBystem. Im Verlauf des Aktivierungsprozesses bilden die Thrombozyten Aggregate,
geben Granulainhaltstoffe frei und unterstiitzen die Gerinnselbildung (133). Wahrend der
Héamostase interagieren Komponenten der thrombozytiren Plasmamembran mit Substanzen
der Gefallwand, mit Oberflichenmembranen weiterer Blutzellen und mit verschiedenen
Gerinnungsproteinen (2). Einige dieser Kontakte fithren zu physikalischenVerdnderungen der
Plattchenmembranproteine und Lipide, welche durch die Bindung von spezifischen,
kommerziell erhéltlichen, fluorochrom-markierten monoklonalen Antikdrpern erkennbar
werden (15, 60, 92).

So binden verschiedene Antikorper spezifisch an verdnderte Strukturen der Plasmamembran,
die sich aus der Expression bestimmter Rezeptoren und der Sekretion einzelner Substanzen
nach Aktivierung der Thrombozyten ergeben (1).

Auf diese Weise ist es moglich, aktivierte Plattchen durch deren
Antikorperbindungseigenschaften von anderen Blutzellen zu unterscheiden.

Es wird zwischen Antikdrpern unterschieden, die gegen lysosomale Granulaproteine, gegen
a-Granulaproteine und gegen das Glykoprotein IIb/IIla gerichtet sind (105).

Der Antikorper PAC 1 bindet an Epitope des Fibrinogenrezeptors auf Thrombozyten, die nur
nach Aktivierung exprimiert werden (139). Dies geschieht durch Konversion des GP IIb/Illa
Rezeptors zu einem funktionellen Rezeptor fiir Fibrinogen (140). PAC 1 verhindert die
fibrinogenvermittelte Plattchenaggregation.

S12 und KC4 sind Antikorper, die an den Rezeptor GMP-140 (PADGEM, P-Selektin, CD
62p) binden (17). Das a-Granula-Glykoprotein P-Selektin wird wéhrend der Sekretion an die
Membranoberfliche transloziert.

Viele Studien finden eine erhohte Expression von GMP-140 bei Patienten mit
myeloproliferativen Syndromen als Aktivierungsmarker fiir Thrombozyten. Ein
Zusammenhang zu thrombo-embolischen Komplikationen oder Blutungsereignissen konnte
jedoch nicht festgestellt werden (23, 54, 162).

Auffillig ist auch ein Formwandel (,,shape change*) der diskoiden, nicht-aktivierten
Thrombozyten (Diskozyten)zu spharischen Partikeln, welcher elektronenmikroskopisch

sichtbar ist (49).



1.6. Thrombozyteninteraktion

Die Expression von Rezeptoren nach Aktivierung der Thrombozyten fiihrt nicht nur zu
Interaktionen zwischen Blutpléttchen, sondern ermdglicht auch den Kontakt zu anderen
Blutbestandteilen, Blutzellen und Endothel (151).

Die Kommunikation der Zellen untereinander erfolgt dann iiber chemische Metaboliten (z.B.
Produkte des Arachidonsdurezyklus) und wird auch als ,,cross talk bezeichnet (141).

Eine komplexe Serie von Zelladhdsionen und Signalkaskaden regulieren die Inflammatorische
Antwort auf Infektionen oder Gefdl3schiaden (104).

Zur Initiierung dieser Antwort miissen Leukozyten an die GefaBwand binden.
Unterschiedliche Selektine vermitteln dabei (151).

GMP-140 vermittelt die Adhdsion von Thrombozyten an Leukozyten (48).

Diese Interaktion ist als wichtiger Faktor in der Pathogenese des vaskuldren
Verschluflsyndroms beschrieben (42, 76, 119, 165).

Die verstéirkte Bildung von Thrombozyten-Leukozyten Aggregaten wurde auch bei einigen
Studien tiber invasive Eingriffe am Herzen dokumentiert.

Trotz Aspirin- und Heparinstandardtherapie konnte Leukozytenaktivierung und
Thrombozytenadhésion bei Patienten nach einer Koronar-Angioplastie nachgewiesen werden
(109).

Eine Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und Blutpléttchen stellte man auch nach
Ballondilatation an Koronargefaf3en fest (120).

Ebenso zeigten Patienten mit instabiler Angina Pectoris einen signifikanten Anstieg von
Neutrophilenaktivierung sowie eine erhohte Thrombozyten-Leukozyten Adhésion (121).
Auch systemische Erkrankungen wie z.B. die Sepsis sind mit verstdrkter Expression von
Pléttchenadhédsionsmolekiilen und erhdhten Thrombozyten-Leukozyten Aggregaten assoziiert
(50).

Da den myeloproliferativen Syndromen eine klonale Proliferation aller Blutzellreihen
zugrunde liegt, ist eine mdgliche Schliisselrolle der Thrombozyten-Leukozyten Interaktion bei

den Verdnderungen des Gerinnungsstatus und der Thrombozytenaktivierung anzunehmen

(38).



1.7. Einschatzung des Risikoprofils bei MPS Patienten

Eine Korrelation von Plittchenfunktionsdefekten in vitro, erhohter Expression von
Aktivierungsmarkern sowie klinischen Komplikationen ist nicht bekannt (11, 124, 154, 162).
Bisher gibt es keine zuverldssige Methodik, die dabei hilft, schwerwiegende Komplikationen
myeloproliferativer Erkrankungen vorherzusagen und so das Risikoprofil einzelner Patienten
einzuschitzen.

Daher bleiben zur Abschitzung von Thrombose- oder Blutungsgefahrdung bei MPS Patienten
nur die wesentlichen Basisbefunde aus Anamnese, Familienanamnese, Medikation und

Komorbiditit (143).

1.8. Zweck der Studie

In den letzten Jahren wurden eine Reihe neuer Untersuchungstechniken entwickelt, die
angeborene und erworbene Verdnderungen von plasmatischen Gerinnungsfaktoren und
Thrombozyten besser erkennen lassen (143).

Neben den bereits etablierten Gerinnungstests Thromboplastinzeit und PTT zdhlen dazu die
Messung von Tissue Faktor, D-Dimer, Protein C, Protein S, Antithrombin und
Prothrombinfragment F 1+2.

Hinzu kommt die molekularbiologische Untersuchung von spezifischen Mutationen wie dem
Prothrombin Polymorphismus, der Faktor V-Leiden Mutation sowie dem MTHFR
Polymorphismus.

Neben einer ausfiihrlichen Anamnese sowie einer korperliche Untersuchung kénnen diese
neuen Diagnostikmethoden helfen, angeborene und erworbene Risikofaktoren fiir Thrombose-
oder Blutungskomplikationen aufzudecken.

Wir méchten im Rahmen der vorgelegten Studie priifen, ob sich mit diesen neuen Methoden
spezifische Gerinnungsverdanderungen bei Patienten mit myeloproliferativen Syndromen
definieren lassen.

Bestehen Korrelationen zu Blutungsereignissen oder thrombo-embolischen Komplikationen?
Zusétzlich untersuchen wir mit Hilfe der DurchfluBzytometrie die Thrombozyten auf
Aktivierungsmarker sowie ihre Interaktion zu den Leukozyten.

Moglicherweise gibt es Hinweise auf vermehrte Aggregatbildung zwischen diesen beiden

Zelltypen.



Eine Korrelation zu den einzelnen Subtypen des MPS ist denkbar, so da3 Patienten mit einem
erhohten Risiko fiir Thrombose- oder Blutungskomplikationen identifiziert werden konnten.
Desweiteren wird iiber den Platelet Function Analyzer (PFA-100) die Thrombozytenadhésion
und -aggregation simuliert, um dadurch die Thrombozytenfunktion besser beurteilen zu
konnen.

Ziel ist, bei Patienten mit myeloproliferativen Erkrankungen durch friihzeitiges Erkennen
spezieller Verdnderungen des Gerinnungssystems drohende Komplikationen zu erkennen und
im Idealfall durch entsprechende therapeutische Maflnahmen thombo-embolische Ereignisse

oder Blutungen zu vermeiden.



2. Patienten, Material und Methoden

2.1. Studienaufbau

2.1.1. Studienablauf

Zum Probandenkollektiv zdhlten Patienten aus der Himatologisch-Onkologischen Ambulanz
der Universitdtsklinik Gielen. Bei Patienten mit myeloproliferativen Erkrankungen wurden
nach einem Informationsgesprich tiber Hintergrund und Ziel dieser Studie eine

Einverstindniserkldrung unterschrieben sowie einmalig Blutproben entnommen.

2.1.2. Gruppeneinteilung

Gruppe A: Patienten mit Chronisch myeloischer Leukédmie (n=10)
Gruppe B: Patienten mit Essentieller Thrombozythdmie (n=12)
Gruppe C: Patienten mit Polyzythdmie vera (n=13)

Gruppe D: Patienten mit Osteomyelofibrose (n=12)

Als Vergleichsgruppen dienten 16 Normalprobanden.

2.1.3. Blutentnahmen

Die Patienten erschienen niichtern an einem Vormittag, moglichst ohne sich vorher korperlich
belastet zu haben. Die Blutentnahme erfolgte beim sitzenden Patienten mit kurzfristiger
venoser Stauung und G18 Kaniile. Es wurde darauf geachtet, dafl eine Punktion nicht an einer
Armvene erfolgte, die kurz zuvor schon einmal punktiert worden war.

Zur Fixierung der Thrombozyten fiir die durchfluBzytometrische Untersuchung enthielt das
entsprechende Entnahmerdhrchen Cyfix-Stabilisierungslosung (0,2% w/v Paraformaldehyd,
0,1% w/v Glyoxal) sowie Citrat-Losung (0,11 mol/l). Fiir die anderen Laboruntersuchungen
wurden die jeweiligen standardisierten EDTA oder Citratrohrchen mit einer Konzentration

von 0,11 mol Citrat/l und 1 mg EDTA/ml benutzt.



2.1.4. Diagnostische Parameter und Anamnese

Vor den Blutentnahmen wurden die Patienten befragt. Um Informationen {iber abgelaufene

Thrombosen, Embolien oder Blutungen zu erhalten, wurde die Anamnese erhoben (der

Anamnesebogen siche Anhang 7.2.). Aus Blutproben wurden folgende Parameter bestimmt:

Gerinnungsanlyse:

Fibrinogen > Multifibren (Dade Behring GmbH, Marburg, Deutschland)

Partielle Thromboplastinzeit > Pathromtin (Dade Behring GmbH, Marburg, Deutschland)
Thromboplastinzeit > Thromborel (Dade Behring GmbH, Marburg, Deutschland)
Prothrombinfragment F 142 > Enzygnost® F 1+2 micro (Dade Behring GmbH, Marburg,
Deutschland)

Thrombophiliediagnostik:

aPC-Resistenz > COATEST® (Chromogenix Milano, Italien)

Protein C-Aktivitit > Berichrom® Protein C (Dade Behring GmbH, Marburg,
Deutschland)

Protein S-Aktivitit > Protein S-Reagenz® (Dade Behring GmbH, Marburg, Deutschland)
Antithrombin -Aktivitit > Berichrom® Antithrombin III (Dade Behring GmbH, Marburg,
Deutschland)

Faktor V-Leiden Mutation > ThromboType® (ADS GmbH, Nehren, Deutschland)
Prothrombin Polymorphismus > ThromboType® (ADS GmbH, Nehren, Deutschland)
MTHFR Polymorphismus > ThromboType® (ADS GmbH, Nehren, Deutschland)

Blutbild (Beckmann-Coulter, Krefeld, Deutschland):

Héamatokrit

Héamoglobin
Leukozytenzahl

e Monozyten

e Neutrophile Granulozyten
e Lymphozyten
Thrombozytenzahl
Erythrozytenzahl
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Elisa-Tests:

e Tissue Faktor > IMUBIND® Tissue Factor ELISA Kit (American diagnostica inc.,
Greenwich, USA)
e D-Dimer > ASSERACHROM D-Dimer® (BOEHRINGER, Mannheim, Deutschland)

Anamnese:

Die Anamnese sollte neben der Standarddatenerhebung sowie den konventionellen
kardiovaskuldren Risikofaktoren vor allem Vorerkrankungen, Medikamente und spezielle
Risikofaktoren erfassen, die erhdhte Thrombose-, Embolie- oder Blutungsneigungen
aufzeigen.

Bei den Vorerkrankungen interessierten besonders Angina Pectoris Anfille, Herzinfarkte,
Lungenembolien sowie Thrombosen unterschiedlicher Lokalisation.

Medikamente wie Aspirin, Heparin sowie unterschiedliche Chemotherapeutika, darunter
Interferon, LitaliR, Anagrelide etc. wurden erfragt.

Angaben liber Blutungsereignisse, (wie Petechien, Himatome, Wundheilungsstérungen,
hiufiges Zahnfleischbluten, Blut im Stuhl oder im Urin) bzw. Thrombosezeichen (wie
Stauungszeichen, periphere Durchblutungsstorungen oder schnelle Kaniilenverstopfungen)
erginzten die Anamneseerhebung.

Der Anamnesebogen ist dem Anhang unter 7.2. zu entnehmen.

2.2. Materialien

2.2.1. Tests

DurchfluBlzytometer (Epics XL2, Coulter Corporation, Miami, Florida, USA); Messung von:

e CD62p-positive Thrombozyten

e Thrombozyten-Mikropartikel

e Thrombozyten-Mikroaggregate

e Thrombozyten-Leukozyten Aggregate

Platelet Function Analyzer (PFA-100) (Dade Behring GmbH, Marburg, Deutschland);

Messung von:

e VerschluBzeit im Platelet Function Analyzer (VZ)
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2.2.2. Probenaufbereitung (Cyfix III-Protokoll/Thrombozyten-Leukozyten Protokoll)
2.2.2.1. Reagenzien

Phosphatpufter (PP):

Na,HPO, x 2 H,0 (Merck, Darmstadt, Deutschland) wird in destilliertem Wasser gelost (0,15
M). NaH,PO4x H,O (Merck, Darmstadt, Deutschland) wird in destilliertem Wasser gelost
(0,15 M). Die Na,HPO4-Losung wird vorgelegt und mit NaH,PO4.Losung auf pH 7,4 titriert.

Die Osmolaritit wird mit destilliertem Wasser auf 300 mosmol/l eingestellt.

Formaldehydl6sung:

Paraformaldehyd (Merck, Darmstadt, Deutschland) wird in destilliertem Wasser geldst (10%
w/v). Die Losung wird auf ca. 70° C erwédrmt. Danach wird 1 N Natronlauge tropfenweise so

lange zugegeben, bis die Losung klar wird.

Glyoxal:
40% Losung (Merck, Darmstadt, Deutschland).

Stabilisierungslosung Cyfix II1:
1 Teil Glyoxallosung und 8 Teile Formaldehydlosung werden zu Phosphatpuffer ad 200 Teile

gegeben. Die Losung muB taglich frisch angesetzt werden.

Verdiinnungslosung:

Glycine (Serva) gelost in Phosphatpuffer (0,2 % w/v).

Antikorper:

Die Thrombozytenaktivierung, die Bildung von Thrombozyten-Mikropartikeln,
Thrombozyten-Mikroaggregaten, sowie die Thrombozyten-Leukozyten Aggregate wurden
mit Hilfe fluorochrom-markierter monoklonaler Antikdrper bestimmt. Dabei wurde Vollblut

mit entsprechenden Markern inkubiert.

e PE (Phycoerythrin)-markierte anti-CD14 (Clone RMO52, IgG,,, mouse, Immunotech,
Marseille, Frankreich); zur Detektion der Monozyten;
e FITC (Fluorescein Isothiocyanat)-markierte anti-CD42b (anti-GPIba, Clone SZ2, IgGy,

mouse, Immunotech, Marseille Frankreich); zur Detektion der Thrombozyten;
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e PerCP-anti-CD45 (Clone 2D1, IgG;, mouse, Becton Dickinson, San Jose, Californien,
USA); zur Detektion der Leukozyten;

e PE-markierte anti-CD62p (Clone CLB-Thromb/6, IgG;, mouse, Immunotech, Marseille,
Frankreich); zur Detektion der aktivierten Thrombozyten;

e Isotyp-Kontroll-Marker (Clone 679.1Mc7, Isotyp IgG;, mouse, Immunotech, Marseille,

Frankreich);

Lysereagenz:

FACS TM Lysing Solution (Becton Dickinson Immunocytometryn Systems, San Jose, USA);

Verdiinnung 1:10 mit destilliertem Wasser;

Cell WASH

(Becton Dickinson Immunocytometryn Systems, San Jose, USA);

2.3. Methoden

2.3.1. PFA-100 (Platelet Function Analyzer)

Prinzip der Methode:

Das PFA-100 Analysensystem simuliert den Proze3 der Thrombozytenadhésion und -
aggregation in vitro. Es dient zur Erkennung von ererbten und erworbenen
Funktionsstérungen.

Eine Membran, die mit Kollagen und ADP benetzt ist, fithrt zur Anlagerung und Aktivierung
von Thrombozyten. Folge ist eine Aggregatbildung, die zu einem Thrombozytenpfropf fiihrt.
Es kommt zur Verringerung des Blutflusses. Das Gerét ermittelt die Zeit vom Beginn bis
zum vollstindigen Membranverschluf3. Diese sogenannte Verschluflzeit wird in Sekunden

angegeben.
Vorbereitung:

Die MeBzelle mu3 Raumtemperatur angenommen haben. Daraufhin werden 800 pl Blut in die

Melfzelle pipettiert. AnschlieBend erfolgt eine Doppelbestimmung.

13



Qualitédtskontrolle:
Vor der Messung wird ein Selbsttest durch das Gerat durchgefiihrt, um mogliche
Fehlerquellen zu entdecken.
Mit Kontrollproben wird ein individueller Referenzwert des Gerites ermittelt.
Das verwendete Gerat wurde von der Firma Dade Behring GmbH, Marburg, Deutschland
hergestellt.
Referenzbereich: Kollagen/Epinephrin: 94-193 Sekunden
Kollagen/ADP: 71-118 Sekunden

2.3.2. Durchflufizytometrie

Prinzip der Methode:

Die DurchfluBzytometrie erlaubt es, mit Hilfe von fluorochrom-markierten monoklonalen
Antikdrpern spezifische Verdanderungen der aktivierten Plattchenoberfliche zu
charakterisieren. Dabei analysiert sie Einzelzellen, die in einem konstanten Fluf3 durch einen
Laserstrahl detektiert werden. Das Streulicht und die Intensitét der Fluoreszenzintensitét
werden durch spezifische Photodioden registriert. Dadurch kann die Grof3e
(Vorwirtsstreulicht = forward scatter), Granularitit (Seitwirtsstreulicht = side scatter) und
Oberflichenexpression von Antigenen nach Bindung eines fluorochrom-markierten
Antikorpers bestimmt werden. Durch Verwendung verschiedener Fluorochrome mit
unterschiedlichen Lichtfrequenzspektren ist es moglich, verschiedene Antigene und deren
quantitative Verdnderungen auf der Thrombozytenoberflache gleichzeitig zu erkennen. Das
verwendete Durchflu8zytometer war ein Epics XL2 (Coulter Corp., Miami, Florida, USA) mit
einem 488 nm Argonlaser.

Forward Scatter (FS), Sidescatter (SS) sowie die unterschiedlichen Fluoreszenzkanéle wurden
logarithmisch in einem Koordinatensystem aufgetragen. Vor jeder Messung wurde eine
Kalibrierung mit fluoreszierenden Standardmikrobeads (CaliBRITE beads, Becton Dickinson
Immunocytemetry Systems) durchgefiihrt.

Es wurden zwei Scatter-Plot Protokolle erstellt (siche Abbildung 2.3.2.a: Scatter-Plot der
Thrombozytenaktivierung, siche Abbildung 2.3.2.b: Scatter-Plot der Thrombozyten-
Leukozyten-Aggregatbildung).
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Abbildung 2.3.2.a: Scatter-Plot der Thrombozytenaktivierung

Zur Unterscheidung der Thrombozyten von anderen Zellreihen (Erythrozyten, Leukozyten
und Zellfragmenten) wurden diese mit FITC-anti-CD42b (Gp Ib Rezeptor, ein
thrombozytenspezifisches Oberfldchenprotein) markiert. Durch Forward Scatter Einstellung
konnten Thrombozyten-Mikropartikel, einzelne Thrombozyten und Thrombozyten-Aggregate
getrennt werden. Mit Hilfe der Proben von gesunden Normalprobanden wurden arbitrire 5%
und 95% FS Schwellenwerte definiert; alle FITC-anti-CD42b positiven Ereignisse unterhalb
der 5 Prozent Perzentile werden als Mikropartikel definiert, alle FITC-anti-CD42b positiven
Ereignisse, die oberhalb dieses Grenzwertes liegen, werden zu den Thrombozyten-Aggregaten
gerechnet. Zur Messung der Aktivierung einzelner Thrombozyten wurden alle CD42b-
positiven Partikel, die den einzelnen Thrombozyten entsprechen in ein separates Protokoll mit
Hilfe eines Gates (S) liberfiihrt und nach positiver Markierung mit PE-anti-CD62
(Thrombozytenaktivierungsmarker) analysiert. Auch hier wurde zuvor bei einer gesunden
Gruppe von Normalprobanden ein Schwellenwert ermittelt. Unterhalb dieses Schwellenwertes
liegen die mit PE-anti-CD62p markierten Thrombozyten in einen nicht aktivierten Status vor.
Oberhalb davon werden die Thrombozyten mit PE-anti-CD62p Fluoreszenz definitionsgemal
als aktiviert angesehen.

Die Bestimmung der Schwellenwerte, oberhalb derer 5 Prozent der Thrombozyten mit den
unterschiedlichen Subpopulationen der Leukozyten Aggregate bilden, erfolgte ebenso mit
Hilfe der Proben gesunder Normalprobanden. Unterhalb der Schwellenwerte zeigten
entsprechend 95 Prozent der FITC-anti-CD42 markierten Thrombozyten keine
Aggregatbildung.
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Abbildung 2.3.2.b: Scatter-Plot der Thrombozyten-Leukozyten-Aggregatbildung
Analog zu dem Scatter-Plot der Thrombozytenaktivierung wurden zur Abgrenzung der
Leukozyten von anderen Zellreihen (Erythrozyten, Zellfragmente etc.) diese mit PerCP-anti-
CD45 (Leukozytenmarker) markiert. Zur Unterscheidung von neurophilen Granulozyten,
Monozyten sowie Lymphozyten wurde PE-anti-CD14 (Monozytenmarker) eingesetzt. Die
unterschiedlichen Subpopulationen der Leukozyten wurden dann in einzelnen Scatter-Plots
(N,M) durch entsprechende Gates voneinander getrennt, und nach positiver Markierung mit

FITC-anti-CD42 (Thrombozytenmarker) analysiert.
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Das Zytometer liefert einen Prozentsatz von Mikropartikeln, Mikroaggregaten und aktivierter
Thrombozyten. Diese Prozentwerte konnen mit der absoluten Thrombozytenzahl multipliziert
werden und ergeben die Konzentration von Mikropartikeln, Mikroaggregaten usw. pro
Mikroliter.

Es werden bei beiden Scatter-Plot Protokollen die Prozentwerte von der jeweiligen
Gesamtpopulation angegeben. Diese werden durch Messung der Fluoreszenz der einzelnen
Zellen in Form von Ereignissen bestimmt, und kdnnen anhand der bekannten Leukozytenzahl

in Absolutwerte umgerechnet werden.

Beispiel eines Patienten:

Differentialblutbild Durchflulzytometrische Messungen
Leukozyten 5800/pl Leukozytenereignisse 10000
Neutrophile Granulozyten 2720/ul - Neutrophile Granulozyten 4689 (46,9%)
Monozyten 389/ul - Monozyten 677 (6,7%)
Lymphozyten 2407/l - Lymphozyten 4151 (41,5%)

2.3.2.1. Priparationsprotokoll zum Nachweis von aktivierten Thrombozyten sowie von

Thrombozyten-Leukozyten-Aggregaten:

e Vorbereitung von CyFix IlI-Stabilisierungslosung.
e Blutabnahme von 2,5 ml Vollblut und Citratréhrchen, vorgefiillt mit 2,5 ml CyFix III-

Losung, welche 10 Minuten inkubiert wurde.

Nachweis aktivierter Thrombozyten:

Zu 50 pl der stabilisierten Blutprobe wurde Verdiinnungslosung (450 pl Phosphatpuffer +
Glycine) hinzugegeben (Verhéltnis 1:10).

Davon wurden 50 pl abpipettiert und Antikorper (FITC-markierte anti-CD42b + PE-
markierte anti-CD62p ) hinzugefiigt.

Inkubation dieser Losung fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln.

Danach Zugabe von 450 ul Phosphatpuffer (Verdiinnungsldsung).

Nachweis von Thrombozyten-Leukozyten-Aggregaten:
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Zu 200 pl der stabilisierten Blutprobe wurden 2 ml Waschlosung im Verhéltnis 1:10
dazugegeben und zentrifugiert (RCF 300 x 8 Minuten). Hiervon wurden 2 ml abpipettiert. Es
bleiben 200 pl iibrig.

Danach wurden Antikorper (FITC-markierte anti-CD42 + PE-markierte anti-CD14 + PerCP-
markierte anti-CD45 Isotyp FITC + PE-markierte anti-CD14 + PerCP-markierte anti-CD 45)
hinzugefiigt, welche fiir 15-30 Minuten inkubiert wurden.

Im weiteren Verlauf Hinzugabe von Lyse Reagenz (Verhiltnis 1:10) fiir 3 Minuten.

Danach wurden 2 ml Waschlosung hinzugefiigt und die Losung zentrifugiert (RCF 300 x 8
Minuten).

Es folgten zwei Waschschritte. Danach wurden 500 pl Phosphatpuffer (Verdiinnungsldsung)

hinzugegeben.

2.3.3. Gerinnungstests

2.3.3.1. Fibrinogen

Prinzip der Methode:

Modifikation der Methode nach Clauss.

Citrat-Plasma wird mit einem groBen Uberschul an Thrombin zur Gerinnung gebracht. Die
Gerinnungszeit hiangt hierbei weitgehend vom Fibrinogengehalt der Probe ab. Thrombin
hemmenden Substanzen (Heparin bis 2 U/ml oder Hirudin in therapeutischer Dosis)

beeinflussen den Test nicht.

Bestimmung mit Hilfe von Multifibren ®U der Firma Dade Behring GmbH, Marburg,
Deutschland.
Referenzbereich: 1,8-3,5 g/l

2.3.3.2. Thromboplastinzeit (Quick)
Prinzip der Methode:
Durch Inkubation von Plasma mit der optimalen Menge Thromboplastin und Calzium wird

der Gerinnungsvorgang ausgelost; die Zeit bis zur Bildung des Fibringerinnsels wird

gemessen. An photometrisch messenden Gerinnungsautomaten von Dade Behring kann aus
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der Triilbungszunahme nach Ablauf der Gerinnung eine Aussage iiber die

Fibrinogenkonzentration erhalten werden.

Bestimmung mit Hilfe von Thromborel © S der Firma Dade Behring GmbH, Marburg,
Deutschland.
Referenzbereich: 70-130 % d. N.

2.3.3.3. Partielle Thromboplastinzeit (PTT)

Prinzip der Methode:

Inkubation von Plasma mit der optimalen Menge von Phospholipiden und einem
Oberflachenaktivator fiihrt zur Aktivierung von Faktoren des endogenen Gerinnungssystems.
Durch Zugabe von Calzium-Ionen wird der Gerinnungsvorgang ausgelost; gemessen wird die

Zeit bis zur Bildung eines Fibringerinnsels.

Bestimmung mit Hilfe von Pathromtin ® SL der Firma Dade Behring GmbH, Marburg,
Deutschland.
Referenzbereich: 26-36 Sekunden

2.3.3.4. Prothrombinfragment F 1+2

Prinzip der Methode:

Prothrombinfragment F 1+2 wird durch ein Enzymimmunoassay nach Sandwich-Methode
quantitativ bestimmt. Die Mikrotitrationsplatten sind mit Kaninchen-Antikérpern gegen
Human-F 142 beschichtet. Nach der Testdurchfiihrung entsprechend der Firmenangaben

wurde die der Konzentration von F 1+2 proportionale Farbintensitdt photometrisch bestimmt.
Bestimmung mit Hilfe von Enzygnost® F 1+2 micro der Firma Dade Behring GmbH,

Marburg, Deutschland.
Referenzbereich: 0,4-1,1 nmol/l
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2.3.4. Thrombophiliediagnostik

2.3.4.1. Protein C-Aktivitat

Prinzip der Methode:
Protein C der Patientenprobe wird mit einem spezifischen Aktivator inkubiert. Das
entstandene Protein Ca wird in einem kinetischen Test mit Extinktionszunahme bei 405 nm

nach folgendem Reaktionsschema bestimmt:

Bestimmung mit Hilfe von Berichrom ® der Firma Dade Behring GmbH, Marburg,
Deutschland.
Referenzbereich: 70-140 % d. N.

2.3.4.2. Protein S-Aktivitit

Prinzip der Methode:

Protein Ca spaltet proteolytisch F Va, der bei der Aktivierung der Gerinnungskaskade durch
RVV (Gift von Vipera russelli) entsteht. Protein S wirkt dabei als Kofaktor, der die Reaktion
betrichtlich beschleunigt. Dadurch kommt es zu einer mit der Aktivitdt an Protein S in der

Probe proportional zunehmenden Gerinnungszeit.

Bestimmung mit Hilfe von Protein S-Reagenz der Firma Dade Behring GmbH, Marburg,
Deutschland.
Referenzbereich: 70-123 % d. N.

2.3.4.3. Antithrombin-Aktivitit
Prinzip der Methode:
Das Antithrombin der Probe wird durch Heparin in einen Sofort-Inhibitor iiberfiihrt und

inaktiviert vorgelegtes Thrombin. Der Rest-Thrombin-Gehalt wird in einem kinetischen Test

mit Extinktionszunahme bei 405 nm bestimmt:
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Bestimmung mit Hilfe von Berichrom ® Antithrombin IIT (A) der Firma Dade Behring
Marburg GmbH, Marburg, Deutschland.
Referenzbereich: 75-125 % d. N.

2.3.4.4. APC-Resistenz

Prinzip der Methode:
Probenplasma wird mit V-DEF Plasma vorverdiinnt und fiir einen festgesetzten Zeitraum mit
dem APTT Reagenz inkubiert. Die Zeitdauer bis zur Fibrinbildung wird nach Zugabe von

CaCl; mit und ohne APC gemessen.

Bestimmung mit Hilfe von COATEST ® der Firma CHROMOGENIX, Milano, Italien.
Referenzbereich: 2,0-3,5 (Ratio)

2.3.5. Molekulargenetik

2.3.5.1. Faktor V-Leiden Mutation/Prothrombin Polymorphismus

Dieser Test dient zur einfachen und sicheren Identifizierung von Triagern der Faktor V-Leiden
Mutation und/oder der Prothrombin-Mutation G20210A sowie der Unterscheidung zwischen

heterozygoten und homozygoten Merkmalstragern.

Prinzip der Methode:

Der ThromboTyp® ist ein molekularbiologischer Nachweis und beruht auf der Identifizierung
der risikoassoziierten Punktmutation im Faktor V- bzw. Faktor II-Gen. Hierzu ist es zunichst
notwendig, die DNA des Patienten aus einer EDTA- oder Citrat- Blutprobe zu isolieren. Der
nédchste Schritt besteht in einer Multiplex-Amplifizierung von Fragmenten des Faktor V- und
des Faktor II-Gens mittels der Polymerase-Kettenreaktion (Patent der Firma Hoffmann La-
Roche). Die hierbei synthetisierten DNA-Fragmente stellen das Ausgangsmaterial fiir die
reverse Hybridisierung dar. Auf Nitrocellulosestreifen immobilisiert liegen Gensonden fiir die
Wildtyp- und die mutierte Sequenz der beiden untersuchten Gene sowie verschiedene
Kontrollzonen vor. Denaturierte Amplifikat-DNS bindet wihrend der Hybridisierung an diese

Gensonden. Durch einen hochspezifischen Waschschritt wird gewéhrleistet, dafl die Sonden
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nur bei 100% komplementérer Sequenz an das Amplifikat binden. Das Hybrid aus Gensonde
und Biotin-markiertem Amplifikat kann dann iiber einen Komplex Biotin/Steptavidin-
Alkalische Phosphatase mit NBT/BCIP angeférbt werden. Der Vergleich des Bandenmusters

mit einer mitgelieferten Schablone erlaubt eine rasche und einfache Auswertung des Tests.

Bestimmung mit Hilfe von ThromboTyp ®-Kit der Firma ADS GMBH, Nehren, Deutschland.

2.3.5.2. MTHFR Polymorphismus

Prinzip der Methode:

Der GenoType®MTHFR-Kit kann mittels reverser Hybridisierung die Position 677 des
menschlichen MTHFR-Gens genetisch charakterisieren.

Gereinigte DNA wird hierzu zunéchst einer PCR unterzogen. Die dazu notwendigen, fiir den
untersuchten Genlocus spezifischen und mit Biotin markierten Primer sind Bestandteil des
Kits. Das amplifizierte DNA-Fragment stellt das Ausgangsmaterial fiir die hier beschriebene

Reverse Hybridisierung dar.

Bestimmung mit Hilfe von ThromboType®-Kit der Firma ADS GmbH, Nehren, Deutschland.

2.3.6. Elisa-Tests

2.3.6.1. D-Dimer

Enzymimmunologischer in vitro Test zur quantitativen Bestimmung von

Fibrinspaltprodukten.

Prinzip der Methode:

Sandwich-Assay

Bei der 1. Immunreaktion bindet der auf den Mikrotitrationsstreifen fixierte spezifische
Antikorper gegen D-Dimer die Fibrinspaltprodukte der Probe, reagiert aber nicht mit
Fibrinogen und dessen Spaltprodukten. D-Dimer besitzt mehrere antigene Determinanten.
Daher werden in der anschlieenden 2. Immunreaktion mit POD-markierten FDP-D
Antikorpern Sandwich-Komplexe gebildet. Die Menge der Sandwich-Komplexe stellt ein
Mabp fiir den D-Dimer-Gehalt der Probe dar. Im nachfolgenden Waschschritt (bound-free-
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separation) wird das nichtgebundene POD-Konjugat entfernt. Nach Zusatz von
Harnstoffperoxid und Chromogen (O-Phenylendiamin) wird die gebundene POD-Aktivitit

photometrisch bestimmt.

Bestimmung mit Hilfe von ASSERACHROM D-Dimer ® der Firma Boehringer, Mannheim,
Deutschland.

Referenzbereich: < 500 ng Fibrinogenédquivalente/ml

2.3.6.2. Tissue Faktor

Prinzip der Methode:

Eingesetzt wird ein spezieller monoklonaler Antikorper gegen Tissue Faktor Antigen. Dieser
Antikorper erkennt in der 1. Immunreaktion antigene Determinanten des Tissue Faktors. In
der anschlieenden 2. Immunreaktion werden mit HRP-markierten Antikérpern Sandwich-
Komplexe gebildet. Die Menge der Sandwich-Komplexe stellt ein MaB fiir den Tissue Faktor-
Gehalt der Probe dar. Hinzugabe von TMB Substrat fiihrt zur Bildung einer blauen Losung,
die durch weitere Zugabe von 0,5 M Sulfuridsiure zu einer gelben Farbe umschligt. Die
Messung der Enzym-Konjugat Aktivitdt erfolgt bei 450 nm Absorbierung und wird mit den

Werten einer Standardkurve verglichen.

Bestimmung mit Hilfe von IMUBIND ® Tissue Factor ELISA Kit der Firma american
diagnostica inc., Greenwich, USA.

Referenzbereich: pg/ml

2.3.7. Differentialblutbild

Das Blutbild wurde im hdamatologischen Labor mit dem Gerdt Coulter, Max M von der Firma

Beckmann-Coulter, Krefeld, Deutschland, bestimmt.
2.4. Statistische Methoden

Die Auswertung der Daten erfolgte im Institut fiir Medizinische Informatik (Leiter Prof. Dr.
Dudeck) der Justus-Liebig-Universitdt GieBen unter Beratung von Herrn Papst und Herrn Dr.

Bodecker.
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Die Datenerfassung erfolgte mit dem Programm EXCEL 97 SR-2 der Firma Microsoft auf
einem Personal Computer. Fiir die Bearbeitung der Daten wurde das Programm SPSS™
(Version 9.0) fiir Windows ™™ angewandt. Die Graphiken wurden durch das Programm
GraphPad Prism (Version 3.0) erstellt.

Die Daten wurden deskriptiv mit Hilfe von Median, Mittelwert, Standardabweichung,
Minimal- und Maximalwert dargestellt.

Bei der DurchfluBzytometrie wurden 5000 Ereignisse bei jedem MeBvorgang gemessen. Der
Mittelwert aus zwei Messungen wurde fiir die statistische Auswertung gebildet.
Normalverteilung konnte fiir die MeBwerte nicht vorausgesetzt werden. Daher wurden
Vergleiche mit parameterfreien Rangverfahren durchgefiihrt

Zusammenhdnge zwischen verschiedenen Parametern wurden mit Hilfe des Spearman-Rang-
Testes getestet, Unterschiede zwischen zwei Gruppen wurden mit Hilfe des Mann-Whitney-
U-Testes, Unterschiede zwischen paarigen Stichproben mit Hilfe des Wilcoxon-

Vorzeichentestes beurteilt. Das Signifikanzniveau wurde dabei mit 0,05 festgelegt.
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3 Ergebnisse

47 Patienten mit Myeloproliferativen Syndrom (MPS) wurden untersucht, 16 Probanden
dienten als Kontrollgruppe. Die Beschreibung dieser Gruppen ist dem Anhang unter 7.1. zu
entnehmen. Alle CML Patienten erhielten antiproliferative Medikamente. Die meisten

Patienten mit PV, OMF und ET wurden mit Thrombozytenaggregationshemmern behandelt.
3.1. Vergleich der Untergruppen der MPS Patienten mit der Kontrollgruppe

3.1.1. Geschlechtsverteilung

Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Untergruppen des MPS und

der Kontrollgruppe hinsichtlich der Geschlechtsverteilung festgestellt werden (vgl. Tab. 1).

Beschreibung der Gruppen sind im Anhang unter 7.1. zu entnehmen.

Frauen Minner N
Kontrolle 6 10 16
CML 5 5 10
PV 6 7 13
OMF 5 7 12
ET 7 5 12
Gesamt (N) 29 34 63

Tab. 1: Geschlechtsverteilung innerhalb der einzelnen Untergruppen des MPS und der
Kontrollgruppe.
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3.1.2. Altersverteilung

Alter (Mittelwert Minimum/Maximum
t+Standardabweichung (Jahre)
(Jahre))
Kontrolle 42 £15 23-63
CML 57 £13 24-71
PV 61 £13 43-79
OMF 60 £8 38-84
ET 42 £15 23-63

Tab. 2: Altersverteilung innerhalb der einzelnen Untergruppen des MPS und der
Kontrollgruppe.
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3.1.3. Ergebnisse Blutbild

Patienten mit CML (18300 + 10530/ul, Mittelwert £ Standardabweichung) und PV (11000 +

2300/ul) hatten im Mittel signifikant hohere Leukozytenwerte im Vergleich zu der
Kontrollgruppe (6400 £1500/ul) (vgl. Abb. 3.1).
Ebenso hatten Patienten mit PV (531000 £+ 213000/ul) und ET (567000 £ 252000/ul) im

Mittel signifikant hohere Thrombozytenwerte im Vergleich zu der Kontrollgruppe (275000 +

6300/ul) (vgl. Abb. 3.3).

Bei den iibrigen Blutwerten konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den

Untergruppen des MPS und der Kontrollgruppe festgestellt werden (vgl. Abb. 3.1-3.6).

Mittelwerte und Standardabweichung sind dem Anhang unter 7.3. zu entnehmen.
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Abb. 3.1-3.6: Ergebnisse des Blutbildes (Leukozyten, Erythrozyten, Thrombozyten,
Héamoglobin, Himatokrit, MCV) im Vergleich zwischen den einzelnen Untergruppen des
MPS und der Kontrollgruppe. Jedes Diagramm zeigt die Daten innerhalb der 25. bis zur 75.
Perzentile (I]). Eingezeichnet ist der Median (—) sowie der maximale und minimale Wert
(T/L).

** fiir p < 0.05 im statistischen Vergleich.
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3.1.4. Ergebnisse Differentialblutbild

Patienten mit CML (12900 + 9800/ul, Mittelwert = Standardabweichung) und PV (8800 +
2100/ul) hatten im Mittel signifikant hohere Werte von Neutrophilen Granulozyten im
Vergleich zu der Kontrollgruppe (3600 + 1100/ul) (Vgl. Abb.4.1).

Bei den iibrigen Blutwerten konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den
Untergruppen des MPS und der Kontrollgruppe festgestellt werden (vgl. Abb. 4.1-4.3).

Mittelwerte und Standardabweichung sind dem Anhang unter 7.3. zu entnehmen.
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Abb. 4.1-4.3: Ergebnisse des Differentialblutbildes (Neutrophile Granulozyten, Monozyten,
Lymphozyten) im Vergleich zwischen den einzelnen Untergruppen des MPS und der
Kontrollgruppe. Jedes Diagramm zeigt die Daten innerhalb der 25. bis zur 75. Perzentile (U).
Eingezeichnet ist der Median (—) sowie der maximale und minimale Wert (T/L).

** fiir p < 0.05 im statistischen Vergleich.
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3.1.5. Ergebnisse Durchflufizytometrie

Alle Patienten der Untergruppen des MPS (CML (14.6+4.0 %, Mittelwert &
Standardabweichung), PV (11.7+1.9 %), OMF (17.6£9.9 %) und ET (13.14+4.4 %)) hatten im
Mittel signifikant hohere Prozentanteile an CD62p-positive Thrombozyten im Vergleich zu
der Kontrollgruppe (10.1+3.8 %) (vgl. Abb. 5.1).

Patienten mit PV (11.243.2 %), OMF (10.7£4.5 %) und ET (10.44+3.0 %) hatten zudem im
Mittel signifikant hohere Prozentanteile an Thrombozyten-Mikropartikeln im Vergleich zu
der Kontrollgruppe (5.4£1.2 %), wiahrend CML Patienten sich davon nicht unterschieden
(6.41£2.4 %) (vgl. Abb. 5.2).

Der Prozentanteil an Thrombozyten-Mikroaggregaten unterschied sich nicht signifikant
zwischen gesunden Probanden (2.6+0.9 %) und MPS Patienten (CML (2.0+0.7 %), PV
(2.5£1.6 %), OMF (2.743.3 %), ET (2.4+1.4 %) (vgl. Abb. 5.3)).

Der Prozentanteil an Thrombozyten-Neutrophilen Aggregaten unterschied sich ebenfalls nicht
signifikant zwischen Kontrollgruppe (6.6+1.9 %) und Patienten mit CML (9.316.0 %) sowie
OMF (9.748.1 %). MPS Patienten mit PV (9.1£3.3 %) oder ET (10.7+5.3 %) hatten dagegen
signifikant hohere Werte (vgl. Abb. 5.4).

Der Prozentanteil an Thrombozyten-Monozyten Aggregaten war im Ganzen hoher als der von
Thrombozyten-Neutrophilen Aggregaten. Die Kontrollgruppe hatte 8.8+2.9 %
Thrombozyten-Monozyten Aggregaten, wihrend Patienten mit CML (15.2+£13.9 %) und
OMF (17.6£15.7 %) sich davon nicht statistisch signifikant unterschieden. MPS Patienten mit
PV (16.6+5.9 %) und ET (19.1£11.7 %) hatten dagegen signifikant hohere Prozentanteile an
Thrombozyten-Monozyten Aggregaten (vgl. Abb. 5.5).
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Abb. 5.1-5.5: Ergebnisse der Durchflulzytometrie (CD62p-positive Thrombozyten,
Thrombozyten-Mikropartikel, Thrombozyten-Mikroaggregate, Thrombozyten-Neutrophilen
Aggregate, Thrombozyten-Monozyten Aggregate) im Vergleich zwischen den einzelnen
Untergruppen des MPS und der Kontrollgruppe. Jedes Diagramm zeigt die Daten innerhalb
der 25. bis zur 75. Perzentile (U)). Eingezeichnet ist der Median (—) sowie der maximale und
minimale Wert (T/L).

** flir p <0.05 im statistischen Vergleich.

35



3.1.6. PFA-100 (Platelet Function Analyzer)-Analysen

Die Ergebnisse, der mit dem PFA-100 durchgefiihrten Tests wurden in Abhingigkeit von der
ASS Medikation dargestellt. Einer von 16 gesunden Probanden, 3 von 10 CML Patienten, 6
von 13 PV Patienten, 6 von 12 OMF Patienten und 8 von 12 ET Patienten erhielten Aspirin.

Bei den MPS Patienten, die eine aggregationshemmenden Therapie mit einschlossen, wurden
folgende Resultate gefunden:

Die VerschluB3zeit der Kollagen/Epinephrin MeBzelle war signifikant verlédngert bei Patienten
mit PV (186.0+47.5 Sek., Mittelwert + Standardabweichung) und ET (144441.6 Sek.) im
Vergleich zu der Kontrollgruppe (100.5£18.6 Sek.), befand sich jedoch immer noch im
Rahmen des vorgegebenen Referenzbereiches (94-193 Sek.).

Patienten mit CML (113.9428.3 Sek.) sowie mit OMF (152.8+39.8 Sek.) unterschieden sich
nicht signifikant von den gesunden Probanden (vgl. Abb. 6.1). Die Ergebnisse von zwei
CML-, vier PV-, vier OMF- sowie drei ET Patienten konnten aufgrund einer abnormen
Aggregation nicht bewertet werden.

Die VerschluB3zeit der Kollagen/ADP MeBzelle war mit Ausnahme der CML Patienten
(101.3+65.9 Sek.) bei allen anderen MPS Patienten (PV (115.2+31.4 Sek.), OMF (98.8+£39.9
Sek), ET (102.2+33.1 Sek.)) signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe (72.4+13.3 Sek.)
verldngert. Auch hier befanden sich die Werte noch im vorgegebenen Referenzbereich (71-

118 Sek.)(vgl. Abb. 6.2).

Bei den MPS Patienten ohne Einflu3 einer ASS Medikation wurden folgende Ergebnisse
gefunden:

Die VerschluB3zeit der Kollagen/Epinephrin MeBzelle war ebenfalls signifikant verlangert bei
Patienten mit PV (191.9+£54.6 Sek., Mittelwert+Standardabweichung) im Vergleich zu der
Kontrollgruppe (103.6+23.5 Sek.), befand sich aber im vorgegebenen Referenzbereich (94-
193 Sek.). Im Gegesatz zu den Resultaten der Patienten, die eine aggregationshemmende
Therapie einschlossen hatten MPS Patienten mit ET ohne eine ASS Medikation keine
verldngerte VerschluBzeit (106.5+13.4 Sek.). Gleiches wurde fiir die CML Patienten
(106.2+24.2 Sek.) beobachtet. Dagegen zeigte sich bei OMF Patienten auch ein signifikanter
Unterschied (176£33.8 Sek.) zu der Kontrollgruppe, der aber im Normbereich lag (vgl. Abb.
6.3). Die Ergebnisse von drei OMF-, einem CML- sowie von zwei PV Patienten konnten

aufgrund einer abnormen Aggregation nicht bewertet werden.
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Die VerschluB3zeit der Kollagen/ADP MeBzelle zeigte mit Ausnahme der PV Patienten
(118.1£30.0 Sek.) bei allen anderen MPS Untergruppen ((CML (85.3+33.7 Sek.), OMF
(104.8+48.1 Sek.), ET (84.5£10.3 Sek.)) keinen Unterschied zu der Kontrollgruppe
(72.9£13.6 Sek.). Die Ergebnisse unterschieden sich damit von den MPS Patienten, die eine
ASS Therapie mit einschlossen. Die signifikant verlangerte Verschlulzeit der PV Patienten

lag allerdings noch im vorgegebenen Normbereich (71-118 Sek.) (vgl. Abb. 6.4).
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Abb. 6.1/6.2: Ergebnisse des PFA-100 (Kollagen/Epinephrin Messzelle, Kollagen/ADP
Messzelle) im Vergleich zwischen den einzelnen Untergruppen des MPS (inklusive Patienten

mit ASS Medikation) und der Kontrollgruppe. Jedes Diagramm zeigt die Daten innerhalb der
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25. bis zur 75. Perzentile (U]). Eingezeichnet ist der Median (—) sowie der maximale und

minimale Wert (T/L).

** fiir p < 0.05 im statistischen Vergleich.

*%

T

- N N w
(o4 N (=2} (=]
T 2 <2 °

140 T —
100

BB ——
Kontrolle CML PV OMF ET

PFA-100 Kollagen/Epinephrin
MeRzelle (Sekunden)

60

N
N
<

N
(=
<

*%

2 0=

Kontrolle CML PV OMF ET

—-—

[=2]

<
|
|

-
N
it

PFA-100 Kollagen/ADP
MeRzelle (Sekunden)

®
<

B
o

Abb. 6.4

Abb. 6.3/6.4: Ergebnisse des PFA-100 (Kollagen/Epinephrin Messzelle, Kollagen/ADP
Messzelle) im Vergleich zwischen den einzelnen Untergruppen des MPS (ohne ASS
Medikation) und der Kontrollgruppe. Das Diagramm zeigt die Daten innerhalb der 25. bis zur
75. Perzentile (I). Eingezeichnet ist der Median (—) sowie der maximale und minimale Wert
(T/L).

** fiir p < 0.05 im statistischen Vergleich.
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3.1.7. Ergebnisse Gerinnungsanalysen

MPS Patienten und Kontrollgruppe zeigten keine statistisch signifikanten Unterschiede bei
der Untersuchung der Thromboplastinzeit sowie der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit

(Vgl. Abb. 7.1/7.2). Mittelwerte und Standardabweichung sind dem Anhang unter 7.5. zu

entnehmen.

Patienten mit CML hatten signifikant erhohte Fibrinogenwerte (3.6+0.8 g/I, Mittelwert +
Standardabweichung) im Vergleich zu den gesunden Probanden (2.740.4 g/1), wiahrend alle
anderen Patienten der MPS Untergruppen (PV (2.4+0.7 g/l), OMF (3.1£0.7 g/1), ET (2.8+0.7
g/1)) sich davon nicht statistisch unterschieden (Vgl. Abb. 7.3).

Alle MPS Patienten (CML (2.3£2.5 nmol/l), PV (2.2+2.4 nmol/l), ET (1.6£1.7 nmol/l) auBer
die OMF Patienten (2.1£2.5 nmol/l) hatten signifikant hohere Prothrombinfragment Werte als

die gesunden Probanden (0.8+0.4 nmol/l1) (Vgl. Abb. 7.4).
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Abb. 7.1-7.4: Ergebnisse der Gerinnungsanalysen (Quick, aPTT, Fibrinogen,
Prothrombinfragment F1+2) im Vergleich zwischen den einzelnen Untergruppen des MPS
und der Kontrollgruppe. Jedes Diagramm zeigt die Daten innerhalb der 25. bis zur 75.
Perzentile (I]). Eingezeichnet ist der Median (—) sowie der maximale und minimale Wert
(T/L).

** fiir p < 0.05 im statistischen Vergleich.
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3.1.8. Ergebnisse Tissue Faktor/D-Dimere

Die Werte des Tissue Faktors unterschieden sich statistisch nicht signifikant zwischen MPS
Patienten und der Kontrollgruppe (vgl. Abb. 8.1). Mittelwerte und Standardabweichung sind
dem Anhang unter 7.5. zu entnehmen.

Im Gegensatz zu den gesunden Probanden (254.4+160.4 Fibrinogeniquivalente/ml,
Mittelwert + Standardabweichung) hatten MPS Patienten (CML (575.4+£398.5
Fibrinogendquivalente/ml), OMF (494.7+341.1 Fibrinogendquivalente/ml), ET (411.3£187.1
Fibrinogenidquivalente/ml)) mit Ausnahme der PV Patienten (270.7+137.3

Fibrinogendquivalente/ml) signifikant hohere D-Dimere Werte (vgl. Abb. 8.2).
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Abb. 8.1-8.2: Ergebnisse Tissue Faktor/D-Dimere im Vergleich zwischen den einzelnen
Untergruppen des MPS und der Kontrollgruppe. Jedes Diagramm zeigt die Daten innerhalb
der 25. bis zur 75. Perzentile (U)). Eingezeichnet ist der Median (—) sowie der maximale und
minimale Wert (T/L).

** fiir p < 0.05 im statistischen Vergleich.
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3.1.9. Ergebnisse Thrombophiliediagnostik

MPS Patienten und Kontrollgruppe unterschieden sich statistisch nicht signifikant
untereinander in der APC-Resistenz Ratio, in der Protein C-Aktivitidt sowie in der
Antithrombin-Aktivitdt (vgl. Abb. 9.1-9.4). Mittelwerte und Standardabweichung sind dem
Anhang unter 7.5. zu entnehmen.

Patienten und gesunde Probanden mit einer Faktor-V-Leiden Mutation wurden aus der APC-
Resistenz Wertung genommen.

Patienten mit PV (72.1£18.8 % d. N., Mittelwert + Standardabweichung) und OMF hatten
(80.4£13.3 % d. N.) eine signifikant niedrigere Protein S-Aktivitdt als die gesunden
Probanden (97.9+15.6 % d. N.) (vgl. Abb. 9.3). Die Werte sind jedoch noch im vorgegebenen
Referenzbereich (70-123 % d. N.). Patienten mit CML (106.7423.4 % d. N.) und ET
(90.5£20.1 % d. N.) unterschieden sich statistisch nicht signifikant von der Kontrollgruppe.

3.59
o
g 3.0 __
: T L
9
0 2.5
3
(1 1 L
0 L= 1
< 2.0_
1.5
Kontrolle CML PV OMF ET
Abb. 9.1

44



160

T
o
AN

140
100

(‘NP %)
JeJIAID|Y-D ul9}o.d

80+

OMF ET

PV

Kontrolle CML

Abb. 9.2

* %
o

OMF

H [

160

o
o
(‘NP %)

JBUAIPIV-S uldjoid

T T
(= (=
0 ©

100

T

[=}
<
-~

(=4
<

ET

PV

Kontrolle CML

Abb. 9.3

45



JTT T

Kontrolle CML PV OMF ET

Antithrombin-Aktivitat
(% d. N.)

40

Abb. 9.4

Abb. 9.1-9.4: Ergebnisse der Thrombophiliediagnostik (APC Resistenz, Protein C-Aktivitit,
Protein S-Aktivitdt, Antithrombin-Aktivitdt) im Vergleich zwischen den einzelnen
Untergruppen des MPS und der Kontrollgruppe. Jedes Diagramm zeigt die Daten innerhalb
der 25. bis zur 75. Perzentile (U)). Eingezeichnet ist der Median (—) sowie der maximale und
minimale Wert (T/L).

** flir p <0.05 im statistischen Vergleich.
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3.1.10. Ergebnisse Faktor-V-Leiden Mutation

Drei Probanden der gesunden Kontrollgruppe wiesen eine heterozygote Mutation vor. Bei den
MPS Patienten lag lediglich eine Mutation bei der ET Gruppe vor (Vgl. Tab. 3). Dieser

Patient hatte ein thrombo-embolisches Ereignis in der Anamnese vorzuweisen.

Kontrolle| CML PV OMF ET
Homozygote 0 0 0 0 0
Mutation
Heterozygote 3 0 0 0 1
Mutation

Tab. 3: Ergebnisse der Faktor-V-Leiden Mutation im Vergleich zwischen den einzelnen
Untergruppen des MPS und der Kontrollgruppe.

3.1.11. Ergebnisse Prothrombin Polymorphismus

In der Kontrollgruppe hatte ein Proband eine heterozygote Mutation. Ein CML Patient wies
ebenfalls eine heterozygote Mutation vor, ein OMF Patient dagegen eine homozygote
Mutation (Vgl. Tab. 4). Nur der CML Patient hatte eine thrombo-embolische Komplikation

im Verlauf der Erkrankung erlitten.

Kontrolle| CML PV OMF ET
Homozygote 0 0 0 1 0
Mutation
Heterozygote 1 1 0 0 0
Mutation

Tab. 4: Ergebnisse Prothrombin Polymorphismus im Vergleich zwischen den einzelnen

Untergruppen des MPS und der Kontrollgruppe.
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3.1.12. Ergebnisse MTHFR Polymorphismus

Vier gesunde Probanden wiesen eine heterozygote, einer eine homozygote Mutation vor. Bei
den MPS Patienten hatte die CML Gruppe (1 heterozygote/2 homozygote) die PV Gruppe (5
heterozygote/2 homozygote), die OMF Gruppe (3 heterozygote/3 homozygote) und die ET
Gruppe (7 heterozygote/3 homozygote) Mutationen.

Die Daten wurden unterteilt in eine Gruppe mit, die Andere ohne thrombo-embolische

Komplikationen in der Vorgeschichte (Vgl. Tab. 5/Tab. 5.1.).

Kontrolle| CML PV OMF ET
Homozygote - 0/1 2/10 2/5 1/7
Mutation
Heterozygote - 0/1 3/10 1/5 5/7
Mutation

Tab. 5: Ergebnisse MTHFR Polymorphismus bei den einzelnen Untergruppen des MPS und
der Kontrollgruppe mit einer thrombo-embolischen Komplikation in der Anamnese (Anzahl

Patienten mit entsprechender Mutation/Gesamtzahl der thrombo-embolischen Ereignisse in

der Untergruppe).

Kontrolle| CML PV OMF ET
Homozygote 1/16 2/9 0/3 1/7 2/5
Mutation
Heterozygote 4/16 1/9 2/3 2/7 2/5
Mutation

Tab. 5.1.: Ergebnisse MTHFR Polymorphismus bei den einzelnen Untergruppen des MPS
und der Kontrollgruppe ohne eine thrombo-embolische Komplikation in der Anamnese
(Anzahl Patienten oder Gesunde mit entsprechender Mutation/Gesamtzahl der Patienten oder

Gesunden ohne ein thrombo-embolisches Ereigniss).
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3.2. MPS Patienten mit/ohne thrombo-embolischen Ereignissen im Vergleich

23 von 47 Patienten mit MPS (49%) hatten thrombo-embolische Ereignisse, 4 Patienten
hatten dazu auch noch ein Blutungsereignis in der Anamnese vorzuweisen (Beschreibung der
Patienten im Anhang unter 7.1. zu entnehmen).

Patienten mit PV und ET zeigten die hochste Rate von thrombo-embolischen Ereignissen
(77% und 58%). Die Inzidenz war niedriger bei CML und OMF Patienten (10% und 42%).
Fiir statistische Analysen innerhalb einer Untergruppe war die Anzahl der MPS Patienten
leider zu gering. Daher wurden die Daten aller MPS Patienten mit/ohne thrombo-embolischen

Ereignissen zusammengefalt und miteinander verglichen.
3.2.1. Geschlechtsverteilung
Die Verteilung von Méannern und Frauen zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen

MPS Patienten mit (12 Frauen/11 Ménnern) oder ohne (12 Frauen/12 Ménner) thrombo-

embolischen Ereignissen.

MPS +TE MPS - TE N
Frauen 12 12 24
Minner 11 12 23
N 23 24 47

Tab. 1: Geschlechtsverteilung im Vergleich bei MPS Patienten mit (+) /ohne (-) thrombo-

embolischen Ereignissen (TE).
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3.2.2. Altersverteilung

Es zeigt sich kein Unterschied in der Altersverteilung zwischen MPS Patienten mit oder ohne

thrombo-embolischen Ereignissen (Durchschnittsalter 64 Jahre)(vgl. Tab. 2).

MPS + TE MPS - TE
Alter (Mittelwert +
Standardabweichung 64t14 64+£15
(Jahre))
Minimum-
Maximum 38-81 24-91
(Jahre)

Tab. 2: Altersverteilung bei MPS Patienten mit (+) /ohne (-) thrombo-embolischen

Ereignissen (TE).

50



Erythrozyten

3.2.3. Ergebnisse Blutbild

MPS Patienten mit einem thrombo-embolischem Ereignis in der Anamnese hatten signifikant
hohere Erythrozytenwerte (4.6£1.7 Mio/ul, Mittelwert = Standardabweichung) als Patienten
ohne entsprechende Anamnese (4.1+0.8 Mio/ul) (vgl. Abb. 3.1). Die Werte liegen allerdings
noch im vorgegebenen Referenzbereich (3.9-5.3 Mio/pul).

Ebenso hatten die MPS Patienten mit einer positiven Anamnese auch einen signifikant
hoheren Hamatokritwert (41.9£7.9%) als die Vergleichsgruppe (37.8£6.7%) (vgl. Abb. 3.4).
Auch hier liegen die Werte noch im vorgegebenen Referenzbereich (37-52%).
Thrombozyten und Himoglobin unterschieden sich statistisch nicht signifikant zwischen den

beiden MPS Vergleichsgruppen (vgl. Abb. 3.2/3.3).
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Abb. 3.1-3.4: Blutbildergebnisse (Erythrozyten, Thrombozyten, Himoglobin, Himatokrit) im
Vergleich bei MPS Patienten mit(+)/ohne(-) thrombo-embolischen Ereignissen (TE). Jedes
Diagramm zeigt die Daten innerhalb der 25. bis zur 75. Perzentile (]). Eingezeichnet ist der
Median (—) sowie der maximale und minimale Wert (T/L).

** flir p < 0.05 im statistischen Vergleich
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3.2.4. Ergebnisse Differentialblutbild

Es zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen MPS Patienten mit oder

ohne thrombo-embolischen Ereignissen (vgl. Abb. 4.1-4.4).

Abb. 4.1 Abb. 4.2
_ _ =0.27
40 p=0.65 30 P _
& = 30 NE =
5 - 832 20- T
oo | o 8
~— v1 -
101 =z 10
MPS+TE MPS-TE MPS +TE MPS-TE
p=0.21
3+ p=0.81 7.5- _
[
o = £ =
£ 3 21 N= 5.0
N © (o =)
(o =] L o
5 2 T = T
S <14 _|>.v 2.5
e R — | =
0 .
MPS +TE MPS-TE MPS +TE MPS-TE
Abb. 4.3 Abb. 4.4

Abb. 4.1-4.4: Differentialblutbildergebnisse (Leukozyten, Neutrophile Granulozyten,
Monozyten, Lymphozyten) im Vergleich bei MPS Patienten mit(+)/ohne(-) thrombo-
embolischen Ereignissen (TE). Jedes Diagramm zeigt die Daten innerhalb der 25. bis zur 75.

Perzentile (7). Eingezeichnet ist der Median (—) sowie der maximale und minimale Wert

(T/L).
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3.2.5. Ergebnisse Durchflufizytometrie

Die Expression von CD62p-positiven Thrombozyten, die Bildung von Thrombozyten-
Mikropartikeln, Thrombozyten-Mikroaggregaten, Thrombozyten-Neutrophilen- oder
Thrombozyten-Monozyten Aggregaten unterschied sich statistisch nicht signifikant zwischen
beiden MPS Gruppen (vgl. Abb.5.1-5.5).

Es ist jedoch ein Trend zu einem hoheren Prozentsatz von Mikropartikeln sowie einer
geringeren Anzahl von Thrombozyten-Neutrophilen Aggregaten bei Patienten mit thrombo-

embolischen Komplikationen zu erkennen (vgl. Abb. 5.1/5.4).
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Abb. 5.1-5.5: DurchfluBBzytometrische Ergebnisse (CD62p-positive Thrombozyten,
Thrombozyten-Mikropartikel, Thrombozyten-Mikroaggregate, Thrombozyten-Neutrophilen-
Aggregate, Thrombozyten-Monozyten Aggregate) im Vergleich bei MPS Patienten
mit(+)/ohne(-) thrombo-embolischen Ereignissen (TE). Jedes Diagramm zeigt die Daten
innerhalb der 25. bis zur 75. Perzentile ([). Eingezeichnet ist der Median (—) sowie der

maximale und minimale Wert (T/L).
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3.2.6. Ergebnisse PFA-100

Die Ergebnisse des PFA-100 wurden in Abhéngigkeit von der ASS Medikation dargestellt.
14 von 23 MPS Patienten mit thrombo-embolischen Ereignissen erhielten Aspirin. In der

Vergleichsgruppe ohne Komplikationen waren es 8 von 24 Patienten.

Bei dem Kollektiv von MPS Patienten, die eine aggregationshemmende Therapie mit
einschlof3, wurden folgende Resultate gefunden:

Die Verschlufiszeit der Kollagen/Epinephrin MeBzelle war signifikant verldngert bei MPS
Patienten mit thrombo-embolischen Komplikationen (168.5£52.5 Sek., Mittelwert +
Standardabweichung) im Vergleich zu der MPS Vergleichsgruppe (131.3+40.7 Sek.) (vgl.
Abb. 6.1). Die Werte liegen im vorgegebenen Referenzbereich (94-193 Sek.).

8 Patienten konnten aufgrund einer abnormen Aggregation nicht bewertet werden.

Bei der Kollagen/ADP Mefzelle zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der
VerschluBzeit zwischen den MPS Vergleichsgruppen (vgl. Abb. 6.2). Hier wurde 1 Patient

wegen abnormer Aggregation nicht bewertet.

Bei den MPS Patienten ohne Einflu3 einer ASS Medikation wurden folgende Ergebnisse
gefunden:

Auch hier war die VerschluBzeit der Kollagen/Epinephrin MeBzelle verldngert bei MPS
Patienten mit thrombo-embolischen Komplikationen (173.4463.6 Sek., Mittelwert +
Standardabweichung) im Vergleich zu der MPS Vergleichsgruppe (122.9£33.5 Sek.) (vgl.
Abb. 6.3). Die Verschluf3zeiten unterschieden sich aber nicht im Signifikanzniveau und liegen
im vorgegebenen Normalbereich (94-193 Sek.).

1 MPS Patient mit thrombo-embolischem Ereignis sowie fehlender ASS Medikation in der
Anamnese konnte aufgrund einer abnormen Aggregation nicht bewertet werden. Bei den
Patienten ohne Komplikationen wurden 4 Patienten nicht bewertet.

Bei der Kollagen/ADP Mef3zelle zeigten sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in
der VerschluB3zeit zwischen den MPS Vergleichsgruppen (vgl. Abb. 6.4). Hier wurde 1
Patient mit einem thrombo-embolischem Ereignis in der Anamnese wegen abnormer

Aggregation nicht bewertet.
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Abb. 6.1/6.2: PFA-100 Ergebnisse (Kollagen/Epinephrin Messzelle, Kollagen/ADP
Messzelle) im Vergleich zwischen den MPS Patienten mit (+) /ohne (-) thrombo-embolischen
Ereignissen (TE) (inklusive Patienten mit ASS Medikation). Jedes Diagramm zeigt die Daten
innerhalb der 25. bis zur 75. Perzentile ([). Eingezeichnet ist der Median (—) sowie der
maximale und minimale Wert (T/L).

** fiir p < 0.05 im statistischen Vergleich.
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Abb. 6.3/6.4: Ergebnisse des PFA-100 (Kollagen/Epinephrin Messzelle, Kollagen/ADP
Messzelle) im Vergleich zwischen den MPS Patienten mit (+) /ohne (-) thrombo-embolischen
Ereignissen (TE) (ohne Patienten mit ASS Medikation). Jedes Diagramm zeigt die Daten

innerhalb der 25. bis zur 75. Perzentile ([). Eingezeichnet ist der Median (—) sowie der

maximale und minimale Wert (T/L).
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3.2.7. Ergebnisse Gerinnungsanalysen

MPS Patienten mit thrombo-embolischen Komplikationen hatten signifikant niedrigere
Fibrinogenwerte (2.5+0.8 g/l, Mittelwert + Standardabweichung) als die MPS
Vergleichsgruppe (3.2+0.8 g/l) ((Vgl. Abb.7.1). Die Werte liegen noch im vorgegebenen
Referenzbereich (1.8-3.5 g/l).

Die Thromboplastinzeit (Quick), die aktivierte partielle Thromboplastinzeit (PTT) sowie die
Werte der Prothrombinfragmente F 1+2 unterschieden sich nicht signifikant zwischen den
Vergleichsgruppen (Vgl. Abb. 7.2-7.4). Es ist jedoch ein Trend zu hoheren Werten von
Prothrombinfragmenten F 1+2 bei Patienten mit thrombo-embolischen Ereignissen in der

Anamnese zu erkennen (Vgl. Abb. 7.2).
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Abb. 7.1-7.4: Ergebnisse der Gerinnungsanalysen (Fibrinogen, Prothrombinfragmente F 1+2,
Thromboplastinzeit (Quick), aktivierte partielle Thromboplastinzeit (PTT)) im Vergleich bei
MPS Patienten mit (+) /ohne (-) thrombo-embolischen Ereignissen (TE). Jedes Diagramm
zeigt die Daten innerhalb der 25. bis zur 75. Perzentile (U)). Eingezeichnet ist der Median (—)
sowie der maximale und minimale Wert (T/L).

** flir p <0.05 im statistischen Vergleich.
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3.2.8. Ergebnisse Tissue Faktor/D-Dimere

MPS Patienten mit thrombo-embolischen Komplikationen hatten signifikant hohere Tissue
Faktor Werte (97.5+55.9 pg/ml, Mittelwertt+ Standardabweichung) als die MPS
Vergleichsgruppe (63.3£30.9 pg/ml) (vgl. Abb. 8.1).

Es zeigten sich keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen bei den D-Dimer Werten

(vgl. Abb. 8.2).
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Abb. 8.1/8.2: Ergebnisse Tissue Faktor/D-Dimer im Vergleich bei MPS Patienten mit (+)
/ohne (-) thrombo-embolischen Ereignissen (TE). Jedes Diagramm zeigt die Daten innerhalb
der 25. bis zur 75. Perzentile (U)). Eingezeichnet ist der Median (—) sowie der maximale und

minimale Wert (T/L).

** flir p <0.05 im statistischen Vergleich.
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3.2.9. Ergebnisse Thrombophiliediagnostik

Es zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den MPS
Vergleichsgruppen (Vgl. Abb. 9.1-9.4). Patienten mit einer Faktor V-Leiden Mutation
wurden aus der Wertung fiir die APC Resistenz genommen. Auffallend ist der Trend zu einer
erniedrigten Protein C-, Protein S-, Antithrombin-Aktivitit bei MPS Patienten mit thrombo-
embolischen Komplikationen in der Anamnese. Die Mittelwerte liegen jedoch im

vorgegebenen Referenzbereich (vgl. Abb. 9.1/9.2/9.4).
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Abb. 9.1-9.4: Ergebnisse der Thrombophiliediagnostik (APC Resistenz, Protein C-, Protein
S-, Antithrombin-Aktivitdt) im Vergleich bei MPS Patienten mit (+) /ohne (-) thrombo-
embolischen Ereignissen (TE). Jedes Diagramm zeigt die Daten innerhalb der 25. bis zur 75.

Perzentile (I]). Eingezeichnet ist der Median (—) sowie der maximale und minimale Wert

(T/L).
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3.2.10. Ergebnisse Faktor V-Leiden Mutation

Kein MPS Patient hatte eine Faktor V-Leiden Mutation.

3.2.11. Ergebnisse Prothrombin Polymorphismus

Ein MPS Patient mit einem thrombo-embolischem Ereignis in der Anamnese konnte eine
heterozygote Prothrombin Mutation vorweisen.

Ein MPS Patient ohne thrombo-embolischem Ereignis wies eine homozygote Mutation vor.
3.2.12. Ergebnisse MTHFR Polymorphismus

Fiinf MPS Patienten mit einem thrombo-embolischem Ereignis (insgesamt 23 Patienten) in
der Anamnese hatten eine homozygote, neun eine heterozygote Mutation (vgl. Tab. 6).

Fiinf MPS Patienten ohne thrombo-embolischem Ereignis (insgesamt 24 Patienten) hatten

eine homozygote, sieben eine heterozygote Mutation (vgl. Tab. 6).

MPS + TE MPS-TE [N
Homozygote 5 5 10
Mutation
Heterozygote 9 7 16
Mutation
N 14 12 26

Tab. 6: MTHFR Polymorphismus bei MPS Patienten mit/ohne thrombo-embolischem
Ereignis.

3.3. Vergleich der MPS Patienten mit/ohne Blutungsereignissen
Von 47 MPS Patienten hatten 4 Blutungsereignisse in der Anamnese vorzuweisen (9%). 2
davon stammten aus der OMF Gruppe ,1 Patient aus der PV Untergruppe und ein weiterer aus

der ET Gruppe (Beschreibung der Patienten im Anhang unter 7.1. zu entnehmen).

Fiir eine statistische Analyse war das Patientenkollektiv leider zu klein.
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4. Diskussion

4.1. Hintergrund der Studie

Patienten mit myeloproliferativen Syndromen haben ein hohes Risiko sowohl thrombo-
embolische Komplikationen zu entwickeln, als auch Blutungsereignisse zu erleiden (137). In
einigen Féllen erscheinen beide Komplikationen auch gleichzeitig bei einer Person (20). In
dieser Studie war dies bei drei Patienten mit MPS zu beobachten.

Es wird behauptet, da3 sowohl quantitative als auch qualitative Defekte der Thrombozyten
verantwortlich sind fiir die himostatischen Verdanderungen bei MPS Patienten (85).

Es handelt sich dabei um erworbene Defekte, ausgelost durch die MPS Erkrankung. Die
genaue Ursache der Thrombozytendefekte bei Patienten mit MPS ist jedoch unklar (160).
Auch zeigt sich kein Zusammenhang zwischen aggregometrischen Funktionsstérungen und
klinischen Komplikationen (11, 93, 137).

Plattchenfunktionstests scheinen deshalb wenig niitzlich zu sein, um klinische
Komplikationen vorherzusagen (12, 41).

In vielen Studien wurde gezeigt, dal Leukozyten eine wichtige Rolle innerhalb des
Gerinnungsprozesses spielen (42, 76, 119, 165). Uber eine mdgliche Schliisselfunktion der
Leukozyten fiir die Thromboseentwicklung wird diskutiert. Aus dieser Uberlegung heraus
wollten wir den Zusammenhang zwischen Thrombozyten und Leukozyten genauer
analysieren.

Diese Studie sollte den in vivo Aktivierungsstatus von Thrombozyten und die Thrombozyten-
Leukozyten Interaktion von Patienten mit myeloproliferativen Syndromen (CML, PV, OMF,
ET) untersuchen, um mogliche Zusammenhénge mit thrombo-embolischen Komplikationen

aufzudecken .

4.2. Einschitzung des Thrombose- oder Blutungsrisikos bei MPS Patienten

Die Einschétzung des Thrombose- oder Blutungsrisikos und seine Auswirkung auf die damit
verbundenen Therapieoptionen sowie auf die Uberlebenszeiten werden in der Literatur
unterschiedlich bewertet.

Einigkeit herrscht dariiber, da3 ein fritheres Thromboseereignis in der Anamnese als
Risikofaktor betrachtet werden kann, welcher eine entsprechende antikoagulatorische

Medikation verlangt (25, 28, 39).
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Eine positive Familienanamnese hinsichtlich einer Thrombose- oder Blutungskomplikation
kann ein wichtiger Hinweis fiir Thrombozytenfunktionsdefekte sein (168).

Dagegen werden Alter, Geschlecht, Himoglobinspiegel, Erythrozytenzahl, Leukozytenzahl
und Thrombozytenzahl als relevante prognostische Faktoren bewertet (82). Ein signifikanter
EinfluB auf die Uberlebenszeit der MPS Patienten konnte bisher jedoch nicht nachgewiesen
werden (5, 6, 38, 39, 152).

Murphy et al. favorisieren bei MPS Patienten mit ET und PV sowie einer Thrombose in der
Anamnese eine myelosuppressive Therapie (114). Junge Patienten mit ET oder PV ohne
entsprechende Anamnese brauchen wahrscheinlich keine Therapie. Im Hinblick auf die
Nebenwirkungen zytoreduktiver Therapien und dem bisher nicht zweifelsfrei
ausgeschlossenen Risiko der Induktion von Neoplasien ist die Entscheidung eine
Nutzen/Risiko Abwégung (40, 75). Es wird diskutiert, dafl eine Begrenzung der
zytoreduktiven Medikation mdglicherweise die Inzidenz von sekundéren Leukédmien senkt,
auf der anderen Seite jedoch die Gefahr eine Thrombose- oder Blutungskomplikation zu
erleiden erhoht wird (6). Die Therapie verlangt daher eine individuelle Handhabung, die dem
jeweiligen Patienten und seinem Krankheitsbild gerecht wird.

Auch die mit groler Erwartung begonnene nicht-zytostatische Behandlung mit Interferon hat
ihre Nachteile. Diese Therapieform ist teuer und nebenwirkungsreich. So kommt es hiufig zu
Therapieabbriichen, weil die Patienten liber Schwiche, Muskelschmerzen oder Haar- und
Gewichtsverlust klagen (40). Auch diese Therapieoption scheint daher MPS Patienten nicht
optimal helfen zu kdnnen.

Generell wird von einer myelosuppressiven Therapie bei jungen asymptomatischen Patienten
abgeraten, wenn die Thrombozytenwerte es erlauben (< 1,5 Millionen/ul) (39, 40).

Neben den Pléttchenabnormitéten spielt auch die proliferative Aktivitdt der Zellen eine
entscheidende Rolle. So kann die Expansion myeloider Zellreihen zu einer erhdhten
Produktion prothrombotischer Zellen und Substanzen fiihren, welche das Thromboserisiko
erheblich erhohen (85). Einige Autoren sehen deshalb eine Thrombozytose als Risikofaktor
fiir thrombo-embolische Komplikationen (12, 28, 30, 83, 137), welche eine zytoreduktive
Therapie rechtfertigen. Andere in der Literatur veroffentlichte Studien kommen dagegen zu
entgegengesetzten Meinungen. Sie finden keinen Zusammenhang zwischen erhéhten
Thrombozytenwerten und klinischen Komplikationen (25, 39, 65, 75, 157).
Blutungskomplikationen, die deutlich seltener als Thrombosen auftreten, zeigen eine

Abhingigkeit von hohen Thrombozytenzahlen (115, 137, 154). So werden Blutungen
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signifikant hiufiger beobachtet, wenn die Thrombozytenzahlen mehr als 1,5 Millionen/pl
betragen.

Die vorliegende Studie zeigte keinen Unterschied der Thrombozytenwerte zwischen MPS
Patienten mit oder ohne thrombo-embolischen Komplikationen.

Dagegen zeigt sich, dafl die Himatokrit- und Erytrozytenwerte bei Patienten mit thrombo-
embolischen Komplikationen zwar noch im Normbereich liegen, insgesamt aber signifikant
hoher, als bei Patienten ohne Komplikationen. Kessler et al. beschrieben ebenfalls einen
Zusammenhang zwischen erhohtem Himatokritwert und Thrombosen (75). Randi et al.
zeigten fiir PV Patienten, dall der Himatokritwert aussagefahiger ist als eine isolierte
Betrachtung der Thrombozytenwerte (127). Die starke Erhohung des Hamatokritwertes,
welche mit erhohter Blutviskositét assoziiert ist, und den Thrombozyten einen intensiveren
Kontakt mit dem Endothel ermdglicht, kann als eine der pathophysiologischen Ursachen der
Thrombosebildung angenommen werden (137). Leider verfligten wir nicht iiber die
technische Ausstattung zur Messung der Blutviskositit. Mit steigendem Hamatokritwert
werden die Thrombozyten in die GefdBperipherie gedringt, wo Scherkréifte und Kontaktzeit
mit der GefdBwand deutlich héher sind als im Axialstrom. Dies unterstiitzt die Annahme der
thrombogenen Wirkung bei erhohter proliferativer Aktivitit der myeloiden Zellreihen.

Auch andere Parameter werden von manchen Autoren mit Komplikationen assoziiert (94,
157). Eine pathologische Erh6hung der Erythrozytenwerte, des Himoglobins sowie der
Neutrophilen Granulozyten zum Zeitpunkt der Diagnose scheint mit einem verstérkten Risiko
fiir Thrombosen einherzugehen. Fiir das Blutungsrisiko gelten entsprechend pathologisch
erniedrigte Werte dieser Blutparameter. Dies stimmt mit Ausnahme des Hadmoglobinspiegels
und der Neutrophilen Granulozyten mit den Ergebnissen unserer Studie iiberein, sofern man
beriicksichtigt, dall die Erythrozytenwerte noch im vorgegebenen Referenzbereich lagen,
allerdings signifikant hher bei MPS Patienten mit thrombo-embolischer Vorgeschichte im
Vergleich zu den Patienten ohne entsprechende Anamnese. Diese Resultate bestétigen die
Annahme, da3 hohe Erythrozytenzahlen innerhalb der Himostase die Gerinnselbildung
fordern und bei einer iiberméBigen Thrombozytenaktivierung die Regulationsmechanismen
des Gerinnungsprozesses iiberlasten konnen (95). Beim Vergleich der Untergruppen der MPS
Patienten ohne Berticksichtigung der Komplikationen zeigten sich keine Unterschiede
zwischen den Erythrozytenzahlen, dem Hamatokritwerten sowie den Himoglobinspiegeln.
Die Festlegung eines bestimmten pathologischen Grenzwertes fiir Blutzellen bei MPS
Patienten erscheint diskussionswiirdig bei der Vielzahl von thrombozytiren Abnormitéten und

ihres unterschiedlichen Auftretens bei jedem einzelnen Patienten. Die erhohte Viskositit des
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Blutes diirfte daher, neben dem Proteingehalt des Blutes (insbesondere Fibrinogen) nicht nur
von der absoluten Zellzahl jeder Zellreihe beeinflufit werden, sondern auch vom
Funktionsstatus der einzelnen Zellen sowie deren Interaktionen untereinander. Diese
gegenseitigen Wechselwirkungen der unterschiedlichen Zellinien versucht unsere Studie
genauer zu untersuchen.

Als Risikofaktoren fiir thrombo-embolische Komplikationen zdhlen fiir manche Autoren auch
hohes Alter (>60 Jahre)(40, 137) sowie die konventionellen kardiovaskuldren Risikofaktoren
wie Diabetes mellitus, arterieller Hypertonus, Rauchen und Fettstoffwechselstérungen (137).
Auch Geschlechtsunterschiede werden in der Literatur mit Komplikationen in Verbindung
gebracht. So scheinen Frauen mit einer ET haufiger asymptomatisch zu bleiben, wihrend
Mainner ein groBeres Risiko fiir thrombo-embolische Komplikationen aufweisen (65).
Thrombosen konnen auch schon im jugendlichen Lebensalter auftreten. Sie sind dann haufig
das erste Symptom der Erkrankung. Gelegentlich gehen sie sogar mit normalen
Thrombozytenzahlen einher (14, 149). Junges Alter wird von einigen Autoren als ungiinstiger
Prognosefaktor beschrieben (14, 113). Wehmeier et al. sehen im Patientenalter keinen
Risikofaktor fiir Blutungen (157). Sie demonstrieren fiir jiingere Patienten (<40 Jahren) eine
Haufung von Blutungsereignissen und fiir dltere Patienten (>70 Jahren) eine Haufung von
Thromboseereignissen. Insgesamt unterscheiden sich junge Patienten aber nicht signifikant
von dlteren Patienten (158).

Unsere Studie kam zu gleichen Resultaten, und konnte hinsichtlich der
Geschlechterverteilung und des Altersdurchschnittes keine Unterschiede zwischen den MPS
Untergruppen sowie zwischen den Patienten mit oder ohne thrombo-embolischen
Komplikationen feststellen.

Die MPS Untergruppen PV und die ET sind durch eine hohe Inzidenz an Thrombosen
charakterisiert (39, 85, 157, 158). Bei der CML treten am seltensten Komplikationen auf
(159). Unsere Studie bestitigt auch diese Ergebnisse. Die PV und ET Patienten hatten
signifikant hohere pathologische Thrombozytenzahlen als die anderen MPS Untergruppen
sowie die Kontrollgruppe. Dies unterstiitzt die Annahme, dall Thrombozytose ein
Risikofaktor fiir ein thrombo-embolisches Ereignis darstellt (12, 28, 30, 83, 137). Beim
Vergleich aller MPS Patienten mit und ohne eine Komplikation zeigte sich jedoch beziiglich
der Thrombozytenwerte kein Unterschied. Diese Ergebnisse demonstrieren, daf3 der Subtyp
der MPS Patienten wesentlich die Entwicklung von Komplikationen mitbestimmt und zur
Vorhersage als Risikofaktor hinzugezogen werden kann (81, 137, 157). Michiels et al. teilen

daher die Patienten mit ET entsprechend in Gruppen nach niedrigem, mittlerem und hohem
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Risiko ein, um gegebenenfalls eine zytoreduktive oder niedrig dosierte Aspirintherapie
einzuleiten (112).

Auch bei den Leukozytenzahlen fanden sich bei Patienten mit PV und CML signifikant
hohere pathologische Werte als bei den anderen Untergruppen. Die CML Patienten hatten
sogar noch um ca. ein Drittel hohere Werte als die Patienten mit PV (CML (18300/ul) PV
(11000/ul)). Beim Vergleich aller MPS Patienten mit und ohne thrombo-embolischem
Ereignis konnte kein Unterschied festgestellt werden. Markus et al. schreiben den
Neutrophilen Granulozyten eine hemmende Funktion zu, die die Gerinnselbildung wéhrend
der Himostase limitiert (95). Dies konnte erkldren, warum die CML Patienten viel seltener als
alle anderen Untergruppen thrombo-embolische Komplikationen entwickeln.
Zusammenfassend weisen die Untergruppen des MPS eine groe Variabilitét der klinisch-
hidmatologischen Befunde auf, so da3 die unterschiedlichen Prognosekriterien in Erwédgung
gezogen werden miissen. Die widerspriichlichen Ergebnisse vieler Studien zeigen, wie
schwierig es ist, eine allgemeine Einschitzung des Risikos zu erstellen.

Entscheidend ist der synergistische Effekt bei Vorhandensein von mehreren Risikofaktoren,
der den prognostischen Verlauf der Krankheit bestimmt und zu einer niedrigeren
Lebenserwartung fithren kann (78, 143).

Das Zusammenspiel krankheitsspezifischer Abnormitdten und allgemeiner kardiovaskuldrer
Risikofaktoren wie z.B. Rauchen, Bluthochdruck, Diabetes, Hypercholesterindmie etc. sollte
bei der Entwicklung von thrombo-embolischer Komplikationen und Blutungsereignissen
mitberiicksichtigt werden, da sie eine abnormale Plattchenfunktion induzieren oder verstiarken
konnen (53, 85). Hierzu zéhlen auch viele andere Faktoren wie z.B. Schwangerschaft,
Operationen, Verletzungen, Medikamente etc., die die Thrombosebildung oder das Auftreten
von Blutungen begiinstigen (21, 75, 78, 106). Das synergistische Wirken von speziellen
Risikofaktoren, wie es bei der Kombination von Kontrazeptiva und Rauchen bekannt ist, kann
eine wichtige Rolle spielen. Van Rensburg et al. zeigten, dal Patienten mit familidrer
Hypercholesterindmie und Arteriosklerose eine abnormale Plédttchenfunktion aufweisen (150).
Ursache dieser Fehlfunktion ist moglicherweise nicht die primére
Thrombozytenhyperreagibilitét, sondern die sekunddre Thrombozyten Interaktion mit der
verletzten arteriosklerotischen GefaBwand. Dies demonstriert, wie schwierig die
Interpretation eines prathrombotischen oder hyperkoagulierenden Status ist. Einerseits kann
eine intrinsische Pldttchenaktivierung vorliegen, andererseits aber auch eine
Thrombozytenfehlfunktion wegen degenerativer Arteriengefdle, an deren Oberfléche sich

Zellaggregate bilden konnen.
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Betrachtet man das durchschnittlich hohe Alter der Untergruppen der MPS Patienten in dieser
Studie ( CML (57 Jahre), PV (61 Jahre), OMF (76 Jahre), ET (60 Jahre)), so wird deutlich,
dal} neben den krankheitsspezifischen Thrombozytendefekten auch altersbedingte Ursachen
wie z.B. eine ausgeprigte Arteriosklerose fiir den erhohten Gerinnungsstatus verantwortlich
sein konnen. Auch diese Faktoren miissen in die Interpretation der Ergebnisse einflieBen.
Gegen einen Einflul3 des Patientenalters auf die Thrombozytenfunktion spricht eine Studie
von Randi et al., bei der alte und junge Patienten mit Thrombozytose &hnliche Ergebnisse
zeigten (127). Thrombozytenfunktionstests sind nicht in der Lage zwischen den Ursachen der
Pléattchendefekte zu unterscheiden, sondern analysieren nur den aktuellen Status der
Thrombozyten.

Insgesamt handelt es sich bei den thrombo-embolischen Komplikationen innerhalb der
myeloproliferativen Erkrankungen um einen multifaktoriellen Proze$3. Die individuelle
Krankheitskonstellation darf deshalb nicht auler Acht gelassen werden.

Diese Studie konzentriert sich besonders auf den Einflull von angeborenen und erworbenen

Thrombophiliefaktoren (Ergebnisse werden im Kapitel 4.4. diskutiert).

4.3. Plittchenfunktionstests (Ergebnisse PFA-100 (Platelet Function Analyzer))

Plattchenfunktionstest scheinen wenig niitzlich zu sein, um klinische Komplikationen bei
MPS Patienten vorherzusagen (12, 41, 109, 137). Einige Studien mit Hilfe der Aggregometrie
von thrombozytenreichem Plasma sind teilweise in der Lage, Patienten mit einem hohen
Thrombose- oder Blutungsrisiko zu identifizieren (37, 93). Patienten mit einer
Thrombozytenhyperreagibilitit haben demnach hédufig eine vendse oder arterielle Thrombose
in der Anamnese vorzuweisen, welche bei Patienten mit einer Hyporeagibilitit seltener
auftritt. Diese Testmethode beruht auf einer Zunahme der Lichttransmission im Verlauf der
voranschreitenden Plattchenaggregation nach Zusatz von Plittchenagonisten zu
pléattchenreichem Zitratplasma, welche photometrisch registriert wird (49).

Eine anderer Test ist der PFA-100 (Platelet Function Analyser). Diesem Analysegerit wird
eine niitzliche Funktion als Screeningtest zur Untersuchung von
Thrombozytenfunktionsdefekten in der klinischen Praxis zugeschrieben (44, 80). Die
Messzelle dieses Gerites simuliert den Prozef3 der Thrombozytenadhdsion und -aggregation
in vitro. Eine Membran, welche mit Kollagen/ADP und mit Kollagen/Epinephrin benetzt ist,

fiihrt zur Anlagerung und Aktivierung von Thrombozyten. Folge ist eine Aggregatbildung, die
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zu einem Thrombozytenpfropf fithrt. Es kommt zur Verringerung des Blutflusses. Das Gerit
ermittelt die Zeit vom Beginn bis zum vollstindigen Membranverschluf3.

Spannagel et al. zeigten eine hohe Sensitivitdt des PFA-100 fiir das Willebrand-Jiirgens-
Syndrom und Aspirin Einnahmen (143). Robinson et al. stellten bei MPS Patienten mit ET
keinen Unterschied beziiglich der ADP MefBzellen Verschluf3zeit zwischen Patienten und
Kontrollgruppe fest (132). Bei der Epinephrin MeBzelle wurde dagegen eine signifikant
verlidngerte Verschluf3zeit nachgewiesen.

In unserer Studie zeigten sich dhnliche Ergebnisse bei der Epinephrin MeBzelle, bei der neben
den MPS Patienten mit ET auch die Patienten mit PV eine signifikant verldngerte
VerschluB3zeit im Vergleich zu der Kontrollgruppe aufweisen konnten. Die Resultate lagen
jedoch noch im vorgegebenen Referenzbereich. Beim Vergleich aller MPS Patienten wurde
ebenfalls eine signifikant verldngerte VerschluBzeit bei der Gruppe mit thrombo-embolischen
Komplikationen festgestellt. Die Patienten mit PV und ET machten in dieser Gruppe den
grofiten Anteil aus. Auch bei der ADP Mef3zelle zeigte sich bei allen MPS Untergruppen mit
Ausnahme der CML Patienten eine signifikant verlingerte Verschluf3zeit im Vergleich zu der
Kontrollgruppe, die allerdings noch im Rahmen des Referenzbereiches lag. Der Vergleich
zwischen MPS Patienten mit und ohne Komplikationen zeigte keinen Unterschied. Diese
Ergebnisse schlossen alle MPS Patienten mit ein, die eine Aspirintherapie erhielten. Diese
Resultate sind auf einen moglichen Einflul der antithrombozytéren Therapie auf die PFA-100
Messung zuriickzufiihren. Bei den MPS Patienten, die keine Aspirinmedikation einnahmen,
zeigte sich hingegen in der ET Untergruppe keine signifikant verlédngerte VerschluBzeit bei
der Epinephrin MefBzelle. Auch bei der ADP Mef3zelle konnte nur bei PV Patienten ein
signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe festgestellt werden. Beim Vergleich zwischen
MPS Patienten mit und ohne thrombo-embolische Komplikationen in der Vorgeschichte
zeigte sich auch hier kein signifikanter Unterschied der Verschluflzeiten sowohl bei der ADP-
als auch bei der Epinephrin Messzelle.

Auffallend waren zahlreiche Fehlmessungen bei MPS Patienten, unabhingig davon, welche
Medikation sie erhielten, oder ob es sich um ein ADP- oder Epinephrin MeBzelle handelte.
Dies ist typisch fiir PFA-100 Ergebnisse bei Patienten mit myeloproliferativen Syndromen
(132). Es zeigt sich ein groe Spannweite der VerschluBzeiten. Diese Heterogenitét der
Ergebnisse reflektiert moglicherweise die zahlreichen unterschiedlichen
Thrombozytenfunktionsverdnderungen, die bei myeloproliferativen Erkrankungen auftreten
konnen, oder ist bedingt durch den Medikamenteneinfluf} auf die Blutplédttchen. Abnormale

PFA-100 Ergebnisse sind haufig assoziiert mit Aspirin Medikation, Thrombozytopenie,
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Andmie, Herzklappenfehlern sowie Nierenversagen (44). Waddell et al. zeigten, dal} einige
MPS Patienten eine abnormale Aggregation auf Epinephrin, ADP und Kollagen aufweisen
(154). In einer anderen Studie demonstrierten Kaywin et al., da Epinephrin teilweise bei
Patienten mit ET keine Aggregation auslost (72). Dies konnte die zahlreichen Fehlmessungen
in unserer Studie sowie die grole Spannweite im Ergebnis der VerschluB3zeiten erklaren. Fiir
eine Vorhersage thrombo-embolischer Komplikationen scheint daher die PFA-100 Messung
im Hinblick auf die unzuverldssigen Resultate ungeignet zu sein. Auf der anderen Seite war
die Epinephrin MeBzellen Verschlulzeit bei den Patienten mit ET und PV, also der Gruppe
mit der hochsten Rate an Komplikationen signifikant verlangert. Ebenso bei allen MPS
Patienten mit thrombo-embolischen Komplikationen, was einen Zusammenhang zwischen
Thromboseereignis und fehlerhafter Aggregation vermuten lést.

Ein Erkliarungsansatz fiir die schlechte Vorhersagbarkeit von Komplikationen durch
Thrombozytenfunktionstests konnte sein, dafl myeloproliferative Erkrankungen eine klonale
Proliferation aller Zellinien beinhalten, und Thrombozytenfunktionstests wie z.B. die
Aggregometrie nicht die Abnormititen anderer Zellreihen (z.B. Leukozyten) entdecken
konnen. Auch die Interaktion zwischen den einzelnen Zellreihen kann durch
Pléttchenfunktionstests nicht ausreichend untersucht werden, obwohl diese eine wichtige
Funktion im Pathomechanismus der Thrombose- oder Blutungsentwicklung darstellt (38).
Aus diesem Blickwinkel heraus versucht unsere Studie den physiologischen Gegebenheiten in
einem hoheren Malle gerecht zu werden, indem das Zusammenspiel der verschiedenen

Zellreihen ndmlich zwischen Thrombozyten und Leukozyten genauer untersucht wird.

4.4. Ergebnisse der Durchflufizytometrie/Tissue Faktor Bildung

Die Durchfluflzytometrie hat sich im Laufe der letzten zehn Jahre als niitzliche Methode zur
Studie von normalen und abnormalen Membranrezeptoren auf Thrombozyten erwiesen.

Sie kann dadurch als Test fiir die Thrombozytenfunktion eingesetzt werden, analysiert aber
auch deren Interaktion mit anderen Zellen (1, 2, 10, 88, 96, 106, 129).

Thrombozyten zirkulieren {iblicherweise in einem nichtaktivierten Status durch das
GefaBystem. Im Verlauf des Aktivierungsprozesses bilden die Thrombozyten Aggregate,
geben Granulainhaltsstoffe frei und unterstiitzen die Bildung eines hdmostatischen Gerinnsels.
Wihrend der Himostase interagieren Komponenten der thrombozytiren Plasmamembran mit

Substanzen der GefdBwand, mit Oberflachenrezeptoren anderer Blutzellen und mit
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verschiedenen Gerinnungsproteinen. Diese Interaktion kann Thrombozyten aktivieren, was
sich wiederum mit Hilfe der Durchflulzytometrie nachweisen last (15, 60, 92).

Mit Hilfe von kommerziell erhéltlichen fluorochrommarkierten monoklonalen Antikdrpern
oder Substanzen, konnen diese spezifischen Verdnderungen der aktivierten
Pléttchenoberfliche charakterisiert werden (1). Dabei analysiert das Messgerit des
Zytometers Einzelzellen, die in einem konstanten FluB3 durch einen Laserstrahl detektiert
werden (49). Das Streulicht und die Intensitit der Fluoreszens wird durch spezifische
Photodioden registriert. Dadurch kann die GroBe (Vorwértsstreulicht = forward scatter),
Granularitit (Seitwirtsstreulicht = side scatter) und Oberfldchenexpression von Antigenen
nach Bindung eines fluorochrommarkierten Antikdrpers bestimmt werden. Durch
Verwendung verschiedener Fluorochrome mit unterschiedlichen Lichtfrequenzspektren ist es
mdglich, verschiedene funktionelle Verdnderungen der Thrombozytenmembran gleichzeitig
zu bestimmen.

So binden verschiedene fluorochrommarkierte monoklonale Antikdrper spezifisch an
Verdnderungen der Plasmamembran, die sich aus der Expression bestimmter Rezeptoren und
der Sekretion einzelner Substanzen nach Aktivierung der Thrombozyten ergeben (1). Auf
diese Weise ist es moglich, aktivierte Plattchen durch deren Bindungseigenschaften von
anderen Blutzellen zu unterscheiden.

Es wird zwischen drei Antikorpern unterschieden, die gegen lysosomale Granulaproteine,
gegen o-Granulaproteine und gegen das Glykoprotein IIb/Illa gerichtet sind (105).

Der Antikorper PAC 1 bindet Antigene des GP 1Ib/Illa Rezeptors, die nach Aktivierung
zugénglich werden (46, 47, 108, 138, 139, 140). Dies geschieht durch Konversion des GP
[Ib/I1Ia Rezeptors zu einem funktionellen Rezeptor fiir Fibrinogen. PAC 1 verhindert die
fibrinogenvermittelte Plattchenaggregation.

S12 und KC4 sind Antikorper, die an den Rezeptor GMP-140 (PADGEM, P-Selektin, CD 62)
binden (17). Das a-Granula-Glykoprotein P-Selektin wird wihrend der Sekretion an die
Membranoberflache transloziert (17, 144).

Auffillig ist auch ein elektronenmikroskopisch beobachtbarer Formwandel (,,Shape Change*)
von der diskoiden Form nicht-aktivierter Thrombozyten (Diskozyten) zu kugeligen aktivierten
Thrombozyten (49).

Zur Detektion zirkulierender aktivierter Thrombozyten ist u.a. neben dem Formwandel der
Blutpléttchen die Expression von fibrinogenbindenen Rezeptoren sowie die Freisetzung von

Granulamembranproteinen (messbar in Form von CD62p) geeignet. Diese verschiedenen

71



Aktivierungsmarker gelten daher als niitzliche Indikatoren eines erhdhten Gerinnungsstatus
(133).

Unsere Studie hat den Formwandel (,,Shape Change*) der Thrombozyten nicht untersucht,
weil dies den Rahmen dieser Arbeit gesprengt hitte. Der Schwerpunkt der Studie lag in der
durchfluzytometrischen Messung von Thrombozytenaktivierung, Thrombozyten-
Mikropartikeln, Thrombozyten-Mikroaggregaten sowie von Thrombozyten-Leukozyten-
Aggregaten.

Mit Hilfe der durchfluzytometrischen Messtechnik kdnnen angeborene Defekte der
Oberflichenmembranglykoproteine diagnostiziert werden. Auch ein Monitoring der
Behandlung mit Gp IIb/I1la Rezeptor Antagonisten ist moglich. Der wichtigste klinische
Einsatz ist die Messung der Thrombozyten Hyperreagibilitdt sowie der zirkulierenden
aktivierten Thrombozyten, die bei einer Vielzahl von Erkrankungen wie z.B. dem
Myokardinfarkt oder dem Schlaganfall auftreten (108). Leider hat die Durchfluzytometrie
fiir klinische Fragestellungen noch eine relativ geringe Rolle innerhalb der Diagnostik, so daf3
bisher wenig Erfahrungen speziell bei Patienten mit myeloproliferativen Erkrankungen

gemacht werden konnten (2).

4.4.1. Thrombozytenaktivierung (CD62p-positive Thrombozyten)

In unserer Studie zeigten sich erhhte Werte von CD62p-positiven Thrombozyten bei allen
Untergruppen der MPS Patienten. Dies stimmt mit den bisher publizierten Ergebnissen
anderer Arbeiten in der Literatur {iberein (23, 54, 162). Die Daten miissen allerdings
vorsichtig interpretiert werden. Einige, aber nicht alle Patienten mit myeloproliferativen
Erkrankungen weisen eine erhohte Anzahl zirkulierender aktivierter Blutplittchen auf. Nur
bei bestimmten Patienten treten dabei Thrombose- oder Blutungsereignisse auf (162). Erhohte
Expression des CD62p Rezeptors bedeutet nicht zwangsliufig, da3 die entsprechenden
Thrombozyten verstérkt thrombogen wirken, und ein erhdhtes Risiko fiir ein thrombo-
embolischen Ereignis erwartet werden muB (78). In einer fritheren Studie wiesen Patienten
mit ET eine signifikant hohere P-Selektin Expression als Normalpersonen auf (54). Es konnte
aber kein Unterschied zwischen asymptomatischen und symptomatischen Patienten
nachgewiesen werden.

Die erhohte CD62p Expression auf zirkulierenden Thrombozyten konnte auch bedeuten, daf3
diese Plittchen einen funktionellen Defekt aufweisen, durch den sie in ihren Adhésions- und

Aggregationseigenschaften behindert werden (71). Sie sind zwar aktiviert, aber zirkulieren
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weiterhin im Blutkreislauf, ohne mit anderen Plattchen Aggregate zu bilden oder an
Gefilldsionen zu binden.

Fiir eine erhohte CD62p Expression kann daher nur angenommen werden, dal} eine gewisse
Aktivierung der Thrombozyten stattgefunden hat, und daB3 dies ein hdufiger Vorgang bei allen
Untergruppen des MPS ist.

4.4.2. Thrombozyten-Mikroaggregate

Unsere Studie zeigte keine erhdhten Werte von zirkulierenden Thrombozyten-
Mikroaggregaten. In fritheren Studien wurde beschrieben, dall Thrombozyten-
Mikroaggregatformationen innerhalb weniger Sekunden reversibel sind (102). Es wird daher
angenommen, dal Thrombozyten-Mikroaggregate entweder bei Patienten mit MPS nicht
auftreten, oder dal die Aggregatbildung so schnell wieder aufgelost wird, dal3 sie in vendsen

Blutproben nicht entdeckt werden kann.

4.4.3. Thrombozyten-Mikropartikel

Wir fanden erhohte Werte von Thrombozyten-Mikropartikeln bei MPS Patienten mit PV,
OMF und ET, nicht jedoch bei CML Patienten. Frithere Studien stufen das thrombo-
embolische Risiko fiir CML Patienten als niedrig, fiir OMF Patienten als mittel und fiir
Patienten mit PV oder ET als hoch ein (12, 161). Bei unserer Untersuchung waren Patienten
mit PV und ET die MPS Untergruppen mit der hdchsten Rate an thrombo-embolischen
Komplikationen (PV 77%, ET 58%), wihrend nur ein CML Patient eine vendse Thrombose in
der Anamnese aufweisen konnte.

Es ist ein Trend zu erhohten Werten von Mikropartikeln bei MPS Patienten mit thrombo-
embolischen Komplikationen im Vergleich zu Patienten ohne entsprechende Komplikationen
zu erkennen.

Bisher ist wenig bekannt {iber die Rolle der Thrombozyten-Mikropartikel (70). Wéhrend des
Aktivierungsvorganges schniiren Blutpldttchen von ihrer Membran kleine Membranvesikel
(Mikropartikel) ab, die durch Bildung des Prothrombinasekomplexes auf ihrer Oberfléche
eine starke prokoagulatorische Wirkung in der Umgebung des Plattchenaggregates entfalten
(49, 62, 107). Sie unterstiitzen die Thrombin Bildung wéihrend der Entwicklung eines
thrombotischen Gerinnsels (16), fordern die Adhésion von Leukozyten an Gefdaoberflichen

und verstdrken die Leukozytenaggregation (43). Gemmel et al. demonstrierten zum ersten
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Mal, daBB Oberflachen Mikropartikelformationen induzieren kénnen (52). Sie zeigten einen
signifikanten Anstieg von aktivierten Thrombozyten, die Neutrophile Granulozyten und
Monozyten binden.

Es wird spekuliert, dall Mikropartikel auch als Briicken zwischen Neutrophilen Granulozyten
erscheinen konnen (70). Auf diese Weise bilden sich Zellcluster, die aus fiinf bis zwanzig
Zellen bestehen.

Die Interaktionen zwischen Leukozyten erfolgen u.a. iiber den L-Selektin Rezeptor (43, 104,
151). Forlow et al. zeigten, da3 eine Blockade dieses Rezeptors eine Aggregation von
Neutrophilen Granulozyten nicht hemmt (43). Diese Ergebnisse unterstiitzen die Vermutung,
daB Mikropartikel eine besondere Rolle als zusdtzliches Bindeglied zwischen den Leukozyten
spielen.

Erhohte Werte von Thrombozyten-Mikropartikeln scheinen am thrombo-embolischen
GefaBverschluB3 zahlreicher klinischer Erscheinungsbilder beteiligt zu sein (26, 63, 68).
Normale Konzentrationen haben keinen Einflufl auf die Leukozyten Interaktionen (43). So
weisen Patienten mit thrombo-embolischen Erkrankungen wie transitorisch ischdmischen
Attacken (TIA) und lakunéren Infarkten signifikant hohere Werte von Mikropartikeln vor
(87). Es ist daher denkbar, dafl erhohte Werte von Thrombozyten-Mikropartikeln
verantwortlich sind fiir das hohere thrombo-embolische Risiko bei Patienten mit MPS.

Auch bei gesunden Probanden wurden niedrige Mengen von Mikropartikeln in der
Blutzirkulation festgestellt (16). Der grof3te Teil stammt von den Thrombozyten. Es sind
jedoch auch andere Zelltypen wie Endothelzellen oder Leukozyten an der Bildung von
Mikropartikeln beteiligt, welche durch entsprechende Antikorper detektiert werden konnen
(64).

Fiir die Vorhersage einer Thrombose- oder Blutungskomplikation bei MPS Patienten kdnnte
daher die Anzahl der Mikropartikel einen interessanten Hinweis geben. Erhohte Werte iiber
den Normbereich konnten als Risikofaktor fiir eine mdgliche Thromboseentwicklung

sprechen (63).

4.4.4. Thrombozyten-Leukozyten Interaktion

MPS Patienten haben Thrombozyten mit einer erhohten CD62p Expression, welche die
Adhision von Blutplittchen an Leukozyten vermittelt (31, 107, 117). In unserer Studie fanden
wir eine erhohte Anzahl von Thrombozyten-Neutrophilen Aggregaten sowie von

Thrombozyten-Monozyten Aggregaten bei Patienten mit PV und ET. Diese beiden
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Untergruppen des MPS hatten auch die hochste Rate an thrombo-embolischen Ereignissen.
Unsere Ergebnisse stimmen mit einer von Jensen et al. in der Literatur bereits veroffentlichten
Studie iiberein (66). Deren Forschungsgruppe findet ebenfalls erhdhte Thrombozyten-
Monozyten Aggregate sowie Thrombozyten-Neutrophile Aggregate bei allen Patienten der
verschiedenen MPS Untergruppen. Die Werte unterschieden sich nicht zwischen Patienten
mit ET, PV oder OMF. Im Vergleich zu unserer Studie hatten die MPS Patienten allerdings
hohere Werte. Ebenso zeigten sich in unserer Studie keine hoheren Werte bei allen MPS
Patienten mit thrombo-embolischen Ereignissen in der Anamnese im Vergleich zu den
Patienten ohne Komplikationen. Dies konnten Jensen et al. bei ihrer MPS Gruppe
demonstrieren. Im Vergleich zu den MPS Patienten ohne Thrombosen in der Vorgeschichte
zeigte die Gruppe mit einer positiven Anamnese deutlich hohere Werte an Thrombozyten-
Neutrophilen- und Thrombozyten-Monozyten Aggregaten. Die moglichen Ursachen dieser
unterschiedlichen Resultate werden unter 4.6. diskutiert.

Erhohte Werte von Thrombozyten-Leukozyten Aggregaten werden als Indikator fiir in vitro
Aktivierung angesehen und bei Patienten mit Sepsis sowie bei der koronaren Herzkrankheit
gefunden (50, 52, 121). Michelson et al. sehen erhohte Thrombozyten-Monozyten Aggregate
sowie Thrombozyten-Neutrophile Aggregate als sensitiveren Marker fiir Pldttchenaktivierung
an als P-Selektin (107). Die Ergebnisse dieser Studie sollten in &hnlicher Weise interpretiert
werden. D.h., dal Thrombozyten-Leukozyten Aggregate auf einen hdmostatischen
Aktivierungsprozefl bei MPS Patienten hinweisen.

Thrombozyten tragen zahlreiche Membranrezeptoren, die nur zu bestimmten Phasen der
Thrombozytenaktivierung aktiviert werden oder die nur mit bestimmten Zellen oder
chemischen Metaboliten interagieren (69, 104, 122, 151). So existieren Rezeptoren auf der
Oberfliache fiir Thrombin, Thromboxan A2, Kollagen, ADP oder Fibrinogen.

P-Selektin (CD62p) ist einer dieser Membranrezeptoren auf Blutplittchen. Es vermittelt den
Kontakt zwischen aktivierten Thrombozyten und Leukozyten (31, 86, 91, 123, 130, 141).
Endothelzellen enthalten in den Weibel-Palade-K6rperchen ebenfalls CD62p, das
wahrscheinlich in dhnlicher Weise eine Bindung von Leukozyten an Endothel vermitteln kann
(12, 56, 141). Die Neutrophilen Granulozyten binden jedoch vorzugsweise an Thrombozyten
(79). Die Adhision an verschiedene Zellpopulationen verstéirkt sich unter hohen Scherkréften
umso intensiver (79). Dies kann auftreten bei hoher Viskositét des Blutes sowie bei
Gefidlverengungen durch Arteriosklerose oder durch Appositionsthrombenbildung. Die
Ursache eines vaskuldren Verschlusses kann direkt von einem Endothelschaden ausgehen, bei

dem Kollagen freigelegt wurde und als potenter Plattchenagonist fungiert (122). Sie kann
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auch durch chemotaktische Stoffe unterschiedlicher Zellen induziert werden (24). Durch
Aktivierung von Signalkaskaden werden vermehrt Granula Inhaltstoffe ausgeschiittet (122).
Dadurch werden zahlreiche Rezeptoren auf der Oberfliche der Thrombozyten exprimiert, die
zur Aggregation unter den Blutplittchen fithren aber auch die Interaktion zu anderen
Zellreihen vermitteln. So zeigen Deuel et al., dal PDGF (Platelet Derived Growth Faktor)
chemotaktisch auf Neutrophile Granulozyten und Monozyten wirkt (33). Es konnte eine
Erklarung dafiir sein, daB3 aktivierte Blutplédttchen nur sehr schwach an Lymphozyten (69,
129, 130) und bevorzugt an Monozyten binden (130, 131). Dies wiirde auch mit den in
unserer Studie gefundenen Ergebnissen iibereinstimmen. In einer anderen Publikation zeigten
Kirchhofer et al. in einem Modell einer GefaB3verletzung, dal T- und B-Lymphozyten nicht an
der Bildung des Gerinnungsthrombus beteiligt sind, wihrend Monozyten verstéirkt
vorgefunden werden (77). Lymphozyten scheinen nicht an der Thrombosebildung zu
partizipieren. Monozyten dagegen wird iiber die Tissue Faktor Bildung eine
prokoagulatorische Funktion zugeschrieben (77).

P-Selektin, das als integrales Membranprotein nach Zellaktivierung durch Translokation an
die Oberfliche der Plasmazellmembran gelangt (56), hat Ahnlichkeit mit zwei
Adhésionsmolekiilen der Leukozyten (ELAM-1 (Endothel-leukocyte-adhesion-molecule = E-
Selektin) und Lymphocyte-homing-receptor (L-Selektin)). Dabei triggert P-Selektin die
Protein-Tyrosin-Phosphorylation und 16st eine Signalkaskade in den Neutrophilen
Granulozyten aus. Neutrophile Zytotoxitét, Lysozymproduktion und
Arachidonsduremetabolismus sind in Anwesenheit von Thrombozyten erhdht (117). Die
Folge davon ist ein Aktivierungsstatus, in dem zahlreiche Sekretionsprodukte wie
inflammatorische Leukotriene oder proteolytische lysosomale Enzyme ausgeschiittet werden
(48). Diese konnen direkt vaskuldre Schiden verursachen, oder ihrerseits den
Aktivierungsstatus von Blutpldttchen, anderen Leukozyten sowie von Endothelzellen
beeinflussen. Neutrophile Granulozyten, die keine Thrombozyten gebunden haben, zeigen
eine signifikant niedrigere Phagozytose Aktivitit (91). Die aktivierten Thrombozyten
ermOglichen iiber die Bindung spezieller Integrine die Migration der Leukozyten entlang der
Endothelzellen, was den Entziindungsvorgang des Blutgefdfes aufrecht erhélt (48). Die
verstirkten Zellkontakte fiihren zu einer hoheren lokalen Konzentration an freigesetzten
Mediatoren und verhindern moglicherweise dadurch eine Neutralisation durch Plasma-
Inhibitoren (117). Dieses Ungleichgewicht kann einem erhdhten Gerinnungsstatus Vorschub

leisten.
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Hier sind unterschiedliche Erklarungsansitze fiir die erhdhte Gefahr von Thrombosen,
Ischdmien, Atheriosklerosebildung sowie GefaB3schdden speziell bei MPS Patienten
aufgefiihrt. Dabei handelt es sich bei der Interaktion zwischen Thrombozyten und Leukozyten
nicht um eine fiir MPS Patienten spezifische Beobachtung. Zirkulierende Neutrophile
Granulozyten sind zu einem geringen Prozentsatz auch bei Normalpersonen mit
Thrombozyten verbunden (125). Diese Interaktion wurde in unserer Studie aber nicht
untersucht. Die Thrombozyten-Leukozyten Adhésion findet auch iiber andere Rezeptoren
statt. Neben P-Selektin sind Corezeptoren wie GP IIb/IlIa (CD41) beteiligt (142).
Aktivierte Neutrophile Granulozyten kdnnen die Thrombozytenaktivierung induzieren (48).
Sekretionsprodukte wie die Protease Kathepsin G sind potente Pliattchenagonisten und
modifizieren die thrombozytiren Oberflichenglykoproteine. Der Rezeptor GP IIb/IIla wird
darauthin vermehrt exprimiert, welcher wiederum iiber Fibrinogen, Bindungen mit den 3-2
Integrinen CD 11b/CD18 auf Leukozyten eingehen kann (35, 36, 121, 134, 135, 141). Diese
Interaktionen beider Zellreihen wihrend der Himostase/Inflammation kdnnten sich
gegenseitig verstarken, so daf eine Rekrutierung neuer Blutplattchen und Leukozyten
aufrechterhalten wird (50). Neutrophile Granulozyten mit einem Mangel an CD11b/CD18
sind schlechter in der Lage, an aktivierte Thrombozyten zu binden (35). Auch Yeo et al.
zeigten anhand eines Modells, daB3 verletzte Gefdlle zur Leukozytenaktivierung fiihren, die
wiederum iiber CD11b/CD18 an Thrombozyten binden (165). Dabei verandern
Scherbedingungen die Bindungseigenschaften der Neutrophilen Granulozyten sowie der
Thrombozyten. Intensivere Scherkrifte fiihren zu einem erhdhten Aktivierungsstatus. Sie
unterstiitzen damit die Hypothese, dal die Aktivierung der Zellen durch Kontakt oder durch
Oberflichenbindung von Zytokinen bedingt ist.

Diese Ergebnisse demonstrieren den Einflul unterschiedlicher Faktoren auf die Ausbildung
der Rezeptorstrukturen von Thrombozyten. Deren grof3e Variation bestimmt die
Bindungseigenschaften, und zeigt die Komplexitdt der Interaktionen zwischen den
verschiedenen Zellreihen. Hier wird deutlich, wie wichtig eine Miteinbeziehung anderer
Zellinien und chemischer Metaboliten als Einflullfaktoren fiir das Modell der

Hamostase/Inflammation ist.

4.4.5. Tissue Faktor

Der genaue Mechanismus der Thrombozyten-Leukozyten Interaktion im Hinblick auf den

Gerinnungsprozef ist bisher unklar. Derzeitige Studien nehmen an, daf3 die Interaktion von
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Blutpléttchen und Leukozyten an der Tissue Faktor Bildung sowie an der Aktivierung des
extrinsischen Gerinnungswegs beteiligt sind (67, 77, 105, 128, 167).

Der Tissue Faktor ist ein membrangebundenes Protein, das spezifische Phospholipide fiir
seine Funktion benotigt (118). Es ist sowohl Rezeptor, als auch Cofaktor fiir die
Gerinnungsfaktoren VII und VIla. Dieser Komplex aus Tissue Faktor und
Gerinnungsfaktoren aktiviert nun wiederum Faktor IX und X und fiihrt zur
Thrombingenerierung sowie zur Fibrinbildung (118). Als potenter Initiator der
Blutkoagulation wird dem Tissue Faktor daher eine wichtige Funktion innerhalb der
Héamostase und der Thrombosepathogenese zugeschrieben.

Neutrophile Granulozyten sowie Monozyten transferieren den Tissue Faktor auf Blutplittchen
und triggern dadurch die Thrombosebildung (128). Zillmann et al. zeigen, da3 Thrombozyten
ihrerseits Tissue Faktor Protein enthalten, welches nach Aktivierung der Plédttchen exprimiert
wird (167). Durch Stimulierung mit Kollagen wird Tissue Faktor auf der
Thrombozytenoberflache exprimiert, welche zusitzlich an Leukozyten gebunden sind. Dabei
konnte kein Tissue Faktor Antigen in Neutrophilen Granulozyten und Monozyten gefunden
werden. Die direkte Interaktion zwischen Neutrophilen Granulozyten, Monozyten sowie
Thrombozyten scheint deshalb notwendig, um die plattchenabhéngige Tissue Faktor
Prisentation zu aktivieren, welche zum Start der Gerinnungskaskade fiihrt. Jones et al. zeigen
bei Patienten mit Arteriosklerose signifikant erhohte Werte von Thrombozyten-
Leukozytenaggregaten sowie eine verstirkte Expression des Tissue Faktors sowohl auf
Thrombozyten-Monozyten-, Thrombozyten-Neutrophilen Aggregaten als auch auf
aggregatfreien Monozyten (67). Ahnliche Resultate wurden bei Patienten mit instabiler
Angina Pectoris gefunden (89).

Diese Ergebnisse lassen auch auf ein erh6htes prothrombotisches Potential bei Patienten mit
myeloproliferativen Erkrankungen schlie3en.

In unserer Studie konnten allerdings keine erhohten Werte von Tissue Faktor bei den
Untergruppen des MPS nachgewiesen werden. Auch beim Vergleich von Patienten mit und

ohne thrombo-embolischen Komplikationen zeigte sich kein signifikanter Unterschied.
4.5. Gerinnungsanalysen/Thrombophiliediagnostik/D-Dimer

Neben den in 4.2. bereits geschilderten Risikofaktoren werden auch einigen anderen
klinischen Zusténden ein erhohtes Risiko zugeschrieben, die Pathogenese der

Thrombosebildung zu férdern (116, 168). Dazu zdhlen neben dem Antithrombin-, Protein C-,
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Protein S-Mangel auch verschiedene Mutationen ( Faktor V-Leiden Mutation, Prothrombin
Polymorphismus, MTHFR Polymorphismus, APC-Resistenz )(168).

Die Erstmanifestation eines thrombo-embolischen Ereignisses erscheint meistens im
Zusammenhang mit einem Risikofaktor wie Schwangerschaft, Trauma oder Immobilisation.
Dem Gerinnungssystem steht ein Inhibitorsystem gegeniiber, das eine Sicherung gegen den
unkontrollierten Ablauf der Gerinnung darstellt. So ist Antithrombin der plasmatische
Inhibitor von Thrombin und aktiviertem Faktor X, und inaktiviert diese Faktoren irreversibel
(58). Erworbene Mingel treten hédufig infolge eines Verbrauchs nach grof8en Operationen
oder infolge disseminierter intravaskulirer Gerinnung (DIC) bei Sepsis auf.

Protein C ist zusammen mit dem Cofaktor Protein S ein potenter Inaktivator von den
Gerinnungsfaktoren Va sowie VIlla (73, 155). Ihnen wird eine antikoagulatorische Funktion
zugeschrieben, die die Ausbildung eines Gerinnungsthrombus verhindern kann. Beides sind
Vitamin K-abhéngige Plasmaproteine. Ursachen fiir eine verminderte Aktivitét sind
hereditiarer Mangel, Leberschédden, orale Antikoagulation, Schwangerschaft, orale

Kontrazeptiva, Vitamin K-Mangel oder Ostrogentherapien.

4.5.1. Protein C-, Protein S-, Antithrombin-AKktivitit

Unsere Studie zeigte bei der Protein C-, Protein S- sowie bei der Antithrombin-Aktivitét
keinen Unterschied zwischen den MPS Patienten mit thrombo-embolischen Komplikationen
und den Patienten ohne entsprechende Ereignisse in der Anamnese.

Auch beim Vergleich der einzelnen Untergruppen miteinander zeigte sich mit Ausnahme der
Protein S-Aktivitdt keine Differenz bei diesen Thrombophiliemarkern. Dagegen hatten
Patienten mit PV und OMF eine signifikant niedrigere Protein S-Aktivitdt im Vergleich zu
den anderen Untergruppen und der Kontrollgruppe (Marcumarpatienten wurden aus der
Analyse ausgeschlossen). Diese Resultate konnten auf eine starkere Thromboseneigung bei
bestimmten Untergruppen des MPS hindeuten, da Patienten mit PV auch die hochste Rate an
thrombo-embolischen Komplikationen hatten. Ein Mangel an Protein S konnte als wichtiger
EinfluBfaktor in Kombination mit anderen Risikofaktoren eine erhdhte Thromboseneigung bei
dieser Patientengruppe fordern. Unsere Studie fa3te alle MPS Patienten mit thrombo-
embolischen Ereignissen zusammen, weil eine separate Analyse in jeder Untergruppe wegen
der niedrigen Zahl betroffener Patienten hier nicht moglich war. Das konnte eine Erkldrung
dafiir sein, daf wir dort keine Hinweise auf einen Mangel an Protein S fanden. Auffallend war

jedoch eine Tendenz zu einer erniedrigten Aktivitit sowohl von Protein C, Protein S als auch
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von Antithrombin im Vergleich zu den {ibrigen MPS Patienten ohne Komplikationen in der
Vorgeschichte. Es sollten weitere Studien diese Vermutung anhand von gréferen

Patientenkollektiven iiberpriifen.

4.5.2. Faktor V-Leiden Mutation/Prothrombin Polymorphismus

Die Faktor V-Leiden Mutation sowie der Prothrombin Polymorphismus gelten als hdufige
angeborene Risikofaktoren fiir vendse thrombo-embolische Ereignisse (3).

Beim Faktor V-Leiden handelt es sich um eine Punktmutation an Position 1691 des Faktor-V-
Gens, welche in einem Aminosdureaustausch von Arginin nach Glutamin an Position 506 des
korrespondierenden Proteins resultiert (18). Da die durch diese Mutation verdnderte
Aminoséure in der Bindungsregion des aktivierten Protein C (APC) liegt, kann die Faktor V-
Leiden Mutante nur noch unzureichend von APC gespalten und damit inaktiviert werden. Das
physiologische Gleichgewicht ist somit in Richtung Thrombophilie verschoben. Man
unterscheidet homozygote und heterozygote Formen, wobei die homozygote Form mit sehr
hohem Thromboserisiko behaftet ist. Die heterozygote Form wird in der gesunden
Bevolkerung zu ca. 5% angetroffen (74).

Die Prothrombin-Mutation G20210A ist charakterisiert durch einen Austausch von Guanin
(G) nach Adenin (A) in der nichttranslatierten, regulatorischen Region des Prothrombin-Gens
auf Chromosom II, was in einer erhohten Prothrombinkonzentration im Plasma resultiert
(126). Bei der Umwandlung des inaktiven Fibrinogens in das aktive Fibrin, also dem letzten
Schritt der Gerinnungskaskade, wird durch die Serinprotease Thrombin katalysiert, welches
wiederum unter der Einwirkung von der Faktoren Xa,V, Phospholipiden und Calziumionen
aus seiner Vorstufe, dem inaktiven Prothrombin (Faktor II) hervorgeht. Erhohte
Prothrombinkonzentrationen fithren daher {iber eine verstirkte Thrombin- sowie
Fibrinbildung zu einem erhdhtem Gerinnungsstatus bei Patienten mit entsprechendem
hereditaren Defekt.

Adamczuk et al. schreiben Patienten mit diesen beiden Mutationen ein drei bis fiinffach
erhohtes Risiko zu, eine Thrombose zu entwickeln (3). Hessner et al. fanden dagegen keinen
Zusammenhang zwischen Thromboseentwicklung und Trégern einer einzelnen Faktor V-
Leiden Mutation, bzw. einer Prothrombin-Mutation (59). Auch Lindmarker et al.
demonstrierten fiir heterozygote Faktor-V-Leiden Triger kein erhohtes Risiko wiederholt eine
tiefe Venenthrombose zu erleiden (90). Homozygote Trager wiesen dagegen ein hoheres

Risiko auf. Die gleichen Ergebnisse wurden fiir Triger einer heterozygoten Prothrombin-
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Mutation gefunden. Homozygote Patienten dieser Mutation wurden in der Studie nicht
gefunden. Eine andere retrospektive Studie von Patienten, die erstmalig eine tiefe
Venenthrombose entwickelten zeigte, dall Patienten die beide Mutationen aufwiesen, auch ein
doppelt so hohes Risiko einer wiederholten Thrombose hatten, im Vergleich zu jenen, die
Tréager nur einer Mutation waren (32). Eine spontane Entwicklung dieser Thrombose erhohte
das Risiko bei Patienten mit beiden Mutationen um ein Vielfaches verglichen mit Patienten,
die eine sekundire Thrombose (Schwangerschaft, Hormontherapie, Operation,
Immobilisation) als Erstmanifestation erlitten hatten.

Diese Ergebnisse unterstiitzen die unter 4.2. bereits diskutierten Zusammenhénge von
Risikofaktoren und Thromboseentwicklung. Sie zeigen auf, wie wichtig eine umfassende
Anamnese bei Risikopatienten im Hinblick auf eine notwendige lebenslange
antikoagulatorische Medikation ist.

Bisher gibt es nur sehr wenige Studien bei Patienten mit myeloproliferativen Erkrankungen,
die den EinfluB3 dieser Thrombophiliefaktoren untersuchen.

Dicato et al. fanden in einer Studie iiber MPS Patienten mit ET keinen signifikanten
Unterschied beziiglich des Auftretens von Faktor V-Leiden Mutation bzw. der Prothrombin-
Mutation im Vergleich zu einer Kontrollgruppe (34). Diese Resultate sprechen gegen die
Annahme von besonders hervorzuhebenden Risikofaktoren fiir thrombo-embolische
Ereignisse bei MPS Patienten. Unsere Studie bestitigt diese Vermutung. Insgesamt hatte nur
einer der MPS Patienten eine heterozygote Faktor V-Leiden Mutation. Dieser Patient mit ET
konnte jedoch eine Thrombose in der Anamnese vorweisen. Zwei MPS Patienten hatten eine
Prothrombin-Mutation, von denen nur der CML Patient mit einer heterozygoten Mutation
eine thrombo-embolische Komplikation erlitten hatte. Der andere MPS Patient mit einer OMF
hatte eine homozygote Mutation, bisher aber noch keine Komplikation entwickelt. Allerdings
ist die Anzahl der Patienten zu gering, um wirklich relevante statistische Aussagen machen zu
konnen. Auch hier sollten groBBere Patientenkollektive hinzugezogen werden, um diese

Vermutung zu priifen.

4.5.3. APC-Resistenz

Die APC-Resistenz wird als zusétzlicher Risikofaktor fiir thrombo-embolische Ereignisse bei
MPS Patienten mit PV angesehen (84). Mehr als 90% aller Fille von APC-Resistenz sind
durch eine Mutation im Faktor V Gen erklérbar (145). Es gibt aber auch Patienten mit APC-

Resistenz, die keine Faktor V-Leiden Mutation vorweisen konnen. Deshalb haben wir eine

81



separate Analyse fiir diesen Thrombophiliemarker durchgefiihrt. Wie oben bereits geschildert,
fuhrt die Faktor V-Leiden Mutation zu einer Aminosaduresubstitution im Faktor V Protein,
genau an der Stelle, die durch aktiviertes Protein C gespalten wird. Durch diese Anderung in
der Aminosduresequenz wird die Spaltung und Inaktivierung des Faktor Va durch APC
gehemmt. Taube et al. zeigten, dalB Thrombozytenaktivierung mit Thrombin eine APC-
Resistenz induzieren kann (147). Gleiche Ergebnisse zeigen sich durch Hinzugabe von
Mikropartikeln. Dadurch konnte die wichtige antikoagulatorische Funktion des Protein C bei
einem Endothelschaden herabgesetzt werden, was wiederum das Thromboserisiko fordern
wiirde. Dies unterstiitzt die unter 4.4.3. diskutierte Annahme, da3 Mikropartikel fiir die
Pathogenese der Thromboseentwicklung eine prokoagulatorische Funktion haben. Unsere
Studie konnte jedoch keinen Zusammenhang zwischen APC-Resistenz und erhdhter
Thromboseneigung feststellen. MPS Patienten mit thrombo-embolischen Komplikationen in
der Anamnese unterschieden sich nicht in der APC Ratio von den iibrigen Patienten. Auch
zwischen den Untergruppen und der Kontrollgruppe wurde keine Differenz beobachtet. Bei
MPS Patienten ohne Faktor V-Leiden Mutation konnten auch keine APC-Resistenz

vorweisen.

4.5.4. MTHFR Polymorphismus

Der C677T-Genotyp (MTHFR Polymorphismus), bzw. der sich daraus ergebende hohe
Homocysteinspiegel im Plasma wird heute ebenfalls als unterstiitzender Risikofaktor u.a. fiir
vendse Thrombosen, Schlaganfille und koronare Herzerkrankungen angesehen (7, 8). Die
Aminosdure Methionin ist als Baustein der Proteinbiosynthese sowie in aktivierter Form (S-
Adenosylmethionin) als Methylgruppendonator zahlreicher Stoffwechselvorginge fiir den
Korper von essentieller Bedeutung. Unmittelbaren Einflu8 auf den Methioninspiegel hat das
Enzym Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR), das die Umwandlung von N°, N'°-
Methyltetrahydrofolat (N° N'°-MTHF) zu N°-Methyltetrahydrofolat (N°-MTHF) katalysiert
und somit den Methylgruppentibertrager fiir die Methionin-Synthese aus Homocystein zur
Verfiigung stellt (8). Bei einem Teil der Bevolkerung weist dieses Enzym eine um bis zu 50%
verringerte Aktivitit auf.

Eine haufige Folge dieser Funktionsstorung ist eine erhdhte Konzentration des
Intermedizrproduktes Homocystein im Organismus, da nicht geniigend N>-MTHF zur
Methionin-Synthese gebildet wird. Hyperhomocysteindmie fiihrt neben der

Endothelschadigung auch zu erhohter Aktivitdt von den Gerinnungsfaktoren XIla sowie Va
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und zu herabgesetzter Aktivitit von Protein C, Thrombomodulin sowie von Tissue Faktor
(163). Es wird daher mit einem erhohtem Risiko fiir periphere-, cerebrovaskulire- sowie
koronare GefdBBerkrankungen assoziiert. Vendse thrombo-embolische Erkrankungen kénnen
bereits mit einer milden Hyperhomocysteindmie einhergehen, vor allem wenn sie mit anderen
Risikofaktoren kombiniert auftritt (163).

Einige Autoren konnten dagegen keinen Zusammenhang von MTHFR Polymorphismus und
Thromboseereignissen demonstrieren. Sie stellen keinen Unterschied in der Privalenz von
MTHFR Polymorphismus beim Vergleich von Thrombosepatienten und Kontrollgruppe fest
(59, 168). In unserer Studie zeigten sich dhnliche Ergebnisse. Auffallend ist ein sehr
heterogenes Auftreten dieser Mutation sowohl bei MPS Patienten mit oder ohne thrombo-
embolischen Komplikationen. Im Vergleich zu der Inzidenz von MTHFR Polymorphismus in
der Normalbevolkerung (11-15%) sehen wir bei unserem Patientenkollektiv mehr als das
Doppelte an Mutationen. Mdglicherweise gibt es eine Verbindung zwischen MTHFR
Polymorphismus und dem Auftreten von myeloproliferativen Erkrankungen (57). Eine
Zusammenhang zwischen Tragern eines MTHFR Polymorphismus und einer erhohten
Thromboseneigung konnte jedoch nicht abgeleitet werden. Auch bei den gesunden Probanden
in unserer Kontrollgruppe konnte bei ca. einem Drittel eine entsprechende Mutation
vorgefunden werden. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Vermutung, dall nur in einer
speziellen Risikokonstellation eine erhohte Thromboseneigung bei Patienten mit dieser Form

von genetischem Defekt anzunehmen ist.

4.5.5. Thromboplastinzeit (Quick)/aktivierte partielle Thromboplastinzeit
(aPTT)/Fibrinogen

Die konventionelle Gerinnungsdiagnostik umfaf3t Globaltests wie die Thromboplastinzeit
(Quick), die aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) sowie die Bestimmung von
Fibrinogen im Plasma (74).

Der Quicktest dient zur Bestimmung der Aktivitdt der Gerinnungsfaktoren II, V, VII und X.
Es ist ein Screening-Test auf Gerinnungsstorungen im Bereich des exogenen Systems. Es
konnen genetisch bedingte oder erworbene Mingel an Gerinnungsfaktoren erfafit werden.
Daneben kann eine orale Antikoagulantientherapie eingestellt und kontrolliert, sowie die
hepatische Syntheseleistung iiberpriift werden.

Die Bestimmung der aPTT dient als Suchtest fiir Gerinnungsstérungen des endogenen

Systems. Sie erfalft die Faktoren VIII und IX sowie die Kontaktfaktoren. Der Test ist geeignet
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zur Bestimmung von Einzelfaktoren, zur Diagnose einer Himophilie sowie zur Uberwachung
einer Heparintherapie.

Die Bestimmung von Fibrinogen im Plasma erlaubt eine Suche nach erworbenen oder
angeborenen Hypo- oder Afibrinogendmien sowie von erh6hten Fibrinogenspiegeln.
Mangelzustande treten besonders infolge intravaskulérer Proteolyse von Fibrinogen durch
Thrombin oder Plasmin (z.B. bei Verbrauchkoagulopathien oder Streptokinasetherapie) auf.
Erhohte Fibrinogendmien werden infolge des Verhaltens von Fibrinogen als ,,Akute-Phase-
Protein gefunden. Voriibergehende Hyperfibrinogendmien kénnen nach Operationen,
Traumen, Herzinfarkten oder Infektionen auftreten. Langer bestehende erhohte Spiegel finden
sich bei Neoplasien und chronisch entziindlichen Erkrankungen.

Bisherige Studien bei MPS Patienten zeigten eine teilweise verldngerte Thromboplastinzeit
sowie aPTT. Auch der Fibrinogenspiegel war bei einigen Patienten erhoht, lag aber auch bei
vielen im Normalbereich (146).

Unsere Studie konnte keinen Unterschied zwischen den MPS Untergruppen hinsichtlich
Thromboplastinzeit oder aPTT nachweisen. Auch beim Vergleich der MPS Patienten mit und
ohne thrombo-embolischen Komplikationen konnte kein Unterschied zwischen beiden
Personengruppen festgestellt werden. Die Globaltests der konventionellen
Gerinnungsdiagnostik scheinen daher ungeeignet im Hinblick auf die Erfassung von
Gerinnungsstérungen zur Vorhersage von thrombotischen Ereignissen bei Patienten mit
myeloproliferativen Erkrankungen. Beim Fibrinogenspiegel zeigten sich dagegen signifikant
hohere Werte bei CML Patienten. Auffillig ist auch ein signifikant niedrigerer Spiegel bei
den MPS Patienten mit thrombo-embolischen Ereignissen in der Anamnese. Eine moglich
Ursache dafiir konnte die antikoagulatorische Therapie darstellen (Marcumarpatienten wurden

aus der Analyse ausgeschlossen).

4.5.6. Prothrombinfragment F 1+2/D-Dimer

Die Umwandlung von Prothrombin zum aktiven Thrombin unter Bildung von Fragmenten
stellt ein zentrales Ereignis im Ablauf der Gerinnungskaskade dar. Der Nachweis von
Prothrombinfragment F 1+2 kann damit als direktes MaB fiir die Umwandlung von
Prothrombin in Thrombin angesehen werden. Der Nachweis vermehrter Fragmente zeigt

hyperkoagulatorische Zusténde an (148).
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D-Dimer dagegen entsteht bei der fibrinolytischen Auflosung von quervernetztem Fibrin.
Erhohte Werte sind u.a. nachweisbar bei Patienten mit tiefer Beinvenenthrombose oder
Lungenembolie (74).

Falanga et al. demonstrierten fiir MPS Patienten mit ET signifikant héhere Plasmawerte von
D-Dimer und Prothrombinfragment F 1+2 (38). Sie stellten jedoch keinen Zusammenhang zu
thrombo-embolischen Komplikationen in der Anamnese her. Unsere Studie kommt zu
gleichen Ergebnissen. Neben den ET Patienten hatten auch die anderen MPS Untergruppen
mit Ausnahme der OMF Patienten signifikant héhere Plasmawerte von Prothrombinfragment
F 1+2. Bei den D-Dimer Werten zeigte sich dagegen auch bei den OMF Patienten ein
signifikanter Unterschied, wéhrend sich die PV Patienten nicht von der Kontrollgruppe
unterschieden. Auch in unserer Untersuchung konnte kein Zusammenhang zu thrombo-
embolischen Komplikationen in der Vorgeschichte der einzelnen MPS Patienten hergestellt
werden. Zusammenfassend weisen die Resultate zwar auf einen erhohten Gerinnungsstatus
bei den verschiedenen MPS Untergruppen hin. Eine Vorhersage fiir eine mogliche
Thromboseentwicklung kann dagegen nicht abgeleitet werden. Vielleicht auch deshalb, weil

weniger die Fibrinbildung als die Thrombozytenaktivierung eine Rolle spielt.

4.6. Aussichten zukiinftiger Therapiestrategien

Derzeit werden Patienten mit myeloproliferativen Erkrankungen individuell je nach
Risikofaktorenkonstellation mit Interferon, antikoagulatorischen (Aspirin etc.) oder
zytoreduktiven (Hydroxyurea etc.) Medikamenten behandelt (siche 4.2.).

Zytoreduktive Medikamente normalisieren die Thrombozytenzahl und reduzieren so das
Auftreten von thrombo-embolischen Komplikationen (137, 157). Die abnorme Bildung von
Zellen im Knochenmark und die damit einhergehenden Funktionsdefekte der Thrombozyten
konnen dadurch aber nicht behoben werden (154, 161).

Auch die unter 4.2. beschriebene Nutzen/Risiko Abwégung im Hinblick auf eine eventuelle
Induktion von Neoplasien ist ein Nachteil dieser Medikation, besonders bei sehr jungen
Patienten.

In unserer Studie wurde keiner der Patienten aus der CML-Gruppe mit dem neuen
Tyrosinkinaseblocker Imatinib = Glivec® behandelt, weshalb zu dem Einfluss dieses neuen

Medikamentes auf thromboembolische Ereignisse keine Aussage gemacht werden kann.
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Bei der Vielzahl von Pléattchenabnormititen, die intraindividuell beim gleichen Patienten
auftreten, und die sich im Verlauf der Erkrankung @ndern kénnen, wird eine spezifisch auf die
Korrektur des Funktionsdefektes gerichtete Therapie sehr schwierig bleiben.

Umso wichtiger bleibt die Vorhersage von Komplikationen durch Einschétzung des
Risikoprofils beim jeweiligen Patienten. Hierbei stellt eine ausfiihrliche Anamnese die Basis
weiterer Untersuchungen.

Die Durchflulzytometrie bietet fiir die Zukunft gute Perspektiven, um den Krankheitsverlauf
bei myeloproliferativen Erkrankungen zu iiberwachen (106). Patienten, die von einer
antithrombozytéren Therapie profitieren, konnten moglicherweise identifiziert werden.
Ebenso ist ein Monitoring der Therapieeffekte bei medikamentdser Intervention des
Krankheitsverlaufes denkbar.

Die Vorhersage von thrombo-embolischen Komplikationen oder Blutungsereignissen
erfordert weitere Studien mit den unter 4.4. beschriebenen Schwerpunkten.

Es bieten sich zahlreiche pharmakologische Angriffspunkte, die eine erhdhte Gerinnungs-
oder Blutungsneigung hemmen kénnen (33, 48, 92, 117). Dazu gehéren Wachstumsfaktoren,
Adhésionsmolekiile sowie chemische Botenstoffe wie z.B. Histamin oder PDGF (Platelet
derived growth factor), die die Inflammation und Interaktion zwischen den einzelnen Zellen
regulieren.

Die Interaktion verschiedener Zellreihen konnte als Angriffspunkt dienen. Fischer et al.
beschreiben, dafl Leukozyten beim Pathomechanismus von Gefdkrankheiten zu
unterschiedlichen Phasen aktiv sind (42). Eine entscheidende Rolle spielen sie fiir die
Entwicklung eines akuten ischdmischen Ereignisses, eine weitere wichtige Funktion besteht in
der Organisation des thrombotischen Verschlusses nach dem Eintreten des akuten Ereignisses.
Therapeutische Interventionen kdnnten demnach wéhrend und im Verlauf des akuten
Geschehens sinnvoll sein. Aber auch ein prophylaktischen Eingreifen wire denkbar.

Es gibt interessante Therapieansitze, die auf bereits etablierten Medikamenten basieren. Ziel
ist die Interaktion zwischen Thrombozyten und Leukozyten auf Rezeptor- oder
Stoffwechselebene zu beeinflussen. So finden Combes et al. geringere Werte von
Thrombozyten-Mikropartikeln am Ende einer Koronarangioplastie, bei der die Patienten
Kalzium Antagonisten erhielten beim Vergleich mit Patienten, die nur Heparin oder 8-
Blocker einnahmen (26). Inwieweit Kalzium Blocker eine plattchenhemmende Wirkung bei
Patienten mit Koronarangioplastie unterstiitzen und inwieweit die Ergebnisse auch auf andere
Erkrankungen wie z.B. die myeloproliferativen Syndrome iibertragen werden konnen, miissen

zukiinftige Studien klaren.
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Gawaz et al. machen auf die Wirkung von intravendsem Magnesium aufmerksam. In einer
Studie behaupten Sie, daB3 die erhohte P-Selektin Expression sowie die vermehrte
Thrombozyten-Leukozyten Aggregatbildung bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit
wieder reduziert werden kann (51). Auch Evangelista et al. zeigten , daf3 die Bindung von
aktivierten Neutrophilen an Thrombozyten {iber den CD11b/CD18 Rezeptor sowohl Kalzium,
als auch Magnesium abhéngig ist (36).

Der Transfer des Tissue Faktors von Neutrophilen Granulozyten auf Thrombozyten, der als
Triggerung der Thrombosebildung diskutiert wird, kann durch Hemmung der Elastase
verhindert werden (167). Diese Protease wird nach Aktivierung von Leukozyten sekretiert,
Auch eine Blockade von Rezeptoren wie CD15, welcher die Interaktion von Zellen und
Tissue Faktor vermittelt, ist denkbar (128). Die Stimulierung von Monozyten zur Expression
von Tissue Faktor kann durch Antikoagulation und Gabe von Aspirin gesenkt werden (4).
Damit bietet sich durch Blockierung spezifischer Enzymsysteme oder Elektrolyte ein weiterer
pharmakologischer Angriffspunkt. Auch die interessante Wirkung von Magnesium als
antiaggregatorische Substanz sollte weiter untersucht, und bei weiteren Studien
mitberiicksichtigt werden.

Neumann et al. sehen in der Blockade des GP IIb/Illa Rezeptors eine therapeutische Option,
um bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt die Thrombozyten-Leukozyten Interaktion zu
verhindern (119). Dabei reduziert Abciximab die Thrombozyten-Leukozyten Aggregate
tiberwiegend durch Hemmung der Thrombozyten-Monozyten Interaktion. Sie spekulieren,
dal} die Reduktion der Aggregatbildung mdglicherweise die Zytokinbildung oder die Abgabe
von lysosomalen Enzymen der entsprechenden Zellen beeinflufit. Das Medikament kdnnte
auch die Reperfusion auf mikrovaskuldrer Ebene positiv verbessern. Diese Vermutung wird
durch eine Studie von Xiao et al. gestiitzt (164). Sie zeigen eine Verringerung der
Thrombozyten-Neutrophilen Aggregatbildung, sowie eine Hemmung der Induktion mit
Pléttchenagonisten durch Blockade des GP IIb/Illa Rezeptors mit Tirofiban. Ebenso
verhindert die Gabe eines GP IIb/I1la Rezeptor Blockers, die durch aktivierte Thrombozyten
induzierte APC-Resistenz (147). Auch iiber diesen Weg ist eine medikamentdse Senkung des
Thromboserisikos daher denkbar.

Ebenso hemmt eine Kombination von Thrombozytenaggregationshemmern wie Aspirin,
Dipyridamol und Clopidogrel die P-Selektin Expression, die Aktivierung von Neutrophilen
sowie von Monozyten und die Bildung von Thrombozyten-Monozyten- sowie von

Thrombozyten-Neutrophilen Aggregaten starker als die Einzelgabe von Aspirin (166).
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Eine Kombination von Medikamenten, die an unterschiedlichen Mechanismen der
Thrombozytenfunktion angreifen, ist moglicherweise zur Protektion von Thrombose- oder
Blutungskomplikationen sinnvoller als die Gabe nur eines einzelnen Wirkstoffes. Dies wiirde
die Vielzahl der Plittchenabnormitdten und die daraus resultierenden Fehlregulationen besser
beriicksichtigen. Auch die Interaktionen der verschiedenen Zellreihen iiber unterschiedliche
Rezeptoren konnte auf diese Weise besser beeinflufit werden. Hier stellt sich die Frage,
inwieweit sie auch langfristig Komplikationen bei MPS Patienten verhindern kdnnen. Es
miissen weitere Studien ndher iiber Wirkung dieser aussichtsreichen Therapieoption
Aufschluf3 geben.

Einen ganz neuer Therapieansatz wird von anderen Autoren diskutiert.

Im Gegensatz zu den iibrigen Untergruppen des MPS sind bei der CML chromosomale
Verianderungen bekannt. Der Nachweis des Philadelphia Chromosoms ist dafiir ein Beleg.
Das ber-abl Genprodukt ist notwendig fiir die hamatopoetische Zelltransformation. Die
Induktion unterschiedlicher Signalkaskaden ist bekannt, deren Funktion bleibt jedoch haufig
unklar. Das bessere Verstdndnis der biologischen Zusammenhénge konnte daher neue
Therapiestrategien auch auf molekularer Basis er6ffnen (156). In der nahen Zukunft kénnten
dadurch MPS Patienten nicht nur symptomatisch behandelt werden. Die Ursache der

abnormen Pléttchenbildung wire moglicherweise auf Molekularebene zu beheben.

4.7. SchluB}folgerung

Der pathophysiologische Hintergrund von Blutungen und Thrombosen bei Patienten mit
myeloproliferativen Syndromen ist sehr komplex. Zahlreiche unterschiedliche Faktoren tragen
zum hdmostatischen Ungleichgewicht bei. Dazu zéhlen u.a. das erworbene von Willebrand
Syndrom (153), Rezeptordefekte (71) sowie angeborene und erworbene Thrombophilie
Faktoren (34). Das Zusammenspiel aller Faktoren bestimmt, ob ein Patient eine Blutung oder
eine Thrombose erleidet, oder ob er symptomfrei bleibt.

In dieser Studie konnte kein signifikanter Unterschied beziiglich der Thrombozyten-
Leukozyten Aggregate, Thrombozyten-Mikropartikel oder CD62p-positiven Thrombozyten
beim Vergleich der MPS Patienten mit Komplikationen und ohne entsprechende Ereignisse in
der Anamnese gefunden werden.

Diese Studie sollte den in vivo Aktivierungsstatus der Blutplittchen sowie die Thrombozyten-
Leukozyten Interaktion bei den unterschiedlichen Untergruppen des MPS untersuchen. Leider

war die Anzahl der Patienten mit thrombo-embolischen Komplikationen oder
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Blutungsereignissen zu gering fiir einen Vergleich innerhalb der Untergruppen. Zusétzlich
bekamen die Patienten mit Komplikationen in der Anamnese eine antikoagulatorische
Medikation, welche aus ethischen Griinden fiir eine Blutuntersuchung nicht abgesetzt werden
durfte.

Die Medikation konnte die Ergebnisse dieser Studie beeinfluBt haben, was die Diskrepanz zu
anderen in der Literatur veréffentlichten Untersuchungen erkldren wiirde. So finden Jensen et
al. eine leicht hhere Anzahl von Thrombozyten-Leukozyten Aggregaten bei MPS Patienten
mit Thrombose (66).

In unserer Studie wurden neue Marker zur Messung von Thrombozytenaktivierung und
Thrombozyten-Leukozyten Interaktion eingesetzt.

Bisher zeigte nur die Aggregometrie von thrombozytenreichem Plasma teilweise Erfolge in
der Identifizierung von MPS Patienten mit einem erhdhten Thrombose- oder Blutungsrisiko
(93).

Die Resultate dieser Studie unterstiitzen das Cell-based Model of Hemostasis, d. h. das
Hémostase ein Zusammenspiel zelluldrer und plasmatischer Faktoren ist (15, 60, 92).

Dazu zdhlen die unterschiedlichen Zellreihen mit ihrer Vielzahl von Rezeptoren und
Sekretionsprodukten, die durch bestimmte Regulationsmechanismen miteinander interagieren.
Frither wurde oft von einer Gerinnungskaskade gesprochen, die stufenweise hintereinander
ablduft. Hoffman et al. sehen den Gerinnungsprozel eher als drei {iberlappende Stadien, die
zuerst nach Initiierung liber Tissue Faktor tragende Zellen zu einer Amplifikation fiihren.
Dabei werden Thrombozyten und Cofaktoren aktiviert und bilden Thrombin. In einem
weiteren Schritt der sogenannten Propagation kommt es dann zu Fortsetzung der Bildung
grofler Mengen Thrombin (60). Die Interaktion zwischen Blutplidttchen und anderen Zellen
iber unterschiedlichste Rezeptoren spielt in diesem Modell eine wichtige Rolle und sollte bei
Betrachtung des Gerinnungsprozesses miteinbezogen werden. Ein Ungleichgewicht der
Regulationsmechanismen fiihrt dann entsprechend zu Blutungen oder Thrombosen.
Zukiinftige Studien iiber Gerinnungsverdanderungen bei Patienten mit MPS diirfen nicht allein
auf Thrombozyten oder plasmatische Gerinnungsfaktoren beschréankt bleiben, sondern miissen
das Zusammenwirken dieser Vielzahl von Faktoren mitberiicksichtigen. So sollten die
Untersuchungen auch zusétzliche Komponenten wie z.B. Thrombozyten-Mikropartikel oder
Thrombozyten-Leukozyten Interaktion einschlieen, um dem oben beschriebenen Modell der

Hémostase gerecht werden zu kdnnen.
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5. Zusammenfassung

Einleitung: Patienten mit myeloproliferativen Syndromen (MPS) leiden verstérkt unter
thrombo-embolischen Komplikationen, welche auf Verdnderungen in der
Thrombozytenfunktion und der Anzahl der Blutplittchen zuriickzufiihren sind. Derzeitig ist
eine genaue Vorhersage dieser lebensbedrohlichen Ereignisse nur bedingt moglich.

Unsere Studie hat mit Hilfe der DurchfluBzytometrie die Thrombozytenaktivierung sowie die
Thrombozyten-Leukozyten Interaktion bei MPS Patienten untersucht. Zusédtzlich haben wir
neue Gerinnungstests und Thrombophiliemarker eingesetzt.

Methodik: Fiir die Studie wurde Vollblut von insgesamt 47 MPS Patienten (10 mit
chronischer myeloischer Leukdmie (CML), 13 mit Polycythaemia vera (PV), 12 mit
Osteomyelosklerose (OMF), 12 mit Essentieller Thrombozythdmie (ET)) sowie von 16
gesunden Probanden fiir die DurchfluBzytometrie mit Hilfe fluoreszierender monoklonaler
Antikorper analysiert. Thrombozyten-Mikropartikel und Thrombozyten-Mikroaggregate
wurden durch anti-CD42b und Forward Scatter (FS) identifiziert, Thrombozytenaktivierung
durch anti-CD62p, anti-CD42b und anti-CD14, die Thrombozyten-Leukozyten Interaktion
durch anti-CD45.

Ergebnisse: MPS Patienten mit thrombo-embolischen Komplikationen in der Anamnese
zeigten hinsichtlich der durchfluBzytometrischen Parameter sowie der Ergebnisse in der
Gerinnungsanalyse und der Thrombophiliediagnostik keinen Unterschied zu der MPS
Vergleichsgruppe ohne entsprechende Vorgeschichte. Tendenziell zeigten sich bei MPS
Patienten mit thrombo-embolischen Ereignissen aber hohere Mikropartikelwerte, eine
geringere Anzahl von Thrombozyten-Neutrophilen-Aggregaten, eine erniedrigte Aktivitit von
Protein C, -S und Antithrombin sowie erhohte Werte von Tissue Faktor und
Prothrombinfragment F 1+2.

Alle MPS Untergruppen wiesen eine erhdhte Thrombozytenaktivierung (CD62p-positive
Thrombozyten) auf. Mit Ausnahme der CML Patienten hatten alle Untergruppen signifikant
hohere Mikropartikelwerte als die Kontrollgruppe. Patienten mit PV und ET, die die hochste
Rate an thromboembolischen Komplikationen unter allen Untergruppen vorwiesen, zeigten
signifikant hohere Werte von Thrombozyten-Neutrophilen- und von Thrombozyten-
Monozyten Aggregaten als die gesunde Vergleichsgruppe. Die Thrombozytenfunktion, die
mit Hilfe des PFA-100 (Platelet Function Analyzer) simuliert wurde, offenbarte bei fast allen
Subtypen des MPS signifikant verlingerte Verschlufizeiten im Vergleich zu der
Kontrollgruppe. Ein Unterschied zwischen Patienten mit thromboembolischen

Komplikationen und ohne konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.
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SchluBfolgerung: Die geschilderten Ergebnisse sprechen dafiir, daf3
Thrombozytenaktivierung, Thrombozyten-Mikropartikel sowie Thrombozyten-Leukozyten
Interaktion bei Patienten mit myeloproliferativen Syndromen (MPS) eine wichtige Rolle
spielen. Erhohte Mikropartikelwerte konnten durch ihre prokoagulatorische Wirkung die
Thrombinbildung und damit die Thromboseneigung fordern. Dies wiirde die klinische
Symptomatik von MPS Patienten erklédren, die durch ein héheres Risiko fiir arterielle oder
vendse thrombo-embolische Komplikationen gekennzeichnet ist.

Insgesamt 148t sich eine erhohte Aktivierung des Gerinnungssystems sowie eine abnorme
Thrombozytenfunktion bei allen Untergruppen des MPS feststellen, ohne jedoch daraus eine

genauere Vorhersage der thrombo-embolischen Ereignisse ableiten zu konnen.

5.1. Abstract

Introduction: Changes in platelet count and function contribute to thrombo-hemorrhagic
episodes in chronic myeloproliferative syndromes (MPS). We used flow cytometry to study
platelet—leukocyte conjugates and markers of platelet activation in patients with MPS.
Methods: Whole blood from patients with chronic myelogenous leukemia (CML),
polycythemia vera (PV), chronic myelofibrosis (MF), and essential thrombocythemia (ET)
and from healthy volunteers was prepared for flow cytometry. Platelet microparticles and
platelet microaggregates were identified with anti-CD42b and forward scatter, activated
platelets with anti-CD62p. Anti-CD42b, anti-CD14, and anti-CD45 were used to study
platelet-leukocyte conjugates. Results: The percentage of CD62p-positive platelets was
elevated in all myeloproliferate syndrome subtypes. The median percentage of platelet
microparticles was 5.4% in controls and significantly higher in PV (11.2 %), MF (10.7 0%),
and ET (10.4 %, all p<0.05). There was an increased percentage of platelet—neutrophil
conjugates in patients with PV (9.1%) and ET (10.7%) compared to normal controls (6.6%,
all p<0.05). Platelet-monocyte conjugates were 8.8 % in controls and elevated in PV (16.6 %)
and ET (19.1 %, all p<0.05). Patients with a history of venous or arterial thrombotic events
had slightly less platelet-leukocyte conjugates and slightly more microparticles than patients
without thrombosis; however, this difference was not statistically significant. Conclusions:
These findings suggest that platelet-leukocyte conjugate formation occurs in
myeloproliferative syndromes and indicates platelet activation. Also, platelet microparticles
are elevated and might provide a catalytic surface for thrombin generation. This could explain
the clinical observation that patients with myeloproliferative syndromes have an increased

risk to experience arterial or venous thrombotic events.
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6. Abkiirzungsverzeichnis

Abb.
ADP
Ag
Akt
APC-Resistenz
aPTT
AT
bzw.
Ca 2t
CD
CML
d. N.
ELISA
ET

F 1+2
F1I
FITC
FS
GMP
GP
Hb
Hk
ICAM
IL

MCH

Abbildung

Adenosindiphosposphat

Antigen

Aktivitit

Resistenz gegen aktiviertes Protein C
aktivierte partielle Thromboplastinzeit
Antithrombin

beziehungsweise

Kalzium

Cluster of Differentiation (Immunphénotypisierungseinteilung)
Chronische myeloische Leukdmie

der Norm

Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Essentielle Thrombozythdmie
Prothrombinfragment F 1+2

Faktor II

Fluorescein-Isothiocyanat

Forward angle light scatter

Granule membrane protein
Glykoprotein

Héamoglobin

Héamatokrit

Intercellular Adhesion Molecules
Interleukin

Mittlerer korpuskuldter Himoglobingehalt
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MCV Mittleres korpuskuldres Volumen

MPS Myeloproliferatives Syndrom
MTHFR Methyltetrahydrofolatreduktase
n Stichprobenumfang

OMF Osteomyelofibrose

p Irrtumswahrscheinlichkeit
PADGEM Platelet activation dependent granule external membrane
PC Protein C

PDGF Platelet derived growth factor
PE Phycoerythrin

PF 4 Pléttchenfaktor 4

PS Protein S

PTT (aPTT) (aktivierte) partielle Thromboplastinzeit
PV Polyzythaemia vera

SD Standard deviation

Sek. Sekunden

SSC Side angle light scatter

Suppl. Supplement

Tab. Tabelle

TF Tissue Faktor

Vgl Vergleiche

Vol. Volume

VWF von Willebrand Faktor

w/v weight per volume
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7. Anhang

7.1. Patientenbeschreibung

Myeloproliferative Erkrankun

cn

Kontrolle

CML

PV

OMF

ET

N=10

N=13

N=12

N=12

N=16

Frauen/Minner

5/5

6/7

5/7

7/5

6/10

Alter (Jahre,
Mittelwert,
Minimum
Maximum,)

57
24-71

61
43-79

76
43-79

60
38-84

42
23-63

Thrombo-
embolische
Ereignisse™
(Zahl der
Patienten)

10

Blutungs-
ereignisse§§ (Zahl
der Patienten)

Anti-
koagulatorische
Therapie

™ Folgende Erkrankungen wurden als thrombo-embolische Ereignisse gewertet, wenn diese
zeitgleich zu oder nach der Diagnose eines myeloproliferativen Syndroms auftraten:
Oberflachliche Thrombophlebitis, tiefe Venenthrombose, Lungenembolie, Myokardinfarkt,
Schlaganfall, periphereGefalverschlufl, Mikrozirkulationsstorungen.

% Folgende Erkrankungen wurden als Blutungsereignis gewertet, wenn diese zeitgleich zu oder
nach der Diagnose eines myeloproliferativen Syndroms auftraten, ohne in Bezug zu einer
antikoagulatorischen Therapie zu stehen: Hamatome, Petechien, Mukosa-blutungen,
Gastrointestinale-blutungen, Hamatokult-positiver Stuhl, Makro-oder Mikrohdmaturie.
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7.2. Anamnesebogen

Patientenaufkleber Datum
Alter:
Grosse:
Geschlecht:
Gewicht:
Erkrankung JCML LP.V. [l Akute Entziindung
[1 OMF
UET seit:
Eigenanamnese Vorerkrankungen [J KHK
[J  Angina Pectoris
[J  Herzinfarkt
[J  Lebererkrankung
[J  Nierenerkrankung
[J  Thrombosen:
[l Lungenembolie
[l Schlaganfall
[ Tiefe Venenthrombose
[J  Periphere
Durchblutungsstdrungen
[l Stauungszeichen
TJ  Schnelle Kaniilenverstopfung
(] Thrombophlebitis
[J  Blutungen:
(] Zahnfleischblutungen
) Blut im Stuhl
) Blutim Urin
) Petechien
] Héamatome
) Wundheilungsstérungen
[l Andere:
Risikofaktoren [1  Hypertonie 71 Ubergewicht
[J  Hypercholesterinimie [J Bewegungsmangel
[J  Rauchen [J  Stress
[J  Diabetes [J  Alkoholkonsum
[J  Hyperurikédmie —1/Tag
Operationen
Medikamente [l Aspirin [1 Tirlid [1 Heparin
[0 Chemotherapie
[J Interferon
[J Litalir (Hydroxyurea)
[1 Anagrelide
(1 Andere:
Familienanamnese | Krebserkrankungen [J Mutter [JVater [ Geschwister [J
Grofeltern
Andere genetische Erkrankungen
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7.3. Rohdaten/Blutbild (Mittelwerte + Standard abweichung)

CML PV OMF ET Kontrolle
Erythrozyten (Mio/pl) 4.140.9 54418 | 3.640.9 | 4.6+0.9 | 4.6+0.5
Leukozyten (D 18300+ | 11000+ | 7800+ | 8200+ | 6400+
zyten Ut 10530 2300 6500 2700 1500
Neutroohil 12900+ | 8800+ | 6100+ | 5500+ | 3600+
cutrophtie 9800 2100 5900 2300 1100
Monozyten 8004650 | 4504210 | 320+150 | 470+240 | 580+250
Lymphozyten 2800+1700 | 1400+560 | 1100+700 | 1900+800 | 2100+570
Thrombozyten (1000/ul) | 336217 5314213 | 4414305 567+252 275+63
Hiimoglobin (g/dl) 13.142.7 | 148421 | 11.542.5 | 14713 | 14.7+1.4
Himatokrit (%) 3747 4447 3447 4345 4145
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7.4. Rohdaten/Durchfluflzytometrie
(Mittelwerte + Standardabweichung)

CML

PV

OMF

ET

Kontrolle

CD62p-positive
Thrombozyten
(“o)

14.6+4.0

11.7+£1.9

17.6+9.9

13.1x4.4

10.1+3.8

Thrombozyten-
Mikropartikel
(“o)

6.4+2.4

11.2+3.2

10.7+4.5

10.4£3.0

5.4+£1.2

Thrombozyten-
Mikroaggregate
(o)

2.0£0.7

2.5%1.6

2.743.3

24+1.4

2.6£0.9

Thrombozyten-
Monozyten-
Aggregate (%)

15.2+13.9

16.6£5.9

17.6+15.7

19.1+11.7

8.8+2.9

Thrombozyten-
Neutrophile-
Aggregate (%)

9.2+6.0

9.243.3

19.8£8.1

10.8+£5.5

6.8+1.8
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7.5. Rohdaten/Gerinnungsanalyse (Mittelwerte + Standardabweichung)

CML PV OMF ET Kontrolle
PTT
31.1+4.4 35.8+6.3 35.5+5.1 36.2+7.0 32.6+3.7
(Sekunden)
Quick
(%) 97.6£14.8 87.6£7.9 92.2+6.8 90.1+10.3 89.9+8.1
(Fg‘/l;)r mogen 3.6+0.8 2.4+0.7 3.140.7 2.840.7 2.7+0.4
APC -
Resistenz 2.540.3 2.4+0.2 2.440.2 2.540.2 2.310.4
(Ratio)
Protein C -
AKtivitat 110.2+23.7 890.1+14.2 88.0£15.3 99.7+21.7 105.1£19.7
(%)
Protein S -
Aktivitit 106.7+23 .4 72.1+£18.8 80.4+13.3 90.5+20.1 97.9+15.6
(%)
Antithrombin
- Aktivitit 93.0+23.6 97.1+£14 4 100.6£15.0 84.2+15.5 85.5£17.3
(%)
D-Dimere 575.4+398.5 | 270.7+137.3 | 494.74341.1 | 411.3+187.1 | 254.4+160.4
(ng/ml)
Tissue Faktor | 0 /1670 | 9794529 | 78.6433.8 | 69.6445.6 | 91.5+67.9
(pg/ml)
+
FI+F2 23425 22424 2.142.5 1.6+1.7 0.8+0.4
(nmol/l)
PFA-100
Epinephrin 113.9428.3 186.0+47.5 152.8439.8 144.0+41.6 | 100.5+18.6
(Sekunden)
PFA-100
ADP 101.3+65.9 115.2431.4 98.8+39.9 102.24+33.1 72.4+13.3
(Sekunden)
Faktor-V- 1 x 3 x
Leiden- 0 0 0 heterozygot | heterozygot
Mutation ve ve
Prothrombin- 1x 0 1x 0 1x
Mutation heterozygot homozygot heterozygot
MTHFR- 1x 5x 3x 7x 4 x
Mutation heterozygot | heterozygot | heterozygot | heterozygot | heterozygot
u 2xhomozygot | 2xhomozygot | 3xhomozygot | 3xhomozygot | 1xhomozygot
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08/2000

03/2001

08/2001

03/2002

10/2002

02/2003

06/2003

01/2004

Famulatur Neurologie im Allgemeinen Krankenhaus Ochsenzoll in
Hamburg

Famulatur Praxis fiir Allgemeinmedizin in Hamburg

Famulatur Innere Medizin (Abteilung Onkologie/Hdmatologie) an der
Northwestern University of Chicago

Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung
Beginn des praktischen Jahres:

1. Tertial in der neurologischen Abteilung am Uni-Klinikum Gieen

2. Tertial in der Abteilung fiir Innere Medizin in der Asklepiosklinik in
Lich

3. Tertial im Notfallzentrum Chirurgie sowie in der Viszeralchirurgie
des Universitdtsspitals Bern (Inselspital) in der Schweiz

Beginn des Arzt im Praktikums in der Abteilung fiir Innere Medizin im
St. Marienkrankenhaus in Ratingen
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