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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.
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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

18



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.
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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.
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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.

46



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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