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Einleitung 1

Einleitung

Die Medizin ist nicht ein Privileg der Neuzeit, sondern es gab bereits im Altertum eine
hoch entwickelte Heilkunde, auf deren Kenntnisse wir uns in grof3en Teilen bis heute
stitzen. Neben Hippokrates, dem landlaufig wohl bekanntesten Arzt der Antike,
praktizierten und lehrten noch zahlreiche weitere bedeutenden Arzte, die unser heutiges
medizinisches Versténdnis entscheidend pragen. Die meisten Gelehrten jener Zeit teilten
die Uberzeugung, dass grundlegende physiologische und vor allem auch anatomische
Kenntnisse fir jeden Arzt unumgéanglich sind und daher Teil der Ausbildung sein mussen.
Insbesondere die am Hof der Ptolemaerherrscher in Alexandria praktizierenden Arzte
Herophilos und Erasistratos revolutionierten die Medizin im Gebiet der Anatomie und
Physiologie sowohl durch ihre Sektionen an menschlichen Leichen als auch durch
Vivisektionen. Sie entdeckten unter anderem Hirn- und Ruckenmarksnerven,
unterschieden erstmals sensorische und motorische Nerven sowie Klein- und Grof3hirn.
Erasistratos beschrieb zudem neben zahlreichem Anderen detailliert die Blutgefalle,
erkannte die Herzklappen mit ihrer Funktion und nahm an, dass es eine anatomische
Verbindung zwischen Venen und Arterien gibt.

Wahrend die hellenistischen Vertreter die Moglichkeit zur Sektion als auch Vivisektion am
menschlichen Korper hatten, mussten sich die spateren rémischen Vertreter auf deren
Vorarbeiten berufen oder Sektionen an Tieren durchfihren. Einer der berihmtesten
Forscher war Galen, der grundlegend Einfluss auf die Medizin nahm und dessen Spuren
bis heute noch zu erkennen sind. Unter anderem durch seine ausgezeichneten
diagnostischen F&higkeiten und als hervorragender Sezierer erweiterte er das
medizinische Wissen wie kaum ein anderer. Er vertrat insbesondere die These, dass nur
mittels ausgezeichneter anatomischer Kenntnisse die Ursache einer Erkrankung erfasst
und somit behandelt werden kann [1].

Wie richtig er mit dieser Einstellung liegt, erwies sich auch bei der Entdeckung der
thrombotisch thrombozytopenischen Purpura (TTP). Entdeckt bzw. erstmals beschrieben
wurde die TTP 1924 durch Eli Moschcowitz. Dieser konnte in der Sektion eines jungen
Madchens zahlreiche mikrovaskuldre Thromben in den Arteriolen nachweisen, die
Uberwiegend aus Thrombozyten bestanden. Das M&adchen war in der Klinik mit
schlagartig auftretenden petechialen Blutungen, Blasse, Fieber, Ladhmungen, Haematurie
und Koma eingewiesen worden und ist innerhalb kirzester Zeit an der bis dahin
unbekannten Erkrankung verstorben [2]. Die klinischen Symptome der TTP wurden
danach durch eine Pentade aus hamolytischer Anamie, Thrombozytopenie,

neurologischen Symptomen unterschiedlicher Auspragung, renaler Dysfunktion und
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Fieber festgelegt [3]. Heutzutage wird eher von einer Triade aus hamolytischer Anamie,
Thrombozytopenie und neurologischen Symptomen gesprochen [4]. Unbehandelt fuhrt die
TTP in 90 % der Félle innerhalb kirzester Zeit zum Tod, wodurch eine umgehende
Behandlung zwingend erforderlich ist [3]. In den spaten 70er Jahren wurde beobachtet,
dass Patienten auf Spenderplasma besser ansprechen als auf Albuminlésungen, wodurch
die Gabe von Plasma bzw. der Plasmaaustausch Eingang in die Behandlung der TTP
fand [5]. 1991 konnte die Canadian Apheresis Study Group in einer gro3en prospektiven,
randomisierten Studie die Uberlegenheit der Plasmapherese gegeniiber der
Plasmainfusion zeigen [6]. Die Therapie ist jedoch mit vielen Nebenwirkungen behaftet,
angefangen von allergischen Reaktionen wie Urticaria und Pruritus Uber Paraesthesien
und Schittelfrost bis hin zum, wenn auch geringen, Risiko der Virusinfektion [7, 8]. Die
Plasmapherese stellt jedoch immer noch den Goldstandard in der Therapie der TTP dar.
Dies ist unter anderem dem Umstand geschuldet, dass es bis zum heutigen Tag keine

Alternative gibt.

1.1 Zielsetzung der Arbeit

Zur Plasmapherese stehen unter anderem mit Fresh Frozen Plasma und
solvent/detergent behandeltem Plasma unterschiedliche Praparate zur Verfigung. Ziel
dieser Behandlung ist es das fehlende oder durch Antikérper blockierte ADAMTS13
zuzufihren, Antikdrper auszuwaschen und die Zahl der ultralangen von Willebrand-Faktor
(UL VWF) Multimere zu verringern. Um dies gewahrleisten zu kénnen, missen die
Plasmapréparate eine hohe Menge an ADAMTS13 Antigen mit entsprechend hoher
Aktivitat aufweisen, selbst frei von Antikdrpern sein und dirfen nur geringfligig bis gar
keine ultralangen VWF Multimere enthalten. Diesbezlglich wurden zwei
Plasmapréparate, Fresh Frozen Plasma (FFP) und solvent / detergent behandeltes
Plasma (s / d Plasma) blutgruppenspezifisch auf die Faktoren ADAMTS13 Aktivitat,
Antigen, Antikérper und UL VWF Multimere untersucht. Die Kenntnis dieser Daten ist
auch entscheidend um eine mogliche Alternative zu dieser Therapie zu finden. Die mit der
Plasmapherese verbundenen Nebenwirkungen und deren Ausmal3e sind unter anderem
von dem eingesetzten Plasmapraparat abhangig. Nicht desto trotz ist kein Praparat
nebenwirkungsfrei und die Therapie demzufolge immer eine grof3e Belastung flr den
Patienten. Durchschnittlich werden bei den TTP Patienten an der Universitatsklinik in
Mainz 27 Plasmapheresen, mit einem Austausch des 1,5fachen des Plasmavolumens
Uber einen Zeitraum von ca. einem Monat durchgefuhrt [7]. Eine Alternative zu dieser

Therapie kdnnte die Gabe von Préaparaten mit annahernd gleicher ADAMTS13 Aktivitat,
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aber einem deutlich niedrigeren Volumen sein, das nur noch injiziert werden muss. Im
Blickpunkt standen dabei die VWF/ Faktor VIlI-haltigen Plasmakonzentrate. Sechs
Faktorkonzentrate wurden auf ADAMT13 Aktivitat, -Antigen, -Antikdrper und UL VWF
Multimere untersucht.

Die Uberpriften Préparate setzen sich aus drei VWF/ FVIII Konzentraten (Haemate®P,
Immunate STIM plus und Wilate®), einem reinen VWF Konzentrat (Wilfactin®) und einem
reinen Faktor VIII Konzentrat (Beriate®P) zusammen, die allesamt mittels
Kryoprazipitation von Humanplasma gewonnen werden. Als negativer Standard wird das
rekombinante Faktor VIl Konzentrat Kogenate® mit in die Untersuchungen aufgenommen.
Durch das Herstellungsverfahren kann angenommen werden, dass auller den
aufkonzentrierten Gerinnungsfaktoren auch andere Plasmabestandteile in gré3eren
Mengen im Konzentrat enthalten sind. Zumal der VWF das Substrat von ADAMTS13
darstellt und dessen Aktivierung und Verbindung zum VWF noch nicht restlos geklart ist.
Durch die Untersuchung der Konzentrate soll die Méglichkeit ihres Einsatzes bei der TTP
ermittelt werden. Die Injektion von ADAMTS13 in Form eines Konzentrates in einem
Volumenbereich von 2,5 ml bis 15 ml pro Dosis kdnnte eine enorme Erleichterung in der
Therapie der TTP fur den Patienten darstellen. Der TTP-Patient ware wie ein Hamophilie-
bzw. VWS-Patient in der Lage sich selbst sein Medikament zu injizieren, sei es als
Prophylaxe oder in einer Notfallsituation. Zudem sind die Nebenwirkungen, sowohl in
Bezug auf die Nebenwirkungen der Plasmapherese als auch auf das Plasmapréparat als
solches, geringer. Neben dem mdglichen Einsatz bei der TTP ist die ADAMTS13 Aktivitat
und die Anwesenheit von UL VWF Multimeren fur die Qualitat des Praparates fur von
Willebrand Patienten entscheidend. Daher werden die Konzentrate auch im Hinblick auf
ihre Qualitat untereinander verglichen.

Neben der TTP werden auch weitere thrombotische Mikroangiopathien (TMA) in der Klinik
nachgewiesen. Die Differenzierung der TMA gestaltet sich jedoch aufgrund der sich
Uiberschneidenden Symptomatik als schwierig. Zwar werden im Regelfall Falle mit
Beteiligung der Niere dem hamolytisch uramischen Syndrom (HUS) zugeordnet und
neurologischen Erscheinungen der TTP, doch kann eine genauere Zuordnung erst in
Kombination mit klinischen Laborparametern getroffen werden. Patienten mit den
typischen Symptomen fir eine thrombotische Mikroangiopathie wurden hinsichtlich ihrer
Laborparameter in der akuten Phase und in der Remission Uberprift. Dabei sollten die
Moglichkeiten zur Differenzierung der verschiedenen TMA und die Bedeutung von
ADAMTS13 fur die Diagnostik untersucht werden. Des Weiteren wurden anhand der
Patienten in Kombination mit den Plasmapraparaten und einer standardisierten
Positivkontrolle die unterschiedlichen Bestimmungsmethoden fir ADAMTS13 validiert und

auf ihre Eignung im klinischen Alltag getestet.
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1.2 Literaturtbersicht

1.2.1 Hamostaseologie

Mit der Hamostaseologie, der Lehre vom Gleichgewicht der Blutstillung, schuf der
Hamatologe Rudolf Marx 1953 einen neuen Fachbereich, unter dem er sémtliche
Stdrungen, die zu einer Blutungs- oder Thromboseneigung fuhren und Ungleichgewichte
mit den daraus resultierenden Erkrankungen zusammenfasste. Er verwies damit auf die
grundsétzliche Notwendigkeit diagnostischer als auch therapeutischer MaRnahmen [9].
Die Hamostase dient der Ausbildung stabiler Blutgerinnsel, die auf den Bereich der
verletzten GefalBwand begrenzt sind. Sie wird durch die Rekonstruktion des verletzten
GefalRes beendet. Man unterteilt die Hamostase in vier Phasen: Aktivierung,
Gerinnselbildung, Regulation, Fibrinolyse und Thrombusreorganisation. Dabei greifen die
verschiedensten Mechanismen ineinander [10]. So beruht die Blutstillung einerseits auf
der Reaktion der Gefallwand und der Thrombozyten andererseits aber auch auf der des
plasmatischen Gerinnungssystems.

Kommt es zur Dysfunktion innerhalb eines Systems, kommt es zu Gerinnungsstdrungen.
Zu den angeborenen Blutgerinnungsstérungen durch Faktorenmangel gehdren unter

anderem Hamophilie A und B sowie das von Willebrand Syndrom [11, 12].

Blutstillung

Bei einer Verletzung der Endothelauskleidung der Gefalle lagern sich sofort
Thrombozyten an das Kollagen. Die Plattchenadhasion wird dabei durch den von
Willebrand-Faktor vermittelt. Dieses grolimolekulare Glykoprotein bindet sowohl an
spezifische Rezeptoren auf der Plattchenmembran als auch an Kollagenfasern. Dadurch
entsteht eine Art Briicke zwischen den subendothelialen Kollagen und den Thrombozyten,
an der auf3erdem Fibronketin und Thrombospondin beteiligt sind.

Durch die Adhéasion erfolgt eine Konformationsdnderung der aktivierten Thrombozyten
von der scheibenformigen in die dendritische Form. Durch die Ausbildung der
Pseudopodien kdnnen sich die Thrombozyten eng zusammenlagern. Zusatzlich setzen
die aktivierten Thrombozyten Botenstoffe aus ihren Granula frei. Die eigens freigesetzten
Botenstoffe ADP und PAF wirken aggregationsférdernd auf die Thrombozyten, wéahrend
das ausgeschiittete Serotonin und das aus Arachidonsaure entstandene Thromboxan A,
zur Vasokonstriktion fuhren. Es bildet sich ein Thrombus, auf dessen Oberflache

Fibrinogen gebunden wird. Das Einrollen und Verkleben der Intima, sowie einen erhdhten
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AulRendruck wegen des in das Interstitium austretenden Plasmas filhren zusatzlich zu
einer Reparaturischamie [13].

Nach dieser ersten Blutstillung erfolgt die Blutgerinnung. Der von Willebrand-Faktor spielt
hierbei als Trager des Gerinnungsfaktor VIII eine wichtige Rolle. Durch die nicht-kovalente
Komplexbindung schitzt er diesen vor raschem proteolytischen Abbau im Blut. Der Faktor
VIII ist einer von vielen verschiedenen Gerinnungsfaktoren, die aktiviert werden. Am Ende
der Blutgerinnung steht eine faserartige vernetzte Fibrinstruktur, die den Thrombus

Uberlagert und diesen vollstandig abdichtet [12, 14].

Aktivierung der Blutgerinnung

Zur selben Zeit wie die primdre Hamostase lauft die Aktivierung der sekundéaren
Hamostase (Abb.1l). Negativ geladene, calciumbindende Phospholipide werden von
aktivierten, aggregierten Thrombozyten exponiert. Im Blut zirkulierende Vitamin K-
abhangige Gerinnungsfaktoren werden Uber ihre calciumbindende Gla-Domane
gebunden. Die Gerinnungsfaktoren werden so auf der lokal begrenzten negativen
Oberflache konzentriert. Zudem wird durch den exprimierten membrangebunden
Cofaktor, den sogenannten ,tissue-factor® und Faktor VII / Vlla-Rezeptor, die sekundare
Hamostase essentiell initiiert. Aus dem tissue-factor, Faktor VII / Vlla und Faktor X
entsteht ein Multikomponenten-Startkomplex. Aus dem daraus resultierenden Produkt
Faktor Xa entsteht zusammen mit Faktor Va wund Prothrombin der initiale
Prothrombinasekomplex, der geringe Thrombinmengen generiert. Diese geringe Menge
an Thrombin dient einerseits der Aktivierung der Thrombozyten, die aktivierte
Gerinnungsfaktoren aus ihren alpha Granula freisetzen (Faktoren Xl, V) und andererseits
der Umwandlung des Faktor VIII in seine aktive Form (Faktor VIlla), der normalerweise an
seinen Trager den VWF gebunden ist,. Durch den Tenase Komplex, bestehend aus
Thrombozyten gebundenem Faktor IXa, Faktor Vllla, Phospholipid und Calcium, wird
Faktor X aktiviert. Faktor Xa ist essentiell zur Ausbildung des Prothrombinasekomplexes,
der zu einem massiven Anstieg der Thrombinproduktion fuhrt. Erst durch diese
Aktivierung der eigentlichen Gerinnungskaskade wird gentugend Thrombin gebildet,
sodass es zur Fibrinbildung kommt. Die Blutgerinnung wird tber die hochaffine Bindung
und damit gleichzeitige Deaktivierung des Thrombins an Thrombomodulin in Anwesenheit
von Protein C und S gestoppt [12, 15, 16].
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Endothelzellen der GefaRwande
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Gerinnung (nach Ahrens |. [16]). TF: Tissue Faktor, VWF:

von Willebrand-Faktor, F. Faktor, a: aktiviert.

1.2.2 Bedeutung des von Willebrand-Faktor

1.2.2.1 Von Willebrand-Faktor und Thrombozytenadhasion

Der initiale Schritt der Blutstillung ist die Adhasion der Thrombozyten an die verletzte
Gewebsstruktur. Vermittelt wird dieser Schritt durch den Liganden von Willebrand-Faktor.
Das Glykoprotein zirkuliert in unterschiedlich gro3en Multimereinheiten in globularer Form
im Plasma. Unter hohen Strémungsgeschwindigkeiten mit entsprechend hohen
Scherkréften binden sich die VWF Multimere an Kollagen oder andere Komponenten der
subendothelialen Matrix und entfalten sich dann. Solche Bedingungen herrschen vor
allem bei GefaRverengungen. Durch die Entfaltung der VWF Multimere werden die

korrespondierenden Bindungsdoméanen fir den GP-Ib / IX-Komplex und andere




Einleitung 7

thrombozytare Glykoproteine zugénglich. Es kommt zu Bindung zwischen der VWF
Bindungsdoméne und dem GP-Ib / IX-Komplex der Thrombozyten.

Abgebaut und damit inaktiviert wird der von Willebrand-Faktor durch die Metalloprotease
ADAMTS13[12, 17-19].

1.2.2.2 Funktion des von Willebrand-Faktors

Der von Willebrand-Faktor spielt in der primaren Hamostase eine entscheidende Rolle. So
nimmt er die Schllsselposition bei der Thrombozytenadhasion als auch bei der
Thrombozytenaggregation ein. Mit der Al- und der A3-Domane kann er an
subendotheliale Strukturen wie zum Beispiel Kollagen binden. Auf der anderen Seite ist er
jedoch auch mit der Al-Domane zur Wechselwirkung mit dem Glykoprotein (Gp)-lb
Rezeptor der Thrombozyten beféahigt. Dadurch fungiert er als Bindeglied zwischen den
Gefal3defekten und den Thrombozyten. Im Hochdrucksystem und an Orten hohen
Scherstresses ist er auch Bindungspartner fir die Thrombozytenaggregation, da er durch
die Anwesenheit hoher Scherkraften aktiviert wird. Das Blut kann anndhernd mit einer
newton’schen FlUssigkeit verglichen werden, woraus folgt, dass der Blutfluss in der
Gefal3mitte am schnellsten ist und mit zunehmender Ann&dherung an die GefalRwand
abnimmt [18, 20]. Durch die physikalischen GesetzméaRigkeiten der Rheologie stromt das
Blut in Form einer Parabel durch die Gefalie, wodurch sich die verschiedenen Scherkrafte
ausbilden. Durch den Geschwindigkeitsunterschied des Blutflusses zwischen Gefal3mitte
und Gefallrand entstehen Scherraten, die sich proportional zur Ausbildung der
Scherkréafte am GefalRrand verhalten [20]. In der GefaRmitte besitzt das Blut die hdchste
Flussgeschwindigkeit ohne Scherkrafte. An der GefaBwand hingegen drehen sich
physikalischen Verhaltnisse um, sodass es bei langsamen Flussgeschwindigkeiten zur
Ausbildung hoher Scherkrafte kommt. Folglich bilden sich in kleinen GeféaRen und
Arteriolen die gro3ten Scherkréfte aus. Die Scherkrafte ermdglichen die Anheftung von
Thrombozyten und anderen Blutzellen an der Gefal3wand. Auch der VWF reagiert auf die
hohen Scherkréafte zum einen mit einer Forderung der Plattchenaggregation durch
Anheftung an GP Ib - IX und GP IIb - llla zum anderen mit einer Konformationsanderung,
die die A2-Domaéne zuganglich fur die Spaltung durch ADAMTS13 macht [20-22].

Die thrombozyten-vermitteInde Funktion korreliert mit der GréR3e der VWF Multimere.

Als zweite wichtige Aufgabe des VWEF ist die Bindung des Faktor VIII zu sehen. Der
Faktor VIII wird durch die Bindung an den VWF vor dem proteolytischen Abbau durch das
Protein C-System oder Faktor Xa geschiitzt. Dabei kénnen sowohl kleine VWF Multimere
als auch die VWF Dimere Faktor VIII binden. AuBerdem wird er durch den VWF an

Stellen mit Endothelverletzungen transportiert, wo er ebenfalls bendtigt wird.
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Fehlt der VWF génzlich wird auch der Faktor VIII rasch abgebaut. Es kommt zu &hnlichen
klinischen Symptomen wie bei der Hamophilie A. Bei den anderen VWS-Typen korreliert
der Faktor VIII-Spiegel mit dem des VWF und ist daher mehr oder weniger relevant [17-
19].

1.2.2.3 Synthese und Struktur des von Willebrand-Faktors

Synthese

Der VWF wird von dem VWF Gen Chromosom 12p 178Kbp in den Endothelzellen und
den Megakaryozyten gebildet [23]. Dabei beginnt der komplexe Syntheseweg mit der
Transkription einer 8,5 Kilobasen grofie mRNA, welche in ein 2831 Aminosauren grofRes
Vorlaufermolekll translatiert wird. Das entstehende primére Translationsprodukt ist der
sogenannte Pra-Pro-VWF. Im endoplasmatischen Retikulum werden unter Abspaltung
des Préapeptids zwei VWF-Molekile kovalent zu Dimere verknlpft. Die so entstandenen
Pro-VWF-Molekiile werden in den Golgi-Apparat transportiert um dort zu
hochmolekularen VWF Multimeren synthetisiert zu werden. Nach dem Abspalten des
Propeptids wird der Grof3teil der hochmolekularen VWF Multimere in speziellen
Speicherorganellen, den Weibel-Palade bodies gelagert. Die Weibel-Palade bodies der
Endothelzellen verschmelzen durch Stimulation mit Thrombin, Serotonin und Histamin mit
der Zellmembran und setzten die hochmolekularen VWF Multimere aktiv frei. Ein kleiner
Anteil des VWF wird jedoch kontinuierlich sezerniert. Durch eine spezifische Protease
(ADAMTS13) wird der VWF gespalten und liegt in unterschiedlich grofen Multimere im
Plasma vor [24-27].

Struktur

Der von Willebrand-Faktor ist aufgrund seiner modulartigen Zusammensetzung aus
verschiedenen Doméanen ein multifunktionelles Protein (Abb. 2). Grundsatzlich ist er aus
A-/ B-/ C-/ D-Domanen aufgebaut, die nochmals unterteilt werden. Am Anfang der
Sequenz befindet sich ein Signalpeptid (SP), gefolgt vom Propeptid und dem maturen
VWF, der abgeschlossen wird von der Cystin knot (CK)-Domane. Jeder Bereich erfillt

dabei unterschiedliche Aufgaben.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Struktur des von Willebrand-Faktor Molekils. SP:
Signalpeptid, CGLC: Konsensus Sequenz von Disulfidisomerasen, FVIII. Bindungsstelle fir Faktor
VIII, Gp Ib: Bindungsstelle fur Glykoprotein Ib, CB: Kollagenbindungsstelle, RGD-Sequenz: Gp lla /
IIb Bindungsstelle, CK: cystin knot-Domane [25].

Als Trager von Faktor VIl besitzt der VWF fur denselbigen eine Bindungsregion in der D" -
Domane. Zur Wechselwirkung mit den Glykoproteinen Ib und b / llla der Thrombozyten
ist Doméne Al bzw. C1 mit RGD-Sequenz vorhanden. Die Bindung mit dem Kollagen
(CB) erfolgt Uber die Bindungsregionen in der Al- und A3-Domane. Diese und die A2-
Domane binden ebenfalls Heparin.

Zur Ausbildung von Dimeren bzw. Multimeren sind die CK-Domane (cystin knot) und die
D1-D3-Doménen entscheidend. Mittels der am C-terminalen Ende befindlichen CK-
Domaéane dimerisieren, unter Ausbildung von Disulfidbriicken, zwei Pro-VWF Monomere.
Die dimere Form ist die kleinste Einheit in der der VWF aul3erhalb des endoplasmatischen
Retikulums vorliegt. Durch Polymerisierung der cysteinreichen N-terminalen Region in der
D3-Domane der Dimere kommt es zu VWF Multimeren. Das Propeptid wird nach erfolgter
Multimerisierung abgespalten. Seine genaue Funktion ist zwar noch ungeklart, aber es
steht unzweifelhaft fest, dass es zur Multimerisierung erforderlich ist. Man vermutet, dass
die Konsensus-Sequenz von Disulfidisomerasen in der D1- und D2-Doméane des
Propeptids fur die Multimerisierung an der D3-Doméane entscheidend sind.

Die unterschiedlich grol3en, jedoch aus gleichen Untereinheiten aufgebauten VWF
Multimere kdénnen eine MolekiilgréRe von 500 kDa bis 20000 kDa erreichen [25, 26].
Damit stellt der VWF das grofite, l6sliche Protein dar [10, 18, 20, 24, 25, 27].
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1.2.3 Das von Willebrand Syndrom (VWS)

Bei diesem Syndrom handelt es sich um eine angeborene plasmatische
Blutgerinnungsstorung, die durch einen quantitativen oder qualitativen Defekt des von
Willebrand-Faktors ausgeldst wird. In den meisten Fallen ist sie durch eine Genmutation
bedingt, die autosomal dominant oder rezessiv vererbt wird und beide Geschlechter
betrifft. Es gibt aber auch erworbene Formen des VWS, die jedoch sehr selten sind.
Erstmalig beschrieben wurde diese Gerinnungsstérung von ihrem Namensgeber Erik
Adolf von Willebrand 1926. Der finnische Internist beschrieb beispielhaft anhand einer
Familie von den Aland-Inseln die ,hereditére Pseudohamophilie®, die sich gegenlber der
~echten Hamophilie* durch einen autosomalen Erbgang und verlangerte Blutungszeit bei
jedoch verhaltnismafig normaler Gerinnungszeit unterschied.

Heute wird das VWS zu der haufigsten hamorrhagischen Diathese gezahlt. Wobei die
Pravalenz im skandinavischen Raum besonders hoch ist. Es wird geschéatzt, dass die
Préavalenz bei 800 / 100000 liegt. Jedoch nur 12,5 / 100000 zeigen Symptome und
schwere Formen treten mit einer Haufigkeit <0,3 / 1000000 auf [10, 28].

1.2.3.1 Typisierung

Das von Willebrand Syndrom stellt eine sehr heterogene Blutererkrankung dar, die fast
ausschlieBlich durch genetische Defekte hervorgerufen wird. Je nach Defekt und damit
auftretendem Phanotyp wird das VWS klassifiziert. Dabei teilt man in drei Haupttypen ein,
wobei der Typ 2 wiederum in vier Subtypen unterschieden wird. Die Klassifikation der
Subtypen gilt jedoch noch nicht als abgeschlossen. In Tab. 1 ist daher die alte als auch

die momentan guiltige Einteilung zu sehen [29-31].

Typ 1: leichter quantitativer Defekt
Typ 2: qualitative Defekte
Typ 3: schwerer quantitativer Defekt (volliges Fehlen des VWF)

Das klinische Bild der von Willebrand Patienten mit Typ 1 und 2 ist sehr variabel, wahrend

das des Typs 3 im Regelfall sehr schwer ist.
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Neue Klassifikation | Alte Klassifikation | Erbgang Defekt
Typ Subtyp (nach Sadler)
1 I Thrombozyten | Autosomal Partieller  quantitativer
normal, dominant Defekt des VWF
I Thrombozyten
erniedrigt,
-1, 1-2, I-3, 1A
2 A A, 1IB, Autosomal Qualitative Variante mit
[ Thrombozyten | dominant verminderter Interaktion
unterschiedlich, oder des VWF mit
lIC,IIC Miami, 1D, | Autosomal Thrombozyten, die durch
IE, lIF, IG, IIH, lI-I, | rezessiv ein Fehlen groRer
lIA-1, IIA-2, [IA-3 Multimere verursacht
wird
B 1B, Autosomal Qualitative Variante mit
I New York / Malm6 | dominant erhohter  Affinitdt des
VWF zum Glykoprotein
Ib der Thrombozyten
M B, | Vicenza Autosomal Qualitative Variante mit
IC, ID dominant verminderter Interaktion
des VWF mit
Thrombozyten, die nicht
durch ein Fehlen groRRer
Multimere verursacht
wird
N FVII Autosomal Qualitative Variante mit
Bindungsdefekt, rezessiv deutlich verminderter
Typ Normandie Affinitat zum FVIII
3 1l Autosomal Kompletter quantitativer
rezessiv Defekt

Tab. 1: Alte und neue Einteilung des von Willebrand Syndroms mit entsprechender Zuordnung des

Defektes und seinem Erbgang [32, 33].
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Erworbenes VWS

Neben dem angeborenen VWS gibt es auch seltene Falle des erworbenen VWS. Ursache
konnen dafiur Antikorper gegen den VWF, Absorption oder aber eine verstarkte Proteolyse
sein, wobei auch andere noch unbekannte Mechanismen in Frage kommen. Beobachtet
wurde ein erworbenes VWS bei Patienten mit soliden Tumoren (z.B. Wilms-Tumore),
chronischer myeloischer Leukamie, Ehlers-Danlos-Syndrom, bei Patienten mit
Herzklappenfehlern,  Aortenstenosen, pulmonaler Hypertonie, Stérungen der
Hamodynamik und anderen Erkrankungen. DarlUber hinaus konnte bei Patienten mit
Diabetes mellitus, Leberzirrhosen, Hypertonie, Myokardinfarkten, fortgeschrittenen
Arteriosklerosen und malignen Erkrankungen eine verstarkte Biosynthese festgestellt
werden [32].

1.2.3.2 Symptomatik

Das klinische Bild des VWS ist sehr heterogen, und es gibt keinen so eindeutigen
Zusammenhang zwischen den Laborparametern und der klinischen Symptomatik wie zum
Beispiel bei der Hamophilie. AuRerdem ist die Schwere der Symptomatik stark davon
abhéangig, welcher Typ vorliegt. Vor allem bei leichten Formen kann es hohe
intraindividuelle  Unterschiede geben. Im Vordergrund stehen vor allem
Schleimhautblutungen, insbesondere Nasen- und Zahnfleischbluten, wie die

nachfolgende Tabelle 2 tGber die Haufigkeit der Symptome zeigt [34].

Symptome Haufigkeit in %

Epistaxis 68
Gingivablutungen 41
Hamatome 30
Menorrhagie 30
Gastrointestinale Blutungen 11
Nachblutungen nach kleineren Verletzungen

Postoperative Nachblutungen

Gelenkblutungen 4

Tab. 2: Blutungssymptome nach ihrer Haufigkeit bei von Willebrand Patienten nach Wahlberg [34].
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Das erste Symptom des VWS ist oftmals die Epistaxis, die lebensbedrohliche Ausmalie
annehmen kann. Aber auch Zahnfleischbluten, Tonsillenblutungen und gastrointestinale
Blutungen kommen bei allen Schweregraden vor. Bei jungen Madchen sind vor allem
Menorrhagien und Metrorrhagien zu beobachten, die vor der Entwicklung von
Substitutionspréaparaten auch tddlich verlaufen konnten. Ebenfalls nach der Entbindung
(23 %) kann es zu Blutungen kommen [35]. Wobei bei einer Vielzahl von VWS-
Patientinnen wahrend der Schwangerschaft FVIII:C und FVIII:Ag stark ansteigen bis zum
Maximum am Geburtstermin, somit ist das Blutungsrisiko geringer.

Typisch fur leichte Formen des von Willebrand Syndroms sind postoperative Blutungen,
die zwei bis drei Tage nach der Operation auftreten. Daher sollten diese Patienten
operativen Eingriffen ausschlie8lich in Zusammenarbeit mit einem Hamophiliezentrum
unterzogen werden, da durch eine entsprechend durchgefiihrte Substitutionstherapie das
Risiko minimiert werden kann. Gelenkblutungen wie bei Hamophilen kénnen auftreten,

aber nur bei der schweren Form des Typ 3 [10, 36].

1.2.3.3 Diagnostik

Die Diagnose des VWS wird vor allem labormedizinisch unter Berlcksichtigung der
klinischen Symptomatik und Familienanamnese gestellt. Wegen der grol3en Heterogenitéat
des Syndroms und der Tatsache, dass der VWF ein Akute-Phase Protein ist und von
vielen Faktoren beeinflusst wird, ist die Diagnostik erschwert. Zudem weist in nur 60 %
der Falle der aPTT-Wert auf das VWS hin. Da die allgemeinen Routinetests zur
Diagnostik insbesondere bei leichten Formen wegen zu geringer Sensitivitat nicht
ausreichen, muss bei Verdacht auf VWS sofort die Spezialdiagnostik durchgefiihrt werden
(Tab. 3).

Die Blutungszeit gibt ein Uberblick uiber die Plattchenfunktion. So kann die Messung der
Geschwindigkeit, mit der die Blutstillung, eintritt eine Aussage Uber die primare
Hamostase machen. Bei der Bestimmung nach Ivy wird, nach Anlegen einer
Blutdruckmanschette von 40 mmHg ein kleiner Schnitt von definierter Lange und Tiefe am
Unterarm vorgenommen. Das Blut wird mit einem Tupfer abgenommen. Sobald am
Tupfer kein Blut mehr zu erkennen ist, gilt die Blutung als gestillt. Die Zeit bis zur
Blutstillung betragt bei Gesunden 4 bis 6 Minuten. Diese Methode gilt allerdings als
unprazise, wenig sensitiv und nicht standardisierbar. Nur in den Féllen, in denen es keine
andere Moglichkeit gibt, sich einen Uberblick iber die Plattchenfunktion zu verschaffen,
ist sie unentbehrlich. Bei Verdacht auf VWS Typ 3 ist sie jedoch zu meiden, da es zu

schweren Blutungen kommen kann.
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Als Alternative zur Blutungszeit wird die sogenannte ,in-vitro-Blutungszeit, der so
genannte Platelet Function Analyzer, gesehen. Durch den Platelet Function Analyzer
(PFA-100) wird die Thrombozytenfunktion unter Einwirkung hoher Scherkrafte analysiert.
So werden die Thrombozytenaggregation und Adhésion an Kollagen im Citratplasma
gemessen, wobei grof3e VWF Multimere eine wichtige Rolle spielen. Die Messwerte sind
daher sehr sensitiv auf das VWS, jedoch wenig spezifisch.

Die aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPPT) gibt einen Hinweis auf die sekundare
Hamostase. Mit dieser Methode kann ein Gerinnungsfaktormangel aufzeigt werden, der
indirekt Auskunft Gber den VWF geben kann. Da jedoch erst bei weniger als 30 % der
normalen VWF Konzentration der FVIII nicht mehr stabilisiert werden kann, kann dieser
Wert auch bei Vorliegen einen VWS normal sein.

Die spezielle Diagnostik des VWSs umfasst die Messung der Faktoren VIII und IX, um
eine Hamophilie A bzw. B auszuschlie3en.

Des Weiteren wird die Menge an VWF immunologisch erfasst (VWF:Ag) und Menge
sowie Bindungsfahigkeit an Thrombozyten mittels der Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat
(VWF:RCo) bestimmt. Bei der VWF:RCo Methode werden Thrombozyten zugefuhrt, die
durch VWF in Anwesenheit von Ristocetin agglutiniert werden.

Einem &hnlichen Muster folgt die Ristocetin induzierte Plattchenaggregation (RIPA). In
diesem Fall agglutiniert VWF in Anwesenheit von Ristocetin mit kdrpereigenen, vitalen
Thrombozyten. Mit dieser Testmethode soll vor allem der Typ 2B nachgewiesen werden.
Dieser Typ weist aufgrund seiner erhohten Affinitat zu Thrombozyten selbst bei niedrigen
Ristocetinkonzentrationen (<0,5) eine ,normale“ Aggregation auf. Andere ausgepragte
VWS Typen zeigen hingegen eine verminderte Aggregation.

AulBerdem gibt es einen VWF-FVIII-Bindungstest (FVIII:C), der vor allem zur
Identifizierung des Typs 2N und zur Abgrenzung der milden Hamophilie dient. Dazu wird
der VWF immunologisch gebunden und nach Zugabe von markiertem FVIII photometrisch
die Bindungsfahigkeit des VWF gegeniber FVIII ermittelt [37].
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Test/Typ |Typ 1l Typ 2A Typ 2B Typ 2M Typ 2N Typ 3
Blutungs- |1 /normal |1 1 1 normal ™"
zeit
PFA-100 1/ normal |1 1 1 normal ™"
aPTT normal normal normal normal 1 /normal |1
FVIII:C l/normal || /normal || /normal || /normal ||] i
VWF:Ag ! ! ! /normal || normal / | |nicht
nachweisbar
VWF:RCo || l ! ! normal / | |nicht
nachweisbar
RIPA l/normal || " ! /'normal | normal nicht
nachweisbar
Multimere |alle grol3e und | grof3e alle alle nicht
vorhanden, |/ oder | fehlen vorhanden |vorhanden |nachweisbar
aber mittelgrol3
vermindert |e fehlen

Tab. 3: Durch Spezialtests erhaltene Laborparameter zugeordnet den entsprechenden von
Willebrand Syndrom Typen [38, 39].

m,
.
R
- -
R
NP B

Abb. 3: Multimeranalyse der unterschiedlicher VWS Phanotypen (Schneppenheim R. (2004)).
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Bis heute ist jedoch immer noch die Gelelektrophorese der Goldstandard der von
Willebrand Diagnostik. Mit Hilfe der Gelelektrophorese werden die Multimermuster des
VWEF sichtbar gemacht. So ist anhand des Bandenmusters die Anwesenheit bzw. das
Fehlen von kleinen (Bande 1-5), mittelgroen (Bande 6-10) und groRen Multimeren
(Banden >10) nachweisbar. Diese Methode kann daher sowohl zur Diagnostik des VWS
als auch zur Subtypenunterscheidung herangezogen werden (Abb. 3).

Als sichere Diagnosemethode zahlt Uberdies die genetische Untersuchung [30, 31, 38,
40].

1.2.3.4 Mutationen

Um die verschiedenen Typen und Subtypen zu unterscheiden ist eine quantitative und
qualitative Untersuchung des VWF nétig. Die SDS-Agarosegelelektrophorese kann die
Subtypen unterscheiden. Zudem ist eine genetische Untersuchung empfehlenswert, um
die Diagnose zu sichern. Mittlerweile ist es auch moglich den unterschiedlichen
Phanotypen die entsprechenden genetischen Defekte zuzuordnen [10, 41].

Typ 1
Dies ist mit 70 % der haufigste Typ des VWS, aber gleichzeitig auch die leichteste Form.
Durch verbesserte Visualisierungsmethoden und standardisierte Verfahren der
Multimeranalyse muss diese Aussage jedoch vielleicht revidiert werden. So zeigten sich
bei erneuter Uberprifung der Diagnose, dass viele vermeintliche VWS Typ 1 Patienten
eigentlich dem Typ 2 zuzuordnen sind. Diese Tendenz war auch in einer europaischen
Studie zur Typ 1 Diagnostik zu erkennen. Demnach ware der Typ 2 mit 60 % am
haufigsten.

Mutationen, die eindeutig dem Typ 1 zuzuschreiben sind, konnten bisher nur wenig

gefunden werden. Vererbt wird dieser Typ wie die meisten anderen autosomal dominant.

Typ 2
Der VWS Typ 2 ist in erster Linie durch einen qualitativen Defekt des VWF

gekennzeichnet. Meist ist auch eine Verminderung des VWF Antigens zu verzeichnen,
jedoch treten auch Subtypen mit normalem bzw. sogar hohem VWF Antigen auf.
Prinzipiell ist dieser Typ auf3erordentlich heterogen. Sowohl von seinen Mutationen,
seinem klinischen Erscheinungsbild als auch seiner Vererbung.

So unterscheidet man erst einmal in strukturelle und funktionelle Defekte. Die strukturellen
sind Uberwiegend durch abnorme VWF Multimere, die funktionellen durch Defekte

einzelner Teilfunktionen gekennzeichnet.
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Typ3

Bei diesem autosomal rezessiv vererbten VWS-Typ fehlt der VWF komplett. Die Folge ist
eine schwere Stérung sowohl der primaren als auch der sekundéaren Hamostase.
Dadurch, dass auch der FVIII stark erniedrigt ist, zeigen sich im klinischen Bild auch
ahnliche Symptome wie bei Hamophiliekranken. So treten neben den charakteristischen
Schleimhautblutungen auch Gelenk- und Muskelblutungen auf.

Das Mutationsspektrum, das diesen Typ hervorruft, ist sehr breit und vielfaltig. Am
haufigsten treten Nonsens-Mutationen und kleine Deletionen auf. Selten vorkommende
grolRe Deletionen haben meist eine Bildung von Alloantikérpern nach Substitutionsgabe
zur Folge [28]. Dies stellt ein schwerwiegendes Problem in der Behandlung dieser
Patienten dar. Mittels einer molekularen Diagnostik kénnen die entsprechenden
Mutationen ermittelt werden und somit die Wahrscheinlichkeit der Antikérperbildung. Des
Weiteren sind Missens-Mutationen beschrieben, die vor allem im Bereich der
Dimerisierungs- und Multimerisierungsdoménen (D1-D3 und CK-Domane) auftreten. Trotz
des heterogenen Mutationsmusters, konnte eine flr den Ostseeraum typische Mutation
festgestellt werden. So zeigen immerhin 50 % der schwedischen, 75 % der polnischen
und 10 bis 15 % der deutschen Typ 3 Patienten eine Einbasendeletion im Exon 18,
wahrend diese Mutation in anderen Landern wie GroR3britannien, Niederlande, Frankreich

oder der Turkei nicht zu finden watr.

1.2.3.5 Therapeutische Strategien

Das urspringlich als Antidiuretikum vor allem bei Diabetes insipidus eingesetzte
Desmopressin findet mittlerweile auch Anwendung in der Behandlung des VWS. Das
synthetisch  hergestellte Vasopressin-Derivat  (1-Desamino-8-D-Arginin-Vasopressin,
DDAVP) bewirkt eine kurzfristige Mobilisierung der korpereigenen, endothelialen VWFE-
Speicher. Der VWF Spiegel steigt somit auf das 3- bis 4fache an. Nachteil dieser
Behandlung ist, dass nach 3- bis 5tagiger Verabreichung die korpereigenen VWF-
Speicher erschopft sind und bei Bedarf auf ein Substitutionspraparat umgestiegen werden
muss. Desmopressin kann intravents oder subkutan verabreicht werden. Die Dosierung
betragt dabei 0,2 bis 0,4 pg/kg KG. Die geringe Molmasse des Peptides ermdglicht aber
auch die intranasal (Octostim®) Gabe, jedoch muss die Dosis dann auf 3 bis 4 pg/kg KG
erhoht werden. Je nach Blutungsmanifestation ist die Desmopressingabe innerhalb von
12 Stunden zu wiederholen. Das Dosisintervall sollte immer nach klinischen Aspekten
ausgewahlt werden, da unerwinschte Wirkungen auftreten kdnnen. Dies sind unter
anderem ein Anstieg der Herzfrequenz, Kopfschmerzen, Flush und Blutdruckabfall. Einer

Hyponatriamie sollte mit entsprechender Flissigkeitsbilanzierung unter stetiger Kontrolle
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der Laborparameter entgegengewirkt werden. Vorsicht ist bei bestehenden
Gefalverschlusskrankheiten geboten. Kinder unter 3 Jahren sollten tGberhaupt nicht mit
Desmopressin behandelt werden, da die Gefahr zerebraler Krampfanfalle besteht. Da
jeder Patient unterschiedlich auf das Medikament reagiert (DDAVP-Versager) wird nach
der Erstmanifestation des VWS ein DDAVP-Provokationstest vorgenommen. Dabei wird
der VWF Spiegel vor und 30 min. nach der Infusion von Desmopressin (0,3 pg/kg KG
Uber 30 min. in 50 ml isotonischer Kochsalzlésung) im Blut gemessen. Vor allem bei VWS
Typ 1 ist diese Therapie gut einsetzbar. In begrenztem Mal3e trifft das auch auf den Typ
2A zu. Typ 3 zeigt aufgrund des voélligen VWF-Mangels keine positive Wirkung auf
Desmopressin. Bei Typ 2B und dem Pseudo-VWS ist die Verabreichung von
Desmopressin kontraindiziert, da es dadurch zum Thrombozytenabfall kommt.

Die Patienten, die nicht fir die Desmopressin-Therapie in Frage kommen, werden mit
Plasmaderivate bzw. FVIII- bzw. VWF Konzentrate behandelt. Wobei ihr Einsatz nach Typ
und Schweregrad erfolgt. Wegen seines hohen VWF Gehalts ist FFP zwar zur Therapie
geeignet, jedoch wegen des hohen Volumens in seiner Anwendung beschrankt. Uberdies
ist das Risiko von Infektionen hoher als bei den zum Teil doppelt- virusinaktivierten
Konzentraten. Daher werden heute fast Uberwiegend virusinaktivierte Konzentrate
eingesetzt. Dabei konnen intermediare FVIII-Konzentrate, die einen genigend hohen
VWF Gehalt - vor allem an hochmolekularen VWF — aufweisen, aber auch VWF
Konzentrate eingesetzt werden. Hochgereinigte und rekombinante FVIlI-Konzentrate sind
wegen des fehlenden VWFs ungeeignet.

Bei Blutungen werden die Konzentrate mit einer Dosierung von 30 bis 50 I.E. / kg KG Uber
12 bis 24 Stunden verabreicht. Vor allem nach Operationen muss eine genigend lange
Substitution erfolgen, um mdgliche Nachblutungen zu verhindern [42-46].

1.2.4 Bedeutung der VWF-spaltenden Protease (ADAMTS13)

Die VWEF-spaltende Protease wurde 2001 als 13tes Mitglied einer Familie von
Metalloproteasen zugeordnet. Ihre Bezeichnung ,a disintegrin and metalloprotease with
thrombospondin-type 1 repeats 13“ brachte ihr die Bezeichnung ADAMTS13 ein [47].

Die Protease wird hauptsachlich in der Leber produziert und in aktiver Form ins Plasma
ausgeschuttet [48]. Wie ADAMTS13 reguliert wird, ist momentan noch ungeklart. Wobei
das Substrat VWF bei der Regulierung eine Rolle spielen konnte [49]. Zudem wird
beschrieben, dass Interleukin 6, Thrombin, Plasmin und Leukozytenelastasen einen
Einfluss auf die Proteolyse haben kdnnen [50]. In vitro ist eine Hemmung von ADAMTS13

durch Chelatoren (EDTA) und freies Hamoglobin beobachtet worden.
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1.2.4.1 Funktion von ADAMTS13

ADAMTS13 ist, wie der VWF, aus mehreren Doménen aufgebaut (Abb. 5). Dabei erfolgt
der Abbau von VWF in vivo unter Scherstress an der Peptidbindung Y1605-M1606 in der
Domaéane A2. Die kleinsten VWF Fragmente, die noch mit SDS-PAGE und Immunoblotting
Methode detektierbar sind, haben eine Grof3e von 140 bis 176 kDa.

Die Wechselwirkung zwischen ADAMTS13 und seinem Substrat VWF ist sehr komplex.
Das katalytische Zentrum (HEIGHSFGLEHD) von ADAMTS13 befindet sich in der
Metalloprotease-Domane. Der Bereich nach der Domaéne ist ebenfalls fir die Umsetzung
des VWF von Bedeutung. Er interagiert mit dem VWF und erleichtert die Anlagerung des
katalytischen Zentrums. So zeigten Untersuchungen, dass die TSR 5- bis CUB-Domé&nen
eine hohe Affinitat zur D4- bis CK-Doméane des VWF aufweisen. Der Bereich zwischen
der DIS- und der Spacer-Doméane interagieren mit der A2-Domane des VWF unterhalb
der Spaltungsstelle.

Untersuchungen konnten zudem zeigen, dass die bei den thrombotischen
Mikroangiopathien auftretenden Antikorper ebenfalls im Bereich der TSR- und CUB-

Domanen binden und somit die Anlagerung des VWF verhindern kénnen (Abb. 4).

o Bindungs-
Aktivitat o
Struktur von ADAMTS13 %) Fahigkeit
0
far TTP IgG

e 00070000 00 |+
e 000:0000 R

wp Al | Dis @- 1,6 -
MP |A| | Dis @ 0,3 -

Abb. 4: Vergleich von unterschiedlich langen ADAMTS13 Sequenzen auf ihre Féhigkeit den VWF

umzusetzen und auf ihre Bindungsaffinitdt gegentber IgGs [25].
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In Gegenwart des VWF bewirkt Scherstress die Adhasion von Thrombozyten an
verletztes Endothel und die Aggregation der Thrombozyten. Zudem ist es erwiesen, dass
Scherstress eine Konformationsédnderung des VWF bewirkt, der diesen fir ADAMTS13
angreifbarer macht. Diese ist jedoch nicht ADAMTS13 spezifisch, auch die Spaltung
durch  Leukozyten ist gesteigert. Die  Aktivitat zur  Vermittlung  der
Thrombozytenaggregation wird aber gleichzeitig auch erhoht.

Der VWF bleibt direkt nach seiner Freisetzung erst einmal an der Endothelzelloberflache
und vermittelt die Anlagerung von Thrombozyten. Durch den Abbau von ADAMTS13 wird
dieser Vorgang unterbunden bzw. begrenzt. Unterbleibt der Abbau des VWF durch
ADAMTS13, kommt es zur vermehrten Interaktion von VWF und Thrombozyten. Es
entstehen VWF-haltige, thrombozytenreiche Mikrothromben. Durch den vermehrten
Thrombozytenverbrauch kommt es zu einer Thrombozytopenie und, aufgrund der
mikrovaskularen Thrombi, zu einer mechanischen Zerstérung der Erythrozyten und damit
zu einer hamolytischen Anamie. Diese klinischen Leitsymptome zeigen eine
Mikroangiopathie an. Die TTP wird durch einen schweren ADAMTS13-Mangel gegenuber
den anderen Mikroangiopathien differenziert.

ADAMTS13 ist zudem auch bei anderen Erkrankungen — hier jedoch zumeist moderat -
vermindert. Bei einer Hepatopathie kann sogar eine schwere ADAMTS13 Defizienz
auftreten. Daher ist zur Sicherung der Diagnose der TTP der Nachweise von UL VWF
Multimeren wichtig [25, 26, 51, 52].

1.2.4.2 Synthese und Struktur von ADAMTS13

Eine cDNA von 4,6 kB stellt die Sequenz fir die Protease ADAMTS13 dar. Diese besteht
aus 1427 Aminosauren und ist modulartig aufgebaut (Abb. 5). Die Protease besteht aus
einem Signalpeptid (SP), einem kurzen Propeptid (PP), einer Metalloprotease-Domane
(MP), der Disintegrin-Doméane (Dis), einer ,thrombospondin type 1 repeat“-Domane
(TSR1), einer cysteinreichen Doméane (Cys), einer Spacer-Doméne (S), sieben weiteren
TSR1 (2 bis 8) und zwei CUB-Domanen (C1r/Cls, epidermaler Wachstumsfaktor,

Knochenmorphogenetisches Protein).
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Abb.5: Schematisch Darstellung der Proteindoméanen der Metalloprotease ADAMTS13, die von 29
Exons des ADAMTS13- Gens codiert wird. SP: Signalpeptid, PP: Propeptid, MP:Metalloprotease-

Domane, A: aktive Zentrum, Dis: Disintegrin-Doméne, 1 bis 8: thrombospondin Typ 1-Domé&nen,
Cys: cysteinreiche Domaéane, S: Spacer-Domane, zwei CUB-Doménen, N: N-verbundene Glycane
[25, 51].

Das aktive Zentrum (HEIGHSFGLEHD) befindet sich in der Metalloprotease Doméane und
enthdlt als Kation Zink (und Calcium).

Das im Plasma befindliche ADAMTS13 kommt Uberwiegend aus den Sternzellen der
Leber [48]. Aber auch andere Zellen exprimieren ADAMTS13, wenn auch in geringeren
Mengen. So zum Beispiel renale Podocyten, tubulédre Zellen, vaskulare Endothelzellen
und Thrombozyten [53-55]. Die Konzentration von ADAMTS13 im Blut betragt 1 pg/mi
bzw. 5 nmol/l und ADAMTS13 hat eine Halbwertzeit von ein bis zwei Tagen [56]. Die
Ausschittung von ADAMTS13 wird wahrscheinlich durch inflammatorischen Cytokinen
ausgeldst.

Die mature ADAMTS13 Einheit besteht aus 1353 Aminosauren, hat jedoch statt dem zu
erwartenden Molekulargewicht von 145 kD ein Molekulargewicht von 190 kD. Dies spricht
fur eine hohe Glykosylierung.

Das Disaccharid Glucose [B1,3-fucose ist Uberwiegend an den TSR-Domanen des
humanen ADAMTS13, die zehn N-verknipften Glycane sind hingegen an der
Metalloptrotease-Doméane oder im Bereich der Spacer- und der CUB-Doméane gebunden.
Sowohl die N- als auch die O-Glycosylierung sind entscheidend fur die korrekte Faltung
und die Ausschiittung von ADAMTS13. Die Umwandlung der Oligomannose N-Glycane
im Golgi-Apparat in eine komplexere Form verdoppelt die Aktivitdit von ADAMTS13, die
Verringerung von N-verknipften Glycanen hat hingegen keinen Einfluss auf die Aktivitat.
Sie sind héchstwahrscheinlich nur fir die korrekte Faltung der Protease entscheidend und
nicht an der Interaktion von ADAMTS13 mit VWF beteiligt. Im Gegensatz dazu erhdhen
die N-Glycane des VWF die Empfindlichkeit gegentiber dem enzymatischen Abbau durch
ADAMTS13 [24-26, 51, 52].
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1.2.5 Die thrombotischen Mikroangiopathien

Die thrombotischen Mikroangiopathien (TMA) umfassen eine heterogene Gruppe von
Erkrankungen, die charakterisiert ist durch eine mikroangiopathische hamolytische
Anamie und eine Thrombozytopenie als Folge von Thrombozytenaggregation. Des
Weiteren konnen als Folge der Mikrothromben Ischdmien oder Nekrosen
unterschiedlichster Auspragung in den verschiedenen Geweben bzw. Organen auftreten,
die sich durch einen Laktatdehydrogenaseanstieg zeigen. Durch die okkludierte
Mikrozirkulation kommt es aufRerdem zur mechanischen Schéadigung der Erythrozyten,
ersichtlich durch Fragmentozyten im Blutausstrich. Klinisch kdénnen zudem Fieber,
neurologische Symptome und / oder eine verschlechterte Nierenfunktion beobachtet
werden.

Durch die Uberschneidung der Symptomatik ist die Differenzierung der TMA schwierig.
Anhand der Klinik wird eine Niereninsuffizienz meist einer HUS und neurologische
Zeichen eher einer TTP zugeschrieben, eine eindeutige Aussage ist jedoch nur in
Verbindung mit labordiagnostischen Parametern moglich. Dartber hinaus kann eine TMA
auch mit anderen Erkrankungen oder Medikamenten verbunden sein. Die verschiedenen
TMA und ihre Einteilung, erstellt nach Coppo et al. [57] auf Molekularbasis, ist in der
folgenden Tabelle 4 dargestellt. Als wichtiges Einteilungskriterium wird die ADAMTS13
Aktivitat gesehen [25, 26, 51, 52].
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Schwerer ADAMTS13 Mangel
1. Primare TTP

Hereditare TTP

Idiopathisch TTP

2. Sekundare TTP

HIV,

Krebs,

Schwangerschaft / Wochenbett
Normale / Subnormale ADAMTS13 Aktivitat
1. HUS

HUS mit Enterobakterium

Atypische HUS mit Komplementdysfunktion

Atypische HUS mit S. pneumoniae

Atypische HUS mit Vitamin B12 Metabolismusstorungen

2. TTP-Like Syndrom

3. andere TMA Syndrome

HIV

Bindegewebserkrankung

Assoziiert mit Krebs

Medikamenteninduziert Dosisabhangig: Cyclosporin, Chemotherapie
Hypersensitiv:  Quinine, Ticlopidine, Clopidogrel

»idiopathisch®

4. HELLP Syndrom

5. bdsartige arterielle Hypertonie, Antiphospholipid Syndrom, HIT, vendése

Verschlusskrankheit, Verbrauchskoagulopathie

Tab. 4: molekularbasierte Einteilung der thrombotischen Mikroangiopathien (nach Coppo et al.
[57)).

1.2.5.1 Die thrombotisch thrombozytopenische Purpura (TTP)

Die thrombotisch thrombozytopenische Purpura (TTP) stellt eine besonders schwere
Form der thrombotischen Mikroangiopathien, charakterisiert durch multiples
Organversagen, dar und endet unbehandelt in 90 % der Falle tddlich. Die TTP wird mit
einer Inzidenz von 3 bis 10 / mio als seltene Erkrankung eingestuft, ist aber nach heutigen

Erkenntnissen nur viel zu selten diagnostiziert.
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1.2.5.1.1 Geschichtlicher Hintergrund

Die TTP wurde erstmals im Jahre 1924 durch den Arzt Eli Moschcowitz anhand einer
16jahrigen Patientin beschrieben [2]. Diese verstarb binnen zwei Wochen nach dem
abrupten Auftreten von petechialen Blutungen, Blasse, Fieber, Lahmungen, Haematurie
und Koma. In der Autopsie zeigten sich zahlreiche mikrovaskulare Thromben, die
verstreut in den Kapillaren und Arteriolen vorzufinden waren und Uberwiegend aus
Thrombozyten bestanden. Moschcowitz ging davon aus, dass ein stark agglutinierendes
und hamolytisches ,Gift* Ausloser dieser Erkrankung ist. Nach ihrem Entdecker nannte
man die Erkrankung vorerst Morbus Moschcowitz, heute umbenannt in thrombotisch
thrombozytopenische Purpura. Amorosi und Ultmann [3] befragten 1966 TTP Patienten
und etablierten funf klinische / labordiagnostische Merkmale: mikroangiopathische
hamolytische Anamie mit Fragmentozyten, Thrombozytopenie, neurologische Symptome,
renale Dysfunktion und Fieber.

Moake et al. [58] beobachteten 1982 erstmals im Plasma von vier Patienten mit
chronisch-rezidivierenden TTP wéhrend der Remission supranormale VWF Multimere, die
denen direkt nach der Ausschittung aus den Weibel-Palade-Bodies sehr &hnelten. Er
hielt das Fehlen einer VWF-Depolymerase als ursachlich fir das andauernde Auftreten
von ultralarge VWF Multimeren.

1996 entdeckten Furlan et al. [21] und Tsai [59] gleichzeitig die VWF-spaltende Protease.
Die identifizierte Protease spaltet den VWF an der Tyr842-Met843 Peptidbindung der
maturen VWF-Untereinheit. Damit waren die in vivo gefundene VWF-Fragmente
erklarbar. 1997 veroffentlichte Furlan et al., dass bei chronisch-rezidivierenden TTP
Patienten ein Mangel dieser Protease vorliegt.

1998 konnte bei der Untersuchung eines Patienten mit sehr niedriger ADAMTS13 Aktivitét
ein 1gG Antikdrper gegen ADAMTS13 identifiziert werden, der zur Proteasedefizienz fuihrt
[60]. In zwei retrospektiven Studien mit grofen Kohorten von TTP- und HUS-Patienten
konnten bei den meisten Patienten mit akuter sporadischer TTP Autoantikérper gegen die
VWEF-spaltenden Protease nachgewiesen werden. In sechs Familien konnte das vollige
Fehlen der Protease ohne das Vorkommen von Autoantikérpern aufgezeigt werden und
23 HUS Patienten hatten eine normale ADAMTS13 Aktivitat [61].

Die VWF-spaltenden Protease wurde 2001 nach der Reinigung und Charakterisierung
ihrer N-terminalen Aminosaurensequenz als 13tes Mitglied einer Familie von
Metalloproteasen zugeordnet. Ihre Bezeichnung als ADAMTS13 stammt von ,a disintegrin
and metalloprotease with thrombospondin-type 1 repeats 13“ [47]. Der Genort von
ADAMTS13 ist auf Chromosom 9q34 lokalisiert worden [62] und die Expression von
rekombinantem ADAMTS13 ist mittlerweile moglich [63].
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1.2.5.1.2 Pathophysiologie

Nach der Erstbeschreibung durch Moschcowitz wurde nach der Ursache der TTP
geforscht. In der Autopsie wurden zuerst die charakteristischen hyalinen Thromben
gefunden und histologisch zeigte sich, dass diese von variabler Fibroblasten Infiltration
und Endotheluberlagerung begleitet werden. Die Mikrothromben kommen in den
Arteriolen und Kapillaren verschiedenster Organe, insbesondere im Hirn, Herz, Niere,
Pankreas, Milz und Nebenniere vor und sind reich an Thrombozyten und VWF [25, 64].
Zum Verstandnis der TTP muss man jedoch das Zusammenspiel zwischen VWF und
Thrombozyten verstehen.

Der VWF wird in Form ultralanger Multimere aus dem GeféafRendothel ins Blut abgegeben
und dort durch die Protease ADAMTS13 gespalten. Neben seiner Funktion als Trager des
Faktor VIII, fungiert er als Ligand. Als solcher vermittelt er rezeptorabhangig die Adhéasion
und Aggregation von Thrombozyten am verletzten Endothel und leitet somit die priméare
Hamostase ein (Abb. 6).
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Abb. 6: Pathogenese der primaren TTP begriindet durch einen genetisch oder Antikdrper
bedingten Mangel an ADAMTS13 (nach Sadler [65]).

Bei der TTP kommt es aufgrund des ADAMTS13 Mangels an Orten mit hohem

Scherstress in Anwesenheit von ultralange VWF Multimere zu einer netzartigen
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Verlegung der Endstrombahn. Es bilden sich hyaline Thromben aus Thrombozyten und
den genannten ultralangen VWF Multimeren (Abb. 6). Uberdies kommt es in den
betroffenen Bereichen zu Endothelschadigung, hamolytischer Andmie durch mechanische
Zerstbrung von Erythrozyten und zu einer Ischamie.

Diese pathophysiologischen Vorgéange fihren zu denen in der Klinik beobachteten
Symptomen der TTP [25, 26, 66].

1.2.5.1.3 Typisierung

Die TTP wird in zwei Hauptformen eingeteilt — die primare und die sekundare Form (Tab.
5). Die primare Form der TTP wird nochmals unterteilt in hereditar und idiopathisch [66].

Diese Einteilung ist jedoch aufgrund stetig neuer Erkenntnisse nicht als endgiltig zu

betrachten.

Priméare TTP Sekundéare TTP

Hereditar Kollagenosen, Vaskulitiden

Upsaw —Shulman-Syndrom Medikamento6s induziert
Schwangerschaft / Wochenbett

Idiopathisch HIV
Paraneoplastisch
Transplantationsassoziiert

Tab. 5: Ubersicht tiber die Einteilung der TTP (nach Hellmann, Hallek und Scharrer [66]).

Hereditare TTP

Die hereditare TTP ist auch unter der Bezeichnung Upshaw-Shulman-Syndrom bekannt

und durch einen angeborener Mangel bzw. das vdllige Fehlen von ADAMTS13
gekennzeichnet. Hervorgerufen wird sie durch eine Mutation innerhalb des ADAMTS13
Gens. Viele dieser Genmutationen sind mittlerweile identifiziert und konnen der TTP
zugeordnet werden. Dabei kommen sowohl doppelt als auch einfach heterozygote und in
seltenen Fallen auch homozygote Trager der Mutation vor. Die einfach heterozygoten
Tréger bilden jedoch nicht das Bild der TTP aus. Die Mutationen sind ohne erkennbare
Pradilektionsstelle Uber das gesamte ADAMTS13-Gen verstreut. Ein Zusammenhang
zwischen Mutation und klinischer Symptomatik und Phéanotyp kann nicht gemacht werden.
Die Mutation wird autosomal-rezessiv vererbt und in den ersten zwei Lebensjahrzehnten

diagnostiziert. Die Halfte der Patienten hat ihren ersten Erkrankungsschub zwischen
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Neonatalperiode und etwa dem funften Lebensjahr, die andere Halfte im jungen
Erwachsenenalter. Danach verlauft die Erkrankung meist chronisch-rezidivierend. Es gibt
aber auch Falle, in denen eine ADAMTS13-Defizienz nicht zur Ausbildung der TTP
Symptome bis ins Erwachsenenalter fiihrte.

Autoantikdrper sind bei dieser TTP Form nicht nachweisbar, sodass die Gabe von
rekombinantem ADAMTS13 mdglich ist. Eine 5 bis 10 % ADAMTS13 Aktivitat reicht
normalerweise aus um eine Klinisch manifeste Erkrankung zu verhindern. Was
letztendlich den akuten TTP Schub auslést, ist bisher nur ungenigend aufgeklart.

Bekannt ist, dass eine Schwangerschaft Ausloser sein kann [29, 57, 66-68].

Idiopathische TTP

Die idiopathisch TTP ist gekennzeichnet durch das Auftreten von Autoantikdrper aus der

Klasse der IgGs. Mittels Epitop-Mapping konnte festgestellt werden, dass die Antikdrper in
erster Linie an die cysteinreiche Region / Spacer-Doméane, aber auch an andere
Domanen von ADAMTS13 mit unterschiedlicher Auspragung binden (Abb. 4). Die IgGs
verursachen somit den Funktionsverlust des Enzyms, da diese Region auch
Bindungsstelle fir die A2-Doméne des VWF darstellt. Der Nachweis von Autoantikdrpern
erfolgt Uber einen ELISA.

Trotz andauernder klinischer Remission kdnnen ein persistierender oder rekurrenter
schwerer ADAMTS13 Mangel und Autoantikérper vorliegen. Daher werden weitere
Ausléser fur die Entstehung eines akuten TTP-Schubs vermutet [57, 66].

Sekundare TTP
Die sekundare TTP weist eine normale bzw. nur leicht erniedrigte ADAMTS13 Aktivitat

auf. Sie stellte auch eine autoimmunologische Erkrankung mit der Bildung von
Autoantikérpern gegen ADAMTS13 dar. Im Gegensatz zur idiopathischen primaren Form
ist der auslosende Faktor zur IgG-Antikorperbildung jedoch bekannt. Eine Reihe von
Erkrankungen oder Medikamenten werden als Ursache fir die sekundare TTP aufgefihrt.
Thienopyridine (Ticlopidin, Clopidogrel und Chinin), Chemotherapeutika (Mitomycin C,
Pentostatin, Gemcitabin) und Calcineurininhibitoren (Cyclosporin A und Tacrolimus) sind
im Zusammenhang mit der Induzierung von TTP beschrieben. Die Ausbildung einer
sekundaren TTP ist auch mit Kollagenosen und Vaskulitiden mdglich.

Schwangerschaft und Wochenbett stellen einen kritischen Zeitraum fir die Manifestation
einer TTP dar. Allein 7 % aller TTP Falle wurden wahrend der Schwangerschaft
diagnostiziert und Uberdies ist es als auslésender Faktor bei hereditarer TTP bekannt.
Des Weiteren sind HI Viren, maligne Erkrankungen und hé&matopoetische

Stammzelltransplantation in Verbindung mit TTP beschrieben [66].
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1.2.5.1.4 Symptomatik

Die Thrombozytopenie mit variierender Schwere und eine Coombs-negative hamolytische
Anamie sind die wegweisenden Parameter fur die TTP. Zudem sind ein stark erhdhter
Lactatdehydrogenase- (LDH) und indirekter Bilirubinspiegel sowie ein erniedrigter
Haptoglobinspiegel zu verzeichnen. Aufgrund der Endothelschadigungen und der Bildung
von Mikrothromben kommt es zur mechanischen Zerstérung von Erythrozyten, die sich in
Form einer erhdhten Anzahl von Fragmentozyten im Blutausstrich zeigen.

In der Klinik &u3ert sich die TTP durch typische petechiale Blutungen, ischamiebedingte
neurologische Ausfalle oder Defizite, Kopfschmerzen sowie Halluzinationen,
sensomotorische  Ausfdlle, Desorientierung und kardiale Beschwerden. Von
Organversagen sind vor allem Hirn und Herz betroffen. Haufig kommt zu den genannten
Symptomen noch Fieber dazu, verursacht durch eine Zytokinfreisetzung aufgrund der
Endothelschadigung und Mikrothrombosierung der kleinen Gefal3e [66].

1.2.5.1.5 Diagnostik

Die Diagnose der TTP wird nur durch die Messung der ADAMTS13 Aktivitét gesichert. Die
Unterscheidung zwischen einer hereditaren oder durch Autoantikérper bedingten TTP
erfolgt Uber den Nachweis der Antikbrper gegen ADAMTS13 mittels ELISA. AuRerdem ist
eine SDS-Gelelektrophorese zur Prifung auf UL VWF Multimere notwendig. Da diese
Laborparameter nicht zur Routinediagnostik gehtéren und auch nur in speziellen
Laboratorien durchgefiihrt werden, wird die Diagnose haufig Gber eine Kombination aus
klinischem Erscheinungsbild und Routinelaborparametern gestellt (Tab. 6).

Mittels Haptoglobin, LDH, Bilirubin und freiem Hamoglobin kann eine Hamolyse, wie sie
bei der TTP auftritt, nachgewiesen werden. Die Fragmentozyten im Blutausstrich weisen
auf Mikrothromben hin. AufRerdem sind Petechien an Haut und Schleimh&uten zu
erkennen und ein niedriger Thrombozytenwert labordiagnostisch nachweisbar.

Die klinischen Symptome sind nicht immer eindeutig und kénnen zudem stark variieren.
Sie konnen von unspezifischen Symptomen wie Kopfschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen
Uber starke abdominelle Schmerzen, Fieber und Nierenfunktionsstdrungen bis hin zu
mittelschweren bis schweren neurologischen Symptomen reichen. Die neurologischen
Symptome sind in ihrem Erscheinungsbild ebenfalls sehr unterschiedlich und kénnen
Formen von Agitiertheit, fokale Ausfallerscheinungen bis hin zu komatdsen
Bewusstseinsstorungen und epileptischen Anfallen annehmen.

Bei einer idiopathischen TTP wird im Akutfall jedoch vor der Diagnosesicherung sofort die

Therapie eingeleitet. Vor Beginn der Therapie erfolgt eine Blutentnahme, um im
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Nachhinein die Diagnose endgultig zu sichern. Nur bei hereditaren TTP Patienten, die
klinisch stabil sind, kann das Ergebnis abgewartet werden, da hier eine
Plasmasubstitution ausreicht [6, 39, 65, 67, 69].

Laborparameter Symptome
Anamie Petechiale Blutungen
Fragmentozyten >15 pro Mill. Vigilanzstérungen
Freies Hamoglobin erhdht Fokale neurologische Defizite
Haptoglobin erniedrigt Ubelkeit, Erbrechen, Diarrho
LDH erhoht Kopfschmerzen
Indirektes Bilirubin erhéht Vigilanz
Thrombozytopenie Abdominelle Schmerzen
Proteinurie / Hamaturie Fieber
Kreatinin erhéht

Tab. 6: Labordiagnostische Befunde und klinische Symptome bei der TTP (nach Hellmann et al.
[66]).

1.2.5.1.6 Therapeutische Strategien

Es gibt zwar Leitlinien zur Therapie, jedoch nur wenige prospektive, kontrollierte Studien,
sodass die Therapieschemata meist auf Beobachtungsstudien beruhen. Heutzutage wird
als Standardtherapie ein sofortiger Plasmaaustausch mittels Plasmapherese und FFP
vorgenommen. Bis zur Anwendung der Plasmatherapie verlief die akute TTP jedoch in
den meist Fallen todlich. Das Verfahren der Plasmapherese ist der friher ebenfalls
durchgefuhrten Plasmainfusion tberlegen. In einer prospektiven, randomisierten Studie
mit TTP Patienten, durchgefihrt 1991 von der Canadian Apheresis Study Group [6],
wurden der Plasmaaustausch und die Plasmainfusion gegenubergestellt. Dabei konnte
eine hohere Uberlebensrate in dem Patientenkollektiv mit Plasmaaustausch beobachtet
werden (78 % gegeniber 63 %). Dieses Ergebnis wurde durch eine weitere Studie von
Henon et al. [70] bestatigt. Wenn eine Plasmapherese jedoch nicht sofort durchgefihrt
werden kann, wird mit der Transfusion von 15 bis 30 ml/kg KG Plasma pro Tag begonnen.
Aufgrund der hohen Mortalitdt bei der raschen Verschlechterung gilt die akute TTP bis
heute als hamatologischer Notfall und bedarf einer sofortigen Therapie.

Ein Plasmaaustausch von 1 bis 1,5 Volumenbereichen pro Tag bis zwei Tage nach

Normalisierung der Werte (LDH und Thrombozytenzahl) ist indiziert [69]. Dabei wird eine
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hohe Dosis ADAMTS13 zugefiihrt bei gleichzeitiger Entfernung von UL VWF Multimeren
und eventuell vorhandener Antikorper.

Bei ungenugendem Ansprechen auf die Plasmapherese (10 bis 20 % der Patienten) sollte
diese auf 2x pro Tag erweitert und durch eine zusatzlich immunsuppressive Therapie
erganzt werden.

Die Wirksamkeit fir Kortikosteroide, Vincristin, Cyclosporin A, Cyclophosphamid ist nicht
belegt, daflr aber fur Rituximab. Rituximab ist ein chimarer monoklonaler CD20-
Antikérper, der selektiv gegen B-Zellen gerichtet ist und bei anderen
Autoimmunerkrankungen gute Ergebnisse geliefert hat. Er wird bei refraktarer oder
rezidivierender TTP mit nachweisbaren Antikdrpern gegeben. Vorteile dieser Therapie
sind ein gutes Sicherheitsprofil, ein geringer Plasmabedarf und die Vermeidung einer
Immunsuppression. Eine wéchentliche Gabe von 375 mg/m? Rituximab (ber einen
Zeitraum von 4 Wochen zeigt gute Ergebnisse. In Einzelfallen konnte sogar ein
Ansprechen von therapierefraktaren Patienten gezeigt werden. In jungster Zeit wird
darliber diskutiert, ob die haufigere Verabreichung von Rituximab effektiver ist und ob
nicht auch die alleinige Applikation ohne Plasmapherese ausreicht. Um dartber eine
Aussage zu treffen, sollten die momentan laufenden klinischen Studien abgewartet
werden.

Erythrozytenkonzentrate sind nur bei schwerer Andmie indiziert und bei neurologischen
Komplikationen wird eine Krampfprophylaxe eingesetzt. Sehr schwere Verlaufe werden
Uber drei Tage mit 1 mg Vincristin behandelt.

Friher wurde oftmals eine Splenektomie durchgefiihrt, die auch bei einigen Fallen zur
Remission fuhrte [71]. Dies wird jedoch heutzutage kritisch gesehen und sollte als
Therapieoption refraktaren oder rezidivierenden Patienten vorbehalten bleiben [39, 66, 67,
69, 72].

Ziel der TTP Therapie ist es die ULVWFM und die Antikorper zu beseitigen und

ausreichende Mengen an ADAMTS13 zuzufihren.

1.2.5.1.7 Prognose

Mit der Einfuhrung der Plasmapherese bei TTP Patienten konnte die Mortalitat von 90 %
auf heute 10 bis 20 % gesenkt werden [6].

Die Ruickfallrate nach Plasmapherese betragt 20 % bis 40 %, anderer Quellen [52]
zufolge treten sogar bis zu >60 % Rezidive innerhalb eines Jahres nach dem ersten TTP
Schub auf. Aber auch noch Jahre spater ist ein Rickfall méglich. 20 % der Patienten sind
therapierefraktar. Beobachtungen zeigen, dass Patienten mit einer ADAMTS13 Aktivitat

<10 %, haufiger Rezidive erleiden daflr aber eine schnellere Therapieansprechrate auf
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Plasmapherese und eine geringere Mortalitdt aufweisen. Die erhohte Mortalitat der
Patienten mit mittelschwerem ADAMTS13 Defizit gegeniiber denen mit schwerem
ADAMTS13 Mangel kann auch in einer erhéhten Anzahl an TTP Erkrankungen durch
sekundéare Ursachen begriindet sein. Ein hoher Antikorpertiter erhdht das Rezidivrisiko
und Patienten mit eine Kombination aus einem Antikorpertiter >2 BE und einer
ADAMTS13 Aktivitat <10 % haben eine verkirzte Uberlebenszeit. Die ADAMTS13
Aktivitat und der Antikorpertiter haben also durchaus eine prognostische Relevanz [66,
67, 73, 74].

1.2.5.2 TTP-Like Syndrom

Das TTP-Like Syndrom wird haufig mit der sekundaren TTP verwechselt. Es
unterscheidet sich jedoch deutlich von dieser durch einen subnormalen bis normalen
ADAMTS13-Spiegel und den fehlenden Nachweis von Antikdrpern gegen ADAMTS13.

Von der Symptomatik gleicht es der TTP und wird auch mittels Plasmapherese behandelt.
Der auslosende Faktor ist noch nicht bekannt. Man vermutet allerdings einen Defekt
innerhalb der Thrombozyten-VWF Kette. Im Gegensatz zur TTP ist hier nicht ADAMTS13

sondern wahrscheinlich ein anderes Enzym betroffen.

1.2.6 Gerinnungsfaktorkonzentrate

Seit 1970 sind fur die Therapie und Prophylaxe des VWS (Gerinnungs-)faktorkonzentrate
verfigbar. Seitdem werden immer mehr Faktorkonzentrate entwickelt und der
Reinheitsgrad und die damit verbundene Faktorkonzentration sowie die Sicherheit stetig
verbessert. Auf dem Markt befinden sich momentan humane Faktorkonzentrate (plasma
derived, pd) als auch die gentechnisch erzeugten (rekombinant, r) FVIII- und FIX-
Konzentrate.

Die Qualitéat der Faktorkonzentrate wird bestimmt durch das Ausgangsmaterial, dem
Isolierungs- bzw. Herstellungsverfahren, der Gerinnungsaktivitdt, dem Reinheitsgrad des
Konzentrates, dem Virusinaktivierungsverfahrens, der Immunogenitdt und der Art der
Stabilisatoren [75].

Die aus humanem Plasma gewonnenen Gerinnungskonzentrate enthalten, abh&ngig vom
jeweiligen Produkt, weitere Proteine unterschiedlicher Konzentration.

So sind vor allem das als Stabilisator zugefugte Albumin bzw. in neueren Produkten

Zuckermolekile vorhanden. Daneben kénnen aber auch geringe Mengen an Fibrinogen,
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Fibronektin, 19G- und IgA- Immunglobuline auftreten und in manchen Pr&aparaten sind
auch Antithrombin und Heparin nachweisbar [75].

Nach dem Ziel, welches mit der gewiinschten Behandlung verfolgt wird, entscheidet sich
die Indikation und die Dosierung des Gerinnungskonzentrats. Ziel kann zum Beispiel die
Behandlung, aber auch die Verhitung einer Blutung sein. Des Weiteren spielen Faktoren
wie das Lebensalter, der Schweregrad, Antikérperbildung, Haufigkeit und Ort der Blutung
und vieles mehr eine Rolle [75].

Doch auch der 6konomische Aspekt bei stark ansteigenden Behandlungskosten muss
bertcksichtigt werden. So wird immer ofter die Effektivitat den Kosten gegeniber gestellt.
Vor allem bei den Gerinnungsstérungen wird auf den Verbrauch der Faktorkonzentrate
geachtet, da sie im Vergleich zu anderen Krankheiten fast 93 % der Gesamtkosten
ausmachen [10, 76, 77].

Der Einsatz von Gerinnungskonzentraten zur Substitution bedarf daher nicht nur
differenzierte Kenntnisse Uber Herstellung, Pharmakologie und der Indikation des
Praparates, sondern erfordert auch eine Therapie nach Maf3 [78].

Die Substitution von Faktorkonzentraten wird zur Behandlung oder Verhiitung von
Blutungen oder thromboembolischen Ereignissen bei Patienten mit hereditarem oder
erworbenem Mangel an Gerinnungsfaktoren oder Inhibitoren eingesetzt.

Neben den humanen und den rekombinanten Faktorkonzentraten steht auch
Frischplasma (Fresh Frozen Plasma, FFP) zur Substitution zur Verfigung. Es kommt vor
allem dann zum Einsatz, wenn noch kein geeignetes Faktorkonzentrat existiert oder ein
kombinierter Mangelzustand vorliegt. So genanntes PPSB-Konzentrat enthalt die
Faktoren des Prothrombinkomplexes (ll, VII, IX und X als auch Protein C, S, und Z) und
wird vorwiegend bei Patienten mit Antikdrpern gegen FVIII gegeben [10, 75, 79].

Indiziert ist eine Substitution nach den Leitlinien der Bundesarztekammer [75] bei
spontanen oder traumatischen Blutungen jeglicher Lokalisation, sofern sie ein minimales
Ausmal} Uberschreiten. Zur Blutungsvorbeugung vor allem bei Kindern und Jugendlichen
mit schwerer Hamophilie kann eine Dauerbehandlung in arztlich Gberwachter
Heimselbstbehandlung erfolgen. Diese hat zum Ziel hamophile Arthropathien
weitestgehend zu verhindern. Auch bei operativen Eingriffen und bei korperlicher und
psychischer Belastung erfolgt eine blutungsvorbeugende Behandlung [77].

Die Aktivitat der Gerinnungsfaktoren eines Gerinnungspraparates wird in Internationalen
Einheiten (I.E.) angegeben. Definitionsgemal ist eine Einheit eines Gerinnungsfaktors
diejenige Aktivitat, die in 1 ml Frischplasma, gepoolt aus mehreren gesunden Probanden,
enthalten ist. Damit entspricht eine Einheit der MessgréRe 100 % [75]. Die Angabe gilt
dabei sowohl fur Produkte die aus humanem Plasma gewonnen wurden als auch fir

rekombinant erzeugte. Nach der intravendsen Substitution von einer L.E. / kg KG kommt
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es zum Anstieg des entsprechenden Faktors im Plasma um 1,5 % bis 2 %. Dabei ist
jedoch zu beachten, dass bei schwerer Hamophilie der Anstieg nach der Erstinfusion
auch nur um 1 % sein kann, da erst ein mal das Equilibrium zwischen Blut und extravasal
Raum hergestellt werden muss [75].

Gerinnungspréparate werden hauptséchlich per Bolus oder als Kurzinfusion verabreicht.
Um einen gleichméafigen Plasmaspiegel zu erreichen, kann in klinischen Situationen auch
eine kontinuierliche Infusion gegeben werden. Somit kann eine Reduktion der
Gesamtdosis bei gleicher Wirksamkeit erzielt werden. Als Initialdosis werden 3 bis 4 L.E. /
kg KG infundiert und die Erhaltungsdosis je nach gewiinschtem Plasmaspiegel mit 1,5 bis
3 LLE. / kg KG angepasst. Problematisch bei kontinuierlichen Infusionen ist jedoch die
Bildung von Antikérpern [10].

Prinzipiell sind die oben aufgeflihrten Werte Empfehlungen, die jedoch immer individuell
an die Situation und den Patienten angepasst werden miisse. Einzeldosis, zeitlicher
Abstand und die Dauer der Therapie hangen von vielen Parametern ab. So bendtigen
Kinder im Normalfall hdhere Dosen pro kg KG. Das Ausmafd der Wundflache und die
Kompressionsmaoglichkeit sowie der Fortschritt des Wundheilungsprozesses spielen eine
Rolle. Uberdies sind die patientenabhangigen Faktoren wie Antikorper, individuelles
Ansprechen auf die Gerinnungsfaktorgabe, die Halbwertszeit und die klinische Situation
des Patienten zu berucksichtigen [10, 75, 78].

1.2.6.1 Herstellung der Gerinnungsfaktorkonzentrate

Der extrazellulare Bereich des Blutes bildet eine klare, gelbe FlUssigkeit, das Plasma.
Neben dem Hauptbestandteil Wasser enthalt es Elektrolyte, Proteine und
niedermolekulare organische Substanzen. Die Proteine sind dabei mit 82 g/l die
mengenmalig grofite Fraktion, die im Plasma gel6st vorliegt. Die Uberwiegend in der
Leber synthetisierten Proteine werden mittels der klassischen Serum-(Plasma-)
Elektrophorese in die Albuminfraktion sowie in die a;-, a,-, B- und y-Globuline und die
Fibrinogenfraktion eingeteilt [13]. Mittels einer zweidimensionalen Elektrophorese kann
eine weitere Auftrennung der Proteinfraktionen in einzelne Proteine erfolgen. Schaut man
sich eine solche Elektrophorese nach der Silberfarbung an, erkennt man anhand der
Vielzahl von Banden, dass die Proteinfraktionen aus vielen verschieden Proteinen
bestehen. Momentan sind ca. 130 Plasmaproteine bekannt [10, 80]. Diese erfillen die
Funktionen eines unspezifischen Tragers, Vehikels, Puffers, Erzeugers des osmotischen
Drucks, und dienen dartber hinaus der Abwehr, zur Nahrung als auch zur Blutgerinnung
[13].
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Um die Plasmaproteine zu gewinnen, nutzt man das Verfahren der Plasmafraktionierung
(Abb. 7). Die Plasmafraktionierung stellt ein Verfahren zur Trennung, Isolierung und
Darstellung der Plasmaproteine zur therapeutischen Nutzung dar. Die Grundlagen fir
dieses Verfahren wurden um 1945 durch den Amerikaner Edwin J. Cohn [81] gelegt.
Dieser nutzt die Tatsache, dass bei Anderung des pH-Wertes und des Salzgehaltes die
Plasmaproteine in der Kalte und unter Zusatz von Ethanol ausfallen. Somit wurden
erstmals die einzelnen Fraktionen getrennt. Nach diesem Prinzip funktioniert auch die
heutige Gewinnung von Plasmaproteinkonzentraten, wenn auch deutlich verbessert und
weiterentwickelt.

Ausgangsprodukt fur die Fraktionierung ist Plasma, welches entweder als Nebenprodukt
bei Erythrozyten- und anderen Blutzellkonzentraten entsteht (Recovered Plasma) oder

durch die Plasmapherese (Source Plasma) gewonnen wird.

Fresh Frozen Plasma
Auftauen 2°C

Zentrifugation FVill
Kryoprazipitat Fibrinogen . Feinfraktionierung:
Fibrinkleber-Protein Chromatographie

Kryoarmes Plasma

lonenaustauscher Adsorption

Prothrombinkomplex
- - >“e”§“5ttaus<=hef- Faktoren (II, VII, IX, X)
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Abb. 7: vereinfachte Darstellung der Gewinnung von Plasmakonzentraten nach Cohn [81].
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Fresh Frozen Plasma gewonnen von mehreren Spendern wird im leicht angetauten bzw.
noch gefrorenen Zustand in einem temperierbaren Behalter vereinigt. Bei dem folgenden
langsamen Auftauprozess I6sen sich nicht sofort alle im Plasma befindlichen Proteine. Es
entsteht ein triber Niederschlag aus schlecht l6slichen Proteinen, der sich Kryoprazipitat
nennt und durch Abzentrifugation des Plasmas gewonnen werden kann. Die Qualitéat des
Kryoprazipitat héngt im Wesentlichen von der Auftaugeschwindigkeit und dem
Temperaturverlauf ab. Durch  weitere  Fallungen und chromatographische
Reinigungsschritte werden die im Kryoprazipitat enthaltenen Proteine, Faktor VIII, von
Willebrand-Faktor und Fibrinogen getrennt. Dabei hangt es von der Art des
Reinigungsschrittes ab, ob man ein FVIII-VWF-Konzentrat, ein reines FVIII- bzw. ein
VWF-Konzentrat  erhélt. AnschlieBend werden die Proteine mittels einer
Ultrazentrifugation konzentriert.

Das abgesonderte, kryoarme, jedoch immer noch proteinreiche Plasma wird danach
weiteren Aufreinigungsschritten unterzogen. Durch zwei weiter Adsorptionen (DEAE®-
Adsorption und QAE®-Adsorption) werden die Faktoren des Prothrombinkomplexes und
der Cl-Inaktivator abgetrennt. Nach diesem Isolierungsschritt werden die tbrigen, noch
vorhandenen Proteine mit der Fraktionierung nach Cohn gewonnen. Hierbei wird die
Temperatur des Plasmas bei stetig steigender Ethanolzufuhr unter 0 °C abgesenkt. Das
bei bestimmten Ethanolkonzentration ausfallende, proteinspezifische Préazipitat wird vor

erneuter Erhéhung der Ethanolkonzentration mittels Zentrifugation abgetrennt.

Ethanolkonzentration in % Ausfallendes Protein
8 FXI

20-25 Immunglobuline

40 - 42 Albumin

Das Prazipitat wird anschlieRend in einem Puffer aufgelést und durch Fallung und
chromatographische Verfahren aufgereinigt.

Die Herstellung von Gerinnungsfaktorkonzentraten beinhaltet Uberdies die Verringerung
und vollstandige Inaktivierung von Pathogenen in ein oder mehreren Schritten.
AbschlieRend werden die Proteinlésungen abgefillt und gefriergetrocknet. Vor der
Verabreichung missen die Plasmakonzentrate nur noch mit einem entsprechenden
Losungsmittel rekonstituiert werden und kdnnen dann als Injectabilia angewandt werden.
Heutzutage liegt das Infektionsrisiko von Plasmaprodukten anndhernd bei Null. Um diese
Sicherheit der Plasmapraparate zu gewahrleisten ist eine Reihe von MalRhahmen nétig.

1. Plasmaherkunft (die Plasmaspender werden nach strengen Kriterien ausgesucht und

kontinuierlich arztlich Gberpruift.)
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2. Spenderauswahl (sowohl der Spender als auch seine Spende werden in regelmé&iligen
Abstanden serologisch getestet)

3. Uberpriifung der Einzelspenden auf Infektionsmarker

4. Quarantane und ,Look-Back-Verfahren® (innerhalb von 2 bis 3 Monaten muss der
Spender nochmals erscheinen und wird auf Infektionen untersucht. Zudem ist das Produkt
auch nach der Auslieferung weiter verfolgbar und kann auch zuriickgerufen werden.)

5. Nukleinsaure-Amplifizierungs-Technik zum Virusnachweis (bei diesem Verfahren wird
das Virus aus dem Plasma extrahiert und die gereinigte Virusnukleinsaure zusammen mit
Polymerase und virusspezifischem Primer der PCR zugefihrt. Dadurch wird eventuell
vorhandene Virusnukleinsaure amplifiziert und kann anschlieende mit Gelelektrophorese
und Fluoreszenzdetektion sichtbar gemacht werden)

6. Validierte Virusentfernungs- und Virusinaktivierungsschritte

Dieser Punkt stellt den Hauptteil zur Sicherheit von Plasmaprodukten dar. Die
verschiedenen Techniken, die daflr Einsatz finden sind in der folgenden Tabelle 7
aufgefiihrt. Dabei ist immer zu beriicksichtigen, dass die Verfahren unterschiedliche
Kapazitaten zur Inaktivierung oder Abreicherung von Viren besitzen. Mittels der
europaischen CPMP-Guidlines der Arzneimittelzulassungsbehérden werden die Blut- und
Plasmaprodukte tberprift und ihre Qualitat gesichert [10, 82].

Physikalische Methoden Hitzebehandlung (trocken / feucht / Dampf
|/ Pasteurisierung)

lonisierende Strahlung

Licht (UV)

Entfernung infektiéser Partikel Sterilfiltration

Chromatographie
Verteilung bei der Proteintrennung
Ultrafiltration

Nanofiltration

Biochemische und chemische Methoden Immunprézipitation
Solvens / Detergens

Nukleinsauredenaturierende Verfahren

Kombinierte physiko-chemische Methoden | B-Propiolakton / UV
Spezielle Substanzen (z.B. Flavonoide /
Rutin) / Licht

Tab. 7: MaRnahmen zur Entfernung und Inaktivierung von Pathogen. Vor allem die Viren HI,
Hepatitis A, Hepatitis B und Hepatitis C stehen dabei im Vordergrund.
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1.2.6.2 Herstellung der Plasmapréaparate

Um Zwischenfalle bei der Transfusion zu vermeiden wurden folgende Gesetze und

Richtlinien erlassen und somit ein zwingendes Prufverfahren [83] aufgestellt:

1) das Gesetz zur Regelung des Transfusionswesens (Transfusionsgesetz),

2) Richtlinien der Bundesarztekammer und des Paul-Ehrlich Instituts (PEI) zur
Gewinnung von Blutprodukten fir die Hamotherapie und fir die Herstellung von
Plasma fir besondere Zwecke (Hyperimmuntherapie). Ebenso flieBen die
Stufenplane und Bekanntmachungen des PEI zur Abwehr von Arzneimittelrisiken

mit ein.

3) Empfehlungen des Europarates zur Herstellung, Anwendung und

Qualitatssicherung von Blutkomponenten
4) Voten des Arbeitskreises Blut

Mit den Prifverfahren sollen die transfusionsbedingten Infektionsiibertragungen
vermindert werden. Dazu muss in erster Linie der Spender umfangreich anamnestiziert
(Risiko einer Infektionskrankheit beim Spender selbst oder in seiner Umgebung,
Zuverlassigkeit des Spenders) und kérperlich untersucht (Hinweise auf Zugehdérigkeit zu
Risikogruppen/ Drogenmissbrauch) werden [83]. Eine Reihe von Laboruntersuchungen
zum Ausschluss transfusionsmedizinisch relevanter Infektionskrankheiten (new variant
Creutzfeld-Jakob disease, HIV, Hepatits-B und —C Virus, Parovirus B19, West Nile Virus,
Severe acute respiratory syndrom virus, bakterielle Erkrankungen, Syphilis, Malaria und
andere Parasitosen) kénnen durchgefuhrt werden. Auf jeden Fall missen jedoch Syphilis,
HCV und HIV ausgeschlossen werden [84].

Gesunde Spender zwischen 18 und 68 Jahren (Erstspende bis 60 Jahre) kénnen bei
einem Hamoglobinwert 2125 g/l (Frauen) bzw. 2135 g/l (M&nner) 450 bis 500 ml Vollblut

spenden oder sich einer apparativen Plasmapherese unterziehen.

1.2.6.2.1 Herstellung des Einzelspenderplasmas

Einzelspenderplasma wird sowohl fir die Herstellung von FFP zu Transfusionszwecken,
als auch fur die Weiterverarbeitung zu solvent / detergent behandeltem Plasma (s / d
Plasma oder Octaplas®) und anderen Plasmasubstitutionspraparaten verwendet.

450 bis 500 ml Vollblut wird in einem geschlossenen Beutelsystem mit 63 bis 70 ml Citrat-

Phosphat-Dextrose (CPD) gemischt und anschlieRend mit einem Leukozytenfilter
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depletiert. Das Beutelsystem wird mehrfach zentrifugiert und in Erythrozytenkonzentrat,
Plasma und Buffy Coat mit Thrombozyten aufgetrennt. Durch maschinelle Auftrennung
erhalt man somit 200 bis 300 ml Plasma, das innerhalb von 3 bis 24 Stunden nach der
Spende bei <-30 °C tiefgefroren werden muss [83].

Bei der apparativen Plasmapherese wird das Vollblut des Spenders ebenfalls mittels
Citrat antikoaguliert. Durch Separation oder Filtration wird das Vollblut extrakorporal in
Plasma und Blutzellsuspension geteilt. Die Blutzellen werden in physiologischer
Kochsalzlésung suspendiert und dem Spender wieder zurtickgefuhrt. Das Plasma wird
hingegen in einem Plastikbehaltnis gesammelt. Ca. 850 ml Plasma kann durch dieses

Verfahren gewonnen werden. AnschlieBend wird das Plasma bei <-30 °C tiefgefroren [83].

1.2.6.2.2 Herstellung von Fresh Frozen Plasma

Das aus Einzelspenderplasma gewonnene transfusionsfahige Fresh Frozen Plasma
(FFP) wird nach einer viermonatigen Quarantéane freigegeben, sofern der Spender nach
Ablauf der Quarantane weiterhin seronegativ fir anti-HIV1+2, HBsAg, anti-HCV und PCR
negativ fur HIV-RNA und HCV-RNA ist [85]. Trotz Quarantanelagerung und wiederholter
Testung des Spenders bleibt ein nicht zu unterschatzendes Restrisiko fur eine Infektion.
Vor allem die Ansteckung mit HIV, HCV sowie HBV ist gegeben, wenn deren
Viruskonzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze des Testverfahrens liegen. HAV und
Parovirus B19 kénnen ebenfalls Ubertragen werden da FFPs nicht auf diese Viren
getestet werden miissen [86]. Die fertigen FFP-Beutel enthalten ca. 250 ml Plasma.

1.2.6.2.3 Herstellung von solvent / detergent behandeltem Plasma (Octaplas®)

Ausgangspunkt fur die technische Weiterverarbeitung zu solvent / detergent
behandeltem Plasma stellt ein Plasmapool von etwa 380 kg Plasma. Dieser Pool wird
aus Plasmaspenden, je nach Volumen der Einzelspenderplasmen, von 500 bis 1600
Spendern, gebildet [87]. Jedes Einzelspenderplasma wird bei diesem Verfahren vor der
Weiterverarbeitung auf HAV-RNA, HBsAg, anti-HBc, ant-HBs, HBV-DNA, anti-HCV,
HCV-RNA, anti-HIV1 und 2, HIV-RNA und Parovirus B19-DANN gepriuft. Das
Einzelspenderplasma muss nach der Spende innerhalb von vier bis acht Stunden auf

eine Kerntemperatur von <-30 °C gebracht werden [88].
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Schnelles Auftauen und Poolen der
Einzelspenderplasmen (380kg)

1um Filtration

s/d Verfahren mit TNBP und Triton X-100
Bei 30°C + 1°C, 1-1,5 Stunden

Olextraktion (entfernt TNBP) und
Festphasenchromatographie (entfernt Triton X-100)

1um und 0,45um Filtration

Sterilfiltration

Aseptische Abflllung in 200ml Beutel und
Schockgefrierung

Interne und externe Qualitatssicherung und Freigabe der
Chargen durch PEI

Ociaplas®

Abb. 8: Herstellung von solvent / detergent behandeltem Plasma (Octaplas®) [7].

Durch zigiges Auftauen der Einzelspenderplasmen wird eine Kryoprazipitation
weitestgehend vermieden. Die aufgetauten Plasmen werden nun miteinander vermischt.
Somit werden interindividuelle Schwankung an Gerinnungsfaktoren und Inhibitoren
ausglichen und seltene Antikorper, wie zum Beispiel transfusion-related acute lung injury
(TRALI) auslésende Antikorper, unter die Nachweisgrenze verdinnt [88]. Des Weiteren
findet eine Immunneutralisation statt, wobei im Pool befindliche Antikbrper (z.B. Anti-
Parovirus-B19-Antikdrper oder Anti-HAV-Antikbrper) andere potentiell im Poolplasma
enthaltene Viren gebunden und neutralisiert werden (Einzelspenderplasmen mit hohen
Parovirus B-19 Konzentrationen werden vorher ausgesondert). Die Behorden erkennen
diesen Prozess der Viruseliminierung bei Poolplasma und Immunglobulinen an [89].

In einem nachfolgenden Verarbeitungsschritt wird der Pool mit einem Filter der

PorengroRe 1 pm filtriert um Zellen und Zellriickstande vollstdndig zu entfernen.
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Anschlieend folgt die solvent / detergent Behandlung mit 1 % Tri(n-butyl)phosphat
(TNBT) als organisches Losungsmittel und dem 1%igem Detergent Triton X-100. Die
Behandlung wird bei 30 °C £ 1 °C durchgefiihrt und ist nach etwa 1 bis 1,5 Stunden
abgeschlossen. TNBT und Triton X-100 zerstdren zuverlassig lipidumhdllte Viren wie
HBV, HCV, HIV 1+2, HTLV-I/Il CMV. Nach Abschluss des s / d Verfahrens werden die
Reagenzien mit Hilfe von Kastordlextraktion und Festphasenchromatographie aus dem
Plasmapool entfernt. Es folgen weitere Filtrationsschritte mit Filtern von 1 um und 0,45 um
PorengroRe. Diese Schritte reduzieren zusatzlich moglicherweise vorhandene behiillte
und unbehdillte Viren im Plasma [83, 87].

AbschlieRend wird der Pool einer Sterilfiltration (0,45 um und 0,2 um) unterzogen, in 200
ml Beutel verpackt und bei -60 °C schockgefroren. Es folgen interne Chargen- und

Qualitatskontrollen und eine externe Chargenfreigabe durch das Paul-Ehrlich-Institut [89].
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2 Material und Methoden

2.1 Untersuchungssubstanzen

2.1.1 Normalkollektiv

Zur Erstellung des Normalpools erfolgte eine Blutabnahme bei 15 ménnlichen und 15
weiblichen gesunden Probanden im Alter zwischen 20 bis 60 Jahren. Mit Hilfe von Nadeln
des Butterfly-Typs (GroRe 0,8 mm) wurden 10 ml Citratblut durch Venenpunktion
abgenommen. Nach 10minitiger Zentrifugation bei 4000 rpm wurde das Plasma im
Uberstand ab pippetiert, gepoolt und anschlieBend in 500 ul Portionen bei -20 °C
eingefroren.

Das Normalkollektiv (Poolplasma) findet Anwendung als Positivkontrolle und interner
Standard. Daruber hinaus wird zur Erstellung einer Kalibrationsreine sowohl
unbehandeltes als auch deaktiviertes Poolplasma (d-Pool) bendtigt. Die Deaktivierung
erfolgt durch eine 30minitige Hitzeinaktivierung im Wasserbad bei 60 °C.

2.1.2 Patientenkollektiv

Von Patienten der hdmatologischen Ambulanz der lll. medizinischen Klinik mit TTP, TTP-
Like Syndrom, HUS bzw. VWS wurde auf gleiche Weise wie beim Normalkollektiv

Citratplasma zu Untersuchungszwecken abgenommen und bei -20 °C eingefroren.

2.1.3 Gerinnungsfaktorkonzentrate

Alle Gerinnungsfaktorkonzentrate wurden von den jeweiligen Herstellern zur Verfiigung gestellt.

Haemate®P 1000, CSL Behring GmbH, Deutschland

Ch.-B.: 49166911C

Aus Humanplasma gewonnenes Haemate®P 1000 enthdlt pro Produktflasche in
Pulverform nominal 2400 |.E. von Willebrand-Faktor und 1000 I.E. Blutgerinnungsfaktor
VIII.

Auflésung nach Herstellerangaben:

Nach Rekonstitution mit 15 ml Aqua ad iniectabilia enthalt Haemate®P 1000 ca. 160 U/m
VWF und 66,6 U/ml Gerinnungsfaktor VIII.
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Wilate® 900, Octapharma GmbH, Langenfeld
Ch.-B.: A929A181

A822A181A
Aus Humanplasma gewonnenes Wilate® 900 enthalt pro Produktflasche in Pulverform
nominal 800 |.E. von Willebrand-Faktor und 900 I.E. Gerinnungsfaktor VIII.
Auflésung nach Herstellerangaben:
Nach Rekonstitution mit 10 ml herstellereigenes Losungsmittel (Aqua ad iniectabilia und
0,1 % Polysorbat 80) enthalt Wilate® 900 ca. 80 U/ml VWF und 90 U/ml Gerinnungsfaktor
VIII.

Immunate STIM plus 250 I.E. Immuno, Baxter AG, Wien

Ch.-B.: VNC3HO047A

Aus Humanplasma gewonnenes Immunate STIM plus 250 I.LE Immuno enthélt pro
Produktflasche in Pulverform nominal 125 L.E. von Willebrand-Faktor und 250 I.E.
Gerinnungsfaktor VIII.

Auflésung nach Herstellerangaben:

Nach Rekonstitution mit 5 ml Aqua ad iniectabilia enthalt Immunate STIM plus 250 I.E.
Immuno ca. 25 U/ml VWF und 50 U/ml Gerinnungsfaktor VIII.

Wilfactin 100 Ul/ml, LFB Biomédicamentes, France
Ch.-B.: 08L08117
08L05852
08L04234
Aus Humanplasma gewonnenes Wilfactin 100 Ul/ml enthalt pro Produktflasche in
Pulverform nominal 1000 I.E. von Willebrand-Faktor
Auflésung nach Herstellerangaben:
Nach Rekonstitution mit 10 ml Aqua ad iniectabilia enthalt Wilfactin 100 Ul/ml ca. 100
U/ml VWF.

Beriate®P 250, CSL Behring, Deutschland

Ch.-B.: 15475011C

Aus Humanplasma gewonnenes Beriate®P 250 enthélt pro Produktflasche in Pulverform
nominal 250 I.E. Gerinnungsfaktor VIII.

Auflésung nach Herstellerangaben:

Nach Rekonstitution mit 2,5 ml Aqua ad iniectabilia enthélt Beriate®P 250 ca. 100 U/ml

Gerinnungsfaktor VIII.
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Kogenate® Bayer 1000 |.E., Bayer HealthCare AG, Deutschland

Ch.-B.: ITAO2PA

Rekombinanter Blutgerinnungsfaktor VIII enthalt pro Produktflasche in Pulverform nominal
1000 I.E. Gerinnungsfaktor VIII.

Auflésung nach Herstellerangaben:

Nach Rekonstitution mit 2,5 ml Aqua ad iniectabilia enthalt Kogenate® Bayer 1000 I.E. ca.
400 U/ml Gerinnungsfaktor VIII.

2.1.4 Plasmapraparate

Solvent / detergent behandeltes Plasma (Octaplas®) wurde von der Firma Octapharma
GmbH, Langenfeld, bereitgestellt. Jeweils 50 ml jeder Blutgruppe der folgenden Chargen:
Blutgruppe A: A9271952/D

Blutgruppe B: A9272952/D
Blutgruppe AB: A9275952/D
Blutgruppe 0: A4502452/0

Fresh Frozen Plasma wurde von der Transfusionsmedizin Mainz durch Herrn Dr. R.
Conradi zur Verfigung gestellt. Hierfir wurde von den gebrauchsfertigen
Transfusionsbeuteln die Verbindungsschlauche mit ca. 10 ml Plasma abgeschnitten und

eingeschweilt. Folgende Chargen wurden verwendet:

Blutgruppen | A B AB 0
Chargen 0965977 0932185 0960994 0956523
1018509 1018518 1087544 1018515
1018505 1018519 1087570 1018541
1018517 1018548 1087532 1018526
1018545 1018511 1018639 1018501

Tab. 8: Die Chargen von FFP von den jeweiligen Blutgruppen, die innerhalb der Untersuchungen

verwendet wurden.
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2.2 Methoden

2.2.1 SDS-Gelelektrophorese

Die SDS-Gelelektrophorese wird angewendet, um qualitative und quantitative
Informationen Uber das von Willebrand-Faktor Molekul zu erhalten. Insbesondere der
strukturelle Aufbau des Molekils lasst sich mit dieser Methode gut darstellen. Durch
unterschiedliche Konzentrationen der Agarose lasst sich die Selektivitdt des Gels den
Anforderungen entsprechend regulieren. So finden niedrig konzentrierte Agarosegele
bevorzugt in der TTP-Diagnostik zur Detektion von ultralangen Multimeren Anwendung.
Vor allem die Differenzierung zwischen ultralangen von Willebrand-Faktor Multimeren
gegenlber kleineren von Willebrand-Faktor Multimeren ist diagnostisch wegweisend. Die
héher konzentrierten Agarosegele hingegen spielen in der Diagnostik des von Willebrand
Syndroms eine wichtige Rolle. Aufgrund des erhdhten Siebeffekts sind deutlich feinere
Auftrennungen zwischen den einzelnen MolekiilgréZen moglich. Nach dem Anfarben zeigt
sich daher eine Triplettstruktur fir die Molekile einer GroéRenordnung in Form einer
Hauptbande und zwei Satellitenbanden. Durch die Anzahl der Banden und ihrer Intensitét,
im Bezug zum Internen Standard, lasst sich somit sowohl eine Aussage (ber das
Vorliegen eines von Willebrand Syndroms machen als auch eine genaue Typisierung

vornehmen.

2.2.1.1 Materialien

Gerate

Feinwaage: Sartorius

Ruhrplatte (& Magnetrihrer): RCT basic IKA LABORTECHNIK

pH-Meter: Microprocessor pH-Meter, PH211 — Hanna Instruments
Mikrowelle: SHARP

Texter: VWRTM Mini Vortexter

Wasserbad: Assistent WTE Var 3185

Elektophoresekammer: Multiphor 11, Pharmacia Biotech

Elektrophoreseapparatur: 2197 Power supply, LKB-Bromma

Kahlung: Julabo F12
Blottingkammer: Model TRAS-BIot® Cell, BIO-RAD
Blottinggerét: Consort EV 202 Electrophoresis Power supply

Ruttelplatte: ROTAMAX 120, Heidolph
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Hilfsmittel
Pipetten:

Pipettenspitzen:
Tubes:

Tube Rack:
Becherglaser:
Filterpapier:
Stoppuhr:

Glasplatten:

Chemikalien

Eppendorf Reference 20 pul, 100 pl und 1000 pl
Multipette® plus Eppendorf

200 pl gelb und 1000 pl neutral Starlab, Nimbrecht
Combitips 0,5 ml und 5 ml, Eppendorf

1,5ml Tubes, Eppendorf

CELLSTAR® Tubes 50 ml

1,7 ml 80 Well Tube Rack, LIGHTLABS®
Schott AG

Schleicher & Schueller

Abbott Diagnostics

260 x 125 mm, 3 mm Dicke

Agarose, Typ VII, Sigma-ALDERICH®

Anitserum: Dakopatts P-226

Aqua ad iniectabilia, Delta Select

Bromphenolblau,

4-Chlor-1-Naphtol, Biochemica AppliChem

3,3 -Diaminobenzidin (DAB), Sigma-ALDERICH®

Essigsaure, ROTIPURAN® 100 % Carl Roth GmbH & CoKG
Ethylendiamintetraessigsédure (EDTA), Sigma-ALDERICH®

Glycin, Carl Roth GmbH & CoKG

Methanol, ROTISOLV® >99,95 % Carl Roth GmbH & CoKG
Natriumchlorid (NaCl), Carl Roth GmbH & CoKG
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4), Carl Roth GmbH & CoKG
Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4), Carl Roth GmbH & CoKG
Nitrocellulosemembran 200 * 100 mm, Schleier & Schueller
Polyclonal Rabbit Anti-Human von Willebrand factor/ HRP, BIOZOL Diagnostica
Propan-2-ol (F), Fischer Scientific

Salzsdure (HCI) 2 mol/l, Merck KGaA

Seakem® HGT (P) agarose, bma products

Milchpulver (Skim Milk Powder), Fluka BioChemica
Sodiumdodecylsulfat (SDS), Carl Roth GmbH & CoKG
Tris-Hydroxymethylaminomethan (TRIS), Carl Roth GmbH & CoKG

Triton® X-100, SERVA®

Wasserstoffperoxid (H202) 30 %, ROTIPURAN® Carl Roth GmbH & CoKG
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Medien

Vor Versuchsbeginn sollten die Milch-, die Antigen- und die Farbelésungen immer frisch
hergestellt und direkt verbraucht werden. Alle anderen Medien sind bei + 7 °C im
Kuhlschrank zwei Wochen unter vorheriger Kontrolle des pH-Wertes verwendbar.

Trenngelpuffer: 0,1 % SDS
0,375 mol/l TRIS
in 500 ml Aqua ad iniectabilia
mit HCI auf pH 8,8

Sammelgelpuffer: 0,1 % SDS
0,125 mol/l TRIS
in 500 ml Aqua ad iniectabilia
mit HCI auf pH 6,8

Probenpuffer: 10 mmol/l TRIS
1mmol/l EDTA-Na,
2 % SDS
0,5 % Bromphenolblau
200 ml Aqua ad iniectabilia
mit HCI auf pH 8,0

Elektrophoresepuffer: 4 | Aqua ad iniectabilia
0,1 % SDS
0,05 mol/l TRIS
0,384 mol/l Glycin
mit HCI auf pH 8,35

Elutionspuffer: 3 1 Aqua ad iniectabilia
21,75 g Na,HPO,
3,75 g NaH,PO,
0,05 % SDS
mit NaH,PO, auf pH 7,4

Fixierlésung: 65 % Aqua ad iniectabilia
25 % 2-Propanol

10 % Essigsaure
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Waschldsung 1: 0,05 mol/l TRIS
in 5 | Aqua ad iniectabilia
mit HCI auf pH 7,5

Waschlosung 2: 3 I von Waschlosung 1
0,9 % Natriumchlorid
1 % Triton

Milchlésung: 3 % Milchpulver

in 100 ml Waschlésung 2

Antiserum: 200 pl Antiserum P-226
in 100 ml Waschlésung 2

Farbeltsung 1: 75 mg 3,3-Diaminobenzydin (DAB)
1 ml Wasserstoffperoxid
in 100 ml Waschlésung 2

Farbelosung 2: 50 mg 4-Chlor-1-Naphtol
in 50 ml Methanol

2.2.1.2 Methode

Grundlage der angewendeten Methode sind die Untersuchungen und Methoden nach
Bukh A. et a. [90] und Furlan M. et al. [21]. Zu Beginn werden die Proben und Poolplasma
zugig im Wasserbad aufgetaut, danach je 20 pl jeder Probe mit 50 pl Probenpuffer
versetzt und 30 Minuten im 60 °C warmen Wasserbad inkubiert. Dadurch denaturieren die
Proteine und mit dem SDS des Probenpuffers erfolgt eine Abséttigung der Ladung. Fir
das Trenngel wird Agarose, Typ VIl und Trenngelpuffer zusammen erhitzt und zwischen
zwei 3 mm dicke Glasplatten gegossen. Die Glasplatten werden vorher mit Alkohol
gereinigt und nach Einlegen einer U-formigen Gummilippe, die das Auslaufen des Gels
verhindert, mit Klammern seitlich zusammengehalten. Nach dem Erkalten des Trenngels
wird der untere Teil der Gummilippe entfernt und mit Sammelgel einer
Agarosekonzentration von 0,75 % (SeaKem® HGT (P)) aufgefiillt. Nach Abheben einer
Glasplatte werden in das Sammelgel Taschen gestanzt, in die jeweils 25 pl Probe
kommen. Die Glasplatten werden horizontal in die Elektrophoreseapparatur gelegt und

Uber Filterpapier mit dem Elektrophoresepuffer verbunden. Dies verhindert das
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Austrocknen des Gels und der Stromkreis wird geschlossen. Nach Anlegen von Strom (20
mA) erfolgt die Auftrennung der Proteine nach ihrer Grof3e. Das Bromphenolblau zeigt
dabei immer die Lauffront an. Nach 30 Minuten Laufzeit werden die Taschen mit
Sammelgel gefillt um den Stromkreis zu schlieRen und somit gerade Banden zu erhalten.
Fur eine gentigende Auftrennung bedarf es einer Laufzeit von mindestens 22 Stunden.
Nach erfolgter Trennung der Multimere inkubiert das Gel 15 Minuten im Elutionspuffer,
bevor es vorsichtig von der Glasplatte geldst und auf einen Filter geschoben wird. Auf das
Gel selbst wird nun blasenfrei die Nitrocellulosemembran aufgelegt und ein weiterer Filter,
der das System nach auB3en abschlie3t. Dieses Schichtsystem wird vertikal in die mit
Elutionspuffer geflllte Elutionskammer gespannt. Das Multimermuster Ubertragt sich,
durch eine von aufRen an die Kammer angelegte Spannung von 1200 mA, vom Gel auf
die Nitrocellulosemembran. Nach zweistiindiger Elution wird die Nitrocellulosefolie
entnommen, in eine Schale auf der Rittelplatte gelegt und vor der weiteren Verarbeitung
20 Minuten mit Fixierlésung behandelt. Durch den in der Fixierlésung enthaltenen Alkohol
denaturieren die Proteinbanden vollstandig und sind damit wasserunldslich. Dadurch
werden die Multimere fur die restliche Versuchsdurchfiihrung fest an die Membran
gebunden. Nach der Behandlung mit Fixierlésung wascht man dreimal griindlich mit Aqua
dest. um das Ausflocken der Milchlésung zu verhindern. Innerhalb des 30minitigen Bads
in Milchlosung werden samtliche freie Stellen auf der Nitrocellulosemembran blockiert.
Somit wird verhindert, dass das Antiserum an der Nitrocellulosemembran adsorbiert.

Nach dem Entfernen der Milchldsung und wiederholtem Waschen mit Aqua dest. lasst
man die Antiserumlosung vier Stunden einwirken, wobei die Folie Uberall mit der
Antiserumlésung bedeckt sein muss. Das Antiserum ist ein peroxidase-markierter
Kaninchenantikorper (P-266), der spezifisch an den von Willebrand-Faktor bindet. Er
markiert samtliche von Willebrand-Faktor Multimere aller Gré3en auf der gesamten Folie.
Vor dem Anfarben wird das Antiserum abgeschuttet und die Folie grindlich einmal mit
Waschldsung 1 und zweimal mit Waschlésung 2 von jeglichen Antiserum- Rickstanden,
die die Farbung verfalschen kénnte, befreit.

Beim Anfarben reduziert das Wasserstoffperoxyd aus der Féarbeldésung die Peroxidase
des Antikorpers. Der freigewordene Sauerstoff bewirkt in Verbindung mit dem DAB eine
Braunfarbung. Mit dem Zusatz von Farbeldsung 2 wird die Farbung der Proteinbanden
intensiviert. Nach dem Entfernen der Farbelésung kann die Nitrocellulosemembran

getrocknet und ausgewertet werden.
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2.2.2 BCS-Methode nach Bohm

Die BCS-Methode nach Bohm dient der indirekten ADAMTS13 Aktivitatsbestimmung und
kann zur ADAMTS13 Antikdrpermessung herangezogen werden.

Prinzip der zweitagigen Methode ist die Reaktion des in der Probe befindlichen
ADAMTS13 mit dem kuinstlich zugesetzten von Willebrand-Faktor. Je nach Menge und
Aktivitat der Protease ADAMTS13 wird der von Willebrand-Faktor unterschiedlich stark
abgebaut (Abb. 9) [91]. Durch den Abbau verliert er die Fahigkeit mit Thrombozyten zu
agglutinieren. Den Umstand seiner ,Klebrigkeit* gegenliiber Thrombozyten macht man

sich bei der Messung zu Nutzen.

Von Willebrand-Faktor Multimere
M

100 50 25 12,5 6,25 3,12 O
ADAMTS13-Aktivitat (%)

Abb. 9: Verschieden lange von Willebrand-Faktor Multimere bei unterschiedlicher ADAMTS13
Aktivitat aufgetrennt in der SDS-Agarose-Gelelektrophorese [91].

Dem Probenansatz werden hochgereinigte Thrombozyten und Ristocetin zugesetzt. Das
Antibiotikum Ristocetin verbessert, durch eine Veréanderung des Bindungsepitops des
Glykoprotein-Rezeptors |ba, die Bindungsfahigkeit von Thrombozyten gegeniiber dem
von Willebrand-Faktor. In Anwesenheit von Ristocetin lagern sich somit hochmolekulare

von Willebrand-Faktor Multimere und Thrombozyten zusammen [9].
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Abb. 10: ADAMTS13 Aktivitat in Abhangigkeit von der Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat [91].

Diese Agglutinate fallen aus und bewirken, dass sich der Ansatz aufklart. Liegt
Uberwiegend niedermolekularer und somit funktionsloser von Willebrand-Faktor vor, bleibt
die Flussigkeit trib. Die optische Dichte (Extinktion) wird photometrisch erfasst und mit
der Kalibrationsgeraden verglichen (Abb. 10). Nachdem sich die ,Klebrigkeit® des von
Willebrand-Faktors umgekehrt proportional zur ADAMTS13 Aktivitat verhalt, ist es
moglich, aus den Messwerten die ADAMTS13 Aktivitéat zu errechnen (Abb. 9 und 11).

150

140 4

130 4

120 4

Extinktion

110 4

100 +

90

0 20 40 60 80 100 120
ADAMTS13-Konzentration (%)

Abb. 11: Kalibrationskurve aus der gemessenen Extinktion gegen die ADAMTS13 Konzentration
fur die BCS-Methode nach B6hm.
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2.2.2.1 Materialien

Gerate

pH-Meter: Microprocessor pH-Meter, PH211 — Hanna Instruments

Wasserbad: Assistent WTE Var 3185

Kryostat: Julabo F12

Zentrifuge: 5415 R, Eppendorf

Feinwaage: Sartorius

Ruttelplatte: Heidolph Instruments TITRAMAX 100

Warmeschrank: Thermo ELECTRON CORPORATION,
Heraeus Medical GmbH

BCS® System: BCS Service Line H&amostase, Siemens HealthCare
Diagnostics

Hilfsmittel

Pipetten: Eppendorf Reference 20 ul, 100 pl und 1000 pl

Pipettenspitzen:

Tubes:

Tube Rack:

Becherglaser:

Chemikalien

Aqua destillata, Delta Select

Multipette® plus Eppendorf

100 pl und 1000ul Starlab

Combitips 0,5 ml und 5 ml, Eppendorf
1,5 ml Tubes, Eppendorf
CELLSTAR®Tubes 50 ml

1,7 ml 80 Well Tube Rack, LIGHTLABS®
Schott AG

Aqua ad iniectabilia, Delta Select
Bariumchlorid (BaCl2), p.A. MERCK

BC von Willebrand-Reagenz, Siemens HealthCare Diagnostics

Harnstoff, SIGMA®

Pefabloc® SC (4-(2-Aminoethylbenzolsulfonylfluorid-hydrochloride), Merck KGaA
Tris- Hydroxymethylaminomethan (TRIS), Carl Roth GmbH & CoKG

Wilfactin 100 Ul/ml, LFB Biomédicamentes, France
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Medien
Reaktionspuffer: 12,5 ml 5 mmol/l TRIS-Puffer pH 8
3 mg Pefabloc®
156 pg 1mol/l Bariumchlorid
TRIS-Urea Puffer: 15 g 5 mol/l Harnstoff
ad 50 ml 5 mol/l TRIS-Puffer pH 8
Substratpuffer: 0,1 % Wilfactin®

in TRIS-Harnstoff Puffer

2.2.2.2 Methode

Vor der Testdurchfiihrung werden die Plasmaproben und das Poolplasma bei 37 °C im
Warmeschrank aufgetaut und die bendtigten Medien hergestellt. 300 pl des Poolplasmas
werden anschliel3end im 60 °C heil3en Wasserbad deaktiviert (d-Pool). Zu Beginn wird mit
Hilfe von Poolplasma und d-Pool eine serielle Verdinnung durchgefiihrt (100 %, 50 %, 25
%, 12,5 % und 6,25 %). Diese dient als Kalibrationsgerade, wéhrend eine weitere 50%ige
Verdinnung von Poolplasma mit d-Pool als Interner Standard mitlauft.

Je 15 pl jeder Probe, im Doppelansatz, werden mit 300 ul Reaktionspuffer und 150 ul
Substratpuffer versetzt. Die Ansétze werden kurz auf der Ruttelplatte gemischt und
anschlieRend im Warmeschrank 16 bis 20 Stunden bei 37 °C inkubiert.

Vor der Messung der Ansétze 16st man das lyophilisierte BC-Reagenz, welches vor allem
Ristocetin und hochgereinigte Thrombozyten enthélt, mit 4 ml Aqua ad iniectabilia. Das
geloste BC VWF-Reagenz sowie die Ansatze werden zur Messung in Racks uberfuhrt
und in das BCS-Gerét geschoben. Als erstes wird den Ansétzen der Kalibrationsgeraden
BC-Reagenz durch das Gerét zugefiuhrt. Sobald die Ergebnisse der Messung vorliegen,
erfolgt die Analyse der Probenansétze. Je nach ADAMTS13 Aktivitat liegen
unterschiedlich lange von Willebrand-Faktor Multimere vor, die ihrerseits unterschiedlich
mit Thrombozyten agglutinieren. Die sich daraus ergebenden Tribungsunterschiede
werden photometrisch erfasst. Uber die Ristocetin-Cofaktor-Aktivitait und unter
Einbeziehung der Kalibrationsgerade errechnet die Computersoftware die ADAMTS13
Aktivitat in %.
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2.2.3 Modifizierte Bohm-Methode

Fur die Messung der ADAMTS13 Aktivitat in VWF / FVIII Konzentraten kann nicht die
herkobmmliche Bohm-Methode herangezogen werden. Die Konzentrate werden nicht als
Plasmaprobe angesehen. Grund dafir ist der hohe Gehalt an VWF in den Konzentraten.
Stattdessen wurde ein Prinzip entwickelt, bei dem die Messung der Restaktivitat des
VWF:RCo in den Konzentraten detektiert wird. Man kann dadurch die Autoproteolyse in
den Konzentraten beurteilen und erhalt somit indirekt Aufschluss tUber die ADAMTS13
Aktivitat.

Die abgewandelte Methode unterscheidet sich von der herkdmmlichen Methode nach

Bohm in der Zusammensetzung der Proben und des Puffers:

Probe:
3 Kategorien an Plasma:
e TTP-Plasma mit Antikdrpern
e TTP-Plasma ohne nachweisbare Antikorper
e Normalplasma
Fur die Messung werden bei einem Versuchsdurchlauf dieselben Plasmaproben fir jedes

Konzentrat verwendet.

Substratpuffer:
Die einzelnen zu untersuchenden Konzentrate wurden 1:20 verdinnt mit 5 mmol/l TRIS -

5 mol/l Harnstoffpuffer.

Reaktionspuffer:
(Siehe 2.2.2.1, unverandert)

Versuchsansatz:

Beispielhafter Ansatz fir ein Konzentrat:

Substratpuffer mit

Plasmaprobe (15 pl)

Konzentrat X (150 pl)

TRIS Puffer (300 pl)

TTP-Plasma mit AK + +
TTP-Plasma ohne AK + +
Normalplasma + +
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Messung:
Die Messung am BCS-Gerat erfolgt ohne vorherige Erstellung einer ADAMTS13
Kalibrationsgerade. Es wird somit ausschliellich die Ristocetin-Cofaktor-Aktivitét
gemessen.
Eine Beurteilung der Ergebnisse kann nur innerhalb eines Konzentrats erfolgen.
Entscheidend sind die Unterschiede der Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat in Abhangigkeit von

der Plasmaprobe.

2.2.4 ELISA und Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET)

2.2.4.1 Technozym®ADAMTS13 (Technoclone)

Technozym®ADAMTS13 ist ein FRET-ELISA-Kit, welcher aufgrund seines
Versuchsaufbaus sowohl ADAMTS13 Aktivitat als auch Antigen misst.

Als Grundlage dient die Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET) Methode. Bei
diesem physikalischen Prozess kommt es durch Dipolwechselwirkungen zu einem
Energietransfer zwischen Fluoreszenzmolekiilen. Bei Anregung des Donor-Fluorophors
verringert sich dessen Fluoreszenz und bewirkt eine Zunahme der Fluoreszenz des
Akzeptor-Fluorophors (= Energietransfer).

Die kinetische Messung der Aktivitat erfolgt mit Hilfe einer mit monoklonalen ADAMTS13-
Antikorpern beschichteten Platte, die ADAMTS13 bindet. Das Substrat fur die
enzymatische Reaktion ist FRETS-VWF73, das 73 Aminosduren aus der VWF-
Aminosaurensequenz enthélt. FRETS-VWF73 wird von ADAMTS13 zwischen den
Peptiden Y1605 und M1606 gespalten. Als Donor-Fluorophor und Akzeptor-Fluorophor
dienen zwei modifizierte Aminosauren die mit 2-(N-methylamino)benzoyl (Nma) und 2,4-
Dinitrophenyl (Dnp) substituiert wurden. Bei der Anregung mit Licht der Wellenlange von
340 nm kommt es beim ungespaltenen Substrat zu einem Energietransfer vom Donor
(Nma) zum Akzeptor (Dnp). Erfolgt eine Spaltung durch ADAMTS13 kann der
Energietransfer nicht stattfinden und das Donor-Fluorophor emittiert bei einer Wellenlange
von 450 nm (Abb. 12) [92].
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FRET
Nma ~_~_~_» Dnp

NH,-DRE-A2pr-APNLVYMVTG-A2pr-PASDEIKRLPGDIQVVPIGVGPNANVQELERIGWPNAPILIQDFETLPREAPDLVLQR-COOH

FRETS-VWF73

Nma Dnp
|
NH,-DRE-A2pr-APNLVY MVTG-A2pr-PASDEIKRLPGDIQVVPIGVGPNANVQELERIGWPNAPILIQDFETLPREAPDLVLQR-COOH

ADAMTS13

Fluoreszenz - Emission

Abb. 12: Struktur von FRETS-VWF73: 73 Aminosaurensequenz entspricht der VWF
Aminosaurensequenz von D1596 bis R1668. Donor-Fluorophor: Q1599-A2pr(Nma), Akzeptor-
Fluorophor: N1610-A2pr(Dnp). Untere Bildhélfte zeigt die Fluoreszenz-Emission des Donors nach
Spaltung durch ADAMTS13 [92].

Wichtig fur die Detektion der Fluoreszenz ist dabei auch die Gaineinstellung des Filters.
Die Gaineinstellung wird reguliert durch die Verstarkerspannung des Detektors und gibt
dessen ,Empfindlichkeit® an. Ist dies zu hoch oder zu niedrig ,ist keine Unterscheidung der
einzelnen Emissionen maglich.

340 /450 nm
Fluoreszenz - Emissio

FRETS VWF73
ADAMTS13-Substrat

HRP Substrat

6. Antigenmessung

5. Inkubation mit Substrat

ADAMTS13
\Y YJ 4. Inkubatlon mit
Platte beschichtet mit: anti-ADAMTS13 POX
Anti-ADAMTS13 Antikrper Y Y,
1. Inkubation mit Probe 3. Platte waschen

Abb. 13: Schaubild zum Testprinzip (Aktivitat- und Antigenmessung) von Technozym®ADAMT813
ELISA [93].

Der Nachweis des Antigens erfolgt daraufhin durch eine Endpunktmessung. Dabei muss
zunachst der zweite Antikdrper anti-ADAMTS13 POX an ADAMTS13 binden. Als
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konjugierte Peroxidase am Antikorper dient HRP (Meerrettichperoxidase). Durch Zugabe

des HRP-Substrats und gleichzeitiger Anregung bei einer Wellenlange von 330 nm kommt

es bei der Spaltung des Substrats zu einer Energieemission bei 410 nm (Abb. 13).

2.2.4.1.1 Materialien

Gerate
Fluoreszenz-Reader:
Filter:

Computer mit Software:

Auswertung:
Ruttelplatte:

Warmeschrank:

Hilfsmittel
Pipetten:

Pipettenspitzen:
Tubes:

Tube Rack:
Becherglaser:

Stoppuhr:

Chemikalien

FLUOstar Omega BMG* LABTECH
Extinktion: 340, 330; Emission: 450, 410
Aktivitats-Gain: 1500; Antigen-Gain: 1400
Messung: Omega control

MARS Data
Auswertesoftware
Heidolph Instruments TITRAMAX 100
Thermo ELECTRON CORPORATION,
Heraeus Medical GmbH

Analysis, TECHNOZYM

Eppendorf Reference 20 ul, 100 pl und 1000 pl

Multipette® plus Eppendorf

ADAMTS-13

Digitale Multichannel Pipette 50 — 300 pl, Flow Titerlek®

Labsystems for Flow Laboratories

200 pl gelb und 1000 pl neutral Starlab, Nimbrecht

Combitips 0,5 ml und 5 ml, Eppendorf
1,5 ml Tubes, Eppendorf

CELLSTAR® Tubes 50 ml

1,7 ml 80 Well Tube Rack, LIGHTLABS®
Schott AG

Abbott Diagnostics

Technozym®ADAMTSl3, Technoclone, Osterreich:

Abklebfolien
Aktivitatssubstrat

Antigensubstrat

12 ELISA-Teststreifen mit jeweils 8 Testvertiefungen

Inkubationspuffer
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Kalibratoren (Standards 1-5)
Konjugat

Kontrollplasmen (hoch und niedrig)
Stabile Peroxidlésung
Stopplosung fur Antigensubstrat
Waschpufferkonzentrat

Aqua destillata, Delta Select

Medien
Waschpuffer: Wachpufferkonzentrat 1 Volumenteil

Aqua destillata. 9 Volumenteile

2.2.4.1.2 Methode

Alle Proben und die bendtigten Testkomponenten werden zunachst auf Raumtemperatur
gebracht. Fur die Versuchsdurchfiihrung werden die Plasmaproben in unbehandeltem
Zustand verwendet. Sie sind somit unverdiinnt. Zunéchst erfolgt die Rekonstitution der
Kalibratoren und Kontrollplasmen mit 500 pl Aqua dest.. Nach 15 Minuten
Rekonstitutionszeit werden die Reagenzien 10 Sekunden gevortext und sind nun
gebrauchsfertig.

Die Kalibratoren, Kontrollplasmen und Plasmaproben (jeweils 50 pl in Doppelbestimmung)
werden jetzt zlgig in die Testvertiefungen der ELISA-Teststreifen pipettiert. Dabei sind ein
genaues, blasenfreies Pipettieren sowie eine sorgfaltige Dokumentation der Reihenfolge
der aufgetragenen Proben wichtig. Pro Versuchsdurchlauf verwendet man maximal 6
Teststreifen je 8 Testvertiefungen, also kénnen insgesamt 48 Proben gemessen werden.
Bei Raumtemperatur und mit Folie abgedeckt wird die ELISA-Platte auf dem Rttler 120
Minuten inkubiert.

Unter Verwendung der Mehrkanal-Pipette wird die Platte mit Waschpuffer dreimal
gewaschen und anschlieRend gut ausgeklopft. Wahrenddessen kann die Rekonstitution
des Aktivitatssubstrats (FRETS-VWF73) mit 3 ml Aqua dest. erfolgen und nach 15
Minuten gemischt werden. Jeweils 50 pl Aktivitdtssubstrat pro Testvertiefung werden mit
der Multipette auf die gewaschene Platte pipettiert. Dabei ist zu beachten, dass das
Aktivitdtssubstrat unmittelbar nach der Rekonstitutionszeit ziigig aufgetragen wird. Laut
Herstellerangaben darf die Pipettierzeit 10 Sekunden pro Teststreifen nicht Gberschreiten.
Die kinetische Messung, bei 30 °C und einer Filtereinstellung von 340/ 450 nm, muss
sofort nach dem Pipettieren des Aktivitdtssubstrats gestartet werden. Die Messung im

Fluoreszenz-Reader dauert 15 Minuten. Dabei werden jede Minute die ,relative
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fluorescence untis® (RFU) gemessen. Bei korrekter Einhaltung des Plattenlayouts
hinsichtlich der Kalibratoren, Kontrollplasmen und Doppelbestimmungen, kdénnen die
Rohdaten aus dem MARS Data Analysis Programm entnommen und in die TECHNOZYM
ADAMTS13 Auswertesoftware Ubertragen werden (Abb. 14).

Zunachst wird eine lineare Standardkurve erstellt:
x-Achse: ADAMTS13 Aktivitat (%)
y-Achse: RFU/min (Steigung der Kinetikkurve)

TECHNOZYM ADAMTS-13 ELISA
Calibration curve
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N
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Abb. 14: ADAMTS13 Aktivitat in Abhangigkeit von der Fluoreszenz [93].

Die Aktivitatswerte der Proben werden dann an der Standardkurve abgelesen. Die
Kontrollwerte und der Variationskoeffizient der Doppelbestimmungen zeigen die
Auswertbarkeit des Versuchsdurchlaufs an. Dabei sollte der Variationskoeffizient (CV)
nicht Gber 15 % liegen. Bei den Messungen liegt die untere Nachweisgrenze der
ADAMTS13 Aktivitat bei 2 % und die obere bei 102,4 %.

Anschlielend erfolgt, nach erneuter Waschung der Platte, die Antigenmessung. Dabei
wird zunéchst die Konjugatgebrauchslésung (anti ADAMTS13 POX) hergestellt, in dem
man 1 Volumenteil Konjugat mit 50 Volumenteilen Inkubationspuffer verdinnt. Mit der
Multipette werden in die Testvertiefung der Platte jeweils 50 pl Konjugatgebrauchslosung
pipettiert. Es folgt eine Inkubation von 60 Minuten bei Raumtemperatur auf der
Riuttelplatte. Nach einem weiteren Waschvorgang wird die Antigensubstrat Arbeitsldsung
(HRP-Substrat) in einem Verhaltnis von 1 Volumenteil stabile Peroxidlésung und 9
Volumenteilen Antigensubstrat hergestellt. Davon werden je 50 pl in die Testvertiefungen

pipettiert. Im Warmeschrank wird jetzt die Platte mit frischer Abdeckfolie bei 37 °C fur 15
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Minuten inkubiert. Pro Testvertiefung wird jetzt 50 pl der fertigen Stopplésung pipettiert
und die Platte 10 Sekunden geschiittelt. AnschlieRend erfolgt die Endpunktmessung bei
330/ 410 nm. Wie bei der Aktivitatsbestimmung kann die endgltige Auswertung mit der
Technozym®ADAMTS13 Auswertesoftware vorgenommen werden (Abb. 15).

Die lineare Standardkurve zeigt an:
x-Achse: ADAMTS13 Antigenkonzentration (ug/ml)

y-Achse: relative fluorescence units (RFU)

TECHNOZYM ADAMTS-13 ELISA
Calibration curve

250
3
200 "

= /
(9

e 100 /

50

4»-0} y = 1,9559x + 25,848

R? = 0,9984

0

0 1I[] ZIU 3I[] 4IU 5I[] GIU ?I[] 80 90 100
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Abb. 15: ADAMTS13 Antigen in Abhangigkeit von der Fluoreszenz ADAMTS13 Aktivitat in

Abhangigkeit von der Fluoreszenz [93].

2.2.4.2 Actifluor™ADAMTS13 Activity Assay (American Diagnostica)

Mit dem Actifluor™ADAMTS13 Activity Assay wird mit Hilfe des Fluoreszenz Resonanz
Energie Transfers in vitro die Menge an ADAMTS13 Aktivitat bestimmt.

Das Testprinzip des Assays beruht auf denselben Grundlagen wie unter 2.2.4.1
beschrieben. Im Gegensatz dazu wurde hier jedoch ein anderes Substrat fur die
ADAMTS13 Aktivitatsmessung verwendet (Abb. 16). ALEXA488-VWF86 ist ein
rekombinantes FRET Substrat, das auf dem Autoquenching von Fluorescein beruht. Bei
der Herstellung des ALEXA488-VWF86 Substrats wurde die A2-Doméane des VWF-
Proteins, D1596-R1668 (VWF73), gentechnisch so veradndert, dass die Tyrosin-Methionin
Schnittstelle von ADAMTS13 durch zwei Cysteine eingerahmt wird. Die Cysteine dienen
als Andockstelle fur die Fluorophor-Molekile ALEXA488 (Donor und zugleich Akzeptor)
[94].
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FRET
ALEXA488 » /. , ALEXA488

NH2-RGSHHHHHHGS-DRE-C-APNLVYMVTGN-C-ASDEIKRLPGDIQVVPIGVGPNANVQELERIGWPNAPILIQDFETLPREAPDLVLQR-COOH

FRETS-VWF73-2Cys

ALEXA488 ALEXA488
ADAMTS

NH,- RGSHHHHHHGS- DRE—J- MVTGN-C-ASDEIKRLPGDIQVVPIGVGPNANVQELERIGWPNAPILIQDFETLPREAPDLVLQR-COOH

Fluoreszenz - Emission

Abb. 16: Struktur von FRETS-VWF86 von D1596 bis R1668. Zwei neuartige Cystein-
Bindungsstellen fur Fluoreszenzmolekile wurden in das native VWF-Molekil (Beginn beider
Aminosaurensequenz DRE) eingeflgt: erstes Fluorophor an P28C (ALEXA488), zweites
Fluorophor an Q1599 (ALEXA488). Aufgrund der rekombinanten Herstellung unterscheidet sich
VWF86 Substrat von der nativen VWF Struktur durch elf zuséatzliche Aminoséuren vor der DRE-
Region. Die untere Bildhélfte zeigt die Fluoreszenz-Emission der Fluorophore nach Spaltung durch
ADAMTS13 [94].

Die Fluorophore der ALEXA-Gruppe zeichnen sich durch ihre Leuchtstarke und ihre
Stabilitat in einem breiten pH-Bereich (von pH 4 bis pH 10) aus. Des Weitern sind sie mit
vielen gangigen Fluorimetern kompatibel und benétigen zur Auswertung lediglich eine
geeignete Software und entsprechende Detektionsfilter (z.B. Extinktion =485 nm,
Emission 2535 nm) [95]. Die Besonderheit des ALEXA488-VWF86-Substrats liegt in
seiner Eigenschaft des Self-Quenching: Extinktions- und Emissionsspektra des
ALEXA488 uberlappen, so dass eine Anregung des ALEXA488 gewahrleistet wird [96].
Der Test ermoglicht sowohl eine kinetische Messung des ADAMTS13 Gehalts der Probe,
sowie eine Messung durch die Endpunkt Methode. Welche Methode gewaéhlt werden
muss, hangt dabei von dem zur Verfligung stehenden Fluorimeter und dessen Leistung
ab. Die Ergebnisse des Tests werden in Standardeinheiten (ng/ml) angegeben. Zur
Messung wurde das Fluoroskan Ascent FL Fluorimeter genutzt. Es existiert bei diesem
System kein vorgegebener Messbereich, da alle Werte aus der Standardkurve interpoliert

werden kénnen. Generell giltige Werte werden anhand der Kalibrationsgeraden definiert.
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2.2.4.2.1 Materialien

Gerate
Fluorimeter: Fluoroskan Ascent FL, Thermo Labsystems
Computer mit Software: Fluoroskan
Warmeschrank: Thermo ELECTRON CORPORATION, Heraeus Medical
GmbH Rauttelplatte: Heidolph Instruments TITRAMAX 100
Hilfsmittel
Pipetten: Eppendorf Reference 20 pl, 100 pl und 1000 pl
Multipette® plus, Eppendorf
Digitale Multichannel Pipette 50 — 300 pl, Flow Titerlek®
Labsystems for Flow Laboratories
Pipettenspitzen: 100 pl und 1000 pl Starlab
Combitips 0,5 ml, 5 ml, 10 ml, Eppendorf
Tubes: 1,5 ml Tubes, Eppendorf
CELLSTAR® Tubes 10 ml
Tube Rack: 1,7 ml 80 Well Tube Rack, LIGHTLABS®
Becherglaser: Schott AG
Stoppuhr: Abbott Diagnostics
Chemikalien

Actifluor™ADAMTS13 Activity Assay, American Diagnostica:
ADAMTS13 inaktiviertes Plasma
ADAMTS13 Positivkontrolle
ADAMTS13 Standard
ALEXA488-VWF86 FRET Substrat
Assaypuffer
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Fluoreszenz Mikrotiter Streifen (48 Testvertiefungen)

Aqua ad iniectabilia, Delta Select
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2.2.4.2.2 Methode

Der Test wird mit der Endpunktmessung durchgefuhrt. Hierfir rekonstituiert man die
mitgelieferten Reagenzien nach Herstellerangaben und bringt alle Plasmaproben zigig
auf Raumtemperatur. Anschlie3end werden sieben ADAMTS13 Standards (120 pl) in 1,5
ml Tubes seriell verdiinnt (100 %, 50 %, 25 %, 12,5 %, 6,25 %, 3,125 %, 0 %). Vor der
Testdurchfuhrung werden die Plasmaproben (30 pl) und die Positivkontrollen (30 pl) 1:2
mit ADAMTS13 inaktiviertem Plasma (30 ul) verdiinnt und vorsichtig gemischt. Zuerst wird
80 ul Assaypuffer in jede Testvertiefung pipettiert und der Rest im Warmeschrank auf 37
°C erwarmt. Je 20 ul ADAMTS13 Standard werden in Vertiefung A1l / A2 bis G1 / G2 und
20 pl der verdinnten Positivkontrolle in die Vertiefungen H1 / H2 pipettiert. Anschlie3end
pipettiert man je 20 pl der verdinnten Plasmaproben in jeweils 2 Testvertiefungen (A3 /
A4 bis H5 / H6), da eine Doppelbestimmung erfolgt.

Die Mikrotiterplatte wird in einen Fluoreszensreader eingesetzt (Ex= 485 nm; Em= 535
nm; Cut-Off bei 530 nm, Temperatur 37 °C) und 3 Minuten im Fluoroskan inkubiert. Kurz
vor Ablauf der Inkubationszeit wird das ALEXA488-VWF86 Substrat mit dem
vorgewarmten Assaypuffer im Verhdaltnis 1:25 verdinnt und nach Abschluss der
Inkubationszeit werden je 100 pl des verdiinnten ALEXA488-VWF86 FRET Substrats in
jede Testvertiefung pipettiert. Nach kurzem Schiitteln erfolgt die Fluoreszenzmessung
direkt beim Start der Reaktion (T=0). Anschliel3end wird die Platte flr weitere 20 Minuten
im Fluoreszenzreader bei 37 °C inkubiert und danach die Fluoreszenz erneut gemessen
(T= 20). ALEXA488-VWF86 FRET Substrat wird von ADAMTS13 an seinen Tyr/Met
Resten proteolytisch gespalten und die entkoppelten ALEXA Fluorophore fiihren zu einem
Anstieg der Fluoreszenz, dabei wird RFU als Messeinheit angegeben. Die Differenz
zwischen der ersten und der zweiten Messung (delta RFU) wird dabei fir die Errechnung
der ADAMTS13 Aktivitdt herangezogen. Die Konzentrationen der Standards in ng/ml
werden gegen delta RFU aufgetragen, daraus ergibt sich eine Kalibrationsgerade. Mit
deren Hilfe werden die Konzentrationen der Plasmaproben in ng/ml bestimmt, wobei die
ermittelten Konzentrationen mit zwei multipliziert werden missen, um die Konzentrationen

der unverdiinnten Positiv- und Plasmaproben zu erhalten.

2.2.4.3 Imubind®ADAMTS13 ELISA (American Diagnostica)

Mit dem Imubind®ADAMTS13 ELISA Kit wird die ADAMTS13 Antigen Menge bestimmt.
Das Testprinzip beruht auf dem Mechanismus eines Doppel-Sandwich-ELISA. Hierbei
wird das in der Probe befindliche ADAMTS13 an einen monoklonalen Fangerantikorper
auf der Titerplatte gebunden. Dieser Antigen-Antikdrper-Komplex wird durch einen

biotinylierten polyklonalen Detektionsantikorper markiert. Ein biotinylierter Zweitantikérper



2 Material und Methoden 63

bindet wiederum an den Detektionsantikorper. Die Farbreaktion zwischen dem Biotin der
Antikorper und Streptavidin aus dem Konjugat wird durch eine Reaktion zwischen TMB
und Meerrettichperoxidase verstarkt [97].

2.2.4.3.1 Materialien

Gerate
Spektralphotometer MRX'® Revelation, DYNEX Technologies
Warmeschrank: Thermo ELECTRON CORPORATION, Heraeus Medical
GmbH Ruttelplatte: Heidolph Instruments TITRAMAX 100
Hilfsmittel
Pipetten: Eppendorf Reference 100 pl
Multipette® plus, Eppendorf
Digitale Multichannel Pipette 50 — 300 pl, Flow Titerlek®
Labsystems for Flow Laboratories
Pipettenspitzen: 100 pl und 1000 pl Starlab
Combitips 0,5 ml, 5 ml, 10 ml, Eppendorf
Tube Rack: 1,7 ml 80 Well Tube Rack, LIGHTLABS®
Chemikalien

Imubind®ADAMTS13 ELISA, American Diagnostica:
Acetatabdeckfolie
ADAMTS13-Standard
Antikdrperbeschichtete Microtiterstreifen, 96 Testvertiefungen
Biotinylierter Detektionsantikdrper (Anti-Human ADAMTS13 IgG)
Enzymkonjugat (Streptavidin und Meerrettichperoxidase)
Positivkontrolle
Substrat (3, 3, 5, 5’ Tetramethylbenzidin Perborat (TMB))
Testpuffer
Waschpuffer

Aqua ad iniectabilia, Delta Select
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2.2.4.3.2 Methode

Alle mitgelieferten Reagenzien werden nach Herstellerangaben rekonstituiert. Zuerst wird
eine serielle Verdinnung des ADAMTS13 Standards zu 100 ng/ml, 50 ng/ml, 25 ng/ml,
12,5 ng/ml, 6,25 ng/ml, 3,12 ng/ml und 0 ng/ml vorgenommen. Hierzu wird 200 pl des
Standards in die Vertiefungen A1/ A2 und je 100 pl Testpuffer in die Vertiefungen B1 / B2
bis G1 / G2 pipettiert. Zur Herstellung der Verdinnungsreihe werden 100ul des Standards
aus der Testvertiefung Al / A2 heraus pipettiert, in B1 / B2 gegeben und durch ritteln der
Platte kurz gemischt. Diese Vorgehensweise wird bis einschlie3lich F1 / F2 wiederholt.
Abschlieend werden 100 pl Probe aus F1/F2 herausgenommen und verworfen. Die 100
pl Testpuffer in Testvertiefung G1 / G2 dienen als Nullwert.

In den folgenden Arbeitsschritten werden die Plasmaproben 1:20 mit Testpuffer verdiinnt
und je 100 pl Positivkontrolle bzw. verdinnte Plasmaprobe in die Vertiefungen der
Mikrotiterplatte pipettiert. AnschlieRend deckt man die Vertiefungen mit der Abdeckfolie ab
und inkubiert bei 37 °C eine Stunde.

Nach Ablauf der Inkubationzeit werden die Probeninhalte aus den Vertiefungen entfernt.
Mit jeweils 200 pl Waschpuffer wird viermal gewaschen, wobei ein Waschschritt drei
Minuten dauert. Vor dem erneuten Beflillen der Testvertiefungen mit Waschpuffer klopft
man die Mikrotiterplatte auf einem Papiertuch kraftig aus. Nach dem Waschen werden je
100 ul Detektions-Antikorper in jede Vertiefung pipettiert. Es folgt eine erneute Inkubation
nach Abdecken mit Azetatfolie 30 Minuten bei Raumtemperatur auf der Rittelplatte bei
250 rpm.

AnschlieBend wird der Waschvorgang wie oben beschrieben wiederholt. Fir den
folgenden Versuchsschritt pipettiert man 100 pl Enzym-Konjugat in jede Vertiefung. Nach
Ablauf einer weiteren 30minitigen Inkubationszeit auf der Rittelplatte bei
Raumtemperatur wird das Enzym-Konjugat, wie oben beschrieben, ausgewaschen.
Unmittelbar nach dem letzten Waschschritt missen 100 pl Substrat in die
Testvertiefungen pipettiert werden. Der Reaktionsansatz inkubiert nach Abdecken mit
Azetat-Folie 5 Minuten bei Raumtemperatur. Durch eine Farbreaktion farben sich die Vials
blau. Zum Abstoppen der Reaktion werden 50 pl 0,5 M Schwefelsaure den Vertiefungen
zugefugt und durch gleichmaRiges Schwenken verteilt. Innerhalb von 10 Minuten kann die
Extinktion mit einem Spektralphotometer bei 450 nm Wellenldnge gemessen werden.

Die Standardkurve wird aus den Mittelwerten der gemessenen Extinktionswerte der
einzelnen ADAMTS13 Standards, die gegen die entsprechenden ADAMTS13
Konzentration aufgetragen wurden, ermittelt.

Die ADAMTS13 Konzentration der verdinnten Plasmaproben wird aus der Standardkurve

interpoliert. Da die Proben 1:20 verdiinnt eingesetzt werden, missen die Messergebnisse
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mit 20 multipliziert werden, um die entsprechende ADAMTS13 Konzentration der
urspriinglichen Probe zu erhalten:

Plasmaprobe = [ADAMTSlS]verdUnme Plasmaprobe x 20

Thrombozyten oder Erythrozyten kdnnen das Plasma kontaminieren und den Test
verfalschen. Daher ist auf die genau Verarbeitung des Plasmas zu achten. Ikterische und

lipamische Proben kdénnen die Ergebnisse ebenfalls verfalschen.

2.2.5 Bestimmung des ADAMTS13 Antikdrpers

Durch die ADAMTS13 Antikorpertestung kdnnen Autoantikdrper gegen ADAMTS13 im
Patientenplasma nachgewiesen werden. Antikorper gegen ADAMTS13 konnen durch
verschiedene Pathomechanismen im Patienten gebildet werden.

Ziel der Methode ist der Nachweis einer reduzierten ADAMTS13 Aktivitat in einer Probe,
die sich aus Patientenplasma und inaktiviertem Patientenplasma zusammensetzt.

Gemessen wird die Plasmaprobe mit der BCS-Methode nach Béhm [98].

2.2.5.1 Materialien
Siehe 2.2.2.1

2.2.5.2 Methode

Fur die Antikorperbestimmung muss als erstes ein Teil des Patientenplasmas und des
Poolplasmas deaktiviert werden. Fur den Versuch in Doppelbestimmung werden 60 pl
deaktiviertes Patientenplasma bendtigt und ca. 300 pl deaktivierter Normalpool. Die
Proben werden fir 30 Minuten bei 60 °C im Wasserbad denaturiert und anschlieRend 10
Minuten bei 12000 rpm abzentrifugiert. Das dabei entstandene deaktivierte Plasma wird
als d-Plasma gekennzeichnet.

AnschlieRend werden 35 pl des d-Patientenplasmas mit 35 pl Poolplasma gemischt, 30
Minuten bei 37 °C inkubiert und abschlieBend wieder bei 12000 rpm zentrifugiert. Aus
diesem Uberstand werden je zweimal 15 pl fiir die Aktivitatsbestimmung gebraucht. Als
Kontrolle mit 50%iger Aktivitat dient eine Probe aus 35 pl d-Pool und 35 pl Pool.

Zur Bestimmung der Restaktivitat wird nun zu Beginn mit Hilfe von Poolplasma und d-
Pool eine serielle Verdiinnung durchgefuhrt (100 %, 50 %, 25 %, 12,5 % und 6,25 %).
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Diese dient als Kalibrationsgerade, wahrend die obengenannte 50%ige Verdinnung von
Normalpool mit d-Pool als interner Standard mitlauft.

Je 15 pl jeder Probe, im Doppelansatz, werden mit 300 ul Reaktionspuffer und 150 pl
Substratpuffer versetzt. Die Ansétze werden kurz auf der Ruttelplatte gemischt und
anschliel3end im Warmeschrank bei 37 °C 16 Stunden inkubiert.

Nach abgelaufener Reaktionszeit wird die Restaktivitdit der Proben, wie oben
beschrieben, mit dem BCS-Gerat gemessen.

Der ADAMTS13 Antikorpertiter wird aus der Restaktivitat der d-Patientenprobe und der

Kontrolle errechnet:

Restaktivitét von (d-Patientenlasma + NP)

Antikdrpertiter =
Restaktivitat der Kontrolle (d-Pool + NP)

Der Antikorpertiter wird in Prozent umgerechnet und anhand der Prozente kann der
Bethesda-Wert (BE) aus der Antikorpertiter-Tabelle entnommen werden. Die Hemmung
der ADAMTS13 Aktivitat um 50 % entspricht einer Bethesda Einheit. Klinisch werden
Antikorpertiter mit >0,2 BE angegeben.

2.3 Methodenverqgleich

Zur Messung der ADAMTS13 Aktivitat stehen die unter 2.2.1, 2.2.4.1 und 2.2.4.2
beschriebenen Methoden zur Verfligung. Vor Versuchsbeginn wurde eine
Methodenvalidierung durchgefiihrt, in deren Kern ein Vergleich der einzelnen Methoden
steht.

Inhalt und Ziel der Validierung ist es, aus der statistischen Beurteilung der Analysenwerte
Ruckschlisse auf die Zuverlassigkeit der jeweiligen Methoden zu ziehen.

Folgende Qualitatsparameter zur Bestimmung der Zuverlassigkeit der Messmethoden

standen zur Verfigung [99-101]:

e Prazision

e Richtigkeit

o Genauigkeit
¢ Robustheit

e Nachweisgrenze
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Des Weiteren wurde die Brauchbarkeit der einzelnen Methoden tberpruft und miteinander
verglichen. Dabei werden die Rentabilitatskriterien nach Kny [102] herangezogen:

e Zeitaufwand (Personalkosten)
e Materialkosten
e Geratekosten

o Aufwendigkeit der Versuchsdurchfiihrung

Alle untersuchten Faktoren stellen Indikatoren fir den Methodenvergleich dar und

schaffen eine Ubersicht tiber die Vor- und Nachteile der angewandten Methoden.

2.3.1 Versuchaufbau

Richtlinien zur Messprozedur

Nach der CLSI Guidline EP9 sollen fur einen Methodenvergleich ca. 40 Proben in
Doppelbestimmung gemessen werden, die sich (ber den gesamten Messbereich
erstrecken. Die Messungen sollten an mehreren Tagen erfolgen, wobei jedoch die Proben
mit den verschiedenen Methoden am selben Tag untersucht werden muissen.

Es ist darauf zu achten, dass die Konzentrationen der Proben Uber den ganzen
Konzentrationsbereich verteilt sind. Ein besonderer Focus liegt jedoch bei den
Konzentrationen im Bereich der oberen und unteren Nachweisgrenze [100, 101].

Gemal dieser Richtlinie wurden Proben mit den folgenden zu erwartenden ADAMTS13

Konzentrationen ausgewahlt:

e im niedrigen Konzentrationsbereich:
Patienten mit TTP (mit und ohne nachweisbare Antikorper),
e im physiologischen Bereich:
Patient mit TTP-Like Syndrom,
Patient mit hamolytisch urdmischem Syndrom (HUS),
Normalpool
e im hohen physiologischen Bereich:
Fresh Frozen Plasma

Solvent / detergent behandeltes Plasma
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Zudem wurde eine Referenzsubstanz mit vorgegebener ADAMTS13 Konzentration von
582 ng/ml (= 50 ng/ml) untersucht [97]. Die jeweiligen Proben wurden mit allen Methoden
15- bis 20mal in Doppelbestimmung tber insgesamt sechs Wochen gemessen.

2.1.2 Versuchsergebnisse

Aus den ermittelten Messdaten aller Proben wurden der Mittelwert sowie die
Standardabweichung gebildet. Durch die vom Hersteller festgelegte Angabe der
ADAMTS13 Aktivitat der Positivkontrolle konnte im Bezug auf die angegebenen 582 ng/mi
+ 50 ng/ml zusatzlich die Richtigkeit und die Genauigkeit bestimmt werden. Die Daten

sind in der folgenden Tabelle 9 dargestellt.

Mittelwert Standard- S o
Methoden Proben ) Richtigkeit | Genauigkeit
(ng/ml) Abweichung
Positiv-
548,52 + 109,30 51,48 -8,58
kontrolle
TTP mit AK 049,25 + 009,23
TTP ohne AK 098,35 + 037,73
BCS- HUS 540,29 + 164,86
Methode
TTP-Like
nach Bohm 373,10 +137,63
Syndrom
FFP 649,73 + 014,32
s/ d Plasma 542,03 + 017,05
Konzentrate - -

Fortsetzung Tabelle 9 folgende Seite
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Mittelwert Standard- o o
Methoden Proben ) Richtigkeit | Genauigkeit
(ng/ml) Abweichung

Positiv-
506,25 126,97 93,75 -15,63
kontrolle
TTP mit AK 021,67 018,36
TTP ohne AK 043,79 017,53
ADAMTS13 TTP-Like
574,66 124,96
Syndrom
FFP 567,46 021,48
s/ d Plasma 593,50 018,08
Konzentrate 020,23 005,09

Mittelwert Standard- o . ) _
Methoden Proben ) Richtigkeit | Genauigkeit
(ng/ml) Abweichung

Positiv-
631,81 + 052,33 31,81 5,30
kontrolle
TTP mit AK 040,55 + 012,11
TTP ohne AK 082,06 + 302,94
Actifluor™ HUS 766,87 + 085,71
ADAMTS13 TTP-Like
508,56 + 085,37
Syndrom
FFP 719,95 + 199,65
s/ d Plasma 766,13 + 157,20
Konzentrate 078,30 + 148,42

Tab. 9: Die statistischen Qualititsparameter der BCS-Methode nach Boéhm, der
Actifluor ™MADAMTS13 Methode und der Technozym®ADAMTS13 Methode.

AulBerdem wurden Faktoren wie Zeit, Materialkosten, bendtigte Messgeréate,
Schwierigkeitsgrad bzw. Aufwand der Methode sowie der Messbereich und die Einheiten
der erhaltenen Ergebnisse flr die einzelnen Methoden miteinander verglichen. Diese

Rentabilitatskriterien sind unter Tabelle 10 aufgelistet.
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et Material- Aufwand/ Messbereich
ei
Methode kosten Messgerdte | Schwierig- und
(Stunden) _ _ )
(16 Proben) keit Einheit
Actifluor™
ADAMTS13 _ ) 22 bis 720
_ 1 422,33 Fluorimeter Einfach
American ng/mi
Diagnostica
Technozym® BMG _ _
Relativ 2 bis 104,6
ADAMTS13 3 374,85 Omega _
) einfach %
Technoclon Fluorimeter
BCS- _
o 6,2 bis 100
Methode 19 160,00 BCS-Gerét schwierig %
0
nach Béhm

Tab. 10: Gegeniberstellung der Rentabilitatskriterien der Methoden.

2.3.2.1 BCS-Methode nach B6hm

Diese Methode zeigt die beste Prazision bei ADAMTS13 Aktivitditen an der unteren
Nachweisgrenze. Dieser statistische Wert muss jedoch differenziert betrachtet werden, da
die Nachweisgrenze bei 6,2 % hdher als bei den anderen Methoden liegt. Somit ergibt
sich eine geringere Variabilitat der niedrigen Werte (Tab. 9 und 10).

Die Prézision lasst mit steigender ADAMTS13 Aktivitdt nach. Dies ist mit dem Verlauf der
Standardkurve zu erklaren. Das Verhéaltnis zwischen gemessener Extinktion und
ADAMTS13 Konzentration in % verlauft nicht linear, wodurch man eine Standardkurve
erhalt. Zu Beginn fiihren Konzentrationséanderungen zu einem starken Anstieg der
Extinktion, wahrend bei Anderungen im hohen Konzentrationsbereich nur noch ein
geringer Anstieg der Extinktion messbar ist (2.2.1). Die Genauigkeit und die Richtigkeit
sind gut und mit dem des Actiflour™ADAMTS13 Kits fast identisch.

Diese Methode misst im Gegensatz zu den beiden anderen die ADAMTS13 Aktivitat nicht
direkt, sondern indirekt, wodurch sie stdranfélliger wird. Das verwendete BCS-Gerat ist
auf die Messung der VWF-Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat ausgelegt. Durch die Erweiterung

des Versuchaufbaus kann die ADAMTS13 Aktivitat bestimmt werden, jedoch potenzieren
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sich dadurch mdogliche Fehlerquellen. Dies ist zum einen darauf begrindet, dass
samtliche Reagenzien vor jedem Versuchsansatz frisch hergestellt werden. Aul3erdem
kénnen Chargenunterschiede des Wilfactin® im Substratpuffer zu Schwankungen der
Messergebnisse fuhren. Diese werden zum einen durch einen unterschiedlichen VWF-
Gehalt als auch durch variable ADAMTS13 Eigenaktivitdt (3.1.4) hervorgerufen. Die
Inkubationszeit von 14 bis 16 Stunden wurde experimentell von M. Béhm (2004) [98] bei
der EinfUhrung der Methode ermittelt. Durch abweichende Inkubationszeiten zwischen 16
bis 20 Stunden kénnten Aktivitatsschwankungen begriindet sein. Als weitere Fehlerquelle
sind die Chargenunterschiede des fir die Messung benétigten BC VW-Reagenz von
Dade Behring zu nennen, begrindet durch die Herstellung aus Humanspenden.

Trotz geringer Materialkosten ist diese Methode bei der Kosten-Nutzen-Analyse im
Vergleich zu den anderen Methoden schlechter. Dies liegt an einem sehr hohen
Zeitaufwand und einer anspruchsvollen Versuchsdurchfiihrung. Erst bei einer hohen

Frequenz an Messungen lohnt es sich, diese Methode durchzufuhren.

2.3.2.2 Technozym®ADAMT813

Die Prazision des Technozym®ADAMTS13 Kits ist in hohen Aktivitatsbereichen
gegeniiber dem Actiflour™ADAMTS13 Kit zwar unterlegen, aber annéhernd gleich mit der
BCS-Methode nach Béhm. Im Aktivitatsbereich an der Nachweisgrenze zeigt die Methode
eine hohe, bei TTP-Formen mit einer messbaren geringen ADAMTS13 Aktivitat die
hdchste Préazision. Richtigkeit und Genauigkeit sind den anderen beiden Methoden
unterlegen. Das Preis-Leistungsverhéltnis des Kits ist sehr gut, da sowohl Aktivitéat als
auch Antigen mit Hilfe desselben Kits nacheinander bestimmt werden kénnen. Somit kann
ein direkter Bezug zwischen der Aktivitat und der Menge des Enzyms ermittelt werden.
Der hohe Arbeitsaufwand und die hohen Anschaffungskosten des bendtigten Gerates
ergeben hingegen ein schlechtes Kosten-Nutzen-Verhaltnis. AuRerdem treten Stérungen
bei der Messung auf, wenn gleichzeitig hohe VWF-Konzentrationen vorliegen. Méglicher
Grund hierfir kénnte die Konkurrenz zwischen VWF Multimeren der Probe und dem
Aktivitatssubstrat FRETS-VWF73 um die ADAMTS13 Bindungsstelle sein.

2.3.2.3 Actifluor™MADAMTS13

Der Actifluor™ADAMTS13 Kit zeigt eine hohe Prazision bei den mittleren als auch bei den
hohen ADAMTS13 Aktivitatswerten. Im sehr niedrigen Bereich ist die Préazision im
Vergleich unterlegen. Beziiglich Richtigkeit und Genauigkeit weist das Kit die besten

Ergebnisse auf. AufRerdem ist dies die einzige der drei Methoden, bei der das Ergebnis in
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Standardeinheiten (ng/ml) angegeben wird. Dadurch ist aber auch ein Vergleich der
Methodenergebnisse untereinander erschwert. Durch eine interne Validierung wurde
jedoch ein Umrechnungsfaktor von 7,2 ermittelt. Die Handhabung des Kits ist
ausgesprochen einfach und klar. Zudem ist die Versuchsdurchfihrung innerhalb einer
halben Stunde abgeschlossen und die anschlieRende Auswertung kann mit einem
Standardfluorimeter erfolgen. Aufgrund der dadurch geringen Personalkosten ist der

Kosten-Nutzen-Faktor trotz der hdheren Materialkosten am besten.

2.3.3 Methodenvergleich nach Passing und Bablok

Mittels eines speziellen Regressionsverfahrens nach Passing und Bablok werden jeweils
zwei Methoden miteinander verglichen.

Bei diesem Regressionsverfahren wird davon ausgegangen, dass beide Messreihen nicht
ohne Fehler sind, die Verteilung der Messwerte nicht zwangslaufig der Normalverteilung
entspricht, die Varianz nicht Uber den gesamten Konzentrationsbereich konstant ist und
mdgliche Ausreil3er nicht immer als grobe Messfehler angesehen werden [103]. Wichtig

ist dabei die Abweichung der beiden Methoden am ,Entscheidungspunkt® (Bias).

Methode |Actifluor™ADAMTS13
n 44
900 Mittelwert | 357,47
800 s 303,46
d o ol Median 395,26
700 & Q1 056,72
£ 600 i Q3 700,00
2 / Min 024,41
= 9 7 // s Max 818,99
£ 400 g Methode |BCS-M. nach B6hm
@ / o O
8 200 A o n. 44
/ e o o Mittelwert | 279,23
200 o v - S 229,13
I e Median [ 254,52
L~ 01 077,04
’ 0 200 400 600 800 1000 |(\?/|3 gigigg
ActifluorMADAMTS13 M::x 720:00

Abb. 17: Passing-Bablok Regression von der BCS-Methode nach Béhm und
Actifluor™MADAMTS13. Die Steigung der Regressionsgerade betragt 0,74 und der Schnittpunkt mit
der y-Achse ist bei 20,38. Daraus ergibt sich die Gleichung: f(x)=0,74x + 20,38.



2 Material und Methoden 73
Methode Technozym®ADAMTS13
n 34
1000 Mittelwert 322,88
900 - S 294,81
- 5 Median 390,71
o /8 Q1 033,48
& 700 7 Q3 522,65
= a0 A Min 014,40
2 o ‘?/ Max 753,12
E s Methode Actifluor™ADAMTS13
El // &1 |n 34
£ 300 Mittelwert 345,95
R ,/ s 292,08
Median 395,26
100 &g Q1 058,15
0 Q3 634,41
0 200 400 600 800 Min. 024’41
Technozym®ADAMTS13 Max. 818,99

Abb. 18: Passing-Bablok Regression von Actifluor™ADAMTS13 und Technozym®ADAMT813. Die
Steigung der Regressionsgerade betragt 1,04 und der Schnittpunkt mit der y-Achse ist bei 18,12.
Daraus ergibt sich die Gleichung: f(x)=1,04x + 18,12.

Methode |Technozym®ADAMTS13
n 35
300 Mittelwert | 314,07
—o0 o b S 295,09
Median 373,46
600 5 e Q1 031,43
< 4 Q3 519,34
S 500 Qo st // Min 014,40
@ o [s)
£ oo P A Max 753,12
s o /QO/ P Methode |BCS-M. nach B6hm
B 300 e n 35

@ ) / e o °© Mittelwert | 255,81
200 J=o==; o S 216,14
100 o/ Median | 253,44
& 01 061,92
0 Q3 378,90
0 200 400 600 800 "\Min 043.20
Technozym®ADAMTS13 Max 720,00

Abb. 19: Passing-Bablok Regression von der BCS-Methode nach Béhm und

Technozym®ADAMTS13. Die Steigung der Regressionsgerade betragt 0,71 und der Schnittpunkt
mit der y-Achse ist bei 34,40. Daraus ergibt sich die Gleichung: f(x)=0,71x + 34,40.
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An Hand der Regressionsanalyse erkennt man, dass Actifluor’™MADAMTS13 und
Technozym®ADAMTS13 die groRte Ubereinstimmung der Messwerte aufweisen. Die
Regressionsgerade weist mit der Steigung 1,04 einen nahezu optimalen Wert auf, ist
jedoch um den Wert 18,12 an der y-Achse nach oben verschoben. Daraus kann man
folgern, dass Actifluor™ADAMTS13 leicht héhere Werte fur dieselbe Probe misst als
Technozym®ADAMTS13. Bei Messwerten im hoheren ADAMTS13 Aktivitatsbereich
variieren diese starker als im niedrigen Aktivitatsbereich. Dies wird durch die Form des
Konfidenzintervalls um die Regressionsgerade beschrieben.

Der Vergleich von Actifluor™ADAMTS13 und der BCS-Methode nach Béhm liefert solide
Werte. Die Steigung der Regressionsgeraden von 0,74 zeigt, dass bei der BCS Methode
nach Bo6hm niedrigere Werte zu erwarten sind als bei der Messung derselben Probe mit
Actifluor™ADAMTS13. Die Messwerte variieren stirker um die Regressionsgerade und es
sind mehr Messwerte aufRerhalb des Konfidenzintervalls zu erkennen.

Die groften Unterschiede bei der Regressionsanalyse weisen die BCS-Methode nach
Boéhm und Technozym®ADAMTS13 auf. Sowohl die Verschiebung des y-
Achsenschnittpunkts um 34,4 als auch die Steigung von 0,71 zeigen die starkste
Abweichung vom Idealwert. Des Weiteren ist hier das Konfidenzintervall am gré3ten und
die Anzahl der Werte auf3erhalb des Intervalls am héchsten, insbesonder im hoéheren
ADAMTS13 Aktivitatsbereich.

2.3.4 Schlussfolgerung

Durch diesen Methodenvergleich konnte bewiesen werden, dass alle drei Methoden, trotz
ihrer Vor- und Nachteile, fur die Analytik der ADAMTS13 Aktivitat geeignet sind. Alle
Methoden kénnen sicher die pathologischen Werte von den normalen unterscheiden.

Je nach zu erwartendem ADAMTS13 Aktivitatsbereich der Probe sind unterschiedliche
Methoden zu bevorzugen. Im hohen Bereich liefert der Actifluor™ADAMTS13 Assay, im
niedrigen Bereich die BCS-Methode nach B6hm die préazisesten Werte.

Vorteil der FRET s Methoden ist die direkte Aktivitdtsmessung. Vor allem die Ergebnisse
in Standardeinheiten (ng/ml) des Actifluor™ADAMTS13 Assays erlaubt eine prézise und
sehr genaue Messung. Bei Technozym®ADAMTS13 kann auRerdem noch die Antigen-
Messung parallel durchgefuhrt werden und gibt somit Informationen uber die direkte

Korrelation zwischen Aktivitat und Antigen an.
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3 Ergebnisse

3.1 Gerinnungsfaktorkonzentrate

Es wurden Gerinnungsfaktorpraparate mit unterschiedlichen Konzentrationen an VWF
und / oder Faktor VIII (Tab. 11) auf ihre ADAMTS13 Aktivitat und ADAMTS13 Antigen
untersucht. Des Weiteren wurde das VWF Multimermuster dargestellt und auf die
Anwesenheit von ultralangen VWF Multimeren sowie auf ADAMTS13 Antikdrper getestet.
Zur Messung der ADAMTS13 Aktivitat ist die BCS-Methode nach Bohm und die beiden
FRET-Assays Actifluor™ADAMTS13 und Technozym®ADAMTS13 verwendet worden.
Diese Methoden kamen auch bei der Bestimmung der ADAMTS13 Antikérper zum
Einsatz.

ADAMTS13 Antigen wurde mittels Technozym®ADAMTS13 und Imubind®ADAMTS13
ELISA bestimmt.

Die VWF Multimere wurden mit der SDS-Gelelektrophorese dargestellt. Mit einer
Agarosekonzentration von 1 % wurde auf ultralange VWF Multimere getestet und mit
einer Konzentration von 1,6 % bzw. 2 % wurde die Multimerstruktur untersucht.

Die aus Humanplasma gewonnenen Konzentrate Haemate®P, Immunate STIM plus und
Wilate® enthalten in unterschiedlichen Mengen sowohl Faktor VIII als auch VWF.
Wilfactin® (mittlerweile als Wilfact® auch in Deutschland zugelassen) beinhaltet
hauptsédchlich VWF und die Konzentrate Kogenate® und Beriate®P sind reine Faktor VIII
Konzentrate. Kogenate® stellt das einzige untersuchte rekombinante Préparat dar.

Damit die Konzentrate trotz der unterschiedlichen Mengen an Faktor VIII und VWF
verglichen werden konnten, wurden die jeweiligen Verdinnungen so gewahlt, dass
Konzentrationen von 16 U/ml und 2 U/ml im Bezug auf den VWF entstanden. Beriate®P
bildet dabei eine Ausnahme, da hier die Konzentration wegen des Fehlens des VWF auf
den Faktor VIII bezogen wurde. Zudem sollten mit der Messung der Verdinnungen
mogliche Interaktionen, zum Beispiel durch den hohen VWF Anteil, aufgedeckt werden
und auRerdem wurden die ADAMTS13 Messergebnisse der unverdinnten Probe damit
Uberpruft. Nachdem fir die vorliegende Arbeit die ADAMTS13 Konzentration und Aktivitat
der unverdinnten Konzentrate von Bedeutung waren und fur die oben genannten Punkte
nur wenige Messwerte der Verdinnungen ausreichen, sind die Verdinnungen aus

Kostengrinden sparsam untersucht worden.

Die Konzentrate und die dazugehérigen Angaben wurden von den jeweiligen Herstellern

freundlicher Weise zur Verfiigung gestellt.
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) Ausgangs- | Virus-
Praparat Hersteller _ _ o VWF FVII
material inaktivierung
CSL
® , Human- o 2400 I.E. | 1000 I.E.
Haemate P | Behring Pasteurisierung
plasma 160 U/ml | 66,6 U/ml
GmbH
solvent /
Immunate Human- 1251.E. | 250 I.E.
Baxter AG detergent; feuchte
STIM plus plasma _ 25 U/ml | 50 U/ml
Hitze
solvent /
e Octapharma | Human- 800 I.LE. | 900 L.E.
Wilate detergent; feuchte
GmbH plasma _ 80 U/ml | 90 U/ml
Hitze
LFB solvent / detergent
) e o Human- o 1000 L.E.
Wilfactin Biomédi- Filtration; -
plasma _ 100 U/ml
camentes trockene Hitze
rekombinant
. solvent / 1000 I.E.
Kogenate® | Bayer (Baby -
Hamster- detergent 400 U/ml
Nieren-Zellen)
CSL
e ) Human- o 250 L.E.
Beriate™P Behring Pasteurisierung -
plasma 100 U/ml
GmbH
Tab. 11: Auflistung der zu untersuchenden Konzentrate mit herstellender Firma,

Ausgangsmaterial, Virusinaktivierungsverfahren sowie Inhaltsstoffen

und ihrer Konzentration im

Lyophilisat (I.E.) und nach Auflésung mit Puffer / Aqua ad iniectabilia (U/ml).

3.1.1 Haemate®P

Haemate®P enthalt den héchsten Anteil an VWF und FVIII und weist nach Auflésung in 15
ml Agqua ad iniectabilia die Konzentration von 160 U/ml VWF und 66,6 U/ml FVIII auf.

Ausgehend von dieser Losung wurde eine Verdinnungsreihe mit Aqua ad iniectabilia

erstellt, die sich auf die Hauptkomponente, den VWF, bezieht. Die Verdlinnungsstufen
sind 50 %, 25 %, 10 % und 1,25 %. Dies entspricht einer Konzentration des VWF von 80
U/ml, 40 U/ml, 16 U/ml und 2 U/ml.
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3.1.1.1 Gelelektrophorese

Fir die Erstellung der Multimeranalyse wurde Haemate®P in einer Konzentration von 5
U/ml und 2 U/ml hergestellt. Mittels eines 1%igen Agarosegels wurde die Aufgetragene
Haemate®P Probe hinsichtlich der VWF Struktur dargestellt und mit einem 1,6%igen
Agarosegel auf UL VWF Multimere getestet.

Im 1,6 % Agarosegel zeigten sich nach der Anfarbung die Multimerbanden mit den fiir den
VWEF typischen Satellitenbanden (Abb. 20).

Abb. 20: Haemate®P mit 5 U/ml und 2 U/ml in einem 1,6 % Agarosegel neben unverdiinntem
Normalpool (von links nach rechts).

Im 1%igen Agarosegel sind deutlich gréfRere Mengen an UL VWF Multimere zu
identifizieren. Dies ist durch die Banden oberhalb der letzten erkennbaren Bande des

Normalpools und an dessen Intensitat erkennbar (Abb. 21).
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ULM

Wilf. NP H H
2 U/ml 5 U/ml 2 U/ml

Abb. 21: 1%iges Agarosegel mit (von links nach rechts) Wilfactin® 2 U/ml zum Vergleich,
Normalpool als Standard und Haemate® 5 U/ml und 2 U/ml. ULM: ultralange VWF Multimere,
Wilf.: Wilfactin®, NP: Normalpool, H: Haemate®P.

3.1.1.2 ADAMTS13 Aktivitat
Modifizierte BCS-Methode nach B6hm

Indirekt kann Uber die VWF Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat auf die ADAMTS13 Aktivitat
zuriick geschlossen werden. Drei Ansatze, einer mit Plasma eines TTP Patienten mit
Antikorpern, einer mit Plasma eines TTP Patienten ohne nachweisbare Antikdrper und
einer mit Normalpool wurden mit einer definierten Menge Haemate®P versetzt. Nach fiinf
Messungen zeigt sich eine durchschnittliche Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat fir den Ansatz
TTP mit Antikérper von 40,9 %, fir den mit TTP ohne nachweisbare Antikdrper von 19,78
% und fur den mit Normalpool von 11,64 % (Abb. 22). Daraus kann fiir Haemate®P auf

eine ADAMTS13 Aktivitat zurtick geschlossen werden.
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Abb. 22: Durchschnittliche Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat von unverdiinntem Haemate®P gemessen
in einem Ansatz von TTP mit Antikdrpern (AK), einem Ansatz von TTP ohne Antikérpern und
einem Ansatz mit Normalpool (NP).

Technozym®ADAMTS13

An 11 Messtagen wurde die ADAMTS13 Aktivitat mit dem Technozym®ADAMTS13 Kit fiir
die unterschiedlich konzentrierten Haemate®P Proben ermittelt (Tab. 12). Der aus den
Einzelmessungen errechnete Mittelwert ist in Abh&ngigkeit von den Konzentrationen in
Abbildung 22 graphisch dargestellt.

Die ADAMTS13 Aktivitat, die mit dem Technozym®ADAMTS13 Kit fur Haemate®P
ermittelt wurden, liegt mit durchschnittlich 12,3 % im unteren Aktivitatsbereich. Die
hdchste gemessene ADAMTS13 Aktivitat betragt 24,15 %, die niedrigste 5,18 %. Die
Ubrigen Werte liegen Uberwiegend im Bereich zwischen 10 % bis 15 %.

Tendenziell nimmt die Enzymaktivitat mit zunehmender Verdinnung ab, jedoch zeigt sich
bei Betrachtung der Einzelmessungen in einigen Fallen auch eine Zunahme der Aktivitat
trotz einer héheren Verdinnung. Die Standardabweichung wurde fiir die Konzentrationen
berechnet, bei denen sechs oder mehr Messungen durchgefiihrt wurden. Bei 160 U/ml
betragt sie £ 5,0, bei 80 U/ml + 4,6, bei 16 U/ml £ 3,2 und bei 2 U/ml = 1,0. Die Prézision
bei den sehr niedrigen ADAMTS13 Aktivitdten ist damit sehr gut, muss aber kritisch
betrachtet werden, da die Aktivititen am untersten Messbereich des Kits liegen.
ADAMTS13 Aktivitaten unter 2,00 % werden nicht weiter differenziert, sondern mit < 2,00
% angegeben.
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Konzentrationen | 160 U/ml | 80 U/ml | 40U/ml | 20 U/ml | 16 U/ml 2 U/ml
Messungen Ergebnisse in %
1 24,15 02,00 2,00
2 15,12 13,91 11,30 2,00
3 10,26 07,79 06,48 2,63
4 16,19 02,00 04,96 4,53
5 07,18 13,42 7,58 5,47
6 10,49 07,13 2,00 2,00
7 12,38 02,00 02,00 2,27
8 09,63 04,50 02,00
9 12,64 02,55 2,00
10 05,18 2,44 2,00 02,00
11 11,79 6,91 02,90
MW 12,3 6,7 3,9 3,7 4,0 2,6
S +5,0 +4,6 +3.2 +1,0

Tab. 12: Messergebnisse des Technozym®ADAMT813 Kits fir die ADAMTS13 Aktivitat von

Haemate®P in unterschiedlichen Konzentrationen. MW: Mittelwert, s: Standardabweichung
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160 U/ml 80 U/ml 40 U/ml 20 U/ml 16 U/ml 2 U/ml
Konzentrationen von Haemate®P

Abb. 22: Durchschnittliche ADAMTS13 Aktivitit von Haemate®P in Abhangigkeit von der

Konzentration gemessen mittels Technozym®ADAMTS13 Kit.
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Um spater einen Vergleich mit den Ergebnissen des Actifluor™ADAMTS13 Kits
vornehmen zu konnen, werden die Mittelwerte der jeweiligen Verdinnungen von

Haemate®P in Standardeinheiten (ng/ml) umgerechnet.

Konzentrationen | 160 U/ml | 80 U/ml 40 U/ml 20 U/ml 16 U/ml 2 U/ml

MW (ng/ml) 88,6 48,2 28,1 26,6 28,8 18,7

Actifluor™ ADAMTS13

Die verschieden konzentrierten Ansatze wurden mit dem Actifluor™ADAMTS13 Kit auf
die ADAMTS13 Aktivitait an sechs verschiedenen Tagen untersucht. Dabei wurden
teilweise pro Kit mehrere Versuchsansatze derselben Konzentration gemessen. Dadurch
sollten intra- und interindividuelle Schwankungen minimiert werden. In der nachfolgen

Tabelle 13 sind die einzelnen Messwerte mit Mittelwert und Standardabweichung

aufgefihrt:
Konzentrationen 160 U/ml 80 U/ml 40 U/ml 16 U/ml 2 U/ml
Messungen Ergebnisse in ng/ml

1 447,93 279,53 7,06 0,00
2 617,25

3 481,67

4 500,17
5 429,43
6 485,94
7 480,60
8 593,08
9 328,24 307,51 171,80 50,30

10 334,87

MW 470,0 2935 171,8 28,7 0,0
S + 93,5

Tab. 13: Messergebnisse des Actifluor™ADAMTS13 Kits fir die ADAMTS13 Aktivitat von

Haemate®P in unterschiedlichen Konzentrationen. MW: Mittelwert, s: Standardabweichung
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Das folgende Diagramm (Abb. 23) zeigt die Mittelwerte der ADAMTS13 Aktivitdtsmessung

fur die Verdiinnungsreihe von Haemate®P:

160 U/ml 80 U/ml 40 U/ml 16 U/ml 2 U/ml

500
450
400
350
300
250
200
150
100

50

ADAMTS13 Aktivitat (ng/ml)

Konzentrationen von Haemate®P

Abb. 23: Durchschnittiche ADAMTS13 Aktivitat von Haemate®P in Abhangigkeit von der
Konzentration gemessen mittels Actifluor™ADAMTS13 Kit.

Unverdiinntes Haemate®P zeigte bei der Messung mit dem Actifluor ™ ADAMTS 13 Kit eine
ADAMTS13 Aktivitat von durchschnittich 470 ng/ml. Die einzelnen Messwerte
schwankten dabei zwischen 328,24 ng/ml und 617,25 ng/ml. Die Standardabweichung fur
die erhobenen Messdaten betragt + 93,5. Betrachtet man die Enzymaktivitat innerhalb der
Verdunnungsreihe, kann eine Abnahme der ADAMTS13 Aktivitat beobachtet werden;
wobei die gemessen Enzymaktivitdten flr die Verdinnungen von 50 % und 25 %
tendenziell tber und ab 10 % unter der theoretischen Enzymaktivitat liegen. Rechnet man
die in ng/ml gemessenen Ergebnisse in % um, (Methodenteil 2.3.2.3) ergeben sich

folgende Aktivitaten:

Konzentrationen 160 U/ml 80 U/ml 40 U/ml 16 U/ml 2 U/ml

MW (%) 65 41 24 4 0

3.1.1.3 ADAMTS13 Antigen
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Technozym®ADAMTS13

Mit dem Technozym®ADAMTS13 Kit wurde aulRer der ADAMTS13 Aktivitait auch
ADAMTS13 Antigen derselben Probe bestimmt. Dadurch ist es unter anderem mdglich,
die erhobenen Parameter direkt zu vergleichen. Folglich wurden, identisch zur
ADAMTS13 Aktivitdtsbestimmung, an 11 verschiedenen Messtagen ADAMTS13 Antigen
der unterschiedlich konzentrierten Haemate®P Proben ermittelt. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 14 aufgelistet:

Konzentrationen | 160 U/ml | 80 U/ml | 40 U/ml | 20 U/ml | 16 U/ml 2 U/ml
Messungen Ergebnisse in ug/ml

1 1,43 1,20 0,20 0,02
2 1,43 1,43 0,32 0,04
3 1,43 1,15 0,20 0,02
4 1,43 1,43 0,18 0,02
5 1,43 1,43 1,37 0,37

Konzentrationen | 160 U/ml | 80 U/ml | 40 U/ml | 20 U/ml | 16 U/ml 2 U/ml

Messungen Ergebnisse in pg/ml

6 1,43 1,43 0,91 0,26

7 1,43 1,32 0,11 0,02
8 1,49 0,28

9 1,59 0,85 0,35 0,02
10 1,49 0,38

11 0,88 0,90 0,92 0,92

MW 1,41 1,24 1,07 0,32 0,33 0,02
S 0,2 0,2 0,2 0,01

Tab. 14: Messergebnisse des Technozym®ADAMT813 Kits fur ADAMTS13 Antigen von

Haemate®P in unterschiedlichen Konzentrationen. MW: Mittelwert, s: Standardabweichung
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Abb. 24: Durchschnittiches ADAMTS13 Antigen von Haemate®P in Abhéangigkeit von der

Konzentration gemessen mittels Technozym®ADAMT813 Kit.

Die ADAMTS13 Antigen Messungen ergaben fir Haemate®P durchgehend Werte
(durchschnittlich 1,4 pg/ml) im hohen physiologischen Bereich. Dabei muss beachtet
werden, dass der Test bis 1,59 pg/ml messen kann. Werte Uiber der Messgrenze wurden
mit = 1,59 yg/ml angegeben, was einmal der Fall war.

Der hohe Antigenspiegel nahm bei den 50%igen (1,24 pg/ml) und 25%igen (1,07 pug/ml)
Ansatzen kaum ab. Erst die Verdinnungen mit 20 U/ml (0,32 pg/ml), 16 U/ml (0,33 pg/ml)
und 2 U/ml (0,02 pg/ml) Haemate®P wies eine deutlich geringere Menge an ADAMTS13
auf. Die Standardabweichung ist bei allen Messungen mit 0,2 bzw. 0,01 bei der hdochsten
Verdinnungsstufe sehr gering. Die Prazision ist demzufolge sehr hoch.

Die Abnahme der ADAMTS13 Aktivitat und des ADAMTS13 Antigenspiegel verhalt sich
bei allen Verdiunnungsstufen proportional zueinander. Eine groRe Diskrepanz herrscht
jedoch zwischen der ADAMTS13 Aktivitat, ermittelt mit Technozym®ADAMTSl3, im
direkten Vergleich zum ADAMTS13 Antigen (Abb. 25). Wahrend ADAMTS13 Antigen
hohe, physiologische Werte selbst bei den ersten zwei Verdinnungsstufen aufweist, ist
die ADAMTS13 Aktivitdt mit 12,3 % in der unverdinnten Probe bereits im unteren

Bereich.
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Abb. 25: Gegenuberstellung der mittleren ADAMTS13 Aktivitdt und des mittleren ADAMTS13
Antigens von Haemate®P in Abhangigkeit von der Konzentration. Beide Parameter gemessen
mittels Technozym®ADAMTS13 Kit.

Imubind® ADAMTS13 ELISA

Der Imubind®ADAMTS13 ELISA weist fir Haemate®P im Schnitt ein ADAMTS13 Antigen
von 0,5 pg/ml auf und liegt damit bei 50 % im Bezug zum unverdiinnten Standard. Das
ADAMTS13 Antigen nahm bei diesem Test mit zunehmender Verdlinnung
Uberproportional stark ab. So war bei 80 U/ml nur noch 0,14 pg/ml ADAMTS13 Antigen
nachweisbar (Tab. 15). Graphisch verdeutlicht wird diese starke Abnahme in der Abb. 26.

Konzentrationen 160U/ml 80U/ml 16U/ml 2U/ml
Messungen Ergebnisse in pg/ml
1 0,50 0,17 0,03 0,02
2 0,52 0,10
3 0,46 0,13
MW 0,50 0,14 0,03 0,02

Tab. 15: Einzelne Messergebnisse fiur ADAMTS13 Antigen und der daraus resultierende Mittelwert

fur die jeweiligen Verduinnungsstufen gemessen mittels Imubind®ADAMTS13 ELISA.
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Abb. 26: Mittlere ADAMTS13 Antigenspiegel fur die verschiedenen Konzentrationen von
Haemate®P ermittelt mit dem Imubind®ADAMTS13 ELISA.

3.1.1.4 Zusammenfassung bezlglich ADAMTS13

Stellt man die Mittelwerte fiir die einzelnen Verdiinnungsstufen, einmal gemessen mit
Technozym®ADAMTS13 und das andere Mal mit Actifluor™ADAMTS13, einander
gegenliber, ist im Schnitt eine deutlich hoéhere ADAMTS13 Aktivitdit mit dem
Actifluor™ADAMTS13 Kit fir die selbe Probe gemessen worden als mit dem
Technozym®ADAMTS13 Kit (Abb. 27). Die Abnahme der Aktivitdt mit der Zunahme der
Verdinnung ist jedoch bei beiden Messmethoden zu erkennen. Als Einheit wurde die
Standardeinheit (S.I.) in (ng/ml) gewahlt. Demzufolge wurden die Messergebnisse des
Technozym®ADAMTS13 Kits durch Multiplikation mit dem Umrechnungsfaktor angepasst
(2.3.2.3).
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Abb. 27: Mittelwerte von der Messung mit Technozym®ADAMT813 Kit (blau) und der mit
Actifluor™ADAMTS13 Kit (orange) der Verdiinnungsreihe von Haemate®P.

Bei der Gegenuberstellung der Antigen Bestimmungsmethoden ist gegeniber den
Aktivitatstests ein umgekehrtes Bild zu verzeichnen. Der Technozym®ADAMTS13 Kit zeigt
hier deutlich hohere Antigenwerte als der von American Diagnostica angebotene
Imubind®ADAMTS13 ELISA (Abb. 28). Gemeinsam ist ihnen jedoch, dass die
gemessenen Werte beide Male im physiologischen Bereich zu finden sind.
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Abb. 28: Mittelwerte der ADAMTS13 Antigenbestimmung mit dem Imubind®ADAMTS13 ELISA
(lla), dem Technozym®ADAMTS13 Kit (griin) fir Haemate®P bei den verschiedenen
Verdinnungsstufen.
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Um allgemein die ADAMTS13 Aktivitdt mit dem ADAMTS13 Antigen zu vergleichen,
wurden alle Mittelwerte der ADAMTS13 Aktivitatsbestimmung von
Technozym®ADAMTS13 und Actifluor™ADAMTS13 (Abb. 27) sowie die Ergebnisse fiir
das ADAMTS13 Antigen aus Technozym®ADAMTS13 und Imubind®ADAMTS13 ELISA
(Abb. 28) in einem Diagramm (Abb. 29) zusammengefasst.

B Technozym®ADAMTS13 B ActifluorTMADAMTS13 B Imubind®ADAMTS13 ELISA B Technozym®ADAMTS13
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Konzentrationen
160 U/ml 80 U/ml 16 U/ml 2 U/ml

Messmethoden

Technozym®ADAMTS13 88,3 ng/ml 48,1 ng/ml 29,0 ng/ml 18,5 ng/ml

Actifluor™ADAMTS13 470,0 ng/ml | 293,5 ng/ml | 28,7 ng/ml 0 ng/ml

Technozym®ADAMTS13 1,40 pg/ml 1,30 pg/ml 0,30 pg/ml 0,02 pg/ml

Imubind®ADAMTS13 ELISA | 0,50 pg/ml 0,10 pg/ml 0,03 pg/ml 0,02 pg/ml

Abb. 29: Graphischer und tabellarischer Vergleich der durchschnittich gemessenen ADAMTS13
Aktivitaten (Technozym®ADAMT813 Kit (blau) und Actifluor™ADAMTS13 Kit (orange)) gegeniiber
dem durchschnittichen ADAMTS13 Antigenwerten (Imubind®ADAMTS13  ELISA (lila),

Technozym®ADAMTS13 Kit (griin)) von Haemate®P bei unterschiedlichen Verdiinnungsstufen.

Der Vergleich (Abb. 29) verdeutlicht die Unterschiede zwischen den verschiedenen
Messmethoden fir die Antigen- und die Aktivitdtsbestimmung.

Der Actifluor™ADAMTS13 Kit von American Diagnostica misst im unverdiinnten Ansatz
Aktivitatswerte im niedrigen Normalbereich, und die Aktivitait nimmt annahernd
proportional zur Verdiinnung ab. Der Antigentest (Imubind®ADAMTS13 ELISA) von
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American Diagnostica weist ebenfalls niedrige Normwerte auf, wobei die Abnahme der
Antigenwerte ebenfalls mit der Konzentrationsabnahme korreliert.

Der Technozym®ADAMTS13 Kit von Technoclone, der ADAMTS13 Aktivitat und Antigen
im selben Ansatz bestimmt, zeigte eine sehr niedrige ADAMTS13 Aktivitat und im
Gegensatz dazu aber einen sehr hohen ADAMTS13 Antigenspiegel. Die Ergebnisse der
Aktivitatsbestimmung folgen anndhernd proportional der Verdinnung, die Antigenwerte
hingegen nicht. Im unverdiinnten und im 50%igen Ansatz war kaum eine Abnahme des
Antigenlevels zu verzeichnen, und der 10%ige Ansatz zeigte auch Ergebnisse, die

doppelt so hoch sind als rechnerisch zu erwarten ware.

3.1.1.5 ADAMTS13 Antikorper

Bei der Untersuchung auf ADAMTS13 Antikérper wurde die unverdiinnte Haemate®P
Probe wie unter 2.2.5 beschrieben vorbehandelt und dann wie eine normale Plasmaprobe
mittels der BCS-Methode nach Bohm auf die ADAMTS13 Aktivitat hin untersucht. Es kam
zu keinem Aktivitatsabfall und bei der Umrechnung in BE konnten keine Antikorper

nachgewiesen werden.

3.1.2 Wilate®

Wilate® enthalt nach der Auflésung in 10 ml herstellereigenem Lésungsmittel 80 U/ml
VWEF und 90 U/ml FVIIl. Ausgehend von den 80 U/ml VWF wurde eine Verdinnungsreihe
von 50 %, 25 %, 20 % und 2,5 % erstellt. Diese funf Ansétze entsprechen einer VWF-
Konzentration von 80 U/ml, 40 U/ml, 20 U/ml, 16 U/ml und 2 U/ml. Der Ansatz mit 20 U/ml
wurde nur selten und dann zur Uberprifung der Verdinnungsreihe mit den jeweiligen
Methoden gemessen, da der Unterschied zu dem néchst niedrigeren Ansatz sehr gering
ist. Die Anséatze mit 16 U/ml und 2 U/ml wurden aus Grinden der Vergleichbarkeit der
Konzentrate gewahlt. Der unverdiinnte Ansatz mit 80 U/ml entspricht zusatzlich dem
50%igen Ansatz von Haemate®P und ist damit direkt mit diesem vergleichbar.

Fir Wilate® standen zwei Chargen A822A181A (*1a) und A929A181 (*81) zur Verfiigung,
die getrennt voneinander bei jeder Messmethode untersucht wurden. Zur Gesamtaussage

Uiber das Konzentrat wurden die einzelnen Messergebnisse jedoch zusammengefasst.
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3.1.2.1 Gelelektrophorese

Fir die Herstellung der Agarosegele wurde Wilate®1a und Wilate®™81 in den
Konzentrationen von 5 U/ml und 2 U/ml verwendet.

Im 1,8 % Agarosegel zeigen sich die Multimerbanden (Abb. 30) mit den fir den VWF
typischen Satellitenbanden. Wilate®1a ist von der Intensitdt der Banden schwécher als

Wilate®*81 gefarbt.

Abb. 30: Wilate®*81a und Wilate®1a mit einer VWF Konzentration von 5 U/ml im 1,8 %

Agarosegel.

.4 ,
&
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|

Abb. 31: 1%iges Agarosegel mit (von links nach rechts) Wilate®1a 5 U/ml, Wilate®*81 5 U/ml,
Wilate®1a 2 U/ml, Wilate®*81 2 U/ml, Probe eines TTP Patienten mit Antikérpern (P1), Normalpool
(NP) und Probe eines TTP Patienten ohne nachweisbare Antikdrper (P2). ULM: ultralange VWF

ULM

SNESE SEOM

Multimere.
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Im 1% Agarosegel ist fur beide Chargen sowohl bei 5 U/m als auch bei 2 U/ml deutlich die
Anwesenheit von grof3eren Mengen UL VWF Multimeren zu sehen (Abb. 31). Erkennbar
ist dies durch die Banden oberhalb der letzten Bande des Normalpools und an der
Intensitat dieser Banden. Als Positivprobe wurden das Plasma von einem TTP Patienten
mit Antikdrpern und einem ohne nachweisbare Antikérper mit aufgetragen.

3.1.2.2 ADAMTS13 Aktivitat
Modifizierte BCS-Methode nach B6hm

Bei der Messung der VWF Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat ist eine Abnahme vom Ansatz mit
TTP mit Antikorpern (17,9 %) zu TTP ohne nachweisbare Antikorper (13,9 %) zu
Normalpool (12,1 %) zu verzeichnen (Abb. 32). Der VWF wurde folglich durch
ADAMTS13 gespalten und inaktiviert. Das Enzym wurde durch das Wilate® Konzentrat
zugefuhrt. Demzufolge ist indirekt eine ADAMTS13 Aktivitdt nachweisbar, die durch das
moderate Absinken der VWF Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat nicht sehr hoch sein kann.

VWF: RCO (%)

TTP mit AK TTP ohne AK NP

Abb. 32: Durchschnittliche, chargenunabhéangige Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat von Wilate®
gemessen in einem Ansatz von TTP mit Antikérpern (AK), einem Ansatz von TTP ohne

nachweisbaren Antikdrper und einem Ansatz mit Normalpool (NP).

Technozym®ADAMTS13

Mittels dem Technozym®ADAMTS13 Kit erfolgten zehn bzw. sechs Messungen der
ADAMTS13 Aktivitat von unverdiinntem Wilate®1a bzw. Wilate®*81 (Tab. 16).
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Konzentrationen 80 U/ml 40 U/ml 20 U/ml 16 U/ml 2 U/ml
Messungen Ergebnisse fiir Wilate®1a in %
1 09,67 09,24 2,00 3,77
2 05,16 09,91 2,00 2,00
3 10,49 06,31 3,62 2,00
4 14,32 10,29 8,92 5,23
5 02,00 02,00 02,00
6 03,98 03,59 9,53
7 02,00
8 2,74
9 04,24 02,00 2,00 2,00
10 02,00 02,00 3,1 2,00
MW 6,5 6,2 5,8 3,6 3
S +45 +3,7 +25
Messungen Ergebnisse fir Wilate®81 in %
1 5,73 2,00
2 5,81 2,00 2,93 2,00
3 2,00
4 3,79
5 2,00
6 3,92 9,05 2,56 2,00
MW 4,3 4.4 2,5 2,00
S +1,6
MW beider Chargen 5,6 5,6 3,2 2,7
s beider Chargen +3,7 +3,7 +21 +1,3

Tab. 16: ADAMTS13 Aktivitaten von Wilate® der Chargen *1a und *81 in den unterschiedlichen

Konzentrationen

Standardabweichung.

untersucht

mit dem Technozym®ADAMT813 Kit.

MW: Mittelwert,

S:

Von den jeweiligen Verdinnungen wurden zwar weniger Messdaten erhoben, aber es ist

deutlich erkennbar gewesen, dass die Aktivitat in der Uberwiegenden Anzahl der Falle

abnimmt, aber nicht dem Verhéltnis der Verdinnung folgt. Teilweise ist bei den Ansatzen
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mit 40 U/ml sogar eine hohere Enzymaktivitat messbar als bei unverdinnter Probe (Tab.
16: Wilate®1a Messung 6 und Wilate®*81 Messung 2).

Die ADAMTS13 Aktivitat fiir Wilate®*1a liegt mit durchschnittlich 6,5 % im sehr niedrigen
Aktivitatsbereich und reicht von Werten an der Nachweisgrenze (2 %) bis zu 14,32 %.
Daraus ergibt sich eine Streuung von + 4,5.

Wilate®™81 wurde fiinf Mal unverdinnt gemessen und weist hierbei (MW 4,3 %)
durchgehend (Streuung von + 1,6) niedrigere Werte als die Charge *1a auf.

Fasst man beide Chargen zusammen, ergibt sich fir die unverdinnte Probe ein Mittelwert
von 5,6 % und mit einer Standardabweichung von + 3,7 eine gute Prazision. Mit
zunehmender Verdinnung nimmt die Aktivitat sehr langsam ab, die Standardabweichung
hingegen zu. Die Standardabweichung wurde beim Vorliegen von sechs oder mehr
Werten berechnet, ist aber nur ein Anhaltspunkt und Kkeineswegs statistisch
aussagekraftig, da zu wenige Werte und nicht gleich viele Daten von jeder Charge

einbezogen wurden.

B Wilate®*1a @ Wilate®*81 B Wilate®

ADAMTS13 Aktivitat (%)

80 U/ml 40 U/ml 16 U/ml 2 U/ml

Konzentrationen von Wilate®

Abb. 33: Mit Technozym®ADAMTS13 Kit ermittelte ADAMTS13 Aktivitat der Chargen *la
(dunkelblau) und *81 (hellblau) von Wilate® und dem Mittelwert aus beiden Chargen (rot)

zusammen in Abhangigkeit von der Konzentration.

In Abbildung 33 sind die Mittelwerte der Charge *1a und der Charge *81, sowie der
Gesamtmittelwert sind in Abh&ngigkeit von den Konzentrationen graphisch dargestellt.
Dabei ist nochmals der Unterschied zwischen den Chargen deutlich zu erkennen.
Wilate®™1a beginnt mit einer hoheren Aktivitat als Wilate® der Charge *81. Mit
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zunehmender Verdinnung gleichen sich beide einander und gleichzeitig der unteren
Nachweisgrenze an.

Wegen der Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen des Actifluor™ADAMTS13 Kits wurden
die Mittelwerte der jeweiligen Verdinnungen sowohl der einzelnen Chargen als auch des
Gesamtmittelwerts von Wilate® in Standardeinheiten (ng/ml) umgerechnet und sind in der

folgenden Tabelle aufgelistet:

Konzentrationen 80 U/ml 40 U/ml 20 U/ml 16 U/ml 2 U/ml
MW (ng/ml)
46,7 44,67 41,5 25,5 21,6
Wilate®*1a
MW (ng/ml)
e 30,6 31,3 0 18,0 14,4
Wilate™*81
MW (ng/ml)
e 40,5 40,6 41,5 23,0 19,5
Wilate
Actifluor™m ADAMTS13

Die Chargen *1a und *81 wurden mittels Actifluor™ADAMTS13 Kit acht Mal an funf
verschieden Tagen auf ihre ADAMTS13 Aktivitat untersucht. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 17 aufgefiihrt und in Abbildung 34 graphisch dargestellt:

Im Mittel weisen die Chargen *1a und *81 mit 130,7 ng/ml bzw. 142,6 ng/ml ADAMTS13
Aktivitaten im moderaten Bereich auf. Mit einer durchschnittichen ADAMTS13 Aktivitat
von 130,7 ng/ml ergibt sich fir die Charge Wilate®*1a tendenziell niedrigere Messwerte.
Der niedrigste gemessene Aktivitatswert lag bei 65,74 ng/ml der hochste bei 289,16
ng/ml. Dies sind zugleich die niedrigsten und hdchsten Werte beider Chargen zusammen.
Charge *81 hat eine Spanne der Aktivitdtswerte von 84,63 ng/ml bis 269,82 ng/ml. Die
Standardabweichung von Wilate®1a von + 78,6 gegeniiber der Standardabweichung von
* 64,9 der Charge *81 spiegelt diese hohere Streuung der Werte innerhalb der Charge
*1a wieder. Bei beiden Chargen wurde je ein Mal die Verdinnungen durch gemessen. Die
Abnahme der ADAMTS13 Aktivitat verlief bei Wilate®1a proportional zur Verdiinnung
(Abb. 34) bei Wilate®*81 nahm die ADAMTS13 Aktivitat zur ersten Verdiinnung hin kaum

ab und von der dritten zur vierten Verdinnung ebenfalls nur sehr wenig (Abb. 34)



3 Ergebnisse 95
Konzentrationen 80 U/ml 40 U/ml 20 U/ml 16 U/ml 2 U/ml
Messungen Ergebnisse fiir Wilate®*1a in ng/m|

1 080,29 43,71 11,31 0
2 101,99
3 123,65
4 065,74
5 067,19
6 208,05
7 289,16
8 109,14

MW 130,7 (43,71) (11,31) (0)
s +78,6

Messungen Ergebnisse fiir Wilate®*81 in ng/ml
1 121,81
2 143,42
3 084,63
4 085,41
5 209,50
6 269,82
7 111,79 104,56 56,74 47,61
8 114,26
MW 142,6 104,56 56,74 47,61

S +64,9

MW beider Chargen 136,6 74,1 56,4 29,5 0
s beider Chargen +69,9

Tab. 17: ADAMTS13 Aktivitaten von Wilate® der Chargen *1a und *81 in den unterschiedlichen

Konzentrationen

Standardabweichung.

untersucht mit

dem Actifluor™ADAMTS13  Kit.

MW: Mittelwert,

S
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Abb. 34: Mit Actifluor™mADAMTS13 Kit ermittelte ADAMTS13 Aktivitat von Wilate®*1a (orange),
Wilate®*81 (beige) und dem Mittelwert aus beiden Chargen (rot) in Abhéngigkeit von der
Konzentration.

3.1.2.3 ADAMTS13 Antigen
Technozym®ADAMTS13

Nach der Aktivitdtsmessung erfolgte im Technozym®ADAMTS13 Kit direkt die ADAMTS13
Antigenbestimmung derselben Probe. Folglich wurden, identisch zur ADAMTS13
Aktivitatsbestimmung, an zehn Messtagen fir Wilate®1a und funf fir Wilate®81 das
ADAMTS13 Antigen der unterschiedlich konzentrierten Proben ermittelt. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 18 aufgelistet.

Korrelierend mit den Aktivitatswerten wird fir Wilate®1a ein durchschnittlich héherer
ADAMTS13 Antigen Wert (0,28 pg/ml) angegeben als fiir Wilate®81 (0,13 pg/ml).
Wilate®™1a hatte bei Messung 10 einen sehr hohen Wert — ansonsten lagen samtliche
Werte im Bereich um die 0,2 pg/ml. Bis auf die Daten aus Messung 10 zeigt sich eine
geringe Streuung in den Werten, die alle unter dem physiologischen Normbereich liegen.
Wie bei der Untersuchung der ADAMTS13 Aktivitat nimmt das ADAMTS13 Antigen zwar

mit zunehmender Verdinnungsreihe ab, aber nicht proportional (Abb. 35).
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Konzentrationen 80 U/ml 40 U/ml 20 U/ml 16 U/ml 2 U/ml
Messungen Ergebnisse von Wilate®1a in pg/ml
1 0,19 0,12 0,08 0,05
2 0,18 0,13 0,11 0,04
3 0,17 0,12 0,05 0,02
4 0,22 0,12 0,07 0,02
5 0,17 0,10 0,08
6 0,22 0,15 0,11
7 0,17
8 0,05
9 0,25 0,21 0,07 0,05
10 0,93 0,78 0,87 0,91
MW 0,28 0,22 0,35 0,19 0,04
s 0,25 0,23 0,32 0,01
Messungen Ergebnisse von Wilate®81 ug/ml
1 0,18 0,12
2 0,13 0,10 0,06 0,02
3 0,13
4 0,10
5 0,05
6 0,13 0,10 0,07 0,02
MW 0,13 0,11 0,06 0,02
S 0,03
MW beider Chargen 0,23 0,19 0,15 0,03
s beider Chargen 0,21 0,20 0,27 0,02

Tab. 18: ADAMTS13 Antigen von Wilate® der Chargen *1a und *81 in den unterschiedlichen

Konzentrationen

Standardabweichung.

untersucht mit dem Technozym®ADAMT813 Kit.

MW: Mittelwert,

S:




3 Ergebnisse 98
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Abb. 35: Gegenuiberstellung des mittleren ADAMTS13 Antigens von Wilate® *1a, Wilate® *81 und
als Gesamtes in Abhangigkeit von der Konzentration, gemessen mittels Technozym®ADAMT813
Kit.

B Wilate®*1a Aktivitét B Wilate®*1a Antigen E Wilate®*81 Aktivitat
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80 U/ml 40 U/ml 20 U/mi 16 U/ml 2 U/ml
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Abb. 36: Gegenuberstellung der mittleren ADAMTS13 Aktivitdt und des mittleren ADAMTS13
Antigens flr Wilate® - chargenspezifisch und zusammengefasst - in Abhéngigkeit von der

Konzentration. Beide Parameter gemessen mittels Technozym®ADAMT813 Kit.

Die Abnahme der ADAMTS13 Aktivitat und des ADAMTS13 Antigenlevels verhalten sich
bei allen Verdiinnungsstufen proportional zueinander. Passend zur hoheren ADAMTS13

Aktivitat von Wilate®1a wurde auch ein héherer ADAMTS13 Antigenspiegel fir diese
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Charge bei der Messung mit dem Technozym®ADAMTS13 Kit ermittelt. Wilate®81 hat
sowohl niedrigere Aktivitats- als auch Antigenwerte (Abb. 36).

Imubind®ADAMTS13 ELISA

Mit dem Imubind®ADAMTS13 ELISA wurden Wilate®1a und Wilate®81 je zwei Mal
untersucht. Die dabei erhaltenen Messergebnisse sind in Tabelle 19 aufgelistet und in

Abbildung 37 graphisch dargestellt.

Konzentrationen 80U/ml 40U/ml 16U/ml 2U/ml
Messungen Ergebnisse von Wilate®1a in pg/ml
1 0,114 0,084 0,038 0,016
2 0,048 0,019
MW 0,08 0,05
Messungen Ergebnisse von Wilate®*81 in ug/ml
1 0,073 0,104
2 0,020 0,015
MW 0,05 0,13
MW beider Chargen 0,06 0,06 0,04 0,02

Tab. 19: Messergebnisse fur ADAMTS13 Antigen der Chargen Wilate®1a / Wilate®*81 und der
daraus resultierende Mittelwert fir die jeweiligen Verdinnungsstufen gemessen mittels
Imubind®ADAMTS13 ELISA.

Die Ergebnisse der Antigenmessung bestatigen die des Technozym®ADAMTS13 Kits in
der Hinsicht, als dass unverdinntes Wilate®*1a hohere Antigenwerte (0,08 upg/ml)
aufweist als Wilate®81 (0,05 pg/ml). Die Werte sind, wie bei den anderen Konzentraten,
durchgehend niedriger als bei der Messung mit Technozym®ADAMTS13. Doch um
statistische Aussagen machen zu kdnnen, liegen zu wenige Daten vor. Der Test wurde
ausschlieRlich deshalb durchgefihrt, um den geringen ADAMTS13 Antigenspiegel des

Technozym®ADAMTS13 Kits nochmals mit einem zweiten Test abzusichern.
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01 B Wilate®*1a B Wilate®*81 B Wilate®
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Abb. 37: Mittlere ADAMTS13 Antigenwerte fir die verschiedenen Konzentrationen von Wilate®*1a,
Wilate®*81 und dem Mittelwert aus beiden Chargen, ermittelt mit dem Imubind®ADAMTS13 ELISA.

3.1.2.4 Zusammenfassung bezlglich ADAMTS13

Um die beiden FRET Assays zu vergleichen, wurde die Standardeinheit (ng/ml) gewahlt
und die Messergebnisse von Technozym®ADAMTS13 umgerechnet (2.3.2.3). Die
Gegenuberstellung der Ergebnisse von Actifluor™ADAMTS13 und
Technozym®ADAMTS13 fiir die verschiedenen Chargen ist in Abbildung 38 dargestellt:

B Wilate®*81 Technozym®ADAMTS13 B Wilate®*81 ActifluorTMADAMTS13
W Wilate®*1a Technozvm®ADAMTS13 B Wilate®*1a ActifluorTMADAMTS13
150
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ADAMTS13 Aktivitat (ng/ml)

80 U/ml 40 U/ml 16 U/ml 2 U/ml
Konzentrationen von Wilate®

Abb. 38: Vergleich der ADAMTS13 Aktivitéat von Wilate®*1a und Wilate®*81 ermittelt durch
Actifluor™ADAMTS13 Kit und Technozym®ADAMTS13 Kit.




3 Ergebnisse 101

Bei dem Vergleich der Mittelwerte der beiden Chargen von Wilate® in den jeweiligen
Verdiinnungsstufen, ist die leicht hthere ADAMTS13 Aktivitat der Wilate® Charge *1a
gegenuber der Charge *81 bei beiden Messmethoden ersichtlich. Zudem misst die
Actifluor™ADAMTS13 Methode deutlich héhere ADAMTS13 Aktivitaten fir dieselbe
Probe wie Technozym®ADAMTS13. Eine Abnahme der Aktivitdt mit fortschreitender
Verdiinnung ist bei beiden Methoden erkennbar. Bei der Actifluor™ADAMTS13 Messung
fallt die Abnahme ADAMTS13 Aktivitat zur nachsten Verdiinnungsstufe jedoch starker aus
als bei Technozym®ADAMTS13. Hier ist kaum eine Anderung zwischen den Ansétzen mit
80 U/ml und 40 U/ml zu sehen.

Verdeutlicht wird das ganze in Abbildung 39, in der chargenunabhangig die untersuchte
ADAMTS13 Aktivitat bei den zwei Messmethoden verglichen wird.

B Wilate® Technozvm®ADAMTS13 B Wilate® ActifluorTMADAMTS13
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80 U/ml 40 U/ml 20 U/ml 16 U/ml 2 U/ml

Konzentrationen von Wilate®

Abb. 39: Mittelwerte von der Messung mit Technozym®ADAMT813 Kit (blau) und der mit
Actifluor ™MADAMTS13 Kit (orange) der Verdiinnungsreihe von Wilate®.

Bei der Antigenbestimmung ist ebenfalls ein hoherer ADAMTS13 Antigenwert bei
Wilate®*1a mit beiden Messmethoden gegeniiber der Charge Wilate®*81 nachweisbar.
Der Technozym®ADAMTS13 Kit misst deutlich héhere Antigenwerte als der von American
Diagnostica angebotene Imubind®ADAMTS13 ELISA. Die Unterschiede gleichen sich mit

abnehmender Konzentration an (Abb. 40).
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Abb. 40: Mittelwerte der ADAMTS13 Antigenbestimmung mit dem Imubind®’ADAMTS13 ELISA
(lila), dem Technozym®ADAMT813 Kit (grun) fr Wilate®. Bei verschiedenen Verdinnungsstufen

sowohl chargensperzifisch als auch als Wilate® Gesamt angegeben.

Um allgemein die ADAMTS13 Aktivitdt mit dem ADAMTS13 Antigen zu vergleichen
wurden alle  Mittelwerte der ADAMTS13  Aktivitdtsbestimmung von dem
Technozym®ADAMTS13 Kit und dem Actifluor™ADAMTS13 Kit sowie die Ergebnisse fiir
das ADAMTS13 Antigen aus dem Technozym®ADAMTS13 Kit und dem
Imubind®ADAMTS13 ELISA in einem Diagramm mit dazugehoriger Tabelle (Abb. 41)

Zusam mengefasst.
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Konzentrationen
80 U/ml 40 U/ml 16 U/ml 2 U/ml

Messmethoden

Technozym®ADAMT813 40,5 ng/ml 40,6 ng/ml 23,0 ng/ml 19,5 ng/ml

Actifluor™ADAMTS13 136,6 ng/ml | 74,1 ng/ml | 29,5 ng/ml 0 ng/ml

Imubind®ADAMTS13 ELISA | 0,06 pg/ml 0,06 pg/ml 0,04 pg/ml 0,02 pg/ml

Technozym®ADAMTS13 0,23 pug/ml 0,19 pg/ml 0,15 pg/ml 0,03 pg/ml

Abb. 41: Graphischer und tabellarischer Vergleich der durchschnittlich gemessenen ADAMTS13
Aktivitaten (Technozym®ADAMTS13 Kit (blau) und Actifluor™ADAMTS13 Kit (orange)) gegeniiber
dem durchschnittichen ADAMTS13 Antigen-Werten  (Imubind®’ADAMTS13  ELISA  (lila),
Technozym®ADAMT813 Kit (griin)) von Wilate® bei unterschiedlichen Verdinnungsstufen.

Der Vergleich (Abb. 41) zeigt die Unterschiede zwischen den verschiedenen
Messmethoden von American Diagnostica und Technoclone fir die Antigen- und die
Aktivitatsbestimmung.

Der Actifluor™MADAMTS13 Kit von American Diagnostica misst mit 136,6 ng/ml im
unverdiinnten Ansatz Aktivitatswerte im niedrigen Bereich, das Technozym®ADAMTS13
Kit hingegen verzeichnet mit 40,4 ng/ml nur eine sehr geringe ADAMTS13 Aktivitat. Die
Aktivitat bei dem Messkit von American Diagnostica nimmt mit der Verdinnung merklich
ab. Die Antigenbestimmung mit dem Imubind®ADAMTS13 ELISA Kit derselben Firma
misst sehr niedrige Antigenwerte, die im Gegensatz zu den deutlich hoheren Werten des
Technozym®ADAMTS13 Kit von Technoclone stehen. Der Technozym®ADAMTS13 Kit
weist allerdings von Anfang an eine sehr niedrige ADAMTS13 Aktivitat auf, die mit
zunehmender Verdiinnung deutlich langsamer absinkt als bei dem Actifluor™ADAMTS13
Kit. AbschlieRend lasst sich feststellen, dass zwar Schwankungen zwischen den
verschiedenen Chargen bestehen, diese aber keine relevanten Unterschiede aufweisen.
Insgesamt ist die ADAMTS13 Aktivitait von Wilate® im unteren Aktivitatsbereich

korrelierend mit einem niedrigen ADAMTS13 Antigenlevel.

3.1.2.5 ADAMTS13 Antikorper

Bei der Untersuchung von Wilate®*1a und Wilate®*81 auf ADAMTS13 Antikdrper waren

keine Antikdrper nachweisbar.
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3.1.3 Immunate STIM plus

Immunate STIM plus wurde mit 5 ml Aqua ad iniectabilia rekonstituiert, so dass eine
Losung mit einer Konzentration von 25 U/ml VWF und 50 U/ml FVIII entsteht. Damit
enthéalt dieses Konzentrat die geringsten Konzentrationen an VWF und FVIII. Davon
ausgehend wurden nur zwei Verdinnungen, eine von 64 % und eine von 8 %, erstellt, um

eine Konzentration von 16 U/ml bzw. 2 U/ml zu erhalten.

3.1.3.1 Gelelektrophorese

Im 1,8%igen Gel ist das VWF Multimermuster mit Haupt- und Nebenbanden zu erkennen
(Abb. 42 links).

Im 1%igen Agarosegel lassen sich bei Immunate STIM plus in einer Konzentration von 5
U/ml UL VWF Multimere nachweisen (Abb. 42 rechts), wenn auch in sehr geringen
Mengen.

ULM

Wilf B Immu K H

Abb. 42: Links: Immunate STIM plus drei Mal in der Konzentration von 5 U/ml nach der Trennung
im 1,8%igen Agarosegel. Rechts: 1%iges Agarosegel mit UL VWF Multimeren (ULM) (Wilf:

Wilfatin®, B: Beriate®P, Immu: Immunate STIM plus, K: Kogenate®, H: Haemate®P).

3.1.3.2 ADAMTS13 Aktivitat

Modifizierte BCS-Methode nach B6hm
Mit der modifizierten BCS-Methode nach Bohm wurden drei Ansatze, einer mit Plasma

eines TTP Patienten mit Antikorpern, einer mit Plasma eines TTP Patienten ohne
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nachweisbare Antikdrper und einer mit Normalpool, mit einer definierte Menge an
unverdinntem Immunate STIM plus versetzt. Die durchschnittliche Ristocetin-Cofaktor-
Aktivitat ergab fur den Ansatz TTP mit Antikorper von 13,1 %, fir den mit TTP ohne
nachweisbare Antikdrper von 11,4 % und fur den mit Normalpool von 10 % (Abb. 42). Die
kaum merklichen Unterschiede zwischen den Anséatzen weisen auf eine sehr geringe
ADAMTS13 Aktivitat von Immunate STIM plus hin.

VWF:RCo (%)

TTP mit AK TTP ohne AK NP

Abb. 42: Durchschnittliche Ristocetin-Cofaktor-Aktivitdt von unverdiinntem Immunate STIM plus
gemessen in einem Ansatz mit TTP mit Antikdrpern (AK), einem Ansatz mit TTP ohne Antikdrpern

und einem Ansatz mit Normalpool.

Technozym®ADAMTS13

Bei der Messung mit dem Technozym®ADAMTS13 Kit wurden der unverdiinnte und der
Ansatz mit 16 U/ml viermal gemessen. Nachdem bereits bei 16 U/ml nur Werte von 2 %
an der unteren Nachweisgrenze gemessen wurden, erfolgte fir den Ansatz mit 2 U/ml nur
eine Messung, um zu bestatigen, dass hier keine ADAMTS13 Aktivitat vorhanden ist. Fur
25 U/ml ergab sich mit 3,3 % eine sehr niedrige Aktivitat (Abb. 43).
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Abb. 43: Durchschnittiche ADAMTS13 Aktivitat von Immunate STIM plus in Abhéngigkeit von der
Konzentration gemessen mittels Technozym®ADAMTS13 Kit.

Actifluor™ ADAMTS13

Mit dem Actifluor™ADAMTS13 Kit wurden der unverdinnte Ansatz neun Mal und der
Ansatz mit 16 U/ml zwei Mal untersucht. Im Schnitt ergibt sich eine ADAMTS13 Aktivitat
von 95,8 ng/ml £ 39,8 ng/ml. Der hdochste Wert liegt bei 149,39 ng/ml und der niedrigste
bei 41,47 ng/ml. Durchschnittlich entspricht dies einer prozentualen Aktivitat von 13,3 %.
Insgesamt ist die ADAMTS13 Aktivitat damit sehr gering. Bei der Messung des Ansatzes
mit 16 U/ml sind niedrige, zur Verdinnung proportionale ADAMTS13 Aktivitatswerte zu
erkennen (Tab. 20).

Die Mittelwerte sind in Diagramm (Abb. 44) nochmals bildlich dargestellt.
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Konzentrationen 25 U/ml 16 U/ml
Messungen Ergebnisse in ng/ml
1 104,64 57,40
2 071,15
3 097,36
4 049,41
5 041,47
6 074,40
7 149,39
8 143,44
9 131,17 60,80
MW 95,8 59,1
s + 39,8

Tab. 20: Messergebnisse des Actifluor™ADAMTS13 Kits fir die ADAMTS13 Aktivitat von
Immunate STIM plus in zwei unterschiedlichen Konzentrationen. MW: Mittelwert, s:

Standardabweichung
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25 U/ml 16 U/ml
Konzentrationen von Immunate STIM plus

Abb. 44: Durchschnittiche ADAMTS13 Aktivitat von Immunate STIM plus in Abhéngigkeit von der
Konzentration gemessen mittels Actifluor™ADAMTS13 Kit.
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3.1.3.3 ADAMTS13 Antigen
Technozym®ADAMTS13 und Imubind®ADAMTS13 ELISA

Beide Antigenmethoden zeigten eine sehr geringe Menge an ADAMTS13 Antigen. Fur
den unverdiinnten Ansatz ergibt sich bei der Technozym®ADAMTS13 Methode ein
Antigenwert von 0,17 pg/ml und bei der Imubind®ADAMTS13 Methode von 0,01 pg/ml.

Im Gegensatz zur ADAMTS13 Aktivitdtsbestimmung mit Technozym®ADAMTS13 ist bei
der Untersuchung auf ADAMTS13 Antigen ein Unterschied zwischen dem Ansatz mit 16
U/ml (0,05 pg/ml) und 2 U/ml (< 0,02 pg/ml) zu verzeichnen (Abb.45).

0,18

0,16 A
0,14

0,12 4

0,1 1
0,08 +
0,06 A

0,04 ~
0,02 A

ADAMTS13 Antigen (ug/ml)

____ I

25 U/ml 16 U/ml 2 U/ml

Konzentrationen von Immunate STIM plus

Abb. 45: ADAMTS13 Antigen von Immunate STIM plus in Abhangigkeit von der Konzentration
gemessen mittels Technozym®ADAMT813 Kit.

3.1.3.4 Zusammenfassung bezluglich ADAMTS13

Bei der Gegeniiberstellung der zur Aktivitdtsbestimmung angewandten FRET-Assays ist
ein grol3er Unterschied zwischen den Aktivititen zu erkennen (Abb. 46). Der
Actifluor™ADAMTS13 Kit liegt bei einer durchschnittlichen ADAMTS13 Aktivitat von 95,8
ng/ml, wahrend die des Technozym®ADAMTS13 Kits nur 23,4 ng/ml zeigt.
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Abb. 46: Mittelwerte der Messung mit dem Actifluor"™ADAMTS13 Kit (orange) und mit dem
Technozym®ADAMT813 Kit (blau) in unverdinntem Immunate STIM plus und in der Konzentration
von 16 U/ml.

Bei der Gegeniberstellung der beiden Antigenbestimmungsmethoden weist der
Technozym®ADAMTS13 Kit im Gegensatz zur Aktivitdtsbestimmung die héhere
Konzentration auf. Der Antigenwerte des Imubind®ADAMTS13 ELISAs sind kaum
nachweisbar (Abb. 47).

018 B Imubind®ADAMTS13 ELISA B Technozym®ADAMTS13
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Abb. 47: Werte der ADAMTS13 Antigenbestimmung mit dem Imubind®ADAMTS13 ELISA (lila)
und Mittelwert von dem Technozym®ADAMTS13 Kit (griin) in unverdiinntem Immunate STIM plus
und in der Konzentration von 16 U/ml.
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AbschlieRend lasst sich fur Immunate STIM plus zusammenfassen, dass eine sehr
geringe Menge des Enzyms ADAMTS13 vorhanden ist, die eine noch geringere Aktivitat
aufweist. Fasst man ADAMTS13 Antigen und ADAMTS13 Aktivitat in einem Diagramm
bzw. einer Tabelle zusammen (Abb. 48), werden dieselben Unterschiede bezlglich der
Messmethoden deutlich, wie bereits bei den Untersuchung der vorherigen Konzentrate.

B ActifluorTMADAMTS13 B Technozym®ADAMTS13
B Imubind®ADAMTS13 ELISA B Technozvm®ADAMTS13
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25 U/ml 16 U/ml
Konzentrationen von Immunate STIM plus

Konzentrationen
25 U/ml 16 U/ml
Messmethoden
Imubind®ADAMTS13 ELISA 0,009 pg/ml 0,005 pg/ml
Technozym®ADAMTS13 0,17 pg/ml 0,05 pg/ml
Actifluor™ADAMTS13 95,8 ng/ml 59,1 ng/ml
Technozym®ADAMTS13 23,4 ng/ml 14,4 ng/ml

Abb. 48: Graphischer und tabellarischer Vergleich der durchschnittich gemessenen ADAMTS13
Aktivitaten (Technozym®ADAMT813 Kit (blau) und Actifluor™ADAMTS13 Kit (orange)) gegeniiber
dem ADAMTS13 Antigen (Imubind®ADAMT813 ELISA (lila), Technozym®ADAMT813 Kit (gran))

von Immunate STIM plus in unverdiinntem und in 16 U/ml Ansatz.

3.1.3.5 ADAMTS13 Antikorper

Es waren keinerlei Antikbrper gegen ADAMTS13 nachweisbar.
Bei der Untersuchung auf ADAMTS13 Antikdrper wurde unverdinntes Immunate STIM

plus wie unter 2.2.5 beschrieben vorbehandelt und anschlieRend mittels der BCS-
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Methode nach Bohm auf die ADAMTS13 Aktivitat hin untersucht. Bei der Umrechnung in
BE konnten keine Antikorper nachgewiesen werden.

3.1.4 Wilfactin®

Mit 1000 I.E. VWF im Lyophilisat und 100 U/ml nach der Rekonstitution enthalt Wilfactin®
den zweit hochsten VWF Anteil der untersuchten Praparate. Zudem ist es das einzig
untersuchte reine VWF Konzentrat. Von den drei vorliegenden Chargen 08L08117 (*17),
08L04234 (*34) und 08L05852 (*52) wurde wie bei den vorherigen Konzentraten je eine
Verdinnungsreihe hergestellt, sodass Ansétze der Konzentrationen 100 U/ml, 50 U/ml, 25
U/ml, 16 U/ml und 2 U/ml entstanden.

3.1.4.1 Gelelektrophorese

Fir die Herstellung der Agarosegele wurde Wilfactin®17, Wilfactin®34 und Wilfactin®52
in den Konzentrationen von 5 U/ml verwendet.

Im 1,8 % Agarosegel werden die VWF Multimere aufgetrennt und nach Anfarbung zeigt
sich fur jede Wilfactin® Charge das fir den VWF typische Multimermuster von einer
Hauptbande mit zwei Satellitenbanden (Abb. 49).

W+*17 W*17 W+*34 W+*34 W*52 W*52

Abb. 49: 1,8%iges Agarosegel mit (von links nach rechts) je doppelt aufgetragen Wilfactin®17,

Wilfactin®34 und Wilfactin®52 jeweils in der Konzentration von 5 U/ml.



3 Ergebnisse 112

Im 1% Agarosegel sind fur die drei Chargen, aufgetragen gegen Normalpool, UL VWF
Multimere zu identifizieren (Abb. 50). Erkennbar sind die UL VWF Multimere durch die
Banden oberhalb der letzten sichtbaren Bande des Normalpools.

ULM

NP W*17 W*17 W+*34 W*34 W*52 W*52

Abb. 50: 1%iges Agarosegel mit (von links nach rechts) Normalpool (NP) und je doppelt
aufgetragen Wilfactin®17 Wilfactin®34 und Wilfactin®52 jeweils in der Konzentration von 5 U/ml.
ULM: ultralange VWF Multimere.

3.1.4.2 ADAMTS13 Aktivitat
Modifizierte BCS-Methode nach B6hm

Eine Zunahme der VWF Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat konnte in allen drei Ansatzen (TTP
mit Antikérpern / TTP ohne nachweisbare Antikérper / Normalpool) von Wilfactin®17 iiber
Wilfactin®34 bis zu Wilfactin®52 analysiert werden (Tab. 21 und Abb. 51). Innerhalb der
Ansatze war eine Abnahme der VWF Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat (sowohl
chargenspezifisch als auch bei Wilfactin® allgemein) von TTP mit Antikdrpern (28,7 %) zu
TTP ohne nachweisbare Antikérper (22,1 %) zu Normalpool (11,8 %) zu verzeichnen
(Tab. 21 und Abb. 51). Es muss also eine Spaltung des VWF durch ADAMTS13 erfolgt
sein bzw. das Konzentrat muss eine gewisse ADAMTS13 Aktivitat besitzen.
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Konzentrate TTP mit Antikdrpern | TTP ohne Antikérper | Normalpool
Wilfactin®17 26,3 19,9 11,2
Wilfactin®34 26,7 21,3 12,0
Wilfactin®*52 33,0 25,1 12,2
Wilfactin® 28,7 22,1 11,8

Tab. 21: Aus funf Einzelmessungen ermittelter Durchschnitt der VWF Ristocetin-Cofaktor-Aktivitét

der einzelnen Chargen und der aus allen Messungen ermittelte Mittelwert fiir Wilfactin®.

B TTP mit AK @ TTP ohne AK E NP

VWF:RCo (%)

Wilfactin *17 Wilfactin *34 Wilfactin *52 Wilfactin®

Abb. 51: Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat der Chargen Wilfactin®17, Wilfactin®34, Wilfactin®52 und
Wilfactin® jeweils in einem Ansatz von TTP mit Antikdrpern (AK), einem Ansatz von TTP ohne

nachweisbaren Antikdrper und einem Ansatz mit Normalpool (NP).

Technozym®ADAMTS13

Mittels Technozym®ADAMTS13 Kit wurde fur Wilfactin® die ADAMTS13 Aktivitat
analysiert. Dabei wurden je fiinf Messungen mit Wilfactin®17 und Wilfactin®34 sowie
sieben Messungen mit Wilfactin®52 durchgefiihrt. Auch die jeweiligen Verdiinnungen
wurden mehrere Male gemessen. Die erhobenen Messdaten sind in Abbildung 52
graphisch dargestellt und in der darauf folgenden Tabelle 22 aufgelistet.

Alle Wilfactin® Chargen zeigten bei den Verdinnungen gleich bleibende oder sogar
hohere ADAMTS13 Aktivitaten. Bei Wilfactin®17 stieg die ADAMTS13 Aktivitat von 2,4 %
der unverdiinnten Probe auf 4,17 % des Ansatzes mit 25 U/ml. Wilfactin®34 wies mit 2,0
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% die geringste mogliche Aktivitat in der unverdinnten Probe auf und erreichte mit 6,7 %
im 16%igen Ansatz den HOchstwert. Dabei ist aber zu bertcksichtigen, dass die ermittelte
ADAMTS13 Aktivitdt von 19,76 % eine Ausnahme und damit ein méglicher Ausreil3er
bzw. Messfehler sein kann. Durchschnittlich die hdchsten Aktivititswerte bei allen
Verdiinnungsstufen zeigte Wilfactin®52. Bei Betrachtung des Mittelwertes aus allen
Chargen fallt auf, dass die ADAMTS13 Aktivitat von 3,8 % der unverdiunnten Probe auf
5,1 % im 50 U/ml Ansatz und auf 6,0 % im 25 U/ml ansteigt und danach nur leicht abfallt
(2,9 % bzw. 3,9 %).

Die Standardabweichung ist innerhalb der unverdinnten Proben (+ 1,7) und in der
héchsten Verdinnung (x 1,5) am geringsten, demzufolge sind diese Werte am
prazisesten zu ermitteln gewesen. Das ist aufgrund des Erreichens der unteren
Nachweisgrenze jedoch relativ zu betrachten. Insgesamt bewegte sich die ADAMTS13
Aktivitdt immer in einem sehr niedrigen Aktivitatsbereich und die Standardabweichung

zeigt bei allen Konzentrationsstufen eine gute Prazision an.

B Wilfactin®*17 @ Wilfactin®*34 B Wilfactin®*52 B Wilfactin®

ADDAMTS13 Aktivtat (%)

100 U/ml 50 U/ml 16 U/ml 2 Uml
Konzentrationen an Wilfactin®

Abb. 52: Mit Technozym®ADAMTS13 Kit ermittelte ADAMTS13 Aktivitat der Chargen Wilfactin®17
(dunkelblau), Wilfactin®*34 (hellblau), Wilfactin®*52 (mittelblau) und dem Mittelwert der drei

Chargen als Wilfactin® (rot) in Abhéngigkeit von der Konzentration.
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Konzentrationen 100 U/ml 50 U/ml 25 U/ml 16 U/ml 2 U/ml
Messungen Ergebnisse von Wilfactin®17 in %
1 2,00 2,00 3,40 2,00
2 2,00 2,00 4,17
3 3,52
4 2,00
5 2,00 2,00 2,00 2,00
MW 24 2,0 4,17 2,5 2,0
Messungen Ergebnisse von Wilfactin®34 in %
1 2,00 2,00 19,76 2,00
2 2,00 2,00 2,00 4,18
3 2,00
4 2,87
5 2,00 2,00 2,00 2,00
MW 2,0 2,0 6,7 2,7
Messungen Ergebnisse von Wilfactin®52 in %
1 6,06 6,98 2,00 3,80
2 6,95 9,51 4,97 5,77
3 2,00 2,00 5,95
Messungen Ergebnisse von Wilfactin®52 in %
4 2,00
5 2,00
6 2,00 2,00 2,55 2,00
7 2,00 2,00 2,00
MW 3,8 51 6,0 2,9 3,9
MW aller Chargen 2,8 3,1 40 4.0 3,0
s aller Chargen 1,7 2,6 51 1,5

Tab. 22: ADAMTS13 Aktivititen von Wilfactin® der Chargen *17, *34 und *52 in den

unterschiedlichen Konzentrationen untersucht mit dem Technozym®ADAMT813 Kit. MW:

Mittelwert, s: Standardabweichung.
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Zur Vergleichbarkeit mit den Daten aus dem Actifluor™ADAMTS13 Kit wurden die

innerhalb  des

Technozym®ADAMTS13

Kits

erhaltenen

Aktivitaten

in die

Standardeinheiten (ng/ml) umgerechnet. Die Werte sind der Tabelle 23 zu entnehmen.

Konzentrationen 100 U/ml 50 U/ml 25 U/ml 16 U/ml 2 U/ml
MW in ng/ml
) . ® 17,3 14,4 30,0 18 14,4
Wilfactin™*17
MW in ng/ml
: @ 14,4 14,4 48,2 19,4
Wilfactin~*34
MW in ng/ml
_ e 27,4 36,7 43,2 20,9 28,1
Wilfactin™*52
MW aller
19,8 22,6 29,1 28,5 21,4
Chargen

Tab. 23: Durchschnittiche ADAMTS13 Aktivititen aus dem

umgerechnet in Standardeinheiten in ng/ml.

Actifluor™ ADAMTS13

Technozym®ADAMTS13  Kit

Die verschieden konzentrierten Ansétze der drei Wilfactin® Chargen wurden mit dem
Actifluor™ADAMTS13 Kit auf die ADAMTS13 Aktivitat untersucht. Dabei ist jede Charge
acht Mal und die Verdiunnungen bei jeder Charge jeweils ein Mal gemessen worden. In

Tabelle 24 sind die entsprechenden Messergebnisse, Mittelwert und Standardabweichung

der Chargen aufgefiihrt. Bei der Messung der Verdiinnungen von Wilfactin®17 trat ein

Fehler auf. Daher mussten die Ergebnisse verworfen werden und sind nicht in der Tabelle

24 aufgefihrt.

Konzentrationen 100 U/ml 50 U/ml 25 U/ml 16 U/ml 2 U/ml
Messungen Ergebnisse von Wilfactin®17 in ng/ml
1 178,10
2 082,61
3 088,87
4 044,58
5 043,52
Fortsetzung folgende Seite
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Konzentrationen 100 U/ml 50 U/ml 25 U/ml 16 U/ml 2 U/ml
6 124,69
7 195,42
8 087,54
MW 105,7
S 56,6
Messungen Ergebnisse von Wilfactin®34 in ng/ml
1 050,10 26,31 32,1 21,9
2 035,85
3 062,95
4 010,70
5 026,72
6 090,44
7 167,61
8 070,45
MW 64,4 26,31 32,1 21,9
S 48,8
Messungen Ergebnisse von Wilfactin®52 in ng/ml
1 026,87
2 066,14
3 024,52
4 020,49
5 085,15
6 173,09
7 056,96
8 065,56 52,28 30,57 51,08
MW 65,0 52,28 30,57 51,08
S 49,6
MW aller Chargen 78,3 39,3 41,6
s aller Chargen 53,3

Tab. 24: ADAMTS13 Aktivitaten von Wilfactin® der Chargen *17, *34 und *52 in den
unterschiedlichen Konzentrationen untersucht mit dem Actifluor™ADAMTS13 Kit. MW: Mittelwert,

s: Standardabweichung,
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Die Mittelwerte der jeweiligen Wilfactin® Chargen *17, *34 und *52 als auch die
Gesamtaktivitit von Wilfactin® sind in der nachfolgenden Abbildung 53 nochmals
graphisch dargestellt.
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Abb. 53: Mittlere ADAMTS13 Aktivitat der Wilfactin® Chargen *17, *34 und *52 und
zusammengefasst als Wilfactin® in der Konzentration von 100 U/m gemessen mittels
Actifluor™ADAMTS13 Kit.

Wilfactin®17 wies mit dem héchsten Wert von 195,42 ng/ml und dem niedrigsten Wert
von 43,52 ng/ml die gréRten Schwankungen auf. Bei Wilfactin®34 reichten die
ADAMTS13 Aktivitaten von 167,61 ng/ml bis 10,70 ng/ml und bei Wilfactin®52 von
173,09 ng/ml bis 20,49 ng/ml. Bei den Standardabweichungen bestétigten sich die
hoheren Schwankungen der Werte bei Wilfactin®17 mit s + 56,6 gegeniiber Wilfactin®34
mit s + 48,8 und Wilfactin®52 mit s + 49,6. Die Mittelwerte von Wilfactin®34 und
Wilfactin®52 liegen mit 64,4 ng/ml bzw. 65,0 ng/m sehr eng zusammen, wahrend
Wilfactin®17 mit 105,7 ng/ml eine deutlich héhere ADAMTS13 Aktivitat aufweist. Werden
die 24 Werte der drei Chargen zu einer ADAMTS13 Aktivitat fur Wilfactin®
zusammengefasst, ergibt sich eine mittlere Aktivitdit von 78,3 ng/ml und eine
Standardabweichung von * 53,3.

Bei den Chargen *34 und *52 wurden je ein Mal die Verdinnungen untersucht. Die
Abnahme der ADAMTS13 Aktivitat verlief bei beiden Chargen nicht proportional zur
Verdiinnung. Die ADAMTS13 Aktivitat der ersten Verdiinnung nahm bei Wilfactin®*34
passend zur Konzentrationsabnahme ab, blieb jedoch auf dieser Aktivitatsstufe bzw. stieg

bei der 16 U/ml Probe leicht an. Dieses Bild war auch bei Wilfactin®52 zu erkennen. Auch
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bei dieser Probe sank die ADAMTS13 Aktivitdt nur in sehr geringem Mal3e und stieg
ebenfalls zur Probe mit 16 U/ml wieder an.

3.1.4.3 ADAMTS13 Antigen
Technozym®ADAMTS13

Im Anschluss an die Aktivititsmessung mit Technozym®ADAMTS13 wurde direkt das
ADAMTS13 Antigen derselben Probe bestimmt. Fir die funf Aktivititsmessungen von
Wilfactin®17 bzw. Wilfactin®34 und die sieben Aktivititsmessungen von Wilfactin®52
wurde nun das jeweilige ADAMTS13 Antigen ermittelt. In Tabelle 25 aufgelistet sind die

erhobenen Daten:

Konzentrationen 100 U/ml 50 U/ml 25 U/ml 16 U/ml 2 U/ml
Messungen Ergebnisse von Wilfactin®17 in ug/ml
1 0,13 0,09 0,06 0,05
2 0,14 0,09 0,07
3 0,06
4 0,03
5 0,08 0,08 0,04 0,02
MW 0,10 0,09 0,07 0,04 0,04
Konzentrationen 100 U/ml 50 U/ml 25 U/ml 16 U/ml 2 U/ml
Messungen Ergebnisse von Wilfactin®34 in ug/ml
1 0,18 0,09 0,09 0,05
2 0,02 0,02 0,02 0,02
3 0,02
4 0,02
5 0,08 0,25 0,22 0,39
MW 0,08 0,12 0,09 0,15
Fortsetzung folgende Seite
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Konzentrationen 100 U/ml 50 U/ml 25 U/ml 16 U/ml 2 U/ml
Messungen Ergebnisse von Wilfactin®52 in pg/ml
1 0,09 0,06 0,03 0,02
2 0,04 0,03 0,02 0,02
3 0,04 0,03 0,03
4 0,02
5 0,02
6 0,04 0,2 0,12 0,09
7 0,28 0,19 1,14
MW 0,05 0,08 0,60 0,05 0,04
MW aller Chargen 0,09 0,10 0,41 0,06 0,08
s aller Chargen 0,07 0,08 0,63 0,06 0,13

Tab. 25: ADAMTS13 Antigen von Wilfactin® der Chargen *17, *34 und *52 in Abhangigkeit von der
Konzentration untersucht mit dem Technozym®ADAMT813 Kit. MW: Mittelwert, s:

Standardabweichung.

Wilfactin®17 weist mit 0,10 pg/ml den héchsten Wert fir ADAMTS13 Antigen der
unverdinnten Probe auf. Die Antigenwerte sinken mit zunehmender Verdinnung, aber
nicht proportional. Wilfactin®34 besitzt, unter Einbeziehung aller Verdiinnungen, das
hdchste Antigen. Das ADAMTS13 Antigen nahm mit den Verdinnungsstufen nicht ab,
sondern zu. Wilfactin®52 besitzt den niedrigsten Antigenspiegel trotz der héchsten
ADAMTS13 Aktivitatswerte. Der bei der Aktivitatsmessung aufgefallene Wert von 19,76 %
korrelierte mit einem Antigenwert von 0,09 pg/ml und der sehr hohe Antigenwert von 1,14
pg/ml mit einer Aktivitat von 2 %. Da der jeweilige Gegenwert im Rahmen der Messdaten
lag, konnte er nicht als eindeutiger Messfehler ausgeschlossen werden und wurde somit
in der Datenerhebung mit bericksichtigt.

Bei der chargenunabhangigen Betrachtung von Wilfactin® konnte insgesamt ein sehr
niedriges ADAMTS13 Antigen gezeigt werden, welches mit den sehr niedrigen
Aktivitatswerten Ubereinstimmt. Die Antigenwerte verhielten sich wie die Aktivitat nicht
proportional zur Verdiunnungsreihe und wiesen zum Teil héhere Werte bei den

niedrigeren Konzentrationen auf (Abb. 54).
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B Wifactin®*17 ® Wifactin®*34 B Wifactin®*52 B Wilfactin®
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Abb. 54: Gegenuberstellung des mittleren ADAMTS13 Antigens der Chargen *17, *34 und *52 und
von Wilfactin® als Gesamtes in Abhangigkeit von der Konzentration, gemessen mittels
Technozym®ADAMTS13 Kit.

Imubind®ADAMTS13

Mit dem Imubind®ADAMTS13 ELISA wurden der unverdiinnte und der 50%ige Ansatz der
drei Wilfactin® Chargen drei bzw. zwei Mal untersucht. Zusétzlich erfolgte eine einmalige
Messung der Ansétze mit 16 U/ml und 2 U/ml. Die Messdaten sind der Tabelle 26 zu

entnehmen und graphisch in Abbildung 55 aufgezeigt.




3 Ergebnisse 122
Konzentrationen 100U/ml 50U/ml 16U/ml 2U/ml
Messungen Ergebnisse von Wilfactin®17 in pg/ml
1 0,020 0,030 0,010 0
2 0,025 0,010
3 0,023 0,015
MW 0,02 0,02 0,01 0
Messungen Ergebnisse von Wilfactin®34 in pg/ml
1 0,027 0,008
2 0,048 0,026
MW 0,04 0,02
Messungen Ergebnisse von Wilfactin®52 in pg/ml
1 0,031 0,028
2 0,051 0,053
MW 0,04 0,04
MW aller Chargen 0,03 0,03 0,01 0

Tab. 26: Messergebnisse fur ADAMTS13 Antigen der Chargen Wilfactin®17, *34 und *52 und der

daraus resultierende Mittelwert fir Wilfactin® bei den jeweiligen Verdiinnungsstufen untersucht mit

Imubind®ADAMTS13 ELISA.

Die Ergebnisse der Antigenmessung bestatigten die sehr niedrigen ADAMTS13

Antigenwerte des Technozym®ADAMTS13 Kits, wobei sie nochmals um annahernd die

Hélfte geringere Werte aufweisen. Wilfactin®17 besitzt den geringsten und Wilfactin®52

den hochsten Antigenwert. Da zu wenige Daten und die vorhandenen in so geringer

Anzahl vorliegen, ist eine statistische Differenzierung schwierig.
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Abb. 55: Mittlere ADAMTS13 Antigenwerte fir die verschiedenen Konzentrationen von
Wilfactin®17, *34 und *52 sowie dem Mittelwert aus den Chargen als Wilfactin®, ermittelt mit dem
Imubind®ADAMTS13 ELISA.

3.1.4.4 Zusammenfassung beziglich ADAMTS13

In der Gegeniberstellung (Abb. 56) der Ergebnisse der beiden FRET Assays
Actifluor™MADAMTS13 und Technozym®ADAMTSA13 fiir die verschiedenen Chargen sind
die konstant héheren Messergebnisse mit der Actifluor™ADAMTS13 Methode gegeniiber
der Technozym®ADAMTS13 Methode ersichtlich. Um die beiden FRET Assays zu
vergleichen, wurde die Standardeinheiten (ng/ml) gewahlt. Dadurch mussten die in %
gemessenen Angaben von Technozym®ADAMTS13 umgerechnet (2.3.2.3) werden.

Bei der Actifluor™ADAMTS13 Methode liegen die ADAMTS13 Aktivitaten fiir Wilfactin®17
deutlich hoher als fir die anderen beiden Chargen, die sich kaum in ihrer Aktivitat
unterscheiden. Bei der Technozym®ADAMTS13 Methode hingegen ergibt sich fir
Wilfactin®52 die hochste Aktivitat. Insgesamt waren aber die Aktivitatswerte bei dieser
Methode viel ndher beieinander als bei dem FRET Assay von American Diagnostica.

Beide Testmethoden belegen jedoch eine ADAMTS13 Aktivitat in sehr niedrigen

Bereichen.
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Abb. 56: Vergleich der ADAMTS13 Aktivitat von Wilfactin® zusammengefasst aus allen drei
Chargen ermittelt durch Technozym®ADAMTS13 (blau) und Actifluor YADAMTS13 (orange).

Bei der Antigenbestimmung wird ebenfalls bei beiden angewandten Methoden ein
ADAMTS13 Antigenlevel von Wilfactin® in sehr niedrigen Bereichen analysiert. Der
Technozym®ADAMTS13 Kit beschreibt hthere und zwischen den einzelnen Chargen
starker schwankende Werte als der Imubind®ADAMTS13 ELISA. Des Weiteren werden,
entgegen den Aktivititswerten, die héchsten Antigenwerte fiir Wilfactin®17 gemessen
und die niedrigsten fir Wilfactin®52. Der Imubind®ADAMTS13 ELISA zeigt fir
Wilfactin®17 die niedrigsten Antigenwerte an und machte zwischen den beiden anderen

Chargen kaum einen Unterschied aus (Abb. 57).
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Abb. 57: Werte der ADAMTS13 Antigenbestimmung mit dem Imubind®ADAMTS13 ELISA (lila)
und dem Technozym®ADAMTS13 Kit (griin) fur Wilfactin®. Chargenspezifisch aufgetrennt und als
Wilfactin® Gesamt angegeben in der Konzentration 100 U/ml.

Die ADAMTS13 Aktivitat und das ADAMTS13 Antigen werden in Abbildung 58 graphisch
als auch tabellarisch nochmals zusammengestellt. Durch die so unterschiedlichen
Ergebnisse ist nur die sehr geringe ADAMTS13 Aktivitdt als auch das sehr geringe
ADAMTS13 Antigen als eindeutiges Fazit zu ziehen. Grund fur die Schwankungen sind
wahrscheinlich die tiefen Werte, die sich nahe der Nachweisgrenze bewegen und daher

gréReren Fehlern unterliegen.

B Technozym®ADAMTS13 B ActifluorTMADAMTS13
B Imubind®ADAMTS13 B Technozym®ADAMTS13

ADAMTS13 Aktivitat (ng/ml)

Wilfactin®*17 Wilfactin®*34 Wilfactin®*52 Wilfactin®

Fortsetzung folgend Seite
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Konzentrate
Wilfactin®17 | Wilfactin®34 | Wilfactin®52 Wilfactin®
Messmethoden
Technozym®ADAMT813 17,1 ng/ml 14,4 ng/ml 27,4 ng/ml 49,0 ng/ml
Actifluor™ADAMTS13 105,7 ng/ml 64,4 ng/ml 64,9 ng/ml 78,3 ng/ml
Imubind®ADAMTS13 22,7 ug/ml 37,5 ug/ml 41,0 pg/mi 33,7 pg/ml
Technozym®ADAMTS13 102,5 pg/ml 75,0 pg/ml 46,0 pg/mi 72,3 pg/ml

Abb. 58: Graphischer und tabellarischer Vergleich der durchschnittich gemessenen ADAMTS13
Aktivitaten (Technozym®ADAMTS13 Kit (blau) und Actifluor™ADAMTS13 Kit (orange)) gegeniiber
dem  durchschnittichen =~ ADAMTS13  Antigen  (Imubind®ADAMTS13  ELISA  (lila),
Technozym®ADAMT813 Kit (griin)) von Wilfactin® in der Konzentration von 100 U/ml.

3.1.4.5 ADAMTS13 Antikdrper

Bei der Untersuchung von Wilfactin®17 und Wilfactin®34 und Wilfactin®52 auf

ADAMTS13 Antikorper waren keine AntikGrper nachweisbar.

3.1.5 Beriate®P

Von den aus Humanplasma hergestellten Faktorkonzentraten, die innerhalb der Arbeit
untersucht wurden, beinhaltet Beriate®P nach der Rekonstitution mit 100 U/ml die héchste
FVIII Konzentration. Beriate®P stellte aber auch das einzige in dieser Arbeit untersuchte
rein plasmatische Faktor VIII Konzentrat dar. Fur die Verdiinnungsreihe konnte folglich
nicht der VWF Anteil heran gezogen werden, sondern der FVIII stellte die entsprechende
BezugsgroRRe dar. Es wurde eine Verdinnung von 16 U/ml hergestellt und diese sowie

der unverdinnte Ansatz gemessen.

3.1.5.1 Gelelektrophorese

Beriate®P ist ein Faktor VIII Konzentrat, daher sollten keine VWE Multimere bzw. nur
Spuren vorhanden sein. Im 1,8%igen Agarosegel sind ganz schwache VWF Banden mit
spezifischem Kaninchen-Antikérper anfarbbar. Die Anwesenheit des VWF in Beriate®P,

wenn auch in sehr geringer Menge, ist damit nachweisbar (Abb. 59 rechts).
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In einem 1%igen Agarosegel wurde Beriate®P neben den anderen Konzentraten mitlaufen
gelassen. Nach der Auswertung sind bei Beriate®P im Gegensatz zu den anderen
Konzentraten keinerlei Banden zu erkennen (Abb. 60 links).

ULM

= =2

B B Immu Wilf B Immu K H

Abb. 60: Rechts: 1,8%iges Agarosegel mit Spuren von VWF in Beriate®P neben dem VWF
Multimermuster von Immunate STIM plus. Links: 1%iges Agarosegel zur Untersuchung auf UL
VWF Multimere (ULM) (Wilf: Wilfatin®, B: Beriate®P, Immu: Immunate STIM plus, K: Kogenate®, H:
Haemate®P).

3.1.5.2 ADAMTS13 Aktivitat
Modifizierte B6hm-Methode

Aufgrund dessen, dass Beriate®P keinen VWF in gréReren Mengen beinhaltet, ist hier die
modifizierte B6hm-Methode nicht anwendbar, da sie auf der indirekten Messung der VWF
Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat beruht.

Technozym®ADAMTS13

Mit dem zweiten FRETs Test wurde Beriate®P fiinf Mal unverdiinnt und vier Mal in der
Konzentration von 16 U/ml untersucht. Es ergab sich fur alle Messungen eine ADAMTS13
Aktivitat an der Nachweisgrenze von 2 %.
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Actifluor™ ADAMTS13

Beriate®P wurde neun Mal mit dem Actifluor™mADAMTS13 Kit auf seine ADAMTS13
Aktivitat untersucht und die Verdiinnung von 16 U/ml zwei Mal (Tab. 27). Es zeigt sich
eine sehr niedrige Aktivitdt von durchschnittlich 92,2 ng/ml im unverdinnten und 53,4
ng/ml im 16 U/ml Ansatz. Die Werte schwanken von 21,10 ng/ml bis hin zu 228,84 ng/ml.
Die Standardabweichung von 74,4 ng/ml stellt fir diese niedrigen Aktivitatswerte eine
hohe Streuung und damit schlechte Préazision dar. AuRer den zwei Werten (192,51 ng/mi
und 228,84 ng/ml), die Uber 100 ng/ml liegen, ergaben sich jedoch nur Werte im sehr
niedrigen Aktivitatsbereich zwischen 21,10 ng/ml und 92,46 ng/ml.

Die Verdinnungen wiesen nochmals niedrigere Werte auf, wobei sie jedoch hoher waren

als aufgrund ihrer Verdiinnung angenommen wurde.

Konzentrationen 100U/ml 16U/ml
Messungen Beriate®P in ng/ml
1 092,46 45,79
2 042,98
3 066,33
4 021,10
5 035,30
6 192,51
7 228,84
8 068,32
9 082,34 61,02
MW 92,2 53,4
s + 74,4

Tab. 27: ADAMTS13 Aktivitaiten von Beriate®P in dem unverdiunnten Ansatz und in der
Konzentration von 16 U/ml. Untersucht mit dem Actifluor™ADAMTS13 Kit. MW: Mittelwert, s:

Standardabweichung.
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3.1.5.3 ADAMTS13 Antigen
Technozym®ADAMTS13 Kit und Imubind®ADAMTS13 ELISA

Mittels Technozym®ADAMTS13 wurde das ADAMTS13 Antigen fiinf Mal unverdiinnt und
vier Mal in dem Ansatz von 16 U/ml untersucht. Mit der Imubind®ADAMTS13 Methode
erfolgte eine zweimalige Bestimmung beider Anséatze (Tab. 28). Die Antigenwerte fielen
bei beiden Methoden sehr niedrig aus. Das Technozym®ADAMTS13 weilt einen
Antigenwert im Schnitt von 0,13 pg/ml auf und liegt damit um eine Zehnerpotenz héher als
der Imubind®ADAMTS13 Kit mit 0,01 pg/ml.

Konzentrationen 100 U/ml 16 U/ml
Messungen mit Imubind®ADAMTS13 Beriate®P in pg/ml
1 0,01 0,009
2 0,01 0,011
Mittelwert 0,01 0,01
Konzentrationen 100 U/ml 16 U/ml
Messungen mit Technozym®ADAMTS13 Beriate®P in pg/ml
1 0,02 0,02
2 0,02 0,02
3 0,21 0,06
4 0,04
5 1,11 0,57
Mittelwert 0,13 0,17

Tab. 28: ADAMTS13 Antigen von Beriate®P in Abhangigkeit von der Konzentration, gemessen
mittels Technozym®ADAMTS13 Kit und Imubind®ADAMTS13 ELISA.

3.1.5.4 Zusammenfassung beziuglich ADAMTS13

Eine ADAMTS13 Aktivitat konnte mit dem Technozym®ADAMTS13 Kit nicht ermittelt
werden, da alle Messwerte an der Nachweisgrenze lagen.

Selbst der Actifluor™ADAMTS13 Kit, der immer héhere ADAMTS13 Aktivitaten ermittelt,
analysiert nur eine durchschnittliche Aktivitat fir ADAMTS13 von 92,2 ng/ml. Die beiden
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Werte tber 100 ng/ml sind kritisch zu betrachten. Wirden sie aus der Auswertung
herausgenommen werden, ergabe sich fur die ADAMTS13 Aktivitdt nur noch ein Wert von
58,4 ng/ml. Die beiden hohen Aktivitdtswerte korrelieren auch mit den beiden hohen
Antigenwerten desselben Kits. Auch die Antigenmessungen ermittelte Werte an der
Nachweisgrenze (Technozym®ADAMTS13 Kit: 0,02 pg/ml), bis auf die beiden erwahnten
Ausnahmen. Die Werte waren ansonsten so gering, dass zwischen Messungenauigkeiten
und einer tatsachlichen Anwesenheit von ADAMTS13 nicht unterschieden werden kann
(Imubind®ADAMTS13 ELISA: 0,01 pg/ml). Das Vorliegen von ADAMTS13 Antigen bzw.

seine Aktivitat kann nahezu ausgeschlossen werden.

3.1.6 Kogenate®

Das rekombinant hergestellte Faktor VIII Konzentrat Kogenate® beinhaltet nach der
Auflésung in 2,5 ml Agua ad iniectabilia 400 U/ml Gerinnungsfaktor VIII. In diesem
Praparat durften aufgrund seiner Herstellung keinerlei Spuren von ADAMTS13
beziehungsweise des VWF nachweisbar sein. In der SDS-Gelelektrophorese bestéatigt
sich dies (Abb. 42 rechts)

Das Konzentrat wurde als Negativstandard bei samtlichen Methoden mit untersucht.
Kogenate® zeigte bei allen ADAMTS13 Aktivitdts- und Antigenbestimmungen sowie bei
den Methoden zur Untersuchung des VWF und auf ADAMTS13-Antikbrper negative

Ergebnisse.

3.2 Fresh Frozen Plasma und solvent / detergent

behandeltes Plasma (Octaplas®)

Die Plasmapherese stellt den momentanen Goldstandard zur Behandlung der
thrombotischen Mikroangiopathien, insbesondere der TTP, dar. Dabei stehen
verschiedene Plasmapraparate zur Verfigung, die unterschiedlich gewonnen und
verarbeitet werden (1.2.6.2). Ob durch die verschiedenen Gewinnungen und
Weiterbehandlung Unterschiede hinsichtlich inrer ADAMTS13 Aktivitat zustande kommen,
galt es zu untersuchen. Die Ergebnisse werden im folgenden Kapitel beschreiben.

Die innerhalb der Arbeit verwendeten Plasmen waren Fresh Frozen Plasma (FFP) und
das solvent / detergent behandelte Plasma Octaplas®, die freundlicher Weise von der
Transfusionszentrale durch Herrn Dr. Conradi bzw. von der Firma Octapharma GmbH zur

Verfligung gestellt wurden.
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3.2.1 Gelelektrophorese

Um auf UL VWF Multimere zu testen, wurde FFP und Octaplas® jeder Blutgruppe
unverdinnt auf das 1%ige Agarosegel aufgetragen und mittels SDS-Gelelektrophorese
getrennt. Als Standard galt der ebenfalls aufgetragene Normalpool aus 15 mannlichen
und 15 weiblichen, gesunden Probanden. Nach der Anfarbung sind fiir beide Praparate
bei jeder Blutgruppe UL VWF Multimere zu identifizieren (Abb. 61). Erkennbar sind die UL
VWF Multimere durch die Banden oberhalb der letzten, sichtbaren Bande des

Normalpools.
ULM
-— - — ,-
NP A B AB 0 A B AB 0

Abb. 61: 1%iges Agarosegel mit unverdinntem (von links nach rechts) Normalpool (NP),
Octaplas® der Blutgruppen A, B, AB und 0 und FFP der Blutgruppen A, B, AB und 0. ULM:
ultralange VWF Multimere.

3.2.2 ADAMTS13 Aktivitat

BCS-Methode nach Bohm

Mit der hausinternen BCS-Methode nach Bohm wurden die einzelnen Blutgruppen von
FFP je fiinf Mal untersucht, die von Octaplas® sieben Mal. Wie aus den Messdaten in
Tabelle 29 ersichtlich, wurden fir Octaplas® mit 75,3 % eine niedrigere ADAMTS13
Aktivitat als fur FFP mit 90,3 % analysiert.
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Die Einzelwerte und folglich auch die Mittelwerte der Messungen jeder Blutgruppe zeigen
bei FFP hohere Aktivitaten als bei Octaplas®. Wahrend bei FFP die Werte an der oberen
Nachweisgrenze der Methode vorzufinden sind, sind die Einzeldaten von Octaplas® iiber
einen grolReren Messbereich verteilt. Dies ist auch an den tendenziell héheren
Standardabweichungen fiir Octaplas® ersichtlich (Tab. 29). Die niedrigste ADAMTS13
Aktivitat wurde bei FFP wiederum fir die Blutgruppe A gemessen. Die hdchste Aktivitat
wies jedoch die Blutgruppe AB (100,0 %) auf, wobei mit 99,5 % die Blutgruppe 0 davon

kaum zu unterscheiden war.

Messungen FFP A FFP B FFP AB FFP O

1 90,50 % 77,70 % 100,00 % 75,20 %
2 90,00 % 100,00 % 100,00 % 100,00 %
3 78,50 % 45,70 % 87,20 % 70,90 %
4 100,00 % 91,60 % 100,00 % 98,90 %
5 98,80 % 100,00 % 100,00 % 100,00 %

MW 91,6 % 95,8 % 100,0 % 99,5 %
S +8,6 +22,8 +57 + 14,6

MW FFP 90,3 %
Messungen Octaplas®A Octaplas®B | Octaplas®AB | Octaplas®0

1 51,90 % 61,70 % 67,40 % 71,90 %
2 100,00 % 51,20 % 75,50 % 91,50 %
3 75,90 % 82,50 % 76,90 % 78,60 %
4 68,50 % 82,90 % 89,50 % 89,40 %
5 74,90 % 63,60 % 75,60 % 97,90 %
6 61,45 % 85,50 % 100,00 % 27,10 %
7 100,00 % 75,35 % 52,50 % 78,70 %

MW 76,2 % 76,8 % 79,4 % 73,3 %
S + 18,3 + 13,1 + 15,2 + 235

MW Octaplas® 75,3 %

Tab. 29: Messergebnisse der BCS-Methode nach Béhm bei der ADAMTS13 Aktivitatsbestimmung

von FFP und Octaplas®, aufgeteilt nach Blutgruppen. MW: Mittelwert, s: Standardabweichung

Die Aktivitatsunterschiede zwischen den Blutgruppen betragen 8,4 %, die von Octaplas®

6,1 %, und sind damit geringfiigig niedriger. Bei Octaplas® zeigt sich die niedrigste
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Aktivitat fir die Blutgruppe 0 und die héchste wie beim FFP fiir Blutgruppe AB. Blutgruppe
A und B sind in der Mitte zwischen hdchster und niedrigster ADAMTS13 Aktivitat
anzutreffen und mit 76,2 % bzw. 76,8 % wiederum sehr dicht beieinander.

Die ausgewerteten Daten wurden in der Abbildung 62 graphisch zusammengefasst.

B FFP @ Octaplas®

ADAMTS13 Aktivitat (%)

A B AB 0 Mittelwert

Blutgruppen

Abb.62: ADAMTS13 Aktivitat der verschiedenen Blutgruppen und als Gesamtheit (Mittelwert) von
FFP und Octaplas®, gemessen mittels BCS-Methode nach B6hm.

Wie die Technozym®ADAMTS13 Methode misst die BCS-Methode nach Béhm die
Aktivitat in %. Um spater die Messdaten mit denen der Actifluor™ADAMTS13 Methode
vergleichen zu kénnen, werden die Aktivitatswerte von % in Standardeinheiten (ng/ml)

umgerechnet (2.3.2.3) und sind der Tabelle 30 zu entnehmen.

Proben FFP A FFP B FFP AB FFP 0 FFP
MW in ng/ml | 548,7 553,2 571,7 527,6 122,8

Proben Octaplas®A | Octaplas®B | Octaplas®AB | Octaplas®0 | Octaplas®
MW in ng/ml 659,2 689,8 720,0 716,0 649,8

Tab. 30: Mittelwerte der BCS-Methode nach B6hm umgerechnet in Standardeinheiten in ng/ml.
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Technozym®ADAMTS13

Mit dem FRET Assay Technozym®ADAMTS13 wurden blutgruppenspezifisch FFP sieben
Mal (Tab. 31) und Octaplas® acht Mal untersucht (Tab. 32).

Messungen FFP A FFP B FFP AB FFP O
1 55,42 % 72,00 % 92,52 % 72,04 %
2 57,55 % 72,90 % 100,00 % 73,60 %
3 85,51 % 31,35 % 100,00 % 91,84 %
4 79,04 % 83,16 % 100,00 % 90,68 %
5 73,29 % 104,60 % 61,39 % 104,60 %
6 80,76 % 104,60 % 30,44 % 104,60 %
7 31,74 % 44,26 % 24,63 % 49,40 %
MW 66,2 % 73,3 % 80,7 % 83,8 %
S +19,1 +27,9 + 33,8 + 20,0
MW FFP 74,0 %

Tab. 31: Messergebnisse des Technozym®ADAMT813 Kits fur die ADAMTS13 Aktivitat bei der

Bestimmung von FFP, aufgeteilt nach Blutgruppen. MW: Mittelwert, s: Standardabweichung

Messungen Octaplas®A Octaplas®B | Octaplas®AB | Octaplas®0

1 89,40 % 92,77 % 96,08 % 88,27 %
2 66,56 % 100,00 % 59,51 % 79,92 %
3 60,21 % 59,68 % 57,79 % 65,50 %
4 80,82 % 65,48 % 54,59 % 71,92 %
5 77,83 % 89,08 % 100,00 % 96,83 %
6 104,60 % 104,60 % 104,60 % 104,60 %
7 104,60 % 104,60 % 104,60 % 104,60 %
8 37,92 % 44,56 % 49,80 % 51,48 %

MW 77,7 % 82,6 % 78,4 % 82,9 %
S + 22,7 +22,9 +24,8 +19,2

MW Octaplas® 80,4 %

Tab. 32: Messergebnisse des Technozym®ADAMT813 Kits fur die ADAMTS13 Aktivitat bei der

Bestimmung von Octaplas®, aufgeteilt nach Blutgruppen. MW: Mittelwert, s: Standardabweichung
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Die durchschnittliche ADAMTS13 Aktivitat von Octaplas® (80,4 %) ist hoher als die des
FFPs (74,0 %). Beim Vergleich der einzelnen Blutgruppen von FFP und Octaplas®, sind
die Unterschiede jedoch sehr gering. Blutgruppe A hat mit 66,2 % bei FFP und 77,7 % bei
Octaplas® beide Male die geringste und Blutgruppe 0 mit 83,8 % bei FFP und 82,9 % bei
Octaplas® knapp die héchste ADAMTS13 Aktivitat. Die Blutgruppen B und AB zeigten
kaum Unterschiede in ihren Aktivitatswerten, wobei Blutgruppe B bei FFP im Gegensatz
zu Blutgruppe AB bei Octaplas® geringfiigig hohere Werte aufweist. Insgesamt sind die
Aktivitatswerte aller Blutgruppen bei Octaplas® innerhalb von 5,2 %, von FFP hingegen
innerhalb von 17,6 %, vorzufinden. Die ADAMTS13 Aktivitat bei FFP variiert demzufolge
starker als die bei Octaplas® (Abb. 63). Die Standardabweichungen der
blutgruppeninternen Messungen ergeben Werte zwischen + 19,1 und + 33,8 und sind bei

Octaplas®im Schnitt ein wenig geringer als bei FFP.

B FFP = |

90 Octaplas®
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Abb. 63: ADAMTS13 Aktivitat der verschiedene Blutgruppen und als Gesamtheit (Mittelwert) von
FFP und Octaplas® gemessen mittels Technozym®ADAMT813 Kit.

Um spater die einzelnen Messdaten vergleichen zu kdnnen, wurden die Aktivitdtswerte

von % in die Standardeinheit ng/ml umgerechnet (2.3.2.3).

Proben FFP A FFP B FFP AB FFP O FFP

MW in ng/ml 476,6 527,5 581,2 603,5 532,8

Proben Octaplas®A | Octaplas®B | Octaplas®AB | Octaplas®0 | Octaplas®

MW in ng/ml 559,8 594,7 564,3 596,8 578,9
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ActifluorMADAMTS13

An 7 Messtagen wurden von jeder Blutgruppe von FFP und Octaplas® mittels
Actifluor™ADAMTS13 Methode die ADAMTS13 Aktivitaten erhoben, die in den Tabellen
33 und 34 aufgelistet erscheinen. Die Ergebnisse entsprechen weitestgehend denen von
Technozym®ADAMTS13

Aus den Messergebnissen ist eine durchschnittich héhere ADAMTS13 Aktivitat far
Octaplas® (766,1 ng/ml) gegeniiber FFP (719,9 ng/ml) abzulesen. Bei der Betrachtung der
Blutgruppen ist die niedrigste Aktivitat bei FFP als auch bei Octaplas® fiir Blutgruppe A zu
verzeichnen und die héchste fur Blutgruppe 0. Fur Blutgruppe B und AB lassen sich kaum
Unterschiede hinsichtlich ihrer Aktivitat ausmachen, wobei bei Blutgruppe B bei beiden
Plasmaderivaten die Aktivitat geringfligig niedriger ist als bei Blutgruppe AB.

Die Aktivitatsdifferenzen zwischen den einzelnen Blutgruppen von FFP (583,2 ng/ml zu
850,6 ng/ml) sind héher als bei Octaplas® (694,7 ng/ml zu 808,2 ng/ml). Auch innerhalb
der Blutgruppen war die Prazision bei Octaplas® hoher als bei FFP (Tab. 35). Die
Ergebnisse sind in Abbildung 64 graphisch wiedergegeben.

Messungen FFP A FFP B FFP AB FFP O
1 517,37 ng/ml 672,37 ng/ml 804,25 ng/ml 798,85 ng/ml
2 666,15 ng/ml 643,65 ng/ml 756,25 ng/ml 756,79 ng/ml
3 554,88 ng/ml 659,09 ng/ml 819,05 ng/ml 714,96 ng/ml
4 277,19 ng/ml 505,45 ng/ml 195,88 ng/ml 707,09 ng/ml
5 680,95 ng/ml 1002,45 ng/ml 934,12 ng/ml 949,60 ng/ml
6 752,94 ng/ml 908,56 ng/ml 799,53 ng/ml 1133,66 ng/ml
7 632,69 ng/ml 613,99 ng/ml 807,40 ng/ml 893,21 ng/ml

MW 583,2 ng/ml 715,1 ng/ml 730,9 ng/ml 850,6 ng/ml
s +156,3 +175,2 12422 +154,0
MW FFP 719,9 ng/ml
Tab. 33: ADAMTS13 Aktivitatsergebnisse bei der Bestimmung von FFP mit dem

Actifluor™ADAMTS13 Kit aufgeteilt nach Blutgruppen. MW: Mittelwert, s: Standardabweichung
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Messungen Octaplas®A Octaplas®B | Octaplas®AB | Octaplas®0
1 635,25 ng/ml 607,79 ng/ml 647,57 ng/mi 662,87 ng/ml
2 661,51 ng/ml 713,64 ng/ml 648,50 ng/ml 648,92 ng/ml
3 682,29 ng/ml 620,87 ng/ml 583,55 ng/ml 613,26 ng/ml
4 656,64 ng/ml 769,60 ng/ml 761,95 ng/mi 791,45 ng/ml
5 721,68 ng/ml 901,55 ng/ml 1197,16 ng/ml | 1107,50 ng/ml
6 726,06 ng/ml 925,80 ng/ml 873,40 ng/ml 1052,73 ng/ml
7 779,55 ng/ml 898,62 ng/ml 781,23 ng/ml 780,55 ng/ml
MW 694,7 ng/ml 776,8 ng/ml 784,8 ng/ml 808,2 ng/ml
S + 50,3 +135,1 + 206,7 +197,9
MW Octaplas® 766,1 ng/ml

Tab. 34: ADAMTS13 Aktivitatsergebnisse bei der Bestimmung von Octaplas® mit dem
Actifluor™ADAMTS13 Kit aufgeteilt nach Blutgruppen. MW: Mittelwert, s: Standardabweichung
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Abb. 64: ADAMTS13 Aktivitat der verschiedene Blutgruppen und als Gesamtheit (Mittelwert) von
FFP und Octaplas® gemessen mittels Actifluor™ADAMTS13 Kit.
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3.2.3 ADAMTS13 Antigen

Technozym®ADAMTS13

Die im selben Messverfahren wie die ADAMTS13 Aktivitat ermittelten ADAMTS13

Antigenwerte des Technozym®ADAMTS13 Kits sind in Tabelle 35 aufgefiihrt. Fir jede

Blutgruppe von FFP sind sieben Messreihen durchgefiihrt worden und fiir Octaplas® acht

Messreihen.

Messungen FFP A FFP B FFP AB FFP O
1 0,56 pg/ml 0,83 pg/ml 1,18 pg/mi 0,87 pg/ml
2 0,76 pg/ml 1,15 pg/ml 1,48 pg/mi 1,15 pg/mi
3 0,99 pg/ml 0,24 pg/ml 1,50 pg/mi 1,17 pg/mi
4 0,80 pg/ml 0,79 pg/ml 1,17 pg/mi 1,00 pg/ml
5 1,59 pg/ml 1,59 pg/ml 1,59 pg/mi 1,59 pg/mi
6 1,59 pg/ml 1,59 pg/ml 1,59 pg/mi 1,59 pg/ml
7 1,48 pg/ml 1,21 pg/ml 1,59 pg/mi 1,19 pg/mi
MW 1,1 pg/ml 1,1 pg/ml 1,5 pg/ml 1,2 pg/ml

S +0,5 +0,5 +0,2 +0,3

MW FFP 1,2 pg/ml
Messungen Octaplas® A Octaplas®B | Octaplas®AB | Octaplas®0

1 1,17 pg/ml 1,43 pg/ml 1,43 pg/mi 1,16 pg/ml
2 0,98 pg/mi 1,08 pg/ml 0,70 pg/ml 1,07 pg/mi
3 1,11 pg/ml 1,16 pg/ml 1,00 pg/mi 1,15 pg/mi
4 1,12 pg/ml 0,99 pg/ml 0,84 pg/ml 1,19 pg/mi
5 1,07 pg/ml 1,09 pg/ml 1,30 pg/mi 1,35 pg/mi
6 1,52 pg/ml 1,59 pg/ml 1,54 pg/mi 1,35 pg/mi
7 1,51 pg/ml 1,26 pg/ml 1,27 pg/ml 1,59 pg/mi
8 0,79 pg/ml 0,87 pg/ml 0,92 pg/ml 1,00 pg/mi
MW 1,2 pg/ml 1,2 pg/ml 1,1 pg/ml 1,2 pg/ml

S +0,5 +0,2 +0,3 +0,2

MW Octaplas® 1,2 pg/ml

Tab. 35: Messergebnisse des Technozym®ADAMT813 Kits fur ADAMTS13 Antigen nach
Blutgruppen von FFP und Octaplas®. MW: Mittelwert, s: Standardabweichung
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Die Ergebnisse aus der Tabelle 35 sind in der Abbildung 65 nochmals graphisch
verdeutlicht.

B FFP @ Octaplas®

ADAMTS13 Antigen (pg/ml)
o
[e¢]

A B AB 0 Mittelwert

Blutgruppen

Abb. 65: ADAMTS13 Antigen der verschiedene Blutgruppen und als Gesamtheit (Mittelwert) von
FFP und Octaplas® gemessen mittels Technozym®ADAMT813 Kit.

Im Durchschnitt ist der ADAMTS13 Antigenspiegel mit gerundet 1,2 pg/ml bei beiden
Plasmaderivaten nahezu identisch. Wie bereits bei den Untersuchungen der ADAMTS13
Aktivitat sind fur FFP groRere Schwankungen (um 0,4 pug/ml) zwischen den Blutgruppen
als fir Octaplas® (um 0,1 ng/ml) zu beobachten. Auch die Préazision innerhalb der
Blutgruppen ist bei Octaplas® erneut hoher als bei FFP. Bei Octaplas® lassen sich mit 1,2
pg/ml Antigen fir die Blutgruppen A, B sowie 0 und mit 1,1 pg/ml Antigen fir Blutgruppe
AB kaum Unterschiede nachweisen. Bei FFP werden mit 1,5 pg/ml Antigen fur Blutgruppe
AB die hochste und mit 1,1 pg/ml fir Blutgruppe A und B die niedrigste

Antigenkonzentration messen.

Imubind®ADAMTS13

Mit dem Imubind®ADAMTS13 Kit wurde die Antigenkonzentration fiir FFP und Octaplas®
nochmals bestimmt. Wobei durch eine dreimalige Messung jeder Blutgruppe fur FFP und
fur Octaplas® vor allem die erzielten Werte des Technozym®ADAMTS13 Kit erhértet

werden sollen.
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Die erzielten Ergebnisse (Tab. 36) weichen von denen des Technozym®ADAMTS13 Kits
stark ab. Octaplas® wird mit einem durchschnittlichen ADAMTS13 Antigen von 0,75 pg/ml
und FFP von 0,57 pg/ml gemessen. Die Antigenwerte von FFP reichen von 0,52 pg/ml fiir
Blutgruppe A und AB bis hin zu 0,65 pg/ml fur Blutgruppe 0. Damit liegt aber der héchste
Antigenwert immer noch unter dem niedrigsten Wert von Octaplas®, der mit 0,72 pg/ml fiir
Blutgruppe B bestimmt wird. Die (ibrigen Antigenwerte von Octaplas® befinden sich alle
innerhalb von 0,05 pug/ml. Der hochste Antigenwert wird fur Blutgruppe A und AB mit 0,77
pg/ml ermittelt.

Messungen FFP A FFP B FFP AB FFP O
1 0,427 pg/ml 0,483 pg/ml 0,331 pg/ml 0,774 pg/ml
2 0,537 pg/ml 0,689 pg/ml 0,814 pg/ml 0,381 pg/ml
3 0,593 pg/ml 0,588 pg/ml 0,409 pg/ml 0,800 pg/ml
MW 0,52 pg/ml 0,59 pg/ml 0,52 pg/ml 0,65 pg/ml
MW FFP 0,57 pg/ml
Messungen Octaplas® A Octaplas®B | Octaplas® AB | Octaplas®0
1 1,170 pg/ml 0,770 pg/ml 1,010 pg/ml 0,980 pg/ml
2 0,350 pg/ml 0,528 pg/ml 0,518 pg/ml 0,425 pg/ml
3 0,775 pg/ml 0,874 pg/ml 0,786 pg/ml 0,796 pg/ml
MW 0,77 pg/ml 0,72 pg/ml 0,77 pug/ml 0,73 pug/ml
MW Octaplas® 0,75 ug/ml

Tab. 36: Messergebnisse des Imubind®ADAMTS13 ELISAs fir ADAMTS13 Antigen bei der
Bestimmung von FFP und Octaplas®, aufgeteilt nach Blutgruppen. MW: Mittelwert, s:

Standardabweichung

In Abbildung 66 wird nochmals bildlich der Unterschied zwischen Octaplas® und FFP
verdeutlicht. Die Balken von Octaplas® (lila) liegen alle konstant iber 0,7 pug/ml, die von

FFP variieren zwischen 0,52 pg/ml bis hin zu 0,65 pg/ml.
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B FFP B Octaplas®

A B AB 0 Mittelwert
Blutgruppen

Abb. 66: ADAMTS13 Antigen der verschiedene Blutgruppen und als Gesamtheit (Mittelwert) von
FFP und Octaplas® gemessen mittels Imubind®ADAMTS13 ELISA.

3.2.4 Zusammenfassung beziglich ADAMTS13

Tragt man die Mittelwerte fur die vier Blutgruppen, ermittelt durch die drei
Aktivitatsbestimmungsmethoden, zusammen, zeigt sich das nachfolgende Diagramm
(Abb. 67).

E BCS-Methode nach Béhm B ActifluorTMADAMTS13 B Technozym®ADAMTS13

ADAMTS13 Aktivitat (ng/ml)

Abb. 67: Vergleich der ADAMTS13 Aktivitatswerte aus den Messungen mit
Technozym®ADAMTS13 Kit (blau), BCS-Methode nach Bohm (weiR) und Actifluor™ADAMTS13

(orange) Kit von FFP und Octaplas® sowohl aufgeteilt nach Blutgruppen als auch als Gesamtwert.
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Bei der Betrachtung der Daten fur FFP ist die groRe Varianz der ADAMTS13 Aktivitaten
zu erkennen. Die Spanne erstreckt sich von 476,5 ng/ml fir Blutgruppe A mittels
Technozym®ADAMTS13 Kit bis hin zu 850,6 ng/ml fir Blutgruppe 0 mittels
Actifluor™ADAMTS13 Kit gemessen. Tendenziell weist Blutgruppe A die geringsten und
Blutgruppe 0 die hdchsten Aktivitaten auf. Fasst man die einzelnen Blutgruppen (FFP
Gesamt) fiir die jeweilige Methode zusammen, ergibt sich fiir die Actifluor™ADAMTS13
Methode die héchste und fiir Technozym®ADAMTS13 die niedrigste Aktivitat. Die BCS-
Methode nach Bo6hm liegt mit ihren 649,7 ng/ml ziemlich genau am theoretischen
Mittelwert (646 ng/ml) der ADAMTS13 Aktivitat aus allen drei Methoden.

Octaplas® hat eine geringere Spanne zwischen héchstem (808,2 ng/ml) und niedrigstem
(517,1 ng/ml) Wert. Den niedrigsten Wert erhebt die BCS-Methode nach Béhm. Der
hochste Wert wird, wie auch schon beim FFP, mit dem Actifluor'™ADAMTS13 Kit
gemessen. Insgesamt ergeben sich mit der Actifluor™ADAMTS13 Methode bei jeder
Blutgruppe mit Abstand die hochsten Werte, wahrend die BCS-Methode nach B6hm und
die Technozym®ADAMTS13 Methode sehr ahnliche, jedoch deutlich niedrigere Aktivitaten
aufweisen. Hierauf ist auch die groRe Varianz zwischen den Gesamtmittelwerten der
einzelnen Methoden von 542,0 ng/ml BCS-Methode nach Bohm zu 766,1 ng/ml
Actifluor™ADAMTS13 Methode begriindet.

FFP beschreibt deutlich gro3ere Differenzen zwischen den einzelnen Blutgruppen. Die
Unterschiede zwischen den ADAMTS13 Aktivitatswerten fallen dafir aber fur die drei
Methoden geringer aus. Im Gegensatz dazu herrschen bei Octaplas® sehr ausgeglichene
Aktivitaten zwischen den Blutgruppen, jedoch sind die mit Actifluor™ADAMTS13
untersuchten Werte deutlich hoher als die der beiden anderen Methoden. Wirde man
einen Mittelwert fir die ADAMTS13 Aktivitdt aus den drei Methoden errechnen, liegt
dieser fiir FFP um 646 ng/ml und fiir Octaplas® um 634 ng/ml.

Fur beide Praparate ist bei jeder angewandten Aktivitatsbestimmungsmethode und
innerhalb jeder Blutgruppe eine hohe physiologische ADAMTS13 Aktivitdt nachzuweisen.

Hinsichtlich Aktivitdt und Antigen ist kein signifikanter Unterschied auszumachen.
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B Technozym®ADAMTS13 B Imubind®ADAMTS13

ADAMTS13 Antigen (ug/ml)

Abb. 68: Vergleich der ADAMTS13 Antigenwerte aus den Messungen mit Technozym®ADAMT813
Kit (griin) und Imubind®ADAMTS13 ELISA (lila) von FFP und Octaplas® sowohl aufgeteilt nach

Blutgruppen als auch als Gesamtwert.

Beim Vergleich der Antigenwerte (Abb. 68 und Tab. 37) fallt auch die grof3ere Varianz der
Antigenwerte bei beiden Messmethoden innerhalb der unterschiedlichen Blutgruppen von
FFP auf. Der niedrigste Wert wird vom Imubind®ADAMTS13 ELISA bei 0,52 pg/ml
gemessen, der hochste bei 0,65 pug/ml. Damit liegen bei dieser Methode die Blutgruppen
A, B und AB unter dem physiologischen Antigenbereich. Der insgesamt hdchste ermittelte
Wert lag bei 1,4 pg/ml fiir Blutgruppe AB bestimmt mit Technozym®ADAMTS13. Fasst
man die Mittelwerte der Blutgruppen fur jede Methode zu einem Gesamtwert FFP
zusammen wird ein enormer Unterschied zwischen den beidem Methoden ersichtlich.

Das Antigenlevel fir FFP, durch Imubind®ADAMTS13 ELISA ermittelt, liegt bei 0,57 pg/ml
am untersten physiologischen Normwert. Der Technozym®ADAMTS13 Kit ermittelt mit 1,2
pg/ml eine gut doppelt so hohen Wert, der sich im mittleren bzw. héheren physiologischen
Bereich fur das ADAMTS13 Antigen bewegt. Die tendenziell héheren Antigenwerte sind
auch bei der Bestimmung des Antigens von Octaplas® zu erkennen. Durch die ebenfalls
héheren Antigenwerte vom Imubind®ADAMTS13 ELISA ist der Unterschiede nicht so
ausgepragt (0,75 pg/ml zu 1,2 pg/ml). Keine untersuchte Blutgruppe féllt unter den
physiologischen Normbereich und insgesamt sind die Ergebnisse fir die Blutgruppen

zwischen den beiden Methoden sehr ausgeglichen.
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Messmethoden FFP A FFP B FFP AB FFP O FFP
BCS—-Methode

nach B6hm 659,2 ng/ml | 597,3 ng/ml | 701,6 ng/ml | 640,8 ng/ml | 649,7 ng/ml
Technozym®
ADAMTS13 476,5 ng/ml | 567,3 ng/ml | 581,2 ng/ml | 644,8 ng/ml | 567,5 ng/ml
Actifluor™
ADAMTS13 583,2 ng/ml | 715,1 ng/ml | 730,9 ng/ml | 850,6 ng/ml | 719,9 ng/ml
Technozym®
ADAMT%/13 1,1 pg/mli 1,1 pg/mli 1,5 pg/ml 1,2 pg/ml 1,2 pg/ml
Imubind®
ADAMTS13 0,52 yg/ml | 0,59 pg/ml | 0,52 pg/ml | 0,65 pg/ml | 0,57 pg/mi
®
Messmethoden | Octaplas®A | Octaplas®B Octa%Ias A Octaplas® | Octaplas®
BCS-Methode
nach B6hm 547,9 ng/ml | 517,1 ng/ml | 552,8 ng/ml | 550,4 ng/ml | 542,0 ng/ml
Technozym®
ADAMTS13 600,7 ng/ml | 550,5 ng/ml | 593,7 ng/ml | 629,1 ng/ml | 593,5 ng/ml
Actifluor™
ADAMTS13 694,7 ng/ml | 776,8 ng/ml | 784,8 ng/ml | 808,2 ng/ml | 766,1 ng/ml
Technozym®
ADAMTS13 1,2 pg/mi 1,2 pg/ml 1,1 pg/ml 1,2 pg/ml 1,2 pug/ml
Imubind®
ADAMTS13 0,77 yg/ml | 0,72 pg/ml | 0,77 pg/ml | 0,73 pg/ml | 0,75 pg/ml

Tab. 37: Tabellarische Auflistung der Ergebnisse der ADAMTS13 Aktivitdtsbestimmung mit
Technozym®ADAMTS13 Kit, BCS-Methode nach Béhm und Actifluor™ADAMTS13 Kit sowie der
Antigenbestimmung durch den Technozym®ADAMTS13 Kit und Imubind®ADAMTS13 ELISA von
FFP und Octaplas® nach Blutgruppen und mit Gesamtwert.

Die niedrigeren Aktivitdtswerte der Blutgruppen A und B korrelieren mit den niedrigeren

Antigenwerten, wahrend fir die Blutgruppe AB und 0, passend zu der h6heren Aktivitat,

auch hohere Antigenwerte gemessen werden. Die Antigenwerte weisen deutliche

Unterschiede auf, die Aktivitdtswerte der verschiedenen Methoden korrelieren hingegen

gut (Abb. 69).

Es zeigen sich fur die ADAMTS13 Aktivitdt wie fur ADAMTS13 Antigen ausschlief3lich

Werte im physiologisch normalen bis hohen Bereich. Zwischen Aktivitat und Antigen ist

eine gute Korrelation zu erkennen.
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Abb. 69: Graphische Gegenulberstellung der Ergebnisse der ADAMTS13 Aktivitatsbestimmung
(Technozym®ADAMTS13 Kit (blau), BCS-Methode nach Bohm (wei), Actifluor’™ADAMTS13 Kit
(orange)) und der  Antigenbestimmung (Technozym®ADAMT813 Kit  (grin) und
Imubind®ADAMTS13 ELISA (lila)) von FFP und Octaplas®, aufgeteilt nach Blutgruppen und mit
Gesamtwert FFP bzw. Octaplas®.

3.2.5 ADAMTS13 Antikorper

Jede Blutgruppe von beiden Plasmaderivaten wurde nach vorheriger Behandlung (2.2.5)
mittels BCS-Methode nach Bohm auf ADAMTS13 Antikorper untersucht. Es waren dabei
keine Antikbrper nachweisbar.
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3.3 Vergleich Konzentrate und Plasmapraparate

3.3.1 ADAMTS13 Aktivitat

Modifizierte BCS-Methode nach B6hm

Nachdem die BCS-Methode nach Bohm Gerinnungsfaktorkonzentrate als Reagenz
einsetzt, war sie in unveranderter Form nicht zur Messung der ADAMTS13 Aktivitat fir die
Gerinnungsfaktorkonzentrate geeignet. Durch die veranderte Methode wird die Ristocetin-
Cofaktor-Aktivtat gemessen und zwischen den einzelnen Ansatzen verglichen.
Angenommen wird, dass bei der Probe TTP mit Antikérpern das ADAMTS13 durch den
Antikdrper abgefangen und somit inaktiviert wird. Die Restaktivitat des VWFs ist hoch, da
er nicht durch ADAMTS13 geschnitten wird. Die TTP Probe ohne Antikdrper wirde bei
Anwesenheit von ADAMTS13 im Konzentrat geringere Restaktivitdt aufweisen, da der
VWF als Substrat umgesetzt wird. Bei der Normalpool Probe ist sowohl ein
physiologischer Anteil bereits vorhanden und folglich auch eine von Anfang an geringere
Menge an UL VWF Multimeren. Durch die Zugabe des Konzentrates kann bei
vorhandenem ADAMTS13 die Ristocetin Restaktivitat noch weiter sinken. Je nach
ADAMTS13 Konzentration misste sich also eine unterschiedlich steile Abstufung
ergeben. Eine Interpretation der Ergebnisse ist nur innerhalb der drei Versuchsanséatze
madglich, jedoch nicht zwischen den verschiedenen Konzentraten.

Das Ergebnis der untersuchten VWF-haltigen Konzentrate zeigt bei Haemate®P eine
Abnahme der Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat von der TTP Probe mit Antikérpern zu der ohne
Antikoérper von 21,1 %. Die Abnahme hin zur Probe mit Normalpool war mit 8,2 % dazu
hingegen verhéaltnismafig gering. Die Probe des TTP Patienten ohne Antikérper hat nur
eine sehr geringe ADAMTS13 Aktivitdt. Es muss also davon ausgegangen werden, dass
die starke Absenkung der Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat durch eine recht hohe ADAMTS13
Konzentration in Haemate®P verursacht wurde. Dies bestatigte auch die geringe
Verminderung der Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat im Bezug auf den Normalpool. An dem
hohen Anfangswert der Ristocetin-Cofaktor-Aktivitdt ist der hohe VWF Gehalt des
Konzentrates abzulesen. Dem VWF Gehalt der Konzentrate folgend lief3 sich far
Wilfactin® die zweithdchste, fiir Wilate® die dritthdchste und fir Immunate STIM plus die
geringste Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat im ersten Probenansatz messen (Abb. 74).

Die Abnahme von der Probe mit Antikbrpern zu der ohne war jedoch bei allen drei
untersuchten Proben nur minimal, genauso wie die Verringerung der Ristocetin-Cofaktor-
Aktivitat zur Normalprobe. Es kann also eine ADAMTS13 Aktivitat angenommen werden,

die muss sich jedoch in einem sehr geringen Maflie bewegen.
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B TTP mit AK BTTP @ Normalplasma

45

VWF:RCo (%)

Haemate®P Immunate STIM plus Wilate® Wilfactin®
Haemate®P | Wilate® Wilfactin® Immunate STIM plus
TTP mit Antikorpern |40,9 % 17,9 % 28,7 % 13,1 %
TTP 19,8 % 13,9 % 22,1% 11,4 %
Normalplasma 11,6 % 12,1 % 11,8 % 10,0 %

Abb. 74: Graphische Darstellung der VWF Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat der VWHF-haltigen
Faktorkonzentrate in einem Ansatz mit Plasma von TTP mit Antikérpern, TTP ohne nachweisbaren

Antikérper und in Normalplasma, untersucht mit der abgewandelten BCS-Methode nach Béhm.

Technozym®ADAMTS13

Die ADAMTS13 Aktivitdten bei der Messung mittels des Technozym®ADAMTS13 Kits
bewegen sich im niedrigen bis sehr niedrigen Aktivitatsbereich.

Fir Haemate®P wurde mit einer ADAMTS13 Aktivitat von 12,3 % der hoéchste Wert
gemessen. Wilate® folgt mit einer Aktivitat von 5,4 %, wéhrend fur die anderen
Konzentrate eine Aktivitat an der Nachweisgrenze angezeigt wird (Tab. 39). Bei
zunehmender Verdinnung nahm die Aktivitat bei Haemate®P ab, bei Wilate® und
Wilfactin® hingegen zu. Immunate STIM plus und Beriate®P zeigten auch in der

Verdinnung keine Aktivitat tber der Nachweisgrenze mehr auf (Abb. 72).
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o Immunate s ) o e
Faktorkonzentrate | Haemate™P Wilate Wilfactin Beriate™ P
STIM plus
Konzentrationen ADAMTS13 Aktivitat in ng/ml
160 U/ml 12,3
100 U/ml 2,8 2,0
80 U/ml 6,7 5,4
50 U/ml 3,4
40 U/ml 3,9 5,3
25 U/ml 3,7 2,0 4,0
20 U/ml 4,9
16 U/ml 4,0 2,0 3,1 4.4 2,0
2 U/ml 2,6 2,7 3,1
Tab. 39: Gegeniberstellung der durchschnittichen ADAMTS13 Aktivitat in % der
Faktorkonzentrate in Abhangigkeit von ihrer Verdiinnung (unverdiinnten Ansétze), untersucht mit
Technozym®ADAMT813.
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Abb. 72: Graphische Darstellung der durchschnittichen ADAMTS13 Aktivitat der einzelnen

Faktorkonzentrate

im unverdinnten und 16 U/ml

Technozym®ADAMTS13.

konzentrierten Ansatz,

untersucht mit

Der Normalbereich fiir den Technozym®ADAMTS13 Kit wird zwischen 50 % und 150 %

angegeben, errechnet aus 142 gesunden Probanden.
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Die Plasmapraparate fallen mit einer ADAMTS13 Aktivitat von 74,0 % fur FFP und 80,4 %
fur Octaplas® Werte in den Normbereich. Die Konzentrate hingegen besitzen alle
ADAMTS13 Aktivitdten unterhalb des Normbereichs (Abb. 73).
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Abb. 73: Gegenulberstellung der durchschnittichen ADAMTS13 Aktivitat der Faktorkonzentrate

und der Plasmapraparate, untersucht mit Technozym®ADAMT813.

Actifluor™ADAMTS13

In der Tabelle 38 sind alle durchschnittichen ADAMTS13 Aktivitaten der finf Konzentrate,
ermittelt mit dem Actifluor™ADAMTS13 Kit, aufgelistet.

Im Vergleich zur ADAMTS13 Aktivitat der funf verschiedenen Faktorkonzentrate wird
ersichtlich, dass Haemate®P mit 469,9 ng/ml eine deutlich héhere Aktivitat aufweist als
samtliche andere Faktorkonzentrate. Nach dem ersten Verdinnungsschritt von 50 % als
auch bei dem auf 25 % liegen die ADAMTS13 Aktivitdten mit 293,5 ng/ml und 171,8 ng/ml
von Haemate®P immer noch héher als in den unverdiinnten Anséatzen der anderen vier
Konzentrate. Eine ebenfalls hohere Konzentration als die anderen
Gerinnungsfaktorpraparate weist mit 136,6 ng/ml Wilate® auf. Immunate STIM plus und
Beriate®P sind hinsichtlich ihnrer ADAMTS13 Aktivitat von 95,8 ng/ml bzw. 92,2 ng/ml fast
identisch. Nur bei Wilfactin® fallt die Aktivitat mit 78,3 ng/ml noch geringer aus. Bei
zunehmender Verdinnung sinken die ADAMTS13 Aktivitaten, mit Ausnahme von
Wilfactin®. Hier nimmt Aktivitat von 30,6 ng/ml bei 25%iger Verdiinnung auf 40 ng/ml bei
16%iger Verdinnung zu (Abb. 70).
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Das die Aktivitaten nicht proportional zur Verdiinnung des Konzentrates abnehmen, kann
zum einen durch die hohen Verdinnungen zustande kommen und zum anderen durch die

von Anfang an geringe ADAMTS13 Konzentration.

Faktorkonzentrate | Haemate®P Igrq-r|n|\>|J T){Iilji Wilate® Wilfactin® | Beriate®P
Konzentrationen ADAMTS13 Aktivitat in ng/ml

160 U/ml 469,9

100 U/ml 78,3 92,2

80 U/mi 293,5 136,6

50 U/ml 39,3

40 U/mi 171,8 074,1

25 U/ml 95,8 30,6

20 U/mi 056,7

16 U/ml 28,7 59,1 029,5 41,6 53,4

2 U/ml 0,0 0,0 21,9

Tab. 38: Gegenlberstellung der durchschnittichen ADAMTS13 Aktivitdt in  ng/ml der
Faktorkonzentrate in Abhéngigkeit von ihrer Verdiinnung (unverdiinnten Ansétze), untersucht mit
Actifluor™ADAMTS13.

@ Unverdiinnt |16 U/ml
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ADAMTS13 Aktivtat (ng/ml)
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Abb. 70: Graphische Darstellung der durchschnittichen ADAMTS13 Aktivitdt der einzelnen
Faktorkonzentrate im unverdinnten und 16 U/ml konzentrierten Ansatz, untersucht mit
Actifluor™mADAMTS13.
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Die Konzentrate weil3en gegeniiber den beiden Plasmapraparaten deutlich niedrigere
Aktivitaten auf. Die von Haemate®P ist jedoch, wenn auch niedriger als FFP und
Octaplas® deutlich im physiologischen Aktivitdtsbereich. Die anderen Konzentrate
bewegen sich mit 78,3 ng/ml bis 136,6 ng/ml weit unterhalb der physiologischen Norm.
Der physiologische Bereich wird, wie in der Abbildung 71 durch den gestrichelten Rahmen
eingegrenzt, mit 360 ng/ml bis 720 ng/ml angegeben. Fur den Actifluor™ADAMTS13 Kit
selbst ist eine mittlere ADAMTS13 Aktivitat von 666 ng/ml £ 135 ng/ml angezeigt, die aus
einer Studie von 234 Normalpatienten stammt.

FFP und Octaplas® untermauern mit 719,9 ng/ml bzw. 766,1 ng/ml deutlich diesen
Normalwert. Mit einem durchschnittlichen Aktivitatswert von 469,9 ng/ml liegt Haemate®P
zwar gut im physiologischen Bereich, aber ca. 61 ng/ml unter dem von der Firma
ausgewiesenen Normalwert. Die weiteren Gerinnungsfaktorpraparate befinden sich weit

aus niedriger als die mit 360 ng/ml angegebene physiologische Norm.
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Abb. 71: Gegenuberstellung der durchschnittichen ADAMTS13 Aktivitat der Faktorkonzentrate
und der Plasmapraparaten, untersucht mit Actifluor™ADAMTS13.

3.3.2 ADAMTS13 Antigen

Technozym®ADAMTS13

Im Gegensatz zur ADAMTS13 Aktivitat misst der sich anschlieende ELISA im Verhaltnis
zur Aktivitat hohe Antigenwerte fir alle Konzentrate (Tab. 40). Der Normbereich, aus 159
Normalpatienten ermittelt, schliel3t Werte zwischen 0,60 pg/ml bis 1,60 pg/ml ein.
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Mit 1,41 pg/ml kann fiir Haemate®P eine Antigen Konzentration im oberen Drittel des
Normbereichs nachgewiesen werden. Selbst die Verdinnungen von 50 % und 25 %
ergeben noch physiologische Werte. Wie bereits bei der Aktivitatsbestimmung lasst sich
fur Wilate® mit 0,23 pg/ml die zweithéchste Antigen Konzentration belegen. Synchron zur
Aktivitatsbestimmung nimmt die Antigen Konzentration nicht proportional zur
Verdinnungsreihe ab, sondern weif3t bei 20 U/ml mit 0,35 pg/ml den hochsten Wert auf.
Ein &hnliches Bild ergeben die Antigen Werte fir Wilfactin® Mit 0,09 pg/ml im
unverdinnten Zustand Ubertrifft die Antigen Konzentration des 50%igen Ansatzes mit 0,1
pug/ml knapp und des 25%igen Ansatzes mit 0,41 pg/ml deutlich diesen Wert. Wahrend
sich bei Immunate STIM plus und Beriate®P die Aktivititen an der Nachweisgrenze
befanden, ergab sich fur das Antigen eine Konzentration von 0,17 pg/ml bzw. von 0,13
pg/ml und deutlich Gber der Nachweisgrenze von 0,02 ug/ml. Sogar die Verdinnungen
demonstrieren noch eine nachweisbare Antigen Konzentration. Die bei Immunate STIM
plus lag mit 0,10 pg/ml proportional zur Verdiinnung, die von Beriate®P ergab mit 0,17

pg/ml sogar einen héheren Wert als fir den unverdiinnten Ansatz.

Faktorkonzentrate | Haemate®P | Immunate Wilate® Wilfactin® | Beriate®P
STIM plus
Konzentrationen ADAMTS13 Aktivitat in pg/mi
160 U/ml 1,41
100 U/ml 0,09 0,13
80 U/ml 1,24 0,23
50 U/ml 0,10
40 U/mi 1,07 0,19
25 U/ml 0,17 0,41
20 U/ml 0,35
16 U/ml 0,33 0,10 0,15 0,06 0,17
2 U/ml 0,02 0,03 0,08

Tab. 40: Gegenuberstellung des durchschnittichen ADAMTS13 Antigen in pg/ml der
Faktorkonzentrate in Abhangigkeit von ihrer Verdiinnung (unverdiinnten Ansétze), untersucht mit
Technozym®ADAMTS13.
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Abb. 75: Graphische Darstellung des durchschnittichen ADAMTS13 Antigen der einzelnen
Faktorkonzentrate im unverdinnten und 16 U/ml konzentrierten Ansatz, untersucht mit
Technozym®ADAMT813.

Die Antigenwerte der Konzentrate waren zwar vergleichsweise hoher als die Werte fir die
Aktivitat, trotzdem befand sich kein Ergebnis im physiologischen Bereich (Abb.75). Dieser
Wert befand sich dafir im sehr hohen physiologischen Berech, mit Ausnahme von
Haemate®P. Bei der Gegeniiberstellung mit den Plasmakonzentraten demonstrierte
Haemate®P auch héhere Antigen Werte (Abb. 76). Wahrend sich fiir FFP eine Antigen
von 1,21 pg/ml nachweisen lieR, war es fiir Octaplas® ein Antigen von 1,18 pg/ml. Damit
fuhren beide Plasmapréparate Antigen Konzentrationen deutlich im physiologischen
Bereich an, aber auch deutlich unter dem Wert fiir Haemate®P.
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Abb. 76: Gegenlberstellung des durchschnittichen ADAMTS13 Antiges der Faktorkonzentrate

und der Plasmapraparate, untersucht mit Technozym®ADAMTS13.
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Imubind®ADAMTS13 ELISA

Die Untersuchungsergebnisse der Antigenmessung mit Technozym®ADAMTS13 wurden
mittels des Imubind®ADAMTS13 ELISA Uberpriift (Abb. 77). Der Normbereich dieser
Messmethode wurde nach der Untersuchung von 49 Normalspendern bei 740 ng/ml +
110 ng/ml angegeben. Dadurch dass Technozym®ADAMTS13 in pg/ml misst, wurden
samtliche Einzelmessungen bereits in diese Einheit umgerechnet. Grund ist die bessere
Vergleichbarkeit zwischen den beiden Methoden. Daher kommt aber auch die Angabe der
pg/ml Einheiten auf drei Nachkommastellen.

Demzufolge ist der umgerechnete Normbereich zwischen 0,630 pug/ml und 0,850 pg/mi
anzusiedeln. Bei der Auswertung der Ergebnisse stellte sich ein anderes Bild als bei
Technozym®ADAMTS13 dar. Den héchsten Antigen Wert stellt mit 0,749 ug/ml Octaplas®,
gefolgt von FFP mit 0,569 pg/ml und Haemate®P mit 0,500 pg/ml. Damit liegen aber
weder die Werte von FFP noch von Haemate®P im physiologischen Bereich. Im
Gegensatz zu der Auswertung mit Technozym®ADAMTS13, bei dem das fiir Octaplas®
nachweisbare Antigenlevel nur geringfiigig unter dem von FFP lag, stellt Octaplas® bei
dieser Nachweismethode das mit Abstand héchste Antigenlevel.
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Abb. 77: Gegenlberstellung des durchschnittichen ADAMTS13 Antigen der Faktorkonzentrate
und der Plasmapraparate, untersucht mit Imubind®ADAMTS13 ELISA.

Fur die weiteren Konzentrate wurden Antigen Werte unter 0,070 pg/ml analysiert. Wilate®
wies mit 0,064 pg/ml den zweith6chsten Wert der Plasmakonzentrate auf, gefolgt von
Wilfactin® mit 0,034 pg/ml, Beriate®P mit 0,010 pg/ml und zuletzt Immunate STIM plus mit
0,009 pg/ml.
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3.4 Differentialdiagnose

der thrombotischen Mikroangiopathien

Zu den bereits in der Einleitung erwahnten Mikroangiopathien zahlen unter anderem die
thrombotisch thrombozytopenische Purpura (TTP) in hereditarer wie erworbener Form,
das TTP-Like Syndrom und das hamolytisch uramische Syndrom (HUS). Im klinischen
Bild weisen alle in der akuten Phase, die fiir die Mikroangiopathien typischen Symptome,
hamolytische Anamie und Thrombozytopenie auf. Zusatzliche Symptome kénnen sowohl
in ihrem Auftreten so wie ihrer Intensitét stark variieren und lassen daher keine genaue
Zuordnung zu einer Erkrankung zu. Zur Abgrenzung von anderen Erkrankungen und vor
allem zur Differenzierung dieser verschiedenen Mikroangiopathien werden daher folgende
Laborparameter ermittelt: Thrombozytenzahl, Hamoglobin, LDH, Kreatinin und
ADAMTS13-Aktivitat und -Antigen. AuRerdem kann mittels eines Blutausstrichs auf
Fragmentozyten und durch die SDS-Gelelektrophorese auf UL VWF Multimere getestet
werden.

Diese Parameter werden einander gegentbergestellt und verglichen. Besonderer Wert
wird dabei auf die ADAMTS13 Aktivitatsbestimmung gelegt, da sie vor allem der
Diagnosestellung einer TTP dient.

Durchfiihrung

Untersucht wurde Patientenplasma mit TTP, mit und ohne nachweisbare Antikdrper, TTP-
Like Syndrom und HUS sowohl im akuten Schubs als auch wahrend der Remission. Das
Blut der Patienten wurde auf die ADAMTS13 Aktivitat, Antigen und Antikdrper sowie
ultralange VWF  Multimere, Thrombozytenzahl, = Hamoglobinwert, LDH und
Fragmentozyten hin Gberprift.

Die ADAMTS13 Aktivitat wurde mittels drei verschiedener Methoden gemessen.
Fluorimetrisch mit Technozym®ADAMTS13 und Actifluor™ADAMTS13 (FRET)und indirekt
Uber die BCS Methode nach Bohm. Durch Deaktivierung der Probe, werden mit
denselben Versuchsdurchfihrungen ADAMTS13 Antikdrper nachgewiesen. Dafir wird die
ADAMTS13 Aktivitat der deaktivierten Proben nach Zusatz von Poolplasma bestimmt und
mittels einer Umrechnungstabelle in Bethesda Einheiten (1 BE = Hemmung der
ADAMTS13 Aktivitat um 50 %) umgerechnet. Das Antigen wurde mittels
Imubind®ADAMTS13 ELISA und Technozym®ADAMTS13 Kit gemessen. Die SDS-
Gelelektrophorese wird durchgefuhrt, um die Anwesenheit von ultralangen VWF

Multimeren nachzuweisen. Mittels der betrachtung eines Blutausstrichs unter dem
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Mikroskop wird auf Fragmentozyten getestet. Thrombozytenzahl, Hamoglobinwert und
LDH-Spiegel werden den Krankenakten der jeweiligen Patienten entnommen.

Ergebnisse

Im akuten Schub befinden sich LDH-Spiegel, Hamoglobinwert und Thrombozytenzahl bei
allen Mikroanigopathien im pathologischen Bereich. Aufgrund der Pathogenese des
hamolytisch uramischen Syndroms zeigen die Parameter LDH und Hamoglobin eine
deutlich héhere Zellnekrose an als bei den anderen TMA. Die genannten Parameter sind
jedoch in Phasen der Remission wieder in den physiologischen Bereichen zu finden (Abb.
78 und Tab. 41).
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Abb. 78: ADAMTS13 Aktivitat, Thrombozytenzahl, LDH-Spiegel und Hamoglobinwert von TTP mit
Antikérpern, TTP, TTP-Like Syndrom und HUS im akuten Schub (rot) und wahrend der Remission
(weil3).

Mit der ADAMTS13 Aktivitat verhalt es sich anders. Die ADAMTS13 Werte befinden sich
ausschlieBlich bei den beiden TTP-Formen in sehr niedrigen Aktivitdtsbereichen.
Wahrend der Remissionsphase steigen zwar beide ADAMT13 Aktivitaten deutlich an,

liegen aber trotzdem noch unter dem Normalbereich. Vor allem bei den TTP Patienten mit
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Antikdrpern kénnen die Werte auch in der Remission noch weit im pathologischen Bereich
liegen. Die ADAMTS13 Aktivitat bei der TTP ohne nachweisbare Antikdrper kann an der
Grenze zum Normalbereich nachweisbar sein. Bei fallenden ADAMTS13 Aktivitaten ist es
daher moglich, eine rechtzeitige Behandlung einzuleiten, um einen volligen Schub zu
vermeiden. Die ADAMTS13 Aktivitat beim TTP-Like Syndrom und dem HUS sind wéahrend
des Schubs und in der Remission in der Regel nahezu im Normalbereich und sind daher

gut von der TTP abzugrenzen.

Labor- TTP mit TPP-Like
TPP HUS
parameter Antik6rpern Syndrom
ADAMTS13
043,2 | 250,0 | 043,2 | 496,8 | 633,0 | 700,0 | 423,0 | 700,0
Aktivitat
Thrombozyten
3 31 251 73 250 65 202 96 205
(10%nl)
Hamoglobin
11,2 13,0 09,0 119 09,6 14,8 04,1 12,5
(9/dl)
LDH
i 793 283 274 133 402 250 1042 309
Fragmento- . . . . . . . .
. positiv | negativ | negativ | negativ | positiv | negativ | positiv | negativ
zyten
Antikorper
2,4 0,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
(BE)
UL VWF M ja ja ja nein nein nein nein nein

Tab. 41: Laborergebnisse innerhalb eines Schubs (rot) und wahrend der Remission (schwarz) fur
ADAMTS13  Aktivitdt,  Thrombozytenzahl, = Hamoglobin, Lactatdehydrogenase (LDH),
Fragmentozyten, Antikérper und ultralange VWF Mutlimere (UL VWF M) der Patienten mit TTP mit
Antikérpern, TTP, TTP-Like Syndrom und HUS.

Im akuten Schub zeigt sich in den Blutausstrichen aller Patienten, sowohl von denen mit
TTP, TTP-Like Syndrom als auch von den Patienten mit HUS Fragmentozyten. Diese sind

jedoch wéahrend der Remission nicht mehr nachweisbar (Abb. 79).
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Abb. 79: Beispielhafter Blutausstrich eines TTP Patienten unter dem Mikroskop. Deutlich
erkennbare Fragmentozyten ( < ).

Ultralange VWF Multimere sind bei allen vier Mikroangiopathien im akuten Schub
nachzuweisen (Abb. 80). Wahrend sie bei HUS und TTP-Like Syndrom in der Remission
nicht mehr nachweisbar sind, kdnnen SDS-Gele von TTP Patienten auch dann noch UL
VWF  Multimere darstellen. Dies lasst sich damit erklaren, dass durch
Endothelverletzungen und Entziindungsprozesse in der Akutphase bei allen TMA UL
VWF Multimere ausgeschittet werden.

ULM

P1 NP P2

Abb. 80: 1%iges Agarosegel mit (von links nach rechts) TTP Patienten mit ADAMTS13
Antikérpern (P1), Normalpool (NP) als Standard und TTP Patienten ohne nachweisbare Antikorper
(P2).
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In der Regenerationsphase normalisieren sich die UL VWF M-Werte dann wieder. Bei der
TTP hingegen werden, aufgrund des nachgewiesenen ADAMTS13 Mangels, auch in der
Remission weiterhin die UL VWF Multimere nicht abgebaut und sind daher dauerhaft
detektierbar.

Bei den anderen Mikroangiopathien ist funktionsfahiges ADAMTS13 in ausreichender
Menge vorhanden, bzw. keine Antikbrper gegen ADAMTS13 nachweisbar. Daher erfolgt
die Spaltung der UL VWF Multimere in der Remissionsphase.
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Abb. 81: Gegenuberstellung von ADAMTS13 Aktivitdét gegen ADAMTS13 Antigen ermittelt mit
Technozym®ADAMT813 Kit von Patienten mit TTP mit Antikdrpern, TTP, TTP-Like Syndrom und
HUS.

Bei beiden TTP Formen wurden sowohl niedrige ADAMTS13 Aktivitaten als auch niedrige
Antigenkonzentration gemessen, wobei bei der TTP mit Antikérpern davon ausgegangen
werden muss, dass nicht detektierbare Antigen-Antikrperkomplexe die Antigenwerte
verfalschen (Abb. 81). Die beiden TTP Formen konnen nur durch die
Antikorperbestimmung und die genetische Analyse voneinander abgegrenzt werden. Die
ADAMTS13 Antigenwerte bei TTP-Like Syndrom und HUS sind leicht erniedrigt bzw.

normal und daher gut von den Patienten mit TTP zu differenzieren.
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4 Diskussion

4.1 Methodenkritik

4.1.1 Methoden zur Bestimmung der ADAMTS13 Aktivitat

Seit der Entdeckung der Metalloprotease ADAMTS13 1996 durch Furlan [21] und Tsai
[59] wurden verschiedene Messverfahren akquiriert. Dabei beinhaltet die ADAMTS13
Untersuchung sowohl die Messung der Aktivitat, des Antigens als auch die Bestimmung
der ADAMTS13 Antikorper. Mittlerweile ist es auch moglich genetische Mutationen im
ADAMTS13 Gen zu charakterisieren. Trotz der vielfaltigen Messmethoden verfligen nur
wenige spezialisierte Laboratorien tber hinreichend Erfahrung bei der Untersuchung von
ADAMTS13 [104].

Zur Messung der ADAMTS13 Aktivitat stehen mittlerweile eine Vielzahl verschiedener
Messmethoden zur Verfiigung. Die Grundlage aller Messmethoden ist die Spaltung von
rekombinant hergestellten oder aus Humanplasma gereinigten VWF Multimeren bzw.
synthetischen VWF Peptiden. Als Messtechniken dienen dabei die Elektrophorese, die
Plattchenaggregation, der FRET oder der Immunoassay. In der folgenden Tabelle 42 sind
alle momentan verfligbaren, in der Literatur beschriebenen ADAMTS13
Untersuchungsmethoden aufgelistet.

Im Laufe der letzten 15 Jahre entstand eine Flle an Messmethoden, die es ermdglichten,
immer sensitivere ADAMTS13 Werte zu messen. Insbesondere im unteren Messbereich
sind genaue ADAMTS13 Aktivitaiten zur Differenzierung der TMA erforderlich. Die
Verifizierung von ADAMTS13 Aktivitaten unter 5 % [49] gegenliber den Uber 5 % ist fur
die Unterteilung der verschiedenen TTP-Formen entscheidend. Laut Studt et al. [105]
soliten die ADAMTS13 Messmethoden diesen Anforderungen bezlglich der
Nachweisgrenze entsprechen. Bereits geringe Aktivitatsunterschiede haben einen grof3en
Einfluss hinsichtlich der Prognose.

Eine ADAMTS13 Aktivitat unter 5 % ist mit einer niedrigeren Mortalitat verbunden, tendiert
jedoch zu hoheren Ruckfallraten. Bei gleichzeitigem Auftreten von ADAMTS13
Aktivitatswerten unter 5 % und einem gleichzeitig hohen Antikorpertiter ist die
Uberlebenszeit verkiirzt. Patienten mit niedrigen Aktivititswerten sprechen dafir jedoch

deutlich besser auf eine Plasmapherese an [47, 73, 74].
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Einordnung der

Prinzip \S/\lj\é)Fstrat gggagnz Aktivator | DL Zeit verwendeten

9 Assay

Fragment von -

VWF Dimeren mit | YV gll_‘?‘”'d'” 1% |24h

176 KDa P

VWF

MultimergroRRe VWF 1,5 mol/l 10 mmol/l 5 o 24 h SDS-

mit Gel- Komplette | Harnstoff | BaCl, 0 Gelelektrophorese

elektrophorese

CBA von VWF 1,5moll | 3 mmoll 6h

gespaltenem Komplette | Harnstoff | BaCl 6% bis

VWF P 2 24 h

Risto.-Cofakt.- 6,25 6h

Akt. von VWF 1,6 mol/l mmol/l 6 % bis BCS-Methode

gespaltenem Komplette | Harnstoff | nach Bohm

Ungespaltenes

VWE Antigen mit VWF 1,5 mol/l 3 mmol/l 50 18 h

Komplette | Harnstoff | BaCl,

IRMA

VWF

Multimergrofe \Ié\évrr']: lette h’:rrq;?gllf LE;,aSCTmom 5% 141

mit WB P 2

Ungespaltene,

markierte VWF VWF A2- 0

A2-Domaéne mit Domane 5% 2h

ELISA

Gespaltene VWF

A2-Doméane mit \[;\évrrfaﬁé- 1h

WB

Gespaltener

VWF78 mit HRP VWF78 3% Y% h

Assay

Ungespaltener,

markierter VWF73 2% 3h

VWF73 mit ELISA
Actifluor™

Gespaltener 1h

VWF73 mit FRET | VWF73 25mmolfl | 340 | g | ADAMTS1S)

Assay CaCl, 3h Technozym
ADAMTS13

Gespaltener 10 mmol/l o

VWF73mitwe | YWF73 BaCl, 3% |1h

Gespaltener 5 mmol/l 0,5

VWF73 mit ELISA | YWF73 MgCl, % | Lf

Gespaltener

VWF73 mit VWF73 égglno'/ B AT

SELDI-TOF 2 °

Tab. 42: Verschiedene Messprinzipien zur Bestimmung der ADAMTS13 Aktivitdt mit den

wichtigsten Charakteristika und der Zuordnung der verwendeten Assays zum jeweiligen

Messprinzip. DL: Detektionslimit, CBA: Collagen-Binding-Activity, Risto.-Cofak.-Akt.: Ristocetin-
Cofaktor-Aktivtitat, WB: Western Blot.
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Patienten mit ADAMTS13 Aktivitatswerten unter 5 % werden fast ausschlieBlich der
idiopatischen TTP zugeschrieben. Werte tber 10 % koénnen hingegen bei sekundaren
TTP Formen (beispielsweise schwangerschafts- oder knochenmarkstransplantation
assoziierte TTP) als auch bei anderen Erkrankungen nachgewiesen werden [47, 106,
107]. Letztendlich hat die exakte ADAMTS13 Aktivitat keinen entscheidenden Einfluss auf
die Therapiemal3nahmen, sondern ist ein wichtiger prognostischer und diagnostischer

Marker.

Die von uns angewandten Methoden beinhalten sowohl zwei Assays, die nach dem FRET
Prinzip aufgebaut sind und die ADAMTS13 Aktivitat direkt messen, als auch zwei indirekte
Methoden. Die BCS-Methode nach Béhm beruht auf der Bestimmung der Residualen
Ristocetin-Cofaktor Aktivitat. Die SDS-Gelelektrophorese stellt eine qualitative und
semiguantitative Methode zum Nachweis der UL VWF Multimere dar. Bei der Auswahl der
Methoden wurde darauf geachtet, ein méglichst breites Spektrum an Nachweisverfahren
abzudecken. Mdégliche methodenspezifische Fehlerquellen konnten durch die Messungen
derselben Probe mit den jeweiligen Methoden identifiziert werden. Somit konnten diese
Fehler bei der Analyse der Gerinnungspraparate berlcksichtigt werden und
gewahrleisteten eine objektivere Auswertung der Messergebnisse.

Problematisch bei der Bewertung der Messergebnisse ist die unterschiedliche Definierung
des Normbereichs je nach Messmethode [108]. Diese Variabilitat wird dartber hinaus
zusatzlich durch die ethnischen Unterschiede hinsichtlich des ADAMTS13 Enzyms
verstarkt [109, 110].

So definiert American Diagnostica fiir den Actifluor™ADAMTS13 Kit den Normwert von
666 ng/ml + 135 ng/ml, wahrend Technoclone fir sein Kit einen Normbereich von 50 %
bis 150 % angibt [93, 97]. Bei der BCS-Methode nach Bohm werden ebenfalls alle
ADAMTS13 Aktivitdten Uber 50 % als normal eingeordnet [91].

Bei den verwendeten Methoden kann noch eine Vielzahl von weiteren mdglichen
Variabilitaten zu Interferenzen der Testergebnisse fihren. Da keiner der verwendeten
Aktivitdtsassays die physiologischen Bedingungen des Blutflusses in vivo nachahmen
kann, ergeben sich aus dem Versuchsaufbau Probleme, die die ADAMTS13 Aktivitat
verfalschen konnen. Zur Denaturierung sowie zur Enzymaktivierung werden
unterschiedliche Reagenzien je nach Messmethode verwendet, die nicht den
physiologischen Bedingungen entsprechen. Entscheidenden Einfluss auf die
Aktivitditsbestimmung haben auch die verwendeten Detektionsmethoden sowie das
jeweilige VWF Substrat [104].

Alle innerhalb der vorliegenden Arbeit angewandten Methoden unterscheiden zwar

pathologisch-niedrige von physiologischen ADAMTS13 Aktivitaten, dennoch gab es
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zwischen den einzelnen Methoden Messschwankungen fir dieselbe Probe. Wie aus der
folgenden Abbildung 82 ersichtlich wird, ergibt sich jedoch, unter Einbeziehung der
Standardabweichung, fir alle Bestimmungsmethoden eine gemeinsame Schnittmenge.
Der wahre Wert ist wohl im Bereich der sich tberlappenden Standardabweichungen aller
drei Methoden anzusiedeln.

B ActiffluorTMADAMTS13 Assay B BCS-Methode nach Béhm B Technozym® ADAMTS13
1000

900

800

700

600 1=

500 -

400 -

300 H

ADAMTS13 Aktivitat (ng/ml)

200 +

100 -

Positivkontrolle Octaplas® TTP mit AK TTP ohne AK

Abb. 82: ADAMTS13 Aktivitat der Positivkontrolle, Octaplas®, TTP mit Antikdrper und TTP ohne
Antikorper, gemessen mit  Actifluor YADAMTS13, BCS-Methode nach Béhm  und
Technozym®ADAMT813. Roter Rahmen: Schnittmenge der ADAMTS13 Aktivitat fur alle drei
Bestimmungsmethoden.

Actifluor™ADAMTS13 und Technozym®ADAMTS13

Bei der Gegenlberstellung der Ergebnisse der FRET Assays, zeigen sich fir
Actifluor™ADAMTS13 deutlich héhere Aktivititen als bei Technozym®ADAMTS13 fiir
dieselbe Probe. Diese Diskrepanz wurde in allen Aktivitatsbereichen nachgewiesen, ist
aber vor allem in héheren Aktivitatsbereichen deutlich erkennbar.

Eine mogliche Ursache hierfiir konnte die Verwendung unterschiedlicher VWF Substrate
sein. Wahrend Technozym®ADAMTS13 das urspriinglich von Kokame et al. [92, 111]
entwickelte VWF73 Substrat einsetzt, wird bei Actifluor™ADAMTS13 ein von Zhang et al.
[94] entwickeltes VWF86 Substrat verwendet. Die molekulare Struktur des VWF dient als
Grundlage fur beide verwendeten Substrate der Assays, diese sind jedoch im Aufbau
stark verkdrzt.

Mahdian at al. [112] beweist bei dem Vergleich zwischen einem Immunradiometrischen
Assay und dem VWF73 Assay, dass die Lange des VWF Substrats bei der Spaltung
durch ADAMTS13 keine Anderung der Aktivitatsmessung bewirkt.
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Andererseits sind Unterschiede bei der enzymatischen Reaktion je nach Substratlange
denkbar. Bei der Umsetzung des physiologischen VWFs kommt es zur Bindung der D4-
bis CK-Domane des VWFs mit der TSR5- bis CUB-Doméne des ADAMTS13. Hingegen
haben diese ADAMTS13 Domanen fir die Umsetzung des VWF73 bzw. VWF86
Substrats keinen Einfluss, da diese selbst keine D4- / CK-Doméanen enthalten (siehe
1.2.2.3 und 1.2.4.2). Die volle Funktionsfahigkeit von ADAMTS13 kann somit bei den
FRET Assays nicht tUberpruft werden.

Des Weiteren ist die Funktionsfahigkeit von ADAMTS13 fir die Bindung an den
Fangerantikdrper der beschichteten ELISA-Platte von besonderer Relevanz. Bei
Technozym®ADAMTS13 bindet ADAMTS13 mit der CUB-Doméne am Fangerantikorper.
Mutationen in diesem Bereich von ADAMTS13 werden durch diese Messmethode nicht
erfasst und ergeben falsch negative Werte [113]. Bei naherer Betrachtung der Mutationen
ergibt sich eine gewisse Diskrepanz zwischen gemessenen ADAMTS13 Werten und der
in vivo Funktionsfahigkeit des Enzyms, da eine Inaktivierung der CUB-Domanen nicht zu
einem 100%igem Aktivitatsverlust fihren [25].

Das Technozym®ADAMTS13 VWF73 Substrat ist an der Position 1599 mit dem Donor-
Fluorophor Nma und an 1610 mit dem Akzeptor-Fluorophor Dnp substituiert [92, 111].
Das VWF86 Substrat von Actifluor™ADAMTS13 nutzt zwei ALEXA Fluorophore. Die
grundlegenden Unterschiede der zwei angewendeten Methoden beruhen auf der
Verwendung von unterschiedlichen Fluorophoren. Der Fluoreszenz Resonanz Energie
Transfer bei Actifluor™ADAMTS13 nutzt das Prinzip des Autoquenching. Als Donor und
Akzeptor wird das gleiche Fluorophor verwendet. Bei Spaltung des VWF86 Substrats wird
der Abstand zwischen den Fluorophoren vergrofRert und die reziproke intermolekulare
Interaktion verringert. Folglich verstarkt sich die Emission der einzelnen Fluorophore bei
Spaltung [94, 114]. Zudem ist die Fluoreszensintensitat der ALEXA Fluorophore
gegenuber den meisten vergleichbaren Konjugaten grofRer. AuRerdem wurde fir das
ALEXA Fluorophor eine geringere Empfindlichkeit gegentiber pH-Verdnderungen sowie
hohere Photostabilitdt nachgewiesen [95].

Das ALEXA Fluorophor vor der ADAMTS13 Schnittstelle befindet sich an derselben
Position wie das Fluorophor bei Technozym®ADAMTS13. Jedoch ist das ALEXA
Fluorophor nach der Enzymschnittstelle um eine Aminosdure nach hinten verschoben
[94]. Die Positionsverschiebung des Akzeptorfluorophors um eine Aminosaure zum C-
terminalen Ende vergréRert die Forsterdistanz. Dies kann zu einer Veradnderung des
Fluoreszensspektrums fihren, und damit zu einem mdglichen Unterschied bei der
Aktivitaitsmessung.

ADAMTS13 erscheint im Plasma als auf3erst stabile Protease. So konnten Rock et al.
[115] nachweisen, dass der ADAMTS13 Gehalt tber 72 Stunden im Plasma konstant



4 Diskussion 165

bleibt, auch bei vorheriger chemischer und physikalischer Behandlung des Plasmas. Auch
mehrmaliges Einfrieren und wieder Auftauen ist ohne ADAMTS13 Aktivitatsverlust
beschrieben [4]. Trotz allem sind auch ADAMTS13 spaltende Prozesse entdeckt worden.
Crawley et al. [50] und Lam et al. [116] konnten eine Inaktivierung von ADAMTS13 durch
Thrombin und Plasmin aufzeigen. Erklarbar sind diese proteolytischen Prozesse durch die
Maoglichkeit ADAMTS13 bei GefaRRverletzungen lokal zu regulieren. Dieser proteolytische
Abbau von ADAMTS13 birgt auch bei der Messung ein Interaktionspotential.

Die Probe kann zusatzlich zu den ADAMTS13 spaltenden Proteasen noch weitere
Bestandteile enthalten, die zu Interaktionen fuhren kénnen. Fir die FRET Methoden sind
vor allem der Hamoglobin- und Bilirubingehalt der Probe von Bedeutung [117-120].

So kann ein erhdhter Hamoglobingehalt der Probe als Inhibitor von ADAMTS13 fungieren.
Der erhdhte Hamoglobingehalt kann in vivo beispielsweise durch hamolytische Anamien
oder inkompatible Erythrozytentransfusion zustande kommen. Daher ist es wichtig bei
hamolytischen TTP-Patientenplasma darauf zu achten. In vitro kann die falsche
Behandlung der Probe, wie die zu starke Zentrifugation bzw. eine Aufbewahrung als
Vollblutprobe, urséchlich fir hamolytische Plasmaproben sein [118].

Ein hoher Bilirubingehalt im Patientenplasma beeinflusst die Fluoreszenzmessung. Meyer
et al. [120] als auch Eckmann et al. [119] beschreiben die Interferenz von Bilirubin bei der
FRETS-VWF73 Methode. Dabei fungiert Bilirubin selbst als Quencher bei einer
Wellenlange von 450 nm.

Eckmann et al. [119] entwickelten eine Methode zur Minimierung der Interferenz durch
erhohte Bilirubinwerte. Dabei kann, durch Inkubation der Plasmaprobe mit
Bilirubinoxidase, Bilirubin zu Biliverdin oxidiert werden. Die Interferenz wird damit
aufgehoben und es kommt nicht mehr zur Messung falsch niedriger ADAMTS13 Werte.
Des Weiteren kann ein hoher VWF Gehalt die ADAMTS13 Aktivitditsmessung
beeinflussen.

Sowohl der VWF der Probe als auch das zugefuhrte VWF Substrat stehen als mdgliches
Substrat der ADAMTS13 Protease zur Verfiigung. Bei Spaltung des nativen VWFs kommt
es zur kompetitiven Hemmung des VWF Substrates. Die Fluoreszenzintensitat nimmt
damit ab. Von besonderer Relevanz ist dieser Umstand bei der Messung VWF reicher
Proben, wie zum Beispiel VWF / FVIII Konzentrate.

Als weitere Interaktionspotentiale sind die technischen Unterschiede bei der Durchfiihrung
der beiden Assays zu nennen. Bei Actifluor™ADAMTS13 erfolgt vor der Zugabe des
Aktivitatssubstrats keine Auswaschung der Probe, wodurch mdglicherweise nicht
gebundenes ADAMTS13 zusatzlich zu einer Umsetzung des Substrates fuhrt. Dadurch

kann eine erhohte Fluoreszenz zustande kommen. Demgegenuber steht die Tatsache,
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dass bei erhohtem VWF Gehalt der Probe, die Umsetzung des Aktivitdtssubstrates ohne
den Waschvorgang vermindert wird.

Die verwendete Probe wird vor dem Auftragen auf die Platte im Verhaltnis 1:2 mit
inaktiviertem Plasma verdinnt. AuRerdem wird bei dem Assay mit Inkubationspuffer
gearbeitet, der einen weiteren Verdunnungsfaktor von 1:4 bewirkt.

Bei Technozym®ADAMTS13 wird vor der Zugabe des Aktivitatssubstrates die
unverdinnte Probe ausgewaschen. Damit wird zwar eine Interaktion von VWF der Probe
und dem VWF des Aktivitatssubstrates verhindert, aber auch die Auswaschung von nicht
gebundenem ADAMTS13 erhoht.

Ein weiterer Unterschied bei der Testdurchfihrung ist die Verwendung der
Endpunktmethode bei Actifluor™ADAMTS13 gegeniiber der kinetischen Messung bei
Technozym®ADAMTS13. Bei dieser kinetischen Messung wird (iber einen Zeitraum von
15 Minuten die Fluoreszenz pro Minute detektiert und die Steigung der Fluoreszenz
errechnet (RFU). Die Aussagekraft der kinetischen Messung ist gegenlber der
Momentaufnahme einer Endpunktmessung hoher. Die kinetische Messung unterliegt
jedoch einer deutlich hoheren Storanfalligkeit.

Bei Actifluor™ADAMTS13 kann bei der Auswertung auf eine lineare oder quadratische
Kalibration zurtickgegriffen werden. Innerhalb der Universitatsklinik ist die lineare
Kalibration etabliert. Neuere Erkenntnisse zeigen jedoch, dass die Verwendung der
guadratischen Gleichung sich insbesondere fur die Auswertung von Plasmaproben mit
niedrigen ADAMTS13 Werten besser eignet, da die lineare Kalibrationskurve die
niedrigen Werte falsch hoch erscheinen lasst [121].

Neben den verwendeten FRET Assays ist die Messung der ADAMTS13 Aktivitat noch mit
einer Vielzahl weiterer Messmethoden mdoglich (Tab. 42), die auf unterschiedliche
Messprinzipien zuriickgreifen.

Allein Technoclone betreibt zwei Assays zur ADAMTS13 Aktivitdtsmessung, basierend
auf unterschiedlichen Testprinzipien. Beim Methodenvergleich von Geiter at al. [122]
korrelieren die Testergebnisse des fluorogenen Technozym®ADAMTS13 sehr gut mit dem
chromogenen Technozym®ADAMTS13 Activity ELISA. Nachteilig bei der urspriinglichen
chromogenen Methode ist dabei die indirekte und zugleich zeitaufwendige Messung der
Aktivitdt. Hingegen ist durch die direkte Bindung von ADAMTS13 an die beschichtete

ELISA-Platte beim fluorogenen Kit die nachfolgende Antigenmessung maglich.
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BCS-Methode nach B6hm

Mit der von BOhm entwickelten abgednderten Methode zur Ristocetin-Cofaktor
Aktivitatsbestimmung kann die ADAMTS13 Aktivitat zuverlassig bestimmt werden. Da die
Methode jedoch sehr zeitaufwendig ist, birgt sie einige Fehlerquellen, die die
Aktivitatsmessung beeinflussen kénnen.

Im Gegensatz zu den Aktivitdtsassays von American Diagnostica und Technoclone
missen fir die BCS-Methode nach Bohm alle benétigten Reagenzien vor der
Versuchsdurchfiihrung zubereitet werden. Die Methode ist daher vor allem bei einer
groBen Anzahl an Messungen kostengunstiger als die erwerblichen Assays. Durch die
eigene Herstellung der Reagenzien, ist die Zahl der mdglichen Fehlerquellen
beispielsweise bei der Verdinnung, beim Abwiegen und bei der pH-Werte Einstellung
jedoch deutlich héher. Wahrend also fir die klinische Testung der ADAMTS13 Aktivitaten
geringe Mengen von Test- und Substratpuffern frisch angesetzt werden, kann bei den
kommerziellen Aktivitdtsassays auf industriell hergestellte und bereits gebrauchsfertige
Testpuffer zurlickgegriffen werden und damit potentielle Verdinnungsfehler minimiert
werden. Doch auch innerhalb der Probenverdinnungen kénnen sich, sowohl mit
zunehmender Verdinnungsstufe, als auch bei der Anfertigung der Kalibrationsreihe durch
Verdinnung der Positivprobe mit deaktiviertem Plasma Fehler potenzieren.

Die kommerziellen Testkits haben den Vorteil, dass sie geringere Schwankungen
innerhalb der Testergebnisse aufweisen, da weniger manuelle Verarbeitungsschritte nétig
sind. Somit werden auch Fehlerquellen durch den Versuchsdurchfiihrer, wie zum Beispiel
Pipettierfehler bei der Durchfihrung des Versuchs vermieden ([123, 124]. Die
Ungenauigkeit durch Pipettierfehler wirkt sich besonders auf die Kalibrationsgerade der
BCS-Methode nach Bohm aus, die fir jede Testreihe erstellt werden muss. In den unteren
Messbereichen liefert die Kalibrationsgerade durch ihre Linearitat sehr genaue Werte,
jedoch verliert sich die Linearitat in den hoheren Messbereichen, wodurch es zu gréf3eren
Schwankungen der Ergebnisse und Ungenauigkeiten kommen kann.

Bei den Versuchsergebnissen kann festgestellt werden, dass die gemessene ADAMTS13
Aktivitdt der Probe stark vom verwendeten VWF Konzentrat abhangt. Der zugefihrte
VWEF soll durch das ADAMTS13 der Plasmaprobe proteolytisch gespalten werden. Durch
einen Eigengehalt von ADAMTS13 im VWF Konzentrat wird das Ergebnis zur ADAMTS13
Aktivitat der Plasmaprobe verféalscht. Allford et al. [125] beschrieb das VWF Konzentrat
Wilfactin® als  geeignetes  Substrat  fir den  Aktivitatsnachweis  mittels
Immunoblottingmethode nach Furlan [21], da es keine ADAMTS13 Aktivitat aufweise.
Innerhalb der vorliegenden Arbeit konnte jedoch fiir Wilfactin® eine ADAMTS13 Aktivitat

nachgewiesen werden. Diese Aktivitdt ist zwar sehr gering, aber trotzdem in einem



4 Diskussion 168

Bereich, der ausschlaggebend fir die Messung sein kann. Zudem schwankt die
ADAMTS13 Aktivitat zwischen den einzelnen Chargen, was dazu fuhrt, dass das
Verdinnungsverhaltnis des Substratpuffers angepasst werden muss [126]. Von diesem
Standpunkt aus ware es besser, ein rekombinantes VWF Konzentrat als Substrat fur die
ADAMTS13 Aktivitatsmessung zu verwenden. Andererseits kann wegen der niedrigen
Aktivitatswerte des Wilfactin® der Fehler durch die Anpassung des Substratpuffers und
durch die Neuerstellung der Kalibrationsgeraden vor jeder Probenmessung ausgeglichen
werden [127]. Ein &ahnliches Problem stellt der Einsatz des humanen Thrombozyten
enthaltenden BC-VWF-Reagenz dar, da auch dieses Produkt natirlichen Schwankungen
unterliegt. Demnach kénnen hier ebenfalls chargenabhdngige Variabilitaten auftreten, die
aber durch die Neuerstellung der Kalibrationsgeraden ausgeglichen werden.

Bei der BCS-Methode nach Béhm spielt auch die Plasmaqualitat der Probe eine wichtige
Rolle. Insbesondere lipamische Proben verfalschen die Messung, da sie den
Tribungsprozess des Agglutinators beeinflussen. Im Gegensatz zu den FRET Assays
beeinflussen hamolytische Plasmaproben bzw. ein hoher Bilirubinanteil die
Messergebnisse dagegen weniger [118-120, 128]

Die Inkubationszeit stellt einen weiteren Einflussfaktor beziiglich der Testergebnisse dar.
Die Zeitspanne von 16 bis 20 Stunden bei der BCS-Methode nach B&hm sind
Erfahrungswerte aus der Routinediagnostik. Kirzere Inkubationszeiten bewirken eine
verringerte Prazision. Neben der Metalloprotease ADAMTS13 wird der VWF auch durch
weitere Proteasen gespalten. Elastase, Proteinase 3, Cathepsin G, Matrixmetalloprotease
9 sowie isolierte Neutrophile sind bisher als weitere VWF spaltende Proteasen
identifiziert. Zwar spielt diese Regulation des VWF eine untergeordnete Rolle, kann aber
bei einer schweren ADAMTS13 Defizienz an Bedeutung gewinnen. Dadurch ist erklarbar,
warum sich bei angeborenem ADAMTS13 Mangel bzw. bei Patienten mit hohem
Antikorpertiter und schwerer ADAMTS13 Defizienz nicht zwingend eine klinische TTP
entwickelt. Bei Bestimmungsmethoden mit langer Inkubationszeit konnen diese Proteasen
die Messergebnisse mdglicherweise beeinflussen und hohere ADAMTS13 Aktivitaten
suggerieren [129].

Insgesamt muss bei der BCS-Methode nach Bohm &aul3erst sorgfaltig gearbeitet werden
und es bedarf Erfahrung, um prazise Aktivitatswerte zu erlangen.

Ein weiteres Problem bei der Aktivitdtsmessung ist die Nachahmung der Scherkrafte
innerhalb der Methode. Diesem Problem unterliegen alle Bestimmungsmethoden, da es
bisher keine Mdglichkeit gibt, die physiologischen Scherkrafte bei der ADAMTS13
Messung nachzustellen. Bei dem Versuchsaufbau in vitro werden daher die komplexen
physiologischen Gegebenheiten der Scherkraftentwicklung durch einen Puffer

nachgeahmt. Der Reaktionspuffer enthalt TRIS-Urea und wird mittels HCI auf den pH-
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Wert von 8 eingestellt, da die Reaktion bei grof3er lonenstarke (Natrium) gehemmt wird
[98]. Die physiologische Aktivierung des VWFs wird somit durch denaturierenden Stress
mittels Harnstoff oder anderer denaturierender Reagenzien hervorgerufen. Tsai [59]
konnte zeigen, dass sich in Anwesenheit von Guanidin HC| die UL VWF Multimere gut
durch ADAMTS13 spalten lassen. Die pH-Abhangigkeit des Tests beruht auf dem
enzymatischen Verdau des VWFs durch ADAMTS13. Die Protease wird im
Versuchsansatz am besten durch Bariumionen bei einen pH-Optimum von 8,0 bis 9,0
aktiviert [21]. Die lange Inkubationszeit der Untersuchungsmethode muss eingehalten
werden, da die Enzymreaktionen in vitro nur stark verlangsamt ablaufen. Baldauf,
Schneppenheim et al. [130] belegten, dass besonders groRe und nur teilweise entfaltete
VWF Multimere unter physiologischen Gegebenheiten besonders gut von ADAMTS13
gespalten werden kénnen.

Die lange enzymatische Spaltung bei der BCS Methode nach Béhm kann unter anderem
auch durch eine von Dong et al. [131] postulierte Hypothese erklart werden. Bei
Betrachtung der physiologischen Ablaufe wird namlich ersichtlich, dass ADAMTS13 die
von den Endothelzellen sezernierten VWF Multimere innerhalb von Sekunden spaltet. Die
Reaktion wird durch das Anheften des VWFs an die Endothelzelle beschleunigt, da der
VWF hierdurch enormen Scherkréaften ausgesetzt wird und in gestreckter Form vorliegt.
Zum anderen bildet die Protease, bei der Spaltung von endothelzell-gebundenem VWF,
Anker- und Kofaktoren aus [131]. Das Fehlen dieses zum Teil noch wenig verstandenen
physiologischen Prozesses, kdnnte als mogliche Ursache der langsamen proteolytischen
Spaltung des VWEF in vitro gelten.

Ein Problem, welchem vor allem die &lteren Methoden unterliegen, ist die untere
Nachweisgrenze. Mittlerweile ist bekannt, dass eine ADAMTS13 Aktivitat kleiner 5 % sehr
spezifisch fir die TTP ist. Die Verallgemeinerung, dass erniedrigte ADAMTS13 Aktivitaten
mit der TTP verbunden werden kdnnen, gilt nicht mehr. Zu viele Erkrankungen sind
mittlerweile nachgewiesen, die eine erniedrigte ADAMTS13 Aktivitat aufweisen. Aus
diesem Grund wird auch momentan die ADAMTS13 Aktivitatsgrenze von kleiner 5 % in
der Literatur stark diskutiert.

Vom heutigen Standpunkt aus ist der Einsatz der BCS-Methode nach Bohm zu
uberdenken, da diese Methode nur ADAMTS13 Aktivititen bis 6,2 % detektiert.
Entscheidende Aktivitdtsunterschiede im Bereich zwischen 0 % bis 5 % bzw. die einfache
Differenzierung zwischen Werten tber und unter 5 % ist nicht gegeben. Demgegeniiber
stehen die einfacher durchfiihrbaren FRET und ELISA Assays, die in der Lage sind,
Werte bis mindestens 3 % (Technozym®ADAMTS13 bis 2 % und Actifluor™ADAMTS13
bis 22 ng/ml / 3 %) prazise zu ermitteln. Mittlerweile gibt es zudem auch Testmethoden,

die Werte von 0,5 % messen kénnen [132].
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Uberdies beschreibt Bohm [98] die Intra- und Inter-Assay Variationskoeffizienten, der von
ihr etablierten Methode mit 2,8 % und 7,5 % fur normale Proben und mit 8,7 % und 12,9
% fur Proben mit sehr niedrigen ADAMTS13 Aktivitdtswerten. Diese Ergebnisse zeigen,
dass es fur Proben mit geringerer Aktivitat grof3ere Schwankungspotentiale gibt. Zudem
liegen die Intra- und Inter Assay Variationskoeffizienten damit durchschnittlich héher, als
bei den meisten anderen verwendeten Assays [104]. So werden bei
Actifluor™ADAMTS13 der Intra-Assay Variationskoeffizient mit 4,1 % und der Inter-Assay

Variationskoeffizient mit 4,4 % angegeben [97].

SDS-Gelelektrophorese

Im Vergleich zur BCS-Methode nach B6hm zeigt die Immunoblotting Methode nach
Furlan [21] und Tsai [59] einen niedrigeren ,cut-off* Punkt. Hier kbnnen Plasmaproben mit
bis zu kleiner 3 % oder auch kleiner 1 % unterschieden werden [49]. Da die
Immunoblottingmethode jedoch bei weitem am zeitaufwendigsten und am empfindlichsten
auf Stérungen reagiert, wird sie heute nicht mehr als konkurrierende Methode zu den
Aktivitditsassays angesehen. Jedoch ist sie unverzichtbar bei der Darstellung von UL VWF
Multimeren und zur Typisierung des VWS. Durch Nachweis der UL VWF Multimere kann
sie ein wichtiges Indiz fir eine TTP sein, bei der die UL VWF Multimere die Pathologie der
Krankheit widerspiegeln. Durch den Mangel an ADAMTS13 kodnnen sich extrem grol3e
VWF Multimere bilden, die sukzessive zur Bildung von Mikrothromben fihren. Auch bei
anderen Mikroangiopathien wie dem HUS kdnnen vermehrt VWF Multimere
nachgewiesen werden. Bei diesem Krankheitsbild sind die VWF Molekiile jedoch nicht an
der Pathophysiologie beteiligt. Tsai [133] rat zu einem Nachweis der UL VWF Multimere
bei abnormen Aktivitatsnachweisen, um einer Fehldiagnose vorzubeugen.

Die heute von uns verwendete Detektion der VWF Banden auf Nitrocelluose erleichtert
die Interpretation der Gele. War friiher die Detektion mit autoradioaktiven Antikérper oder
Silberfarbung im Gel gangig, ist es heute die Blottingtechnik mit der Markierung durch
peroxidasegekoppelter Antikdrper. Mit Hilfe des Radioimmunoassays kann die VWF
Diagnostik zwar sehr genau durchgefihrt werden, aber die Einfihrung der
Antikodrperdetektionstechnik auf Nitrocellulose erleichtert die allgemeine Handhabung der
Methode [30, 90]. Die Silberfarbung im Gel besitzt zwar eine hohe Sensibilitat, ist aber nur
eingeschrankt zur Quantifizierung der Proteine anwendbar. Jedoch kdnnen auch bei der
Detektion der VWF Molekile mittels Peroxidase-markiertem Kaninchen Antikorper falsche
Ergebnisse geliefert werden. Durch die geringe Empfindlichkeit der Antikérper markierten
Enzyme, missen die Plasmaproben vor Verarbeitung verdinnt werden, um abnormen

Verteilungsmustern vorzubeugen [30].
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4.1.2 Methoden zur Bestimmung des ADAMTS13 Antigen

Imubind®ELISA und Technozym®ADAMTS13

Neben der ADAMT13 Aktivitat wurde das ADAMTS13 Antigen ebenfalls mit zwei
unterschiedlichen Assays untersucht. Der Technozym®ADAMTS13 Kit beinhaltet dabei
sowohl Aktivitats- als auch Antigenmessung, wahrend der zweite Assay von American
Diagnostica (Imubind®ELISA) ausschlieBlich ADAMTS13 Antigen misst. Bei beiden Kits
handelt es sich um einen Enzyme-linked Immuno Sorbent Assay.

Der Technozym®ADAMTS13 Kit verwendet jedoch im Gegensatz zum Imubind®ELISA
einen bereits enzymkonjugierten Detektionsantikérper. Bei dem Imubind®ELISA wird
innerhalb der Versuchsdurchfilhrung der Detektionsantikdrper durch Zufiihrung eines
Enzymkonjugats markiert. Daraus ergibt sich eine hohere Empfindlichkeit bei der
Testdurchfiihrung. Zudem wird bei Technozym®ADAMTS13 die unverdiinnte Probe
doppelt so lang inkubiert, wahrend bei Imubind®ELISA eine 1:20 verdiinnte Probe
eingesetzt wird. Dieser Unterschied innerhalb der Messung konnte die niedrigeren
Antigenwerte bei Imubind®ELISA erklaren.

Prinzipiell ist die Messung des ADAMTS13 Antigens der Aktivitdtsmessung nachgestellt
[134]. Um die Bedeutung von ADAMTS13 in den untersuchten Proben zu verstehen,
wurde die Messung der Aktivitdit mit der Messung des Antigens gekoppelt. Mit der
Kenntnis beider Parameter kdnnen Aussagen Uber den Anteil des aktiven Enzyms
(Aktivitats-Antigen Ratio) getroffen werden und eventuelle Inaktivierungsprozesse bzw.
aktivitatsbeeinflussende Mutationen aufgedeckt werden [135, 136]. Beispielsweise
konnten Untersuchungen von Kokame et al. [137] beweisen, dass bereits die Mutation
von einem Nukleotid zu einer geringeren Aktivitat fihrt, bei jedoch gleich bleibendem
Antigenlevel. Kokame et al. [137] vermutet bei 10% der japanische Population eine
heterozygoten Polymorphismus an P475S, der zu einer geringeren ADAMTS13 Aktivitat
fuhrt, aber mit einem normalen Antigenlevel.

Die Messung des ADAMTS13 Antigens ist neben der Autoantikbrperbestimmung
insbesondere zur Differenzierung der hereditdren von der erworbenen TTP moglich [134].
Neben der TTP besitzt der Antigenspiegel auch einen prognostischen Wert bei coronary
artery disease. Ein verringerter ADAMTS13 Antigenwert ist assoziiert mit erhéhtem Risiko
eines Myokardinfarktes, Schlaganfalls und kardiovaskularen Erkrankungen [138].

Im Rahmen der Untersuchungen der thrombotischen Mikroangiopathien zeigte sich bei
der hereditdren als auch bei der erworbenen TTP eine positive Korrelation zwischen
ADAMTS13 Aktivitat und Antigen. Bei der erworbenen TTP mit hohem Antikdrpertiter von

2,4 BE wirde man einen hohen Antigengehalt bei niedriger Aktivitdt erwarten, da eine
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Inaktivierung des Enzyms als Autoimmunreaktion erfolgt. Die Untersuchungen von Liu et
al. [139] und Rieger et al. [140] bestatigen, dass Patienten mit hereditdrer TTP mit hohem
Antikorpertiter sowohl niedrige als auch hohe Antigenspiegel aufweisen [141].

Die These konnte jedoch innerhalb der Untersuchungen nicht bestétigt werden. Bezilglich
des Antigengehalts ist kein Unterschied zwischen den beiden TTP Formen erkennbar.
Moglicherweise interferieren die zirkulierenden Autoantikorper im TTP Plasma mit dem
Fangerantikdorper des ELISAs. Durch die Ausbildung von Autoantikdrper-Antigen-
Komplexen kénnte daher die Detektion des ADAMTS13 Antigens behindert werden [140].
Die falsch negativen Werte waren somit erklarbar. Feys et al. [109] konnten mit ihrem
ADAMTS13 Antigen Assay hingegen zeigen, dass keine Interferenz zwischen dem
Autoantikérper und dem monoklonalen Fangerantikérper besteht. Fur diesen Nachweis
wurde rekombinates ADAMTS13 mit Autoantikdrper-beinhaltendem TTP Plasma
inkubiert. Es konnte keine Immobilisierung des rekombinanten ADAMTS13 durch die
Autoantikdrper dargestellt werden [109, 142].

Die niedrigen ADAMTS13 Antigenwerte bei der erworbenen TTP kdnnen moglicherweise
auch durch die Clearance von Antikdrper-Antigen-Komplexen im Organismus begrindet
sein [109, 143].

Die Untersuchungsergebnisse von Shelat et al. [144] zeigten, dass der ADAMTS13
Antigenspiegel zwischen angeborener und erworbener TTP mit inhibitorischen IgG
Antikorpern keinen signifikanten Unterschied aufweist. Folglich verringern die ADAMTS13
Autoantikdrper nicht nur die Aktivitdt von ADAMTS13, sondern reduzieren auch den
Antigenspiegel durch die Beschleunigung der in vivo Clearance [145]. Interessanterweise
verursachen nicht-inhibitorische IgG-Antikérper keine erhdhte in vivo Clearance und damit
keinen abfallenden Antigenspiegel [144, 145].

Damit kommt den Autoantikdrpern eine zentrale Bedeutung innerhalb der
Pathophysiologie zu. Zudem sind hohe Antikdrpertiter mit einem erhdhten Ruckfallrisiko
verbunden und sind somit ein prognostisch wichtiger Faktor. Darliber hinaus ist der
Nachweis Uber die An- bzw. Abwesenheit von Autoantikbrpern ein bedeutendes
diagnostisches Merkmal. Insbesondere in der Behandlung spielt dies eine entscheidende
Rolle, da bei der Anwesenheit von Antikdrpern zusatzlich zur Plasmapherese eine
immunmodulatorische Medikation erfolgt. Bei fehlenden Antikdrpern ist hingegen die
Anwendung von rekombinantem ADAMTS13 eine mogliche Therapieperspektive fir die
Zukunft.

Bei differenzierter Betrachtung der einzelnen Gerinnungsfaktorkonzentrate konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass die Proben tendenziell niedrige Aktivitatswerte bei

gleichzeitig hohen Antigenwerten aufweisen. Insbesondere Haemate®P weist bei einer
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durchschnittlichen ADAMTS13 Aktivitdt von 12,3 % mit 1,14 ng/ml einen sehr hohen
Antigengehalt auf.

Insgesamt wurde fir die Gerinnungsfaktorkonzentrate eine positive Korrelation zwischen
der Aktivitat und dem Antigen fur dieselbe Probe evaluiert. Der Korrelationskoeffizient
aller untersuchten Gerinnungsfaktorkonzentrate bei der Messung beider Parameter mit
Technozym®ADAMTS13 betrug 0,75. Die niedrige ADAMTS13 Aktivitat ist hier jedoch
nicht durch Autoantikérper erklarbar, sondern beruht héchstwahrscheinlich auf der
Inaktivierung des Enzyms beim Herstellungsprozess.

Durch diese komplexen Sachverhalte und mdgliche Interaktionen ist die ausschlie3liche
Messung des ADAMTS13 Antigens ungeeignet. Somit ist zur weiteren Analyse von
ADAMTS13 in den verschiedenen Proben die Untersuchung von Aktivitat und Antigen

sinnvoll.

4.2 Thrombotische Mikroangiopathien

Die thrombotischen Mikroangiopathien sind charakterisiert durch eine mikrovaskulare
Okklusion und zeigen im klinischen Bild eine Thrombozytopenie, eine
mikroangiopathische  hamolytische An&mie und variierende Symptome einer
Organischémie. Primére sind die thrombotisch thrombozytopenische Purpura und das
hamolytisch uramische Syndrom, die Haupterkrankungen der thrombotischen
Mikroangiopathien. Neben diesen Erkrankungen werden jedoch noch andere
Erkrankungen und Medikamente mit der TMA assoziiert und auch das Auftreten von einer
thrombotischen Mikroangiopathien nach allogener hamatopoetischer
Stammzelltransplantation  ist  beschrieben [26]. Hinsichtlich des  klinischen
Erscheinungsbildes ist kaum eine eindeutige Differenzierung der thrombotischen
Mikroangiopathien vorzunehmen [61, 146, 147].

Zur Erstellung eines diagnostischen Algorithmus fir die sehr heterogene Gruppe der
thrombotischen Mikroangiopathien wurde daher Plasma von Patienten mit TTP, TTP-Like
Syndrom und HUS in Schub und Remission untersucht. Insbesondere die Aktivitat von
ADAMTS13 bei den verschiedenen Erkrankungen sollte untersucht und als mdgliches
diagnostisches Merkmal bewertet werden.

Wie dem Diagrammen 83 zu entnehmen ist, war die ADAMTS13 Aktivitat fur beide TTP
Formen deutlich erniedrigt und stellt das einzige eindeutige Unterscheidungsmerkmal
zwischen dem verschiedenen TMA im akuten Schub dar. Die Thrombozytenwerte ebenso
wie die Hamoglobinwerte sind bei allen Erkrankungen erniedrigt, und der LDH Wert

erhoht und sind nicht als spezifisches labordiagnostisches Unterscheidungskriterium
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festzulegen. Die zum Teil deutlichen Unterschiede innerhalb der LDH Werte sind nicht
aufgrund der Erkrankung sonder hinsichtlich des Ausmalfies der Zellnekrose erklarbar und
daher von dem Patienten und der Schwere des Schubs abhangig.

B ADAMTS13 Aktivitat B Thrombozytenzahl @ Hamoglobin B LDH
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Abb. 83: ADAMTS13 Aktivitat, Thrombozytenzahl, LDH-Spiegel und Hamoglobinwert von TTP mit
Antikdrpern, TTP, TTP-Like Syndrom und HUS im akuten Schub. Die Normwerte werden durch die

gestrichelten gleichfarbigen Linien angegeben.

Das Ergebnis wird auch anhand vorliegender Literatur bestatigt, die eine ADAMTS13
Aktivitat im akuten Schub bei HUS und TTP-Like Syndrom im Normbereich und bei TTP
hingegen im sehr niedrigen Aktivitdtsbereich angibt [61]. Doch inwieweit eine (stark)
verminderte ADAMTS13 Aktivitat spezifisch fur die TTP ist, muss diskutiert werden. Mit
der Entdeckung von ADAMTS13 und seiner wichtigen Funktion innerhalb der Atiologie
und Pathogenese der TTP begann eine intensive Erforschung der bis dahin selten
diagnostizierten Erkrankung. Doch bis heute gibt es keine Einigung hinsichtlich der
Definition von TTP bzw. Uber die ADAMTS13 Defizienz. Ohne eine standardisierte
Definition ist es jedoch nicht mdéglich, einheitliche Kohorten zu untersuchen bzw.
Ergebnisse verschiedener Autoren miteinander zu vergleichen. Das gilt auch fur die
Unterscheidung zwischen TTP, HUS und TTP-Like Syndrom [129] als auch fiur die
Festlegung des schweren ADAMTS13 Mangels als Merkmal und Definition der TTP [148,
149]. Tsai [149] definiert die TTP als prothrombotisches Stadium, begrindet in einem
schweren ADAMTS13 Mangel. Das HUS grenzt Tsai [149] durch die sich von der TTP

differenzierende Pathogenese ab. Demgegenlber steht Remuzzi [147], dem zur Kklaren
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Trennung der Syndrome die bisherigen Differenzierungsmerkmale nicht ausreichen.
Seine These, dass ein ADAMTS13 Mangel nicht zur Unterscheidung zwischen HUS und
TTP ausreicht, unterstreicht er mit Studienergebnissen. So beschreiben Veyradier et al.
[150, 151] und Raife et al. (2002) bei erwachsenen TTP Patienten ein ADAMTS13 Level
von 30 % bzw. 38 %, wahrend andere Studien sogar normale ADAMTS13 Werte
angeben. Des Weiteren widerlegen eine Vielzahl an Fallbeispielen von HUS Patienten mit
niedrigen ADAMTS13 die ausschlie3liche Relevanz von ADAMTS13 bei der TTP [147,
150-154]. Auch im Rahmen andere thrombozytopenischen oder entzindlichen
Erkrankungen und sogar bei Gesunden sind reduzierte ADAMTS13 Aktivitaten
nachweisbar [105, 155-157]. Mittlerweile werden auch erniedrigte ADAMTS13 Aktivitaten
bei kardiovaskularen Erkrankungen und Schlaganfall diskutiert [106, 107, 158, 159]. Auch
der Nachweis von Shigatoxin produzierenden Mikroorganismen, dem HUS auslésenden
Erregern, ist ein wichtiges Indiz fir das Vorliegen eines HUS. Aber auch, wenn die
meisten positiven Falle dem HUS zugeordnet werden, gibt es hier Ausnahmen. Gerth et
al. [160] beschreibt einen TTP Patienten mit positivem Befund fur Verotoxin
produzierenden E. coli. Dies reflektiert wie schwierig eine genaue Einordnung und
Diagnose ist. Jedoch hat sich trotz der genannten Schwierigkeiten die Messung der
ADAMTS13 Aktivitat als diagnostisches Merkmal der TTP etabliert, da in den meisten
Féllen eines schweren ADAMTS13 Mangel ein TTP diagnostiziert wurde [61, 66, 105,
143, 161-164].

Neben der ADAMTS13 Aktivitat stellt sein Substrat, der von Willebrand-Faktor, ebenfalls
ein diagnostisches Merkmal dar. Im akuten Schub waren in der vorliegenden Arbeit bei
allen vier Erkrankungen der Nachweis von UL VWF Multimere im Gel positiv.

Die Grinde fiur das Auftreten bei allen Erkrankungen in der Schubphase sind
unterschiedlich. Wahrend bei der TTP, unabhangig vom Ausloser, der Mangel an
ADAMTS13 ausschlaggebend ist, ist bei dem HUS eine vermehrte Bildung und
Freisetzung des VWF ursachlich. Immunhistochemisch zeigen die renalen Thromben bei
dem HUS eine Uberwiegende Prasenz an Fibrin und nicht an VWF [165]. Bei dem HUS
spielt also der VWF nur eine unterordnete Rolle und ist nicht der aktive Ausléser im
thrombotischen Prozess. Bei der TTP sind die UL VWF Multimere hingegen ein wichtiger
pathologischer Faktor. Im Tierversuch wurde an ADAMTS13 und VWF knock out Mausen
dargestellt, dass nicht die alleinige Abwesenheit von ADAMTS13 zur klinisch-manifesten
TTP fuhrt, sondern auch vermehrt VWF Multimere vorliegen muissen [166]. Die
histologische Untersuchung der Thromben beim Menschen mit einem hohen Anteil an
VWF unterstreichen diese Forschungsergebnisse [167]. Die Pathomechanismen beim
TTP-Like Syndrom sind bis dato noch weitgehend unerforscht, sodass die Ursache flr

das Auftreten von UL VWF Multimere nicht zweifelsfrei geklart ist.
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In der Remission zeigten nur die beiden TTP Formen UL VWF Multimere. Jedoch ist auch
das kein zweifelsfreier Beleg fir das Vorliegen einer TTP. So sind Félle beschrieben, bei
denen trotz eines kompletten ADAMTS13 Mangels keine UL VWF Multimere nachweisbar
waren und zwar weder im akuten Schub noch in der Remission [147].

Unabhéangig von den Grinden, aus denen die Thromben auftreten, sind sie verantwortlich
fur das Vorliegen von Fragmentozyten. Aufgrund des pathologisch hohen Scherstresses
um den Thrombus kommt es zur Fragmentation der Erythrozyten. Nach der Beseitigung

der Thromben sinkt auch die Anzahl der Fragmentozyten im Blutausstrich.

B ADAMTS13 Aktivitdt B Thrombozytenzahl B H&moglobin B LDH

ADAMTS13 Aktivitat (ng/ml) LDH (U/dl)
Thrombozytenzahlx1000/ul
Hamoglobin (g/dl)

TTP mit Antikdrpern TTP TTP-Like Syndrom HUS

Abb. 84: ADAMTS13 Aktivitat, Thrombozytenzahl, LDH-Spiegel und Hamoglobinwert von TTP mit
Antikdrpern, TTP, TTP-Like Syndrom und HUS wéahrend der Remission. Die Normwerte werden

durch die gestrichelten gleichfarbigen Linien angegeben.

Auch die Thrombozytenzahl, der Hamoglobin und LDH Wert normalisieren sich bei allen
TMA in der Phase der Remission wieder, mit Ausnahme der ADAMTS13 Aktivitat, die
zwar fur die TTP ohne nachweisbare Antikdrper auf Normwerte steigt, fir die TTP mit
Antikorpern jedoch im pathologischen Bereich bleibt (Abb. 84). Damit ist auch mit einem
normalen ADAMTS13 Wert in den Phasen der Remission eine TTP nicht auszuschliel3en.
Umgekehrt ist jedoch ein ADAMTS13 Mangel bei einem sonst klinisch Gesunden eine
ziemlich eindeutige Diagnose, wobei eine Einteilung innerhalb der TTP Formen damit
noch nicht gegeben ist. Der Anstieg der Aktivitdt ohne vorherige Gabe von FFP lasst fur
die TTP Form ohne nachweisbare Antikorper schlieRen, dass es sich nicht um eine
angeborene TTP handelt. Patienten mit angeborener TTP weisen eine ADAMTS13

Aktivitat, bedingt durch einen Genmutation, von unter 5 % sowohl im Schub als auch in
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der Remission auf [144]. Durch eine genetische Analyse ist sie im Gegensatz zu allen
anderen Varianten zweifelsfrei feststellbar. Je nach Mutationslage kann es bei diesen
Patienten zu einen frithen [168] oder spaten Manifestation [169] der TTP kommen.

Bei nicht nachweisbaren Antikdrpern gestaltet sich die Einordnung schwieriger.
Statistischen Vorlagen zufolge liegen bei der priméaren idiopathischen TTP in 81 % der
Falle Autoantikérper vor, wobei davon 28,6 % nicht inhibierend und 52,4 % inhibitorisch
fur ADAMTS13 sind. Die primare idiopathische TTP stellt somit eine
Autoimmunerkrankung dar. Bei der sekundaren TTP liegt der Anteil der Patienten mit
Antikdrpern gegeniber denen ohne Antikdrper bei 50:50 [144]. Demzufolge ist zwar der
Beleg von ADAMTS13 Antikérpern ein Unterscheidungskriterium, ob eine TTP oder ein
HUS vorliegt, gegeben, aber nicht automatisch eine Differenzierung hinsichtlich der TTP
Form. Der sekundaren TTP kann ein Ausléser zugeordnet werden, sodass dies zur
Differenzierung helfen kann. Die meisten der in der Literatur beschriebenen Falle an
sekundarer TTP weisen eine niedrig normale bis erniedrigte ADAMTS13 Aktivitat auf [47,
66]. Zusatzlich zu den labordiagnostischen Ergebnissen werden eine renale Beteiligung
Uberwiegend bei HUS und neurologische Dysfunktionen der TTP zugeschrieben [170-
172].

Die Diagnose der TTP und damit verbunden die Abgrenzung gegeniiber anderen TMA
gestaltet sich also sehr schwierig. Bei den TMA handelt es sich jedoch um
hamatologische Notfélle, wodurch im klinischen Alltag eine schnelle Entscheidung durch
den behandelnden Arzt getroffen werden muss. AufRerdem wird je nach dem welche
Erkrankung vorliegt, eine andere Behandlung gewéhlt. Daher kann, wenn auch mit
gewissen Einschrankungen, ein diagnostischer Algorithmus erstellt werden (Abb. 85).
Meist basiert die Diagnose auf der Grundlage der klinischen Merkmale [73, 171]. Zur
Sicherung der Diagnose ist es angebracht die ADAMTS13 Aktivitdit bzw. die
Serumfaktoren H und | zu bestimmen oder ein Nachweis auf EHEC / VHEC
durchzufihren [163], [171]. Vor allem die ADAMTS13 Aktivitat in Kombination mit dem
Antikorpertiter haben prognostische Relevanz [66, 73, 74].
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Klinisches Erscheinungsbild:
Hamolytische Anamie, Fieber,
Blutungen,
Neurologische Symptome,
Nierenfunktionsstérungen

Abb. 85: Diagnostischer Algorithmus fiir die TMA.

4.3 Plasmapraparate

Die Plasmapherese ist momentan der Therapiestandard bei der TTP Behandlung und
wird taglich bis zum Erreichen normaler Thrombozytenzahlen und LDH Werten
durchgefuhrt [65]. Zwar wurde insbesondere in den Anfangen der TTP Behandlung auch
Plasmainfusionen durchgefiihrt, jedoch wurde bereits 1991 die Uberlegenheit der
Plasmapherese gegeniber der Plasmainfusion sowie ihr Wert bei der Behandlung der
TTP demonstriert [6, 70]. Heute wird eine Plasmainfusion nur durchgefiihrt, wenn eine
Plasmapherese nicht schnell genug bereit steht oder wenn eine angeborener TTP vorliegt
[65, 66]. Mit der Plasmapherese wird eine Zufuhr von ADAMTS13, eine Beseitigung der
Autoantikdrper sowie der UL VWF Multimere angestrebt [66, 173, 174]. Insbesondere
idiopathische TTP Patienten mit einer sehr geringen ADAMTS13 Aktivitdt und hohen
Antikorpertitern sprechen gut auf die Therapie an [65].

Der Einsatz der Plasmapherese ist jedoch insbesondere bei der sekundaren TTP
umstritten, die schlecht bis gar nicht auf die Plasmapherese anspricht. Der Grund hierfur
liegt in der Tatsache, dass die sekundare TTP fast nie einen ADAMTS13 Mangel bzw.
ADAMTS13 Antikorper aufweist [65, 175]. Inwiefern daher eine Plasmapherese Giberhaupt
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sinnvoll ist, ist schwer zu sagen, da die Effektivitdt der Plasmapherese Uberprift wurde,
bevor ADAMTS13 entdeckt worden ist [65]. Bis eine Alternative zur Verfigung steht, wird
daher die Plasmapherese auch weiter bei der sekundaren Therapie eingesetzt. Jedoch
sollte sie als zuséatzliche Therapie verwendet werden bis die primare Erkrankung unter
Kontrolle ist [176].

Zur Therapie stehen drei verschiedene Plasmapraparate zur Verfugung: Fresh Frozen
Plasma, mittels Chemikalien und Licht pathogenreduziertes Einzelspenderplasma und
industriell aus einem Plasmapool erzeugtes durch solvent — detergent Verfahren
pathogeninaktiviertes Plasma [177].

Das FFP stellt dabei das einzige ,unbehandelte® Plasma dar, welches keine
Verminderung der Gerinnungsfaktoren durch eine Virusinaktivierung erfahrt. Die beiden
Einzelspenderplasmen unterliegen hinsichtlich ihrer Inhaltsstoffe den interindividuellen
Unterschieden der Einzelspender und bergen das Risiko einer Krankheitsibertragung,
wobei das Risiko bei FFP nochmals hoher ist als das des behandelten
Einzelspenderplasmas. Das solvent / detergent behandelte Plasma weist gegenliber den
Einzelspenderplasmen ein deutlich geringeres Infektionsrisiko auf [177]. Zudem induziert
das s / d Plasma deutlich weniger TRALI und die Zahl der allergischen Reaktionen ist
deutlich verringert [7, 8, 88, 178]. Durch die Virusinaktivierung kommt es jedoch auch zu
einer Reduktion aller Gerinnungsfaktoren und Inhibitoren [177, 179].

Fur den Einsatz bei der TTP Therapie spielt vor allem die Aktivitdt von ADAMTS13 eine
entscheidende Rolle und inwieweit bei der Plasmabehandlung mittels solvent / detergent
Verfahren eine Reduktion von ADAMTS13 erfolgt.

Innerhalb unserer Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass das Fresh Frozen
Plasma und das solvent / detergent behandelte Plasma der Firma Octapharma,
Octaplas®, hinsichtlich ihrer ADAMTS13 Aktivitit keine deutlichen Unterschiede
aufweisen. Die ADAMTS13 Aktivitat des Octaplas® ist gegeniiber der des FFP, je nach
Nachweismethode, leicht verringert bzw. sogar leicht erhdht. Die ADAMTS13 Aktivitat,
ermittelt mit drei unterschiedlichen Bestimmungsmethoden, weist sowohl innerhalb
desselben Préparates als auch zwischen den zwei Praparaten eine Schnittmenge auf
(Abb. 86: durch den roter Rahmen gekennzeichnet). Insgesamt liegt die ADAMTS13
Aktivitdt weit Gber dem physiologischen Mindestwert von 360 ng/ml, entspricht 50 %
Aktivitdt (Abb. 86: rote Linie). Die Normwerte fur gesunde Spender schwanken je nach
Testmethode und verwendetem Normalkollektiv [108]. Fur den Actifluor™ADAMTS13 Kit
gibt American Diagnostica einen mittleren ADAMTS13 Aktivitatswert von 666 ng/ml + 135
ng/ml [97]. Mit 766 ng/ml + 157 ng/ml fiir Octaplas® und 720 ng/ml + 200 ng/ml fiir FFP
liegen beide Plasmapréaparate auch deutlich in dem von der Firma vorgegebenen

Normalbereich. Fir die beiden Aktivitatsbestimmungsmethoden BCS-Methode nach
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Bohm und Technozym®ADAMTS13 Kit, die ihre Ergebnisse in Prozent angeben, wird ein
Normalkollektiv mit 100 % Aktivitdt zur Kalibration verwendet, der Normalbereich jedoch
von 50 % bis 150 % angegeben [91, 93]. Auch in diesem Fall sind mit 75 % + 17 % und
83 % +28 % fiir Octaplas® und mit 90 % *+ 14 % und 79 % + 25 % fiir FFP die Werte alle
im Normalbereich. Studien von Heger et al. [108] und Yarranton et al. [174] bestatigen,
dass Octaplas® eine ADAMTS13 Aktivitat im Normbereich aufweist. Sie zeigen jedoch
auch, dass die Aktivitat signifikant erniedrigt ist gegeniuber dem FFP, dieser
Aktivitatsunterschied jedoch nicht klinisch signifikant ist. Dem gegeniber steht Roush et
al. [180], der fur s / d Plasma eine hthere ADAMTS13 Aktivitat (185 %) gegeniber FFP

gefunden hat.
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Abb. 86: ADAMTS13 Aktivitat unter Angabe der Standardabweichung der Plasmapréaparate FFP
und Octaplas® ermittelt mit der BCS-Methode nach Bohm, dem Technozym®ADAMTS13 Kit und
dem Actifluor"ADAMTS13 Kit. Roter Rahmen. Schnittmenge der Aktivitat der drei verwendeten
Bestimmungsmethoden. Rote Linie: Untere physiologische Grenze (360 ng/ml) der ADAMTS13
Aktivitat.

Die Untersuchung des Gehaltes an ADAMTS13 Antigen ergibt ebenfalls physiologische
Werte fur die Plasmapraparate. Im Unterschied zu den Aktivitatsmethoden wird hier die
untere Normgrenze fur das ADAMTS13 Antigen bei beiden Messmethoden mit 0,6 pg/mi
angegeben [93, 97].

Fir FFP lassen sich mit Technozym®ADAMTS13 Antigenwerte von 1,21 ug/ml + 0,38
ng/ml nachweisen. Im Gegensatz dazu sind bei der Messung mit dem Imubind®ELISA fiir
FFP mit 0,57 pg/ml = 0,17 ug/ml Werte knapp unter dem physiologischen Bereich zu

verzeichnen. Auch die Ergebnisse mit derselben Methode bei Octaplas® resultieren in
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I+

einem niedrigeren — wenn auch physiologischen - ADAMTS13 Spiegel von 0,75 pg/ml
0,25 pg/ml gegeniiber der Bestimmung mit Technoclon®ADAMTS13 von 1,18 pg/ml

I+

0,24 pg/ml. Der durch das Imubind®ELISA ermittelte Antigenwert, wird durch
Untersuchungen von Heger et al. [108] gestitzt. Heger et al. [108] gibt den ADAMTS13
Antigenspiegel fur Octaplas® mit 0,89 pg/ml + 0,07 pg/ml an, ebenfalls bestimmt mit
Imubind®ELISA. Die Werte fiir FFP sind jedoch bei der Bestimmung mit 0,96 pg/ml + 0,08
ng/ml signifikant hoher als die von Octaplas® ausgefallen.

Da innerhalb der vorliegenden Arbeit bei allen Proben diese Diskrepanz zwischen den
beiden Methoden auftrat, kann davon ausgegangen werden, dass es sich um ein Problem
innerhalb der Methodik und nicht um ein rein praparatabhangiges handelt und wird daher

in der Methodendiskussion intensiver erlautert (4.1).

B Technozym®ADAMTS13 B Imubind®ADAMTS13
1,6

|

1,2

0,8 1

0,6

ADAMTS13 Antigen (pg/ml)

0,4 1

0,2 1
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Abb. 87: ADAMTS13 Antigen unter Angabe der Standardabweichung der Plasmapraparate FFP
und Octaplas® ermittelt mit dem Technozym®ADAMTS13 Kit und dem Imubind®ELISA. Roter
Rahmen. Schnittmenge des Antigens der zwei verwendeten Bestimmungsmethoden. Rote Linie:
Untere physiologische Grenze (0,6 ,ug/ml) der ADAMTS13 Aktivitat.

Der Technoclon®ADAMTS13 Kit unterscheidet zwischen den beiden Praparaten kaum
und ermittelt fir beide einen hohen Antigengehalt, der mit den hohen ADAMTS13
Aktivitatswerten korreliert. Die Antigenwerte des Imubind®ELISA ergeben mit denen des
Technozym®ADAMTS13 Kit eine Schnittmenge, wahrend es bei FFP zu keiner
Ubereinstimmung zwischen den beiden Antigenergebnissen kommt (Abb. 87).

Innerhalb der Arbeit konnte keine Verminderung an ADAMTS13 Antigen bzw. an
ADAMTS13 Aktivitat durch die Virusinaktivierung mittels solvent / detergent Verfahren bei

Octaplas® gegeniiber FFP nachgewiesen werden. ADAMTS13 erweist sich damit als
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ziemlich unempfindlich gegenuber aul3eren Einflissen, was auch von Rock et al. [115]
beschrieben wurde. Rock et al. [115] konnte in seinen Untersuchungen aufzeigen, dass
die ADAMTS13 Aktivitat in verschiedenen Plasmapraparaten, sowohl FFP als auch
Octaplas®, Ubereinstimmt und dieses hohe Aktivitatslevel {iber 48 Stunden unverandert
bleibt.

Bei der differenzierten Betrachtung der Blutgruppen ist fir FFP eine gro3ere Varianz fir
ADAMTS13 Aktivitat sowie Antigen zwischen den einzelne Blutgruppen auszumachen als
bei Octaplas®.

Bei der BCS-Methode nach Béhm ergibt sich fur FFP eine Differenz von 104 ng/ml (597
ng/ml bis 701 ng/ml), fir Technozym®ADAMTS13 von 168 ng/ml (477 ng/ml bis 645
ng/ml) und fur Actifluor™ADAMTS13 von 268 ng/ml (583 ng/ml bis 851 ng/ml) zwischen
dem héchsten und dem niedrigsten Wert. Octaplas® hingegen zeigt Unterschiede von 36
ng/ml (517 ng/ml bis 553 ng/ml) fir die BCS-Methode nach Béhm, von 35 ng/ml (594
ng/ml bis 629 ng/ml) fiir Technozym®ADAMTS13 und von 113 ng/ml (695 ng/ml bis 808
ng/ml) fir Actifluor™ADAMTS13. Auch bei den Messungen fiir das ADAMTS13 Antigen
sind die Schwankungen bei FFP mit 0,4 pg/ml bzw. 0,13 pg/ml gegenuber denen bei
Octaplas® von 0,1 pug/ml bzw. 0,05 ug/ml gréRer. Diese Variation wird in der Literatur auch
von Heger et al. [108] beschrieben. Ursachlich hierfir ist das Poolen von bis zu 40
Beuteln FFP, die anschlieRend zu Octaplas® weiterverarbeitet werden. Vorhandene
spenderbedingte Unterschiede werden damit ausgeglichen. Bei der Betrachtung der
einzelnen Blutgruppen fallt zudem auf, dass bei fast allen Messmethoden die Blutgruppe
0, bei FFP wie Octaplas®, eine héhere ADAMTS13 Aktivitit und ein hdheres ADAMTS13
Antigen Dbesitzt. Nur die BCS-Methode nach Bohm und die Antigenbestimmung mit
Technozym®ADAMTS13 bei FFP Blutgruppe AB weicht hiervon ab. Dies steht im
Gegensatz zu den Erkenntnissen von Heger et al. [108], die bei der Blutgruppe 0
niedrigere Werte gemessen hatten.

Die SDS-Gelelektrophorese konnte aufRer der blutgruppenspezifischen Variabilitat keine
Unterschiede zwischen FFP und Octaplas® nachweisen. Eine geringere Menge an UL
VWF Multimeren wie sie durch Yarranton et al. [174] fur das Octaplas® beschrieben wird,
war nicht ersichtlich.

Unsere Untersuchung beziiglich FFP und Octaplas® bestétigen die Gleichwertigkeit
hinsichtlich der ADAMTS13 Aktivitat und des ADAMTS13 Antigens. Im Bezug auf die
Nebenwirkungen bei der Therapie und im Hinblick auf das Infektionsrisiko ist Octaplas®
jedoch dem FFP Uberlegen [7].
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4.4 Gerinnungsfaktorkonzentrate

Neben der Plasmapherese stehen bis heute keine alternativen Behandlungsmdoglichkeit
der akuten TTP zur Verfigung, sondern ausschliel3lich zusatzliche Therapiemalinahmen,
deren Nutzen fragwurdig ist. So konnte in unabh&ngigen Studien die Wirksamkeit der
zusatzliche Behandlung der erworbenen TTP mit Kortikosteroiden und anderen
Immunsuppressiva wie Vincristin, Cyclosporin A nicht belegt werden [52, 66]. Die in
jungster Zeit haufig als ,off-label-use” verwendete Therapie mit Rituximab, erweist sich als
deutlich wirksamer. Der Einsatz von Rituximab konnte bei refraktarer und rezidivierender
TTP mit Autoantikbrpern gute Erfolge erzielen, sowohl nach der Plasmapherese als auch
bei alleiniger Gabe bei frihen Rezidiven [72, 181]. Vorteilhaft sind dabei das gute
Sicherheitsprofil und ein geringerer Plasmabedarf sowie die Vermeidung einer starken
Immunsuppression [52]. Die Effektivitat von Rituximab ist zwar viel beschrieben und es
wird auch bereits haufig zur Zusatztherapie verwendet, aber die Ergebnisse der
momentan laufenden klinischen Studien stehen noch aus [66, 182]. Bei der erworbenen
TTP mit Antikérpern wird auch die Splenektomie verwendet. Crowther et al. [183]
bescheinigen, dass bei einer Splenektomie die Riickfallrate gesenkt werden kann. Seine
Erfahrungen werden auch durch Kremer Hovinga et al. [71] und durch Mant et al. [184]
unterstiitzt, die ebenfalls nach Splenektomie in der Remission eine Normalisierung der
ADAMTS13 Aktivitdt und einen Rickgang der ADAMTS13 Antikorper beschreiben. Als
Grund hierfir nennen sie die Eliminierung der Autoantikbrper produzierenden B-Zellen.
Jedoch ist aus Erfahrung in der Behandlung von TTP Patienten in Frankfurt und Mainz
ersichtlich [185], dass nicht jede Splenektomie erfolgreich ist.

Besonders problematisch wird die Behandlung der TTP vor allem dann, wenn der
Patienten nicht auf die Plasmapherese anspricht oder sehr hohen Rickfallraten unterliegt.
Auch die Behandlung von S&auglingen bzw. Kleinkinder und Schwangeren stellen den
behandelnden Arzt vor eine grof3e Herausforderung.

Ein wichtiger Schritt ware die Entwicklung eines Praparates, das die aufgrund von
Mutationen defekte ADAMTS13 Protease ersetzt bzw. die ADAMTS13 Antikorper
blockiert. Mittels der Aufkonzentrierung von Gerinnungsfaktoren aus humanem Plasma ist
es bereits gelungen eine Vielzahl von Gerinnungsfaktorpréparaten herzustellen, die
erfolgreich bei der Behandlung verschiedenster Bluterkrankungen eingesetzt werden
kénnen. Unter anderem das von Willebrand Syndrom und die Hamophilie A werden durch
hochkonzentrierte VWF / FVIII Konzentrate behandelt. Die Entwicklung der
Faktorkonzentrate brachte eine Reihe von Vorteilen mit sich. Durch die Vermeidung von

Blutungen ist fir den Patienten ein fast vollig normales Leben bei ungeféhr gleicher
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Lebenserwartung mdoglich. AuRerdem kann das Gerinnungsfaktorkonzentrats vom
Patienten selbststandige sowohl zur Therapie als auch Prophylaxe injiziert werden. Neben
der Uberlebensrate ist vor allem auch die Lebensqualitit des Patienten drastisch
gestiegen.

Bei der Aufkonzentrierung von VWF aus Humanplasma ist durchaus denkbar, dass neben
dem Substrat auch das Enzym in hoheren Konzentrationen vorhanden ist, da
Nebenprodukten durchaus vorkommen kénnen [75]. Zudem gibt es Quellen, dass die
Qualitat im Bezug auf die Behandlung des VWS und der Hamophilie, insbesondere des
ersten Gerinnungsfaktorkonzentrates Haemate®P, schlechter ist als bei den neueren
Konzentraten hinsichtlich seiner VWF Qualitat. Grund kann ein Abbau das VWF durch
ADAMTS13 in der Probe sein. Andere Untersuchungen konnten jedoch keine verminderte
Qualitat in den verschiedenen Konzentraten nachweisen.

Eine umfassende Untersuchung von VWF / FVIII Konzentraten auf ihre ADAMTS13
Aktivitat, Antigen und UL VWF Multimere ist jedoch nicht durchgefiihrt worden.

Innerhalb unserer Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass alle aus
Humanplasma gewonnenen Konzentrate eine ADAMTS13 Aktivitat aufweisen und eine im
Vergleich zur Aktivitat hohere Konzentration an ADAMTS13 beinhalten (Tab. 43 und Abb.
88).

Aus dem Diagramm 88 und der Tabelle 43 wird ersichtlich, dass auRer Haemate®P keines
der Konzentrate Aktivitaten bzw. Antigenwerte aufweist, die anndhernd an die Normwerte
heranreichen. Daher konnen sie bei der Uberlegung hinsichtlich eines Einsatzes bei der
Therapie der TTP ausgeschlossen werden. Haemate®P zeigt jedoch bei der Messung mit
Actifluor™ADAMTS13 Aktivitdtswerte von durchschnittlich 469,9 ng/ml + 93,5 ng/ml und
liegt damit Uber der unteren Normgrenze von 360 ng/ml. Zusatzlich ist zu bertcksichtigen,
dass American Diagnostica fir Normalpatienten einen Wert von 666 ng/ml + 135 ng/ml
angibt. Bei Einbeziehung der Standardabweichungen kame es jedoch auch hierbei zu
einer Uberschneidung der Aktivititswerte des Normalpatienten mit denen von
Haemate®P. Im Gegensatz dazu lasst sich bei Technozym®ADAMTS13 eine
durchschnittliche ADAMTS13 Aktivitat von 12,3 % (88,6 ng/ml) ermitteln. Damit liegt der
Wert weit unter der 50 % Grenze. Bestatigt wird diese Aktivitat durch eine Untersuchung
von Allford et al. [125], der eine ADAMTS13 Aktivitat von 12,5 % fur Haemate®P, jedoch
mit einer anderen Methode, ermitteln konnte. Allford et al. [125] verwendete zur
Untersuchung eine modifizierte Methode nach Furlan et al. [21] an. Auf einem &hnlichen
Prinzip beruht die von uns verwendete modifizierte Methode nach Bohm. Bei dieser
indirekten Methode war ebenfalls eine ADAMTS13 Aktivitat fiir Haemate®P nachweisbar,

die auch im Vergleich zu den Ergebnissen der anderen Konzentrate deutlich héher liegt.
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Methoden Actifluor™ | Technozym® | Technozym® | Imubind®
ADAMTS13 ADAMTS13 ADAMTS13 ADAMTS13
Praparate ADAMTS13 Aktivitat in ng/ml | ADAMTS13 Antigen in pug/ml
Haemate®P 469,9 088,6 1,41 0,500
Immunate STIM plus 095,8 014,4 0,17 0,009
Wilate® 136,6 038,9 0,23 0,064
Wilfactin® 078,3 020,2 0,09 0,034
Beriate®P 092,2 014,4 0,13 0,010
FFP 719,9 532,8 1,21 0,569
Octaplas® 766,1 578,9 1,18 0,749

Tab. 43: Auflistung der durchschnittiche ADAMTS13 Aktivitat in ng/ml und ADAMTS13 Antigen in
pg/ml gemessen mit den verschiedenen Methoden fir die Faktorkonzentrate und
Plasmapraparate.

B ActifluorTMADAMTS13 B Technozym®ADAMTS13 Aktivitat
B Technozym®ADAMTS13 Antigen B Imubind®ADAMTS13
1000 1,5
900 T T T 1,35

800 1,2
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- 0,6

r 0,45

ADAMTS13 Antigen (ug/ml)

- 0,3

ADAMTS13 Aktivitat (ng/ml)

r 0,15

Haemate®P Immunate Wilate® Wilfactin® Beriate®P FFP Octaplas®
STIM plus

Abb. 88: ADAMTS13 Aktivitat und Antigen der VWF / FVIII Konzentrate Haemate®P, Immunate
STIM plus, Wilate®, Wilfactin® und Beriate®P sowie der Plasmapraparate FFP und Octaplas®.
Untersuchungsmethoden fir die ADAMTS13 Aktivitat sind Actifluor MADAMTS13  und
Technozym®ADAMT813 und fur das ADAMTS13 Antigen Technozym®ADAMT813 und
Imubind®ELISA. Die untere Normgrenze fir die ADAMTS13 Aktivitat wird bei 360 ng/ml (50 %)
angegeben (gelben Linie) und die vom ADAMTS13 Antigen bei 0,6 ug/ml (rote Linie).
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Fur die Aktivitaten kann auch unter Einbeziehung der Standardabweichungen keine
Uberscheidung der Ergebnisse der beiden Messmethoden erreicht werden. Da sich beide
Methoden jedoch bereits als zuverlassig erwiesen haben und auch die Werte bei
Plasmaproben als auch den anderen Konzentraten weitestgehende Ubereinstimmungen
zeigen, muss diese Diskrepanz am vorliegenden Konzentrat hangen.

Eine mdogliche Ursache fur diese Unterschiede konnte der hohe VWF Anteil der
Konzentrate sein, der insbesondere bei Haemate®P am hochsten ist. So wird bei
Technozym®ADAMTS13 vor der Zugabe des Aktivititssubstrates die Probe
ausgewaschen, bei Actifluor™ADAMTS13 hingegen verbleibt die Probe im Vial.

Bei der Bestimmung des ADAMTS13 Antigen ist ebenfalls eine Variabilitdt zu erkennen
(Abb. 88). Die Werte liegen bei allen Konzentraten bei beiden Methoden prozentual héher
als die ADAMTS13 Aktivitditen. Zumal die hoéheren Antigenwerte von
Technozym®ADAMTS13 gemessen werden, derselben Methode, die die niedrigeren
Aktivitatswerte anzeigt.

Fir Haemate®P lassen sich durchschnittiche Antigenwerte von 1,41 pg/ml
(Technozym®ADAMTS13) und 0,5 pg/ml (Imubind®ELISA) angeben. Damit ist das Antigen
hoher als das der Plasmapraparate. Auch der niedrigere Wert von 0,5 pg/ml ist nur
unwesentlich niedriger als der fur FFP mit 0,59 pg/ml. Die Antigenwerte der anderen
Konzentrate fallen mit einer Bandbreite von 0,09 ug/ml fur Wilfactin® bis 0,23 pg/ml fir
Wilate® deutlich niedriger aus, bestéatigen jedoch die Anwesenheit von ADAMTS13 in allen
Konzentraten.

Der Grund fiir die héheren Aktivitats- und Antigenwerte von Haemate®P kann in der
Herstellung begriindet sein. Beispielsweise wird Haemate®P ausschlieRlich pasteurisiert
und unterliegt somit weniger starker Beanspruchung als die anderen Konzentrate, die alle
einem solvent / detergent und chromatographischen Verfahren unterzogen werden.
Demgegenuber steht jedoch die Tatsache, dass das solvent / detergent behandelte
Plasma keine geringeren Aktivitaten als das unbehandelte Plasma aufweist.

Nachdem die Bindungsregion des Fangerantikorpers eine andere ist als das aktive
Zentrum, kann es demzufolge auch ein Unterschied zwischen Aktivitat und Menge an
Enzym erklart werden. Zumal bereits kleinste Veranderungen in der Protease zu einer
Verminderung der Enzymaktivitat fihren [137]. Des Weiteren wird dartiber spekuliert, ob
es nicht einen Aktivierungsmechanismus fiir ADAMTS13 gibt, der mit dem VWF in
Verbindung steht bzw. dieser eine Verbindung mit ADAMTS13 eingeht [49]. Dies kénnte
die hohe Menge von ADAMTS13 in VWF Konzentraten erklaren, zumal andere
Plasmabestandteile nicht in dieser Menge vorhanden sind.

Die urspringliche Fragestellung, ob VWF / FVIII Konzentrate als Ersatz fur die

Plasmapherese dienen kdnnen, kann fur die neueren, hoch virusinaktivierten Praparate
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verneint werden. Bei Haemate®P ist der Einsatz kritisch zu Uberlegen. Einerseits zeigt
Actifluor™MADAMTS13 eine ADAMTS13 Aktivitat im physiologischen Bereich, die fiir einen
Einsatz sprechen wirde und die annahernd physiologischen bzw. hoch normale
Antigenkonzentration bei Imubind®ELISA bzw. Technozym®ADAMTS13 unterstiitzt diese
These. Andererseits liegt die Aktivitat untersucht mit Technozym®ADAMT813 bei nur 12,3
%. Jedoch wird diskutiert, ob nicht bereits geringe ADAMTS13 Konzentrationen
ausreichen, um eine klinische TTP bzw. Rickfalle zu verhindern oder sogar zur Therapie
ausreichen [125, 186]. Unterstitzt wird diese These durch Félle von TTP Patienten, deren
ADAMTS13 Aktivitat unter 5 % liegt, die jedoch trotzdem keine klinische TTP entwickeln
bzw. eine klinische Remission erreichen kdnnen. In diesem Zusammenhang wird auch
der Einfluss weiterer VWF spaltender Proteasen diskutiert [129]. Hintergrund ware der
Einsatz von Haemate®P durchaus in der Klinik zu Uberpriifen. Insbesondere bei
Sauglingen bzw. Kleinkinder kdnnte die Gabe von Haemate®P eine mégliche Behandlung
darstellen.

Im Hinblick auf die momentanen Entwicklungen in der Therapie von TTP spielt die
klinische Untersuchung zum Einsatz von Haemate®P als Ersatztherapie eine von
mehreren Rollen. So befindet sich ein rekombinantes ADAMTS13 Préparat in der
Entwicklung von dessen Einsatz vor allem Patienten mit angeborener TTP, also einem
mutationsbedingten ADAMTS13 Mangel profitieren wirden. Bei der erworbener TTP
konnte dieses Préaparat zur Absattigung der Inhibitoren in  Kombination mit
Immunsuppressiva dienen [187]. Dafir muss jedoch erst ausgeschlossen werden kénnen,
dass durch die ADAMTS13 Boosterung nicht ein Schub vermehrter Antikdrperbildung
ausgeldst wird. AuRerdem konnte das Volumen an rekombinantem ADAMTS13 bis zur
Absattigung der Antikdrper, solche MalRe annehmen, dass womdglich eine
Plasmapherese bzw. der Einsatz von Konzentraten vorteilhafter ist, sowohl im Hinblick auf
den Nutzen fir den Patienten als auch aus Kostengriinden. Zudem wird rekombinantes
ADAMTS13 erst in den nachsten Jahren in die klinische Testung kommen, womit die
Zulassung in ferner Zukunft rickt. Bis dahin missen allerdings andere Alternativen
gefunden werden. Neben rekombinantem ADAMTS13 wird auch an der Moglichkeit
geforscht, die UL VWF Multimere zu inaktivieren. Dazu ist eine Kklinische Studie im
Universitatsklinikum geplant, die sich in der Phase Il befindet [188]. Auch der Einsatz von
N-Acetylcystein zur Spaltung von UL VWF Multimere erwies sich im Tierversuch als
hoffnungsvoller Therapieansatz [189].

Bis allerdings die Medikamente auf den Markt kommen, kann noch einige Zeit vergehen

und bis dahin missen andere Alternativen gefunden werden.
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5 Zusammenfassunq

1996 entdeckten Furlan et al. [21] und Tsai [59] gleichzeitig bei der Erforschung der TTP
die VWF-spaltende Protease ADAMTS13. Eine stark verringerte Aktivitat von ADAMTS13
oder ein volliges Fehlen dieser Protease fiihren zur Entstehung der TTP. Leicht
verringerte ADAMTS13 Aktivitédten werden heutzutage bei juvenilen Schlaganfallpatienten
und kardiovaskularen Erkrankungen diskutiert. Die Erforschung von ADAMTS13 und
seiner Bedeutung befindet sich gerade erst in den Anfangen und damit auch die
Therapiemdglichkeiten und Medikamente, die bei einer ADAMTS13 Defizienz zum

Einsatz kommen kdnnten.

In der vorliegenden Arbeit wurden sechs bisher bei der Behandlung des VWS
angewendete VWF / FVIII Gerinnungsfaktorkonzentrate unterschiedlicher Chargen
untersucht.

Die Konzentrate, zusammengesetzt aus drei VWF / FVIII Gerinnungsfaktorkonzentraten
(Haemate®P, Immunate STIM plus und Wilate®), einem reinen VWF Konzentrat
(Wilfactin®), einem reinen Faktor VIIl Konzentrat (Beriate®P) und einem rekombinanten
Faktor VIII Konzentrat (Kogenate®) wurden insbesondere auf ihre ADAMTS13 Aktivitat,
Antigen und VWF Multimere untersucht. Grund dafur ist die Annahme, dass bei der
Aufkonzentrierung des VWFs mdglicherweise auch erhdhte Mengen seines Enzyms
ADAMTS13 vorhanden sind. Ware dies nachweisbar, konnten die entsprechenden
Konzentrate auch Anwendung bei TTP Patienten finden. Neben den
Gerinnungsfaktorkonzentraten wurden ebenfalls die bisher als Goldstandard zur
Plasmapherese bei der TTP verwendeten Therapeutika FFP und s / d Plasma analysiert.
Nur bei genauer Kenntnis der ADAMTS13 Aktivitat und des Antigens sowie der VWF
Multimerstruktur lasst sich eine alternative Behandlungsmaoglichkeit prifen. Zudem soll mit
dieser Untersuchung getestet werden, ob Unterschiede hinsichtlich der Qualitat zwischen
den Pré&paraten bestehen und inwiefern die Blutgruppen eine Auswirkung auf die
ADAMTS13 Aktivitat und das Antigen haben. Uberdies wurde die Bedeutung von
ADAMTS13 als wichtiges diagnostisches Merkmal im Rahmen der Gegentberstellung
von Patienten mit thrombotischen Mikroangiopathien erdrtert. Daraufhin sollte fur die
Patienten mit HUS, TTP-Like Syndrom sowie TTP mit und ohne nachweisbaren
Antikdrpern ein diagnostischer Algorithmus erstellt werden. Alle zur Messung
angewandten Methoden wurden zudem kritisch miteinander verglichen und auf ihre

Eignung fur die klinische Diagnostik getestet.
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Zur Untersuchung der ADAMTS13 Aktivitdt kamen drei unterschiedliche Methoden zur
Anwendung. Durch ein indirektes, in der Universititsmedizin Mainz etabliertes
Messverfahren, der BCS-Methode nach Béhm, wurde die ADAMTS13 Aktivitat uber die
Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat errechnet. Auf3erdem wurden zwei auf Fluoreszenz
Resonanz Energie Transfer beruhende Kits, das Technozym®ADAMTS13 Kit und das
ActifluorMADAMTS13 Kit, eingesetzt. Fiir die Bestimmung des ADAMTS13 Antigen
wurde sowohl das schon fiir die Aktivitat verwendete Technozym®ADAMTS13 Kit als auch
ein reines Antigen Kit, der Imubind®ELISA angewendet. Mittels der SDS-

Agarosegelelektrophorese konnten die VWF Multimere dargestellt werden.

Die Untersuchungen konnten zeigen, dass in nur einem Faktorkonzentrat, Haemate®P,
deutlich hthere ADAMTS13 Aktivitdten sowie ein hohes ADAMTS13 Antigen vorlagen.
Wahrend das Antigen bei allen Messmethoden im physiologischen Bereich vorzufinden
war, gab es bei der Aktivitatsbestimmung deutliche Diskrepanzen. So wurde bei
Technozym®ADAMTS13 ein durchschnittlicher Wert von 12,3 % und damit im niedrigen
Aktivitatsbereich ermittelt, bei Actifluor™MADAMTS13 mit 470 ng/ml (entspricht 65 %)
hingegen im Normbereich. Die anderen Faktorkonzentrate wiesen entweder nur sehr
geringe Aktivitaten auf oder sogar gar keine. Das Antigen lag bei allen Konzentraten im
nachweisbaren Bereich und damit sind in allen Faktorkonzentraten Spuren von
ADAMTS13 enthalten, wenn sie auch nicht immer eine Aktivitdt aufweisen. In der SDS-
Gelelektrophorese konnten die typischen Triplettstrukturen des VWF aufgezeigt und
dartber hinaus auch UL VWF Multimere nachgewiesen werden. Antikbrper gegen
ADAMTS13 waren nicht nachweisbar. Anhand der Ergebnisse ist ein Einsatz von
Haemate®P, als einziges der untersuchten Gerinnungsfaktorkonzentrate, bei der Therapie
der TTP in Erwagung zu ziehen und innerhalb der Klinik zu testen. Inshesondere bei
hereditaren TTP Formen sowie bei Kindern, die durch eine Plasmapherese sehr stark
belastet werden, und bei Schwangeren, kdnnten eventuell mit der Gabe von Haemate®P
gute Ergebnisse erzielt werden.

Die Plasmapraparate FFP und Octaplas® wiesen in allen Untersuchungen ADAMTS13
Aktivitaten im mittleren bis hohen physiologischen Bereich auf, wobei Octaplas® leicht
hohere Werte anzeigte. Das ADAMTS13 Antigen lag bei der Messung mit
Technozym®ADAMTS13 fiir beide Préparate im hohen physiologischen Bereich, fiir
Imubind®ELISA hingegen konnte nur Octaplas® Normwerte aufweisen. FFP maR bei drei
von vier Blutgruppen Werte knapp unter der physiologischen Untergrenze. Unterschiede
zwischen den Blutgruppen hinsichtlich ihrer ADAMTS13 Aktivitat und Antigen waren
auszumachen. Insbesondere bei Blutgruppe 0 lie sich beiden Praparaten eine hdhere

ADAMTS13 Aktivitdt und Antigen gegentber den drei anderen Blutgruppen darstellen.
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Insgesamt waren die interindividuellen Schwankungen bei FFP deutlich hoher als bei
Octaplas®, was sich in der unterschiedlichen Herstellung der Praparate aus
Einzelspenderplasma gegeniber gepooltem Plasma begriinden lasst. UL VWF Multimere
waren in allen Proben nachweisbar, wenn auch in unterschiedlich starker Konzentration.
Antikdrper waren wie bei den Konzentraten nicht nachweisbar. Octaplas® ist also genauso
geeignet zur Plasmapherese bei der TTP wie FFP, kann jedoch aufgrund seiner
intensiveren Virusinaktivierung eine gréf3ere Sicherheit aufweisen und stellt sich auch in
der Klinik als nebenwirkungsarmer dar.

Bei der Gegeniberstellung der thrombotischen Mikroangiopathien konnte gezeigt werden,
dass eine verminderte ADAMTS13 Aktivitat ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal ist
und, im Gegensatz zu den anderen thrombotischen Mikroangiopathien, auch wahrend der
Remission schon diagnostizierbar werden kann. Auf der Grundlage der
labordiagnostischen Werte und dem klinischen Erscheinungsbild im akuten Schub und in
der Remission konnte ein diagnostischer Algorithmus fir den klinischen Alltag erstellt
werden, indem die ADAMTS13 Aktivitat und die UL VWF Multimere zentrale Punkte sind.
Hinsichtlich der ADAMTS13 Aktivitatsbestimmung erwies sich in der Methodenvalidierung
der Actifluor™ADAMTS13 Kit als der beste, da er innerhalb kiirzester Zeit zuverlassige
Werte in Standardeinheiten liefert. Nach neuesten Erkenntnissen, bei der eine
Unterscheidung von ADAMTS13 Aktivitaten Uber und unter 5 % von grofRer
prognostischer Bedeutung sind [49], ist die BCS-Methode nach Béhm mit einer unteren
Nachweisgrenze von 6,2 % zu ungenau und auch hinsichtlich ihres Zeitaufwandes eher
ungunstig. Bei Laboratorien, die sowohl ADAMTS13 Aktivitdt als auch das Antigen
bestimmen méchten, bietet sich die Technozym®ADAMTS13 Methode an.
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6 Summary

In 1996 Furlan et al. [21] and Tsai [59] discovered both coincidentally the protease
ADAMTS13 during their studies on the disease of TTP. A low activity or the total absence
of this protein is the cause of TTP. Whereas slightly low activity of ADAMTS13 is
discussed to be the reason of juvenile strokes and cardiovascular incidences. The studies
concerning ADAMTS13 are in the very beginning.

In this paper you can read about six different batches of VWF / FVIII blood clotting factors
concentrates.

The concentrates containing three VWF / FVIII blood clotting factors (Haemate®P,
Immunate STIM plus and Wilate®), one pure VWF concentrate (Wilfactin®), one pure
concentrate of factor VIII (Beriate®P) and a recombinant concentrate of factor VIII
(Kogenate®) were especially vetted of their ADAMTS13 acitivity, antigen and VWF
multimere. Reason for that is the hypothesis that during the process for concentrating
diluted VWF the amount of the protein ADAMTS13, too, increases. Due to his hypothesis
one might use the very same concentrates to treat TTP.

Also a testing of FFP and s/d plasma, which is regarded as a gold standard by treating
TTP, took place. Only with the exact knowing of the ADAMTS13 activity including its
antigen and the multimere structure of VWF alternative treatment methods can be found.
Additionally this testing can show differences in quality of the compounds as well as the
impact of different blood types on ADAMTS13 activity and antigen. In to the bargain
ADAMTS13 was tested as a diagnostic sign for patients with thrombotic
microangiopathies.

Due to this an algorithm should be found for patients who suffer HUS; TTP-like syndromes
and TTP with and without antibodies.

All methods for measurements are proved on critically as well as the comparison to each
other and the suitability for diagnostics in everyday life.

Three different methods for ADAMTS13 activity were used. Number one is a direct
measurement method which is well established in Mainz and called BCS-Method
according to Boehm. Here one can calculate the ADMTS13 activity with the help of the
Ristocetin-Cofactor-activity. Test number two and three were both test concerning
fluorescence resonance energy transfer. The kits therefore used are called
Technozym®ADAMTS13 Kit and Actiflour™ADAMTS13 Kit. For testing the activity of
ADMATS13 antigen two kits were used: Technozym®ADAMT13 and Imubind®ELISA. By

using SDS-Agaroses gel electrophoresis VWF multimers were detected.
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The testing showed that only in Haemate®P a higher activity of ADAMST13 and its antigen
exsist. In all measurements the antigen was found in physiologic quantities, but not so for
the activity. Technozyme®ADAMTS13 had a mean score of 12.3 %. This means a very low
acivity. Actiflour™ADAMTS13 has an average value of 470 ng/ml which equals 65.0 %.
This parameter is normal range. The other factor concentrates show no or only little
activity. The antigen could be detected in all samples which mean ADAMST13 can be
found as well, though they do not show activity. Using the gel electrophoresis one could
find the typical triplet structure of VWF and UL VWF multimeres as well. There was no
prove of ADAMTS13 antibodies. To sum up one can say that Haemate®P is the only
concentrate which can probably be tested in the diagnostics and therapy of TTP.
Haemate®P could be used by children, who suffer under the procedure of plasmapheresis
or during pregnancy.

FFP and Octaplas® showed in all examinations ADAMTS13 activity in an average to high
amount. Octaplas® was slightly higher. Both preparations showed by using
Technozyme®ADAMTS13 a high physiological range. By using Imubind®ELISA only
Octaplas® could show standard values. FFP was able to be measured three very low
mean values out of four blood types. Also a difference within blood types concerning the
activity of ADAMS13 and its antigen could be found. Especially type 0 shows a higher
activity and more antigens than the other blood types. The fluctuations between
individuals by using FFB were higher than with Octaplas®. The reason can be found by
the process of making the preparations. One is made out of pooled blood plasma whereas
the other products is made out of blood of an individual donor. UL VWF multimers could
be found in every sample and in different concentrations. Octaplas® is as suitable for the
treatment of TTP as FFP. It even is saver as far as its inactivation of viruses is concerned
and it show less side effects.

In the comparison of thombotic microangopathies one could proof that the decreased
activity of ADAMTS13 is an important distinguishing feature and it can be detected even
during the remission. Based on the diagnostic parameters and clinical features an
algorithm could be established in which ADAMTS13 activity and UL VWF multimers are
the key issue.

Work was best by using Actiflour’ADAMTS13 for serval reasons. Firstly the validation of
ADMATS13 activity took only little time and secondly the results were presented in
standard units. According to recent findings the BCS-Method becomes too imprecise
when the ADAMTS13 activity differs more than 5 % [49]. The detection limit is 6.2 %,
which is very poor and it takes too much time. Laboratories who want to test on

ADAMTS13 activity as well as on its antigen one can recommend Techonzym®ADAMS13.
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05/2009 bis 10/2009

Seit 01/2010

Aushilfskraft im Alters- & Pflegeheim Samariterstift Ruit
Praktikum bei Boehringer - Ingelheim

Praktisches Jahr in der Hirsch - Apotheke

Praktisches Jahr und Diplomarbeit bei Sanofi — Aventis in
der Arbeitsgruppe von Herrn Dr. Gerd Wolf im Bereich

Research & Development Analytical Sciences FFM

Wissenschaftliche Mitarbeiterin in der Arbeitsgruppe von
Frau Professor Dr. Inge Scharrer im Bereich der
Hamostasiologie der Ill Medizinischen Klinik und Poliklinik

des Universitatsklinikums Mainz



