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1 EINLEITUNG UND ZIEL DER ARBEIT

Die essentielle Thrombozythamie (ET) z&hlt zu den Philadelphia-negativen klassischen
Myeloproliferativen  Neoplasien (MPN) und zeigt sich durch eine erhéhte
Thrombozytenkonzentration im Blut (= 450 x 10°%/1), die durch klonale Myeloproliferation der
Megakaryozyten entsteht (1-3). Als Ursache der klonalen Expansion konnten die im 21.
Jahrhundert entdeckten Genmutationen der Januskinase 2 (JAK2), des myeloproliferativen
Leukdmie Rezeptors (MPL) und des Calreticulins (CALR) ausgemacht werden (4). Obwohl die
Uberlebenswahrscheinlichkeit von ET-Patienten der jeweiligen europaischen Geschlechter-
und Alterspopulation &hnelt, bestimmen thromboembolische und hamorrhagische
Komplikationen die Morbiditat und Mortalitat (2, 5). Zur Abschatzung des Risikos fur
Komplikationen wurden verschiedene Prognosemodelle erstellt (6-8). Ziel der Forschung ist
es jedoch die Mechanismen und Ursachen fur die Entstehung der Thrombosen und Blutungen
zu finden, um so die Prophylaxe und Therapie zu verbessern. Die Hypothese, dass die hohe
Thrombozytenkonzentration hierfiir verantwortlich sei, wurde bald schon verworfen (9).
Vielmehr geht man von einem multifaktoriellen Geschehen aus (9). Verschiedene Studien
identifizierten Abnormalitaten der Thrombozytenstruktur und — funktion bei ET-Patienten (10).
Aulerdem wurde der Einfluss von Immunzellen, wie Leukozyten (Neutrophile Granulozyten
und Monozyten) (11-13), Plasmabestandteile (Mikropartikel) (14-18) und Endothelzellen (19)
auf die Hamostase in der ET untersucht und eine mdgliche Beteiligung an der Entstehung von
Komplikationen gezeigt. Verstanden hat man das gemischte Spektrum aus
thromboembolischen und hamorrhagischen Komplikationen der ET-Patienten jedoch noch

nicht.

Ziel dieser Dissertation ist daher die Erforschung der thrombozytdren Aggregation in
Verbindung mit der Sekretion von den amplifizierenden Thrombozytenagonisten ADP und ATP
aus den 0o-Granula, sowie der Thrombinbildungskapazitat von Thrombozyten und
mononuklearen Zellen (MNC) von ET-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden
in vitro. Zudem soll der Einfluss von Plasmabestandteilen in Plasmatauschversuchen auf die
Thrombinbildung von Thrombozyten und MNC untersucht werden. Die Ergebnisse sollen zum
Verstandnis der Pathophysiologie bei der ET beitragen und eventuell neue Ansétze zur

individuellen Risikoeinschatzung entsprechend des Mutationstypes aufzeigen.



2 LITERATURDISKUSSION

2.1 ESSENTIELLE THROMBOZYTHAMIE

Die essentielle Thrombozythamie (ET) gehort zu den Myeloproliferativen Neoplasien (MPN)
und ist durch eine erhdhte Thrombozytenkonzentration im Blut (= 450 x 10%) gekennzeichnet
(1). Die Inzidenz der Erkrankung liegt bei etwa 0,38 (2) bis 2,5 pro 100.000 Einwohner jahrlich
(20). Im Allgemeinen zahlen die MPN’s zu den seltenen Krebsarten mit einer niedrigen
Inzidenz (6 von 100.000 Personen pro Jahr) (2). Die ET ist dabei eine Erkrankung des mittleren

bis fortgeschrittenen Alters mit einem medianen Alter von 68 Jahren (2).

2.1.1 KLASSIFIKATION UND DIAGNOSE

Neben der ET zéhlen auch die Polyzythamia vera (PV) und die primare Myelofibrose (PMF)
zu den MPN’'s (3). Diese Erkrankungen haben gemeinsam, dass sie aus einer klonalen
Myeloproliferation der Stammzellen hervorgehen und ahnliche Mutationsmuster aufweisen (3).
Wegen ihrer Uberschneidenden Charakterziige werden sie in einer Gruppe, der Kategorie der
Philadelphia-negativen klassischen MPN’s, zusammengefasst (2).

Aber auch andere Ursachen kdnnen zu einer erhéhten Thrombozytenkonzentration fuhren.
Dazu zahlen Infektionen, Malignitaten, chronische Entzindungen, Gewebedefekte,
Hamolysen, Medikamente, Eisenmangelanamien und nach Splenektomie. Zusammengefasst
bezeichnet man diese sekundaren Thrombozytosen als reaktive Thrombozytosen (21).

Die Unterscheidung ist prognostisch und therapeutisch entscheidend. Daher wurden durch die
Weltgesundheitsorganisation (WHO) die in Tabelle 1 aufgeflhrten Kriterien festgelegt. Eine
zentrale Rolle spielt dabei die Knochenmarksbiospie. (1)

Mit ihr kann die Diagnose ET morphologisch gesichert und differentialdiagnostisch andere
myeloide Neoplasien, wie vor allem die prafibrotische PMF, abgegrenzt werden (3).

Tabelle 1: WHO Kriterien fur die Diagnose essentielle Thrombozythamie (1)

Hauptkriterien
1. Thrombozytenkonzentration = 450 x 109!
2. Knochenmarksbiopsie:
- vor allem Proliferation der Megakaryozytenlinie mit angestiegener Zahl an
vergrof3erten, reifen Megakaryozyten mit hyperlobulierten Nuclei
- kein signifikanter Anstieg oder Linksverschiebung der neutrophilen
Granulopoese oder Erythropoese

- sehr geringe Vermehrung von Retikulinfasern (Grad 1)



3. keine Ubereinstimmung mit den WHO Kriterien fiir BCR-ABL1* Chronisch
Myeloische Leukamie, Polyzythamia vera, primare Myelofibrose,
myeolodysplastisches Syndrom oder anderen myeloiden Neoplasien

4. Vorhandensein einer JAK2, CALR oder MPL Mutation

Nebenkriterium
Vorhandensein eines klonalen Markers oder Abwesenheit eines Beweises flr eine
reaktive Thrombozytose
Fir die Diagnose einer ET werden alle 4 Hauptkriterien oder die ersten 3
Hauptkriterien und das Nebenkriterium bendgtigt.

2.1.2 PATHOGENESE

MPN’s entstehen aus einer einzelnen somatisch mutierten hamatopoetischen Stammzelle, die
klonal expandiert. Dabei kommt es bei der ET zu einer Hyperplasie der Megakaryozyten, deren
Ursache die Aktivierung des Zytokin/Rezeptor/JAK2 Signalweges und dessen
nachgeschalteten Signale ist. (4)

Bisher wurden drei wesentliche Mutationen entdeckt, die zur ET fuhren kdnnen. Dazu zéhlen
die Genmutationen der Januskinase 2 (JAK2), von Calreticulin (CALR) und dem
myeloproliferativen Leukamie Rezeptor (MPL). (3, 4)

Die Hauptmutationen (JAK2 V617F, JAK2 Exon 12 Mutation, MPL W515L/K und CALR

Mutation) fihren zur oben genannten Aktivierung und damit zur Proliferation der Stammzelle
4.
2.1.2.1 JANUSKINASE 2

Die Januskinase 2 (JAK2) ist Teil der JAK Familie (4, 22). Die Mitglieder dieser Familie sind
Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen, deren Funktion mit Zytokinen assoziiert ist (22, 23).

Durch Bindung an hamatopoetische Zytokinrezeptoren stellen sie den katalytischen Teil dieser
Rezeptoren dar. AuBerdem ist die Bindung von JAKs an die Rezeptoren wichtig, damit diese
zur Zelloberflache transportiert werden. JAK2 binden an homodimere Rezeptoren, wie dem
EPO-Rezeptor (Erythropoetin), TPO-Rezeptor (Thrombopoetin) und G-CSF Rezeptor
(Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor). (4)

JAKs haben 2 Kinasedomanen, eine katalytisch aktive am C Terminus und eine katalytisch
inaktive Pseudokinase (4, 22). Die Aufgaben der Pseudokinase beinhaltet die Inhibition der
Kinasedomane zum Schutz vor Selbstaktivierung und die Férderung der Zytokin-abhéngigen
Aktivierung (4). Am N-Terminus der JAKs befindet sich eine FERM-&hnliche Domane (,four-
point-one ezrin radixin moesin®) und eine SH2-ahnliche Domé&ne (Src Homologie 2) (4, 22).
Dabei ist die nichtkovalente Bindung an die Zytokinrezeptoren abhangig von der FERM

Domane (4).



Binden Zytokine an den Rezeptor, so kommt es zur Konformationsdnderung. Diese wiederum
aktiviert die gebundenen JAKs durch Transphosphorylierung. Aktivierte JAKs phosphorylieren
daraufhin die Rezeptoren und ermdglichen damit anderen Signalmolektlen die Bindung. Dazu
zahlen die STAT s (,Signal Transducers and Activators of Transcription®, Signaltbermittler und
Aktivator der Transkription), welche nach Homodimerisierung oder Heterodimerisierung zum
Nucleus gelangen und dort die Transkription regulieren. (4, 22, 23)

Dieser JAK-STAT-Signalweg ist wichtig fir die Hamatopoese (23).

Im Jahr 2005 wurde die somatische Mutation im Exon 14 des JAK2 Gens gefunden. Dabei hat
sich durch die Mutation die Base Guanin zu Trypsin im Nucleotid 1849 verandert. Die Folge
ist der Austausch der Aminosaure Valin zu Phenylalanin im Codon 617. Daraus ergibt sich die
Bezeichnung JAK2 V617F. (4)

Diese Mutation ist bei Patienten mit essentieller Thrombozythdmie mit 50 bis 60% am
haufigsten. Dagegen ist die Mutation im Exon 12 von JAK2 eher selten (3, 4).

Die Aktivierung von JAK2 durch die Mutation V617F ist noch nicht komplett verstanden. Aber
anscheinend ist die, durch die Mutation verursachte, Konformationséanderung der C Helix in
der Pseudokinasedoméne daran beteiligt (4).

Es gibt verschiedene Ansatze, wie sich das aktivierte JAK2 V617F auswirkt. Am Ende
stimuliert es die Expansion der erythrozytaren, megakaryozytaren und/oder granulozytaren
Abstammungslinien (23).

Diese Mutation im JAK2 Gen ist eine der haufigsten Mutationen bei der klonalen Hamatopoese
unbestimmten Potenzials welche mit dem Altern assoziiert ist. Jedoch hat sie auch eine
niedrige Penetranz um eine MPN zu verursachen. Dies lasst auf andere Co-Faktoren zur
Auspragung der Erkrankung schlieBen. Da im Alter die hamatopoetischen Stammzellen
langsam ihre Funktion verlieren, ist dies zum Beispiel ein mdglicher intrinsischer Grund zur
vermehrten Alters-assoziierten Ausbildung der Erkrankung. (4)

Im Vergleich zu ET-Patienten mit anderen Mutationsstatus, ist fir Patienten mit JAK2 V617F
Mutation das Erreichen eines hodheren Alters, ein hoherer Hamoglobinspiegel, eine

Leukozytose und eine niedrigere Thrombozytenkonzentration charakteristisch (3).
2.1.2.2 MYELOPROLIFERATIVER LEUKAMIE REZEPTOR

Der myeloproliferative Leukdmie Rezeptor (MPL) ist ein hamatopoetischer Wachstumsfaktor
Rezeptor. Er zahlt zu der Typ 1 Zytokinrezeptorfamilie und findet sich in hdmatopoetischen
Stammzellen, Megakaryozytenvorlaufern und Thrombozyten. MPL enthalt auf der
zytosolischen Seite essentielle Bindungsstellen fur JAK2. Der primére Ligand des Rezeptors
ist Thrombopoetin (TPO). (24)

Bindet dieser Ligand am Rezeptor, so kommt es zur Aktivierung und damit zur
Homodimerisation des Rezeptors. Dies aktiviert TYK2 (Thyrosinkinase 2), sowie JAK2 und

damit auch den Signalweg der STATSs. Diese sind Aktivatoren der Transkription und induzieren



die Proliferation der Megakaryozyten und steigern damit die Thrombozytenproduktion (4, 24).
JAK2 ist fUr diese Signalibertragung und damit fir die Proliferationsinduktion durch MPL
unverzichtbar. (4)

ET-Patienten weisen nur in 2% (4) bis 4% (3) der Falle eine Mutation von MPL auf.

Dabei gibt es zwei Hauptmutationstypen im Exon 10 des MPL Gens, die mit MPN’s assoziiert
sind. Die haufigste Mutation betrifft die Basencodierung fiir die Aminosaure Tryptophan W515.
Die Aminosaure kann dadurch gegen verschiedene andere ausgetauscht werden. Die
markantesten sind MPL W515L und MPL W515K. MPL W515 schiitzt den Rezeptor vor
Selbstaktivierung. Mutationen in dieser Position fihren zur spontanen Aktivierung von MPL
ohne Bindung von TPO. Seltener ist die Mutation MPL S505N. Die betroffene Aminoséure liegt
in der Transmembranen Doméne zur Stabilisierung des Rezeptors, wenn dieser als aktives
Dimer vorliegt. Eine Mutation von S505N fuhrt jedoch schon vorher zur Bildung eines stabilen
aktiven Dimers und damit auch zur Aktivierung von JAK2. (4)

Patienten mit einer Mutation von MPL sind altere, weibliche Personen mit einem niedrigeren
Hamoglobinlevel und einer hoheren Thrombozytenkonzentration im Vergleich zu anderen ET-
Patienten mit anderen Mutationsstatus (3).

2.1.2.3 CALRETICULIN

Calreticulin (CALR) ist ein multifunktionales Ca?*-bindendes Chaperon, welches vor allem im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) vorkommt (3). Dort fuhrt es die Qualitatskontrolle der
Proteine nach N-Glykosylierung durch und dient der Ca?*-Speicherung (4).

Erst 2013 wurden die Frameshiftmutationen des CALR-Gens im Exon 9 entdeckt. Dabei sind
bisher nur die +1 Frameshifts als Pathogen zu sehen. Der Frameshift fuhrt zu einem neuen C-
Terminus ohne das sogenannte KDEL-Motiv, welches wichtig fur die Proteinzuriickhaltung im
endoplasmatischen Retikulum ist. Auf3erdem tragt die neue Aminosauresequenz positive
Ladungen. Jedoch sind die negativen Ladungen des Wildtyp-Calreticulins (WT CALR) notig
fur die Ca?*-Bindung. (4)

Das WT CALR bindet den MPL-Rezeptor im ER und kontrolliert dort dessen Qualitat.
Daraufhin verbleibt das WT CALR im ER, wahrend der Rezeptor an die Zelloberflache
transportiert wird. Dort wird der Rezeptor durch Bindung von Thrombopoetin (TPO) aktiviert.
4)

Der CALR Mutant bindet ebenfalls den MPL-Rezeptor im ER, aber durch den neuen C
Terminus wird diese Bindung beeinflusst und CALR bleibt am MPL gebunden. So gelangt
CALR zusammen mit dem Rezeptor an die Zelloberflache. Die Aktivierung von MPL ist nun
abhangig vom neuen C-Terminus. Vor allem der STAT-Signalweg wird aktiviert, wahrend die
Extrazellularen Signal-regulierenden Kinasen und der PI3K Signalweg kaum aktiviert werden.
Beim WT CALR werden alle 3 Wege aktiviert. Das MPL mit mutierten CALR kann kaum durch
TPO aktiviert werden. (4)



CALR Mutanten werden auch durch Sekretion freigesetzt und kénnen so eventuell die
Zytokinsekretion von Monozyten anstof3en (4). Zur onkogenen Transformation von CALR wird
der mutierte C Terminus sowie MPL bendétigt (4).

Es werden zwei haufige Mutationen des CALR-Gens unterschieden. Beim Typ 1 handelt es
sich um eine Deletion (52-bp Deletion). Dadurch werden fast alle Wildtyp Sequenzen von Exon
9 und Ca?"-Bindungsstellen verloren. Beim Typ 2 kommt es zur Insertion (5-bp Insertion). Es
ahnelt der Wildtyp-Sequenz noch sehr und hat auch noch 50% der negativen Ladungen
erhalten. (4)

Die Haufigkeit der Mutation wird von 15% (3) bis 25 % (4) angegeben. Typ 1 kommt dabei in
etwa 55% der Falle vor und Typ 2 bei ca. 35% (4).

Charakteristisch fur Patienten mit CALR-Mutation ist ein jungeres Alter, mé&nnliches
Geschlecht, hohere Thrombozytenkonzentration, niedrigerer Hamoglobinspiegel, niedrigere
Leukozytenkonzentrationen und ein niedrigeres Thromboserisiko im Vergleich zu anderen ET-
Patienten mit anderen Mutationsstatus (3).

2.1.2.4 DREIFACH NEGATIV

Ist ein ET-Patient negativ auf die haufigsten Mutationen wie JAK2 V617F, CALR Mutationen,
MPL W515L, MPL W515K und MPL S505N getestet wurden, so spricht man von dreifach
negativ (4). Bis zu 20% der ET-Patienten sind dies wahrscheinlich (3). Einige Patienten mit
einem dreifach negativen Status weisen aktivierende Mutationen von MPL aufRerhalb vom
Exon 10 auf (2, 4). Diese nicht-typischen Mutationen kdnnten somatisch erworben oder vererbt
sein (2). Bei neuen Sequenzierungen wurden aber auch andere DNA-Sequenz-Varianten und
Mutationen entdeckt. Bei Patienten der Mayo Klinik in Rochester (Minnesota, USA) waren
dabei die haufigsten TET2 und ASXL (3).

2.1.3 KLINISCHE AUSPRAGUNG

Klinisch sind Patienten mit ET h&ufig asymptomatisch (25, 26). Sie haben jedoch ein erhdhtes
Risiko fiir thromboembolische Ereignisse und Blutungen, sodass es durch Auftreten dieser
Komplikationen erst zur Diagnose kommt (5). Ansonsten erfolgt die Diagnose auch haufig
zufallig (z.B. bei Blutbildkontrollen) (26). Neben diesen schwerwiegenden Ereignissen kénnen
auch vasomotorische Symptome wie Kopfschmerzen, Schwindel, vorlibergehende
neurologische oder okkulare Stérungen, Tinnitus, atypische Brustbeschwerden, Parésthesien
und Erythromelalgien vorkommen. Diese basieren mdglicherweise auf abnormalen
Thrombozyten-Endothel-Interaktionen in den kleinen GefaRen (3). Weiterhin kann es zur

Splenomegalie kommen (25).

2.1.3.1 KOMPLIKATIONEN

Vor allem Komplikationen bestimmen die Morbiditat und Mortalitat von MPN’s (5). Zu diesen

gehdren Thrombosen und Blutungen (5). Im nachfolgenden werden diese genauer aufgezeigt.



2.1.3.1.1 THROMBOEMBOLISCHE EREIGNISSE

Thrombotische Komplikationen sind sehr haufig und kommen bei Gber 30% der MPN’s vor.
Dabei treten sie bei bis zu 29% vor bzw. zum Diagnosezeitpunkt auf (5). In einer Studie (5)
hatten bis zu 2,5% der Patienten sogar tddliche thrombotische Ereignisse.

Die hohe Rate fuhrt auch zu einer erhéhten Mortalitéat. Nach einem Ereignis erhéht sich auch
die Rate fur wiederkehrende Thrombosen. Somit ist die Thrombosevorgeschichte, neben
einem hoheren Alter, ein wichtiger Risikofaktor fiir thrombotische Komplikationen und fiihren
zur Einstufung in die Hoch-Risikogruppe bei ET. Damit ist diese Komplikation ein Anzeichen
fur eine schlechtere Prognose, denn das Vorhandensein einer Thrombose ist auch mit einer
reduzierten Uberlebenszeit assoziiert. Arterielle Thrombosen sind dreimal haufiger als venose
bei MPN’s. Jedoch treten vendse Thromboembolien haufiger beim méannlichen Geschlecht
auf. (3, 5)

Thrombosen treten wesentlich mehr in atypischen Lokalisationen bei MPN’s auf als in der
Allgemeinbevolkerung. Zu diesen Lokalisationen zahlen die Milzvenenthrombose, die
zerebrale Sinusvenenthrombose und Obstruktionen des hepatisch vendsen Abflusses.
Mdgliche Ursachen der Ereignisse koénnen Gefal3stérungen, Thrombozytenaktivierung,
Endothelschdden und Mikropartikel-induzierte Koagulation sein. Auch die klassischen
Risikofaktoren fiur eine Thrombose, die kardiovaskularen Risikofaktoren wie Rauchen,
Hypertension und Diabetes mellitus, erhéhen stark das Risiko fur MPN Patienten. (3, 5)

Zu den klassischen Risikofaktoren fiir vendése Thromboembolien zéhlen grofRe Operationen,
Hormone ,wie die orale Kontrazeption, und Schwangerschatft (5). Eine Leukozytose erhdht vor
allem das Risiko fiir myokardiale Infarkte und senkt das Uberleben von ET-Patienten stark (5).
Auch die Mutationen haben Einfluss auf das Risiko. So erhéht sich das Risiko fur arterielle
Thrombosen bei einer JAK2 Mutation, wahrend CALR mutierte Patienten ein niedrigeres
Risiko fur gréRere Thrombosen aufweisen als Patienten mit JAK2 Mutation (2, 3, 5).
Erstaunlicherweise ist eine isolierte Thrombozytose nicht mit einem erhéhten Thromboserisiko
assoziiert. Im Gegenteil, eine Thrombozytenkonzentration von tiber 1000x10%I reduziert sogar
das Risiko fur gro3e Thrombosen. Diese Patienten erleiden haufiger die im nachfolgenden

Kapitel erlauterte Blutungskomplikation. (3, 5)

2.1.3.1.2 BLUTUNGEN

Neben einem erhéhten Risiko fur thrombotische Komplikationen ist auch das Blutungsrisiko
bei MPN’s erhoht. Als initiales Symptom liegt die Pravalenz bei ca. 3% bis 18% bei ET-
Patienten. Nach der Diagnose kommt es bei bis zu 4% der MPN Patienten zu
hamorrhagischen Komplikationen in der ersten Dekade. Die Gesamtpravalenz fur
Blutungskomplikationen liegt bei etwa 9% fur die ET. Blutungen in der Anamnese erhéhen

auch hier das Blutungsrisiko. Neben der Einnahme von Aspirin (ASS), einer Leukozytose und



einer Thrombozytose, erhdhen vor allem grof3e Operationen das Risiko fiir die Komplikation
wesentlich. Fur letzteres liegt die Inzidenz pro 100 Patientenjahre der MPN’s bei 7,3%. (5)

In Studien wurde auch einer Erh6hung des Blutungsrisikos unter Anagrelidtherapie festgestellt
(27, 28).

Die Ursachen fur eine Blutung bei MPN Patienten sind multifaktoriell. Es kénnen
Veranderungen der primaren Hamostase, wie quantitative und qualitative
Thrombozytenfunktionsstérungen, Veréanderungen des GefalRendothels, eine
Thrombozytopenie oder auch ein erworbenes von-Willebrand Syndrom (vVWS) zur Blutung
fuhren. (5)

Dabei wird vor allem bei Vorhandensein eines erworbenen VWS das Risiko verschérft, da
grofRe von-Willebrand Multimere durch Bindung an die Thrombozyten die Aktivitat des von-
Willebrand Faktors reduzieren. Dies ist sehr ausgepragt bei extremen Thrombozytosen, aber
auch bei niedrigeren Thrombozytenkonzentrationen risikoverscharfend. (3, 5)

Bei einer CALR Mutation besteht ein signifikant héheres Risiko fur groRe Blutungen, v.a. unter
ASS-Therapie im Vergleich zur reinen Observation (5).

2.1.3.2 ERKRANKUNGSTRANSFORMATION

Nicht nur die oben beschriebenen Komplikationen sind mégliche Folgen der Erkrankung.

Die ET kann auch eine Erkrankungstransformation durchlaufen und dann in eine Polyzythamia
vera, bei der alle Zelllinien betroffen sind, Ubergehen (2, 26). Es besteht weiterhin die
Moglichkeit fur einen Ubergang in eine Myelofibrose oder sogar Leukamie (26). Das Risiko fiir
eine Leuka&mietransformation nach 15 Jahren liegt im Durchschnitt bei 3% (26), wahrend die
Rate nach 20 Jahren in einer anderen Publikation mit 5% angegeben wird (3). Die fibrotische
Transformationsrate liegt etwas héher (3). Nach 15 Jahren liegt das Risiko fir den Ubergang
in eine Myelofibrose bei etwa 10% (26). Dabei gibt es je nhach Mutationsstatus Unterschiede.
So ist das Risiko bei JAK2 V617F Mutation niedriger fir eine Post-ET Myelofibrose und es
besteht keine Assoziation zu einer leukdmischen Transformation (3). Auch bei der MPL
Mutation ist bisher keine Assoziation zu einer leukdmischen Transformation bekannt (3).
Patienten mit dreifach negativen Mutationsstatus zeigen jedoch ein erhéhtes Risiko fir eine
leukamische Transformation gegeniiber Patienten mit CALR- oder JAK2-Mutation (29).
Dagegen haben CALR-mutierte, vor allem mit Typ 1 Mutation (2), ein hdheres Risiko fiir den
Ubergang in eine Myelofibrose (26) und es ist sogar wahrscheinlich das die CALR Mutation
fur diese Transformation verantwortlich ist (2).

Zu den Risikofaktoren fur eine fibrotische Transformation gehéren eine préfibrotische PMF
Morphologie, ein fortgeschrittenes Alter und eine Anamie. Auch fur die leuk&mische
Transformation spielt ein hdheres Alter eine wichtige Rolle. Hinzu kommen ein abnormaler
Karyotyp und eine erhohte Leukozytenkonzentration von = 15x10%, die das Risiko

beeinflussen. Im Gegenzug sind Faktoren, die das Leukamie-freie Uberleben mitbestimmen,



eine préfibrotische PMF Morphologie, Thrombosen und extreme Thrombozytosen
(Thrombozyten >1.000x10%1). (3)

2.1.4 PROGNOSE UND RISIKOSTRATIFIZIERUNG

Die Lebenserwartung aller MPN’s ist generell reduziert im Vergleich zur
Allgemeinbevélkerung. Jedoch ist die Uberlebenswahrscheinlichkeit bei ET-Patienten &hnlich
in der jeweiligen europdaischen Geschlechter- und Alterspopulation. (2)

Der Mutationsstatus hat dabei keinen Effekt auf das Uberleben bei der ET (3, 30).

In einer Studie betrug das mittlere Uberleben etwa 20 Jahre. Im Unterschied dazu wurde aber
festgestellt, dass Patienten unter 60 Jahre sogar eine mediane Uberlebenszeit von 33 Jahren
hatten. (30)

Somit ist das Alter wieder ein entscheidender Faktor fur die Erkrankung. Weitere
Risikofaktoren fiir das Gesamtiiberleben sind au3erdem eine préfibrotische PMF Morphologie,
Thrombosen in der Vorgeschichte, eine Leukozytose und eine Anamie (3).

2.1.4.1 PROGNOSEMODELLE

Zur Abschatzung moglicher Risiken und damit verbundene Faktoren, die das Uberleben
beeinflussen, wurden verschiedene Prognosemodelle entwickelt (2).

Der konventionelle Score des europaischen Leuk&mieNet dient der Abschétzung von
vaskularen Komplikationen. Es werden nur zwei Risikogruppen unterschieden. Danach ist eine
Entscheidung Uber eine zytoreduktive Therapie mdglich. Die Faktoren sind in Tabelle 2
aufgelistet. Liegt kein Risikofaktor vor, so ist nur ein niedriges Risiko vorhanden und es wird
empfohlen, die Patienten zu Uberwachen oder eine niedrig dosierte ASS-Therapie einzuleiten.
Besteht mindestens ein Risikofaktor, so ist der Patient im Hochrisikobereich einzuordnen und

es sollte eine zytoreduktive Therapie plus niedrig dosiertes ASS begonnen werden. (2, 6)

Tabelle 2: konventioneller Score (Europdisches LeukamieNet) (6)

konventioneller Score
- Alter > 60 Jahre
- vorhergehende Thrombose oder grof3e Blutung

- Thrombozytenkonzentration > 1500 x 10%I

Mit Hilfe des IPSET (=International Prognostic Score for ET, internationaler Prognose Score
fur ET) soll eine Uberlebensvorhersage getroffen werden. Dabei werden je nach Risikofaktor
Punkte verteilt (siehe Tabelle 3). Ein niedriges Risiko besteht bei 0 Punkten. Bei 1 bis 2
Punkten besteht ein intermediares Risiko mit einem medianen Uberleben von 24,5 Jahren.
Werden 3 oder 4 Punkte laut Score vergeben, so hat der Patient ein hohes Risiko und das
mediane Uberleben liegt bei 13,8 Jahren. (2, 7)



Tabelle 3: IPSET (=International Prognostic Score for ET, internationaler Prognose Score fir
ET) (7)

IPSET
- Alter > 60 Jahre (2 Punkte)

- vorhergehende Thrombose (1 Punkt)

- Leukozytenkonzentration > 11 x 10%I (1 Punkt)

Weiterhin gibt es den IPSET-Thrombose Score. Dieser bericksichtigt zusatzlich
Kardiovaskulare Risikofaktoren und das Vorhandensein der Mutation JAK2 V617F. JAK2
V617F ist ein starker thrombophiler Faktor. Mit Hilfe dieses Scores wird das Thromboserisiko
abgeschatzt. FUr die in Tabelle 4 aufgeflhrten Risikofaktoren werden auch Punkte vergeben.
Bis zu einem Punkt besteht ein niedriges Risiko. Man geht davon aus, dass etwa 1,03% der
Patienten pro Jahr ein thrombotisches Ereignis erleiden. Bei einem intermediaren Risiko mit 2
Punkten sind 2,35% der Patienten pro Jahr von einer Thrombose betroffen. Mit Gber 3 Punkten

besteht ein hohes Risiko. 3,56% dieser Patienten pro Jahr bekommen eine Thrombose. (2, 8)

Tabelle 4: IPSET-Thrombose (8)

IPSET-Thrombose
- Alter 2 60 Jahre (1 Punkte)
- vorhergehende Thrombose (2 Punkt)

- Kardiovaskulare Risikofaktoren (Hypertension, Diabetes mellitus, aktiver
Nikotinabusus) (1 Punkt)
- JAK2 V617F Mutation (2 Punkte)

2.1.4.2 RISIKOSTRATIFIZIERUNG

Seit einer Weile gibt es den modifizierten praxisrelevanten IPSET-Thrombose Score, welcher
die Patienten in vier Gruppen einteilt (2, 31). Die vier Risikogruppen sind in Tabelle 5

aufgeschliusselt.

Tabelle 5: Risikogruppen nach dem modifizierten praxis-relevanten IPSET-Thrombose Score
(2, 3, 31)

Risikogruppen
Risiko Faktoren
- Alter <60 Jahre
sehr niedriges Risiko - keine Thrombosen
- JAK2 Wildtyp



- Alter <60 Jahre
niedriges Risiko - keine Thrombosen
- JAK2 Mutation
- Alter > 60 Jahre
intermedidres Risiko - keine Thrombosen
- JAK2 Wildtyp
- Thrombose oder Alter > 60 Jahre
- JAK2 Mutation

hohes Risiko

Anhand dieser Risikostratifizierung lasst sich die Therapie risikoadaptiert durchfiihren. Dies
wird im nachfolgenden Kapitel ndher erlautert.

2.1.5 RISIKOADAPTIERTE THERAPIE

Da Komplikationen die Morbiditat und Mortalitaét von MPNs bestimmen, ist die Identifizierung
und Senkung des Risikos fur Komplikationen in der Therapie entscheidend (2, 5). Dazu nutzt
man die oben beschriebenen Risikogruppen.

Patienten mit niedrigem Risiko werden Uberwacht oder erhalten niedrig dosiertes ASS. Vor
allem fur JAK2 V617F positive Patienten hat die ASS-Therapie Vorteile. Sie stellt eine
Vorsorge fir ventse Thrombosen und flr arterielle Thrombosen bei Patienten mit
Kardiovaskularen Risikofaktoren dar. Auch ist ASS zur Komplikationsprophylaxe bei
Schwangeren, vor allem mit vorliegender JAK2 V617F Mutation, hilfreich.
Mikrozirkulationsstérungen (vasomotorische Symptome) werden ebenfalls effektiv mit ASS
behandelt. Die zweimalige Einnahme von 100 mg ASS ist mdglicherweise besser wirksam als
eine einzelne Dosis mit 100 mg pro Tag. (3)

Eine Ausnahme bei niedrigem Risiko stellen Patienten mit extremer Thrombozytose dar. Diese
fordert die Entstehung eines erworbenen vVWS. (3)

Daher ist eine ASS-Therapie mit Vorsicht einzusetzen, da eine erhdhte Blutungsgefahr besteht
(3, 5). Bei einer extremen Thrombozytose (Thrombozytenkonzentration = 1000 x 109%I)
und/oder einem bestehenden erworbenen vWS mit einer vVWF-Aktivitat < 30% sollte daher
ASS vermieden werden (5).

Vielmehr sollte Uberlegt werden eine zytoreduktive Therapie bei Patienten mit Blutungsrisiko
einzuleiten, da diese Medikamente das erworbene VWS und auch Thrombozytosen
verbessern koénnen. Somit kann das Blutungsrisiko gesenkt werden. Patienten die
wiederkehrende Blutungsereignisse haben, jedoch die Thrombozytenkonzentration keine
zytoreduktive Therapie ndtig machen wirde, kénnen trotz allem von dieser Therapie
profitieren. (5)

Beim intermedidren Risiko wird keine zytoreduktive Therapie empfohlen. Es sollte hier

individuell von Fall zu Fall entschieden werden. (3)



Hochrisikopatienten sollten zusatzlich zum ASS eine zytoreduktive Therapie erhalten. ,First
line“ Medikament ist dabei Hydroxyurea (HU). Dieses reduziert das Thromboserisiko. HU wird
titriert verabreicht bis die Thrombozyten in normaler Konzentration vorliegen. (3)

Besteht eine Intoleranz oder Resistenz gegentber HU werden als ,second line* Medikamente
Interferon-a (IFN-a) oder Anagrelid empfohlen (6).

Tefferi und Barbui empfehlen dabei IFN-a bei jingeren Patienten (< 65 Jahre) einzusetzen.
AulRRerdem pladieren sie noch zu Busulfan als ,second line* Medikament bei dlteren Patienten.
(3)

Busulfan erhéht jedoch das Risiko einer leukamischen Transformation und das Entstehen von
sekundaren Neoplasien. Renso et al. zeigten in ihrer Langzeitstudie aber auch, dass niedrig
dosiertes Busulfan eine Option fir dltere Patienten darstellt. (32)

Mit Anagrelid steht jedoch ein, laut ANAHYDRET Studie (28), ebenbirtiges Medikament zu
HU zur Verfugung. Das européische LeukamieNet empfiehlt Anagrelid jedoch nur als ,second
line* Medikament, da die PT1 Studie von Harrison et al. (27) eine klare Uberlegenheit von HU
gegenuber Anagrelid zeigte (6).

Bei einer ventsen Thrombose kann eine systemische Antikoagulation mit zuséatzlicher
taglicher ASS-Einnahme bei JAK2 V617F positiven Patienten bzw. bei Patienten mit
kardiovaskularen Risikofaktoren erforderlich sein. AuRerdem kann sich die Aufteilung der
ASS-Dosis auf die zweimal tagliche Einnahme bei Patienten mit arterieller Thrombose, sowie
hdheren Alter bzw. JAK2 V617F positiven Status oder kardiovaskularen Risikofaktoren positiv
auswirken. (3)

Auch zu beachten ist die Korrektur einer Leukozytose, denn die Wahrscheinlichkeit einer
Thrombose unter zytoreduktiver Behandlung wird durch eine Leukozytose beeinflusst und
nicht von der Thrombozytenkonzentration (2, 5). Neben der medikamenttsen Therapie ist es
auch wichtig die klassischen Risikofaktoren fir Thrombosen zu vermeiden und
kardiovaskulare Risikofaktoren zu optimieren (5).

Zusammenfassend sollten Therapien vermieden werden, die nicht evidenzbasiert sind oder
sogar die Lebenserwartung verkirzen kénnen. Denn die medikamentbse Therapie erhdht
nicht die Uberlebenswahrscheinlichkeit oder senkt die Transformationsrate. Sie dient primar
der Vermeidung von Komplikationen. (3, 5)

2.2 HAMOSTASE

Der Begriff der Hamostase setzt sich aus den Wortteilen ,Ham- ,, fur den Eisen-
Protoporphyrin-Komplex, der dem Blut seine rétliche Farbe verleiht, und ,-stase®, was
Stockung, Stauung oder auch Stillstand bedeutet, zusammen. Pschyrembel definiert die
Hamostase als einen physiologischen Prozess, der eine Blutung beendet. Dabei kann dieser
Vorgang nach seinen beteiligten Faktoren, zellular und humoral, oder auch zeitlichen Ablauf,

primare und sekundare Hamostase, eingeteilt werden. (33)



In allen Abschnitten der Hamostase spielen die Thrombozyten eine zentrale Rolle.

2.2.1 THROMBOZYTEN

Als kleinste Blutzellen des Menschen, mit einer Grof3e von 3,6 x 0,7 um, nehmen die
Thrombozyten eine entscheidende zentrale Rolle in der Hamostase ein (34).

Als scheibenférmig, flache und kernlose Abschniirungen werden sie von ihren Vorlauferzellen,
den Megakaryozyten, im Knochenmark abgetrennt und in den Blutkreislauf freigegeben. Etwa
150-350x10%I zirkulierende Thrombozyten haben die Aufgabe, Verletzungen der GefaBwand
zu schlieRen und so die Integritat des Gefal3systems wiederherzustellen. (34, 35)

Diese sehr spezialisierten Zellen sind auch an weiteren Prozessen, wie Immunabwehr,
Entziindungsmodulation, Wundheilung und Angiogenese beteiligt. Durch ihre vielféltigen
Funktionen tragen sie aber auch zu pathologischen Prozessen, wie Thrombosen,
Arteriosklerose und hamatogener Metastasierung bei. (34-37)

2.2.2 PRIMARE HAMOSTASE

Im ersten Abschnitt der Hamostase, auch primare Hamostase genannt, kommt es zu einem
ersten Wundverschluss mit Hilfe eines noch instabilen Thrombozytenaggregats. Bei einer
Verletzung der GefaBwand wird das Subendothel freigelegt. Daran binden in kiirzester Zeit
Thrombozyten. Die primare Adhésion soll einen ersten Schutz vor Blutverlust bewirken. Sie
erfolgt Uber eines der subendothelialen Matrixproteine, den von-Willebrand-Faktor (VWF), der
am Glykoprotein (GP) Iba auf der Thrombozytenoberflache bindet. Ein wiederholter Kontakt
mit multimeren VWF aktiviert den GPIb/V/IX-Komplex und fuhrt zur festeren Verknipfung.
Auch Thrombospondin-1 (TSP-1) ist eines dieser Matrixproteine und kann Uber GPIlba zur
Adhasion beitragen. Beide Molekile vermitteln die Anheftung der Thrombozyten unter grol3en
Scherkréaften und bremsen sie so ab. Bei geringen Scherkraften kdnnen die Thrombozyten
sich auch direkt iber GPVI an das freie Kollagen anlagern und adharieren. (35, 36)

Eine festere Bindung an das Kollagen erfolgt tber das Integrin (Membranprotein) GPla/lla
(a2B1). Dieses wird, neben weiteren Integrinen, bei Kontakt mit dem Subendothel durch ein
sogenanntes ,Inside-out-Signal“ aktiviert. Uber das Integrin GPIIb/llla (ausBs) wird Fibrinogen
und VWF gebunden. Dazu erfolgt eine Konformationsanderung des Rezeptors. Nur diese
aktivierte Form des GPIlIb/llla ermdglicht die Bindung von Iéslichem Fibrinogen und somit die
Vernetzung zwischen unterschiedlichen Thrombozyten (Aggregation). Diese Prozesse filhren
durch Formwandlung (,Shape change®), sowie Pseudopodienbildung zur Ausbreitung der
Thrombozyten und damit zur primaren Abdichtung der Verletzung. (35-37)

Neben der Adhésion kommt es bei Aktivierung der Thrombozyten gleichzeitig auch zur
Sekretion einer Vielzahl an Stoffen aus den a-Granula, dichten Kérperchen (,dense bodies®,
O0-Granula) und Lysosomen, mittels Exozytose. Zu den Thrombozyten-aktivierenden

Agonisten zéhlen Kollagen, Thrombin und vWF. Aber auch einige der ausgeschutteten



Substanzen flhren Uber autostimulatorische Signalwege zur Aktivierung weiterer
Thrombozyten und Verstarkung der bereits initialen Stimulation. Adenosindiphosphat (ADP)
aus den ,dense bodies® ist einer dieser Aktivatoren. Es fuhrt, Gber die Purinrezeptoren P2Y;
und P2Y1> G-Protein-gekoppelt, seine Funktion aus. Auch Thromboxan A; (TxA.) aktiviert und
verstarkt die Reaktion der Thrombozyten. Es wird enzymatisch Uber die Cyclooxygenase-1
(COX-1) aus Arachidonsaure, welche aus dem internen Membransystem freigesetzte wird,
gebildet. Seine spezifischen TP-Rezeptoren in der Thrombozytenmembran sind ebenfalls G-
Protein-gekoppelt. (35, 36)

Serotonin ist ein weiterer Granulainhalt der ,dense bodies“. Es ist ein Vasokonstriktor,
Verstarker der Thrombozytenaktivierung und fuhrt zur Freisetzung der a-Granula. Die a-
Granula enthalten eine Vielzahl an Stoffen, darunter adhasive Glykoproteine,
Koagulationsfaktoren und mitogene Faktoren, aber auch antithrombotische Substanzen zur
Verhinderung einer uberschieBenden Gerinnung. Bei der Fusion der Granula mit der
Plasmamembran gelangen die enthaltenen Membranproteine an die Oberflache der
Thrombozyten und werden dort prasentiert. Dazu gehéren P-Selektin (CD62P) und CD40-
Ligand. Sie sind Adh&sionsmolekile und vermitteln die Interaktion zwischen Thrombozyten
und Leukozyten und Endothelzellen. (37)

Neben den Granula setzen Thrombozyten auch sogenannte ,Mikropartikel* frei. Diese kleinen
zytoplasmahaltigen Membranpartikel werden von stark aktivierten Thrombozyten (Aktivierung
Uber Kollagen plus Thrombin oder durch Komplementfaktoren C5b-9) abgeschniirt und sind
sehr prokoagulatorisch, sowie entzindungsmodulierend. Die damit vergroRerte

Thrombozytenmembranoberflache erhéht die Gerinnungsleistung. (35-37)

2.2.3 SEKUNDARE HAMOSTASE

Die sekunddre Hamostase wird haufig auch plasmatische Hamostase genannt. Jedoch
berlcksichtigt das sogenannte ,Zell-basierte Gerinnungsmodell“ die zentrale Rolle der
Thrombozyten fur diesen Abschnitt der Gerinnung mehr. (38)

Durch Kontakt von Tissue-Faktor-tragenden Zellen, wie Fibroblasten, mit dem Blut wird eine
kleine Menge an Thrombin initial gebildet. Dazu lagert sich der aktivierte Gerinnungsfaktor VI
an den ,Tissue Faktor (TF) an und aktiviert Gber den entstandenen Komplex die Faktoren IX
und X. Da jedoch auch ein Inhibitionskomplex aus TFPI (“tissue factor pathway inhibitor”,
Gewebefaktor Signalweg Inhibitor), Faktor Vlla und Faktor Xa gebildet wird, bleibt die
Konzentration von Xa nur gering. So kann nur wenig Thrombin gebildet werden. Die Menge
ist damit nur ausreichend, um weitere Thrombozyten zu rekrutieren und zu aktivieren.
AuRerdem werden durch das Thrombin die Gerinnungsfaktoren Xl, VIl und V aktiviert. Mit
dieser ersten Thrombinbildung wird der sogenannte ,Thrombinburst® vorbereitet, mit dem,

ausreichend Fibrin gebildet wird, um ein stabiles Gerinnsel zu erhalten. (35-37)



Aktivierte Thrombozyten schaffen durch Umlagerung negativer Phospholipide auf ihrer
AulRenmembran eine prokoagulante Oberflache. Neben diesen entstandenen, relativ niedrig
affinen Bindungsstellen fir Gerinnungsproteine, weist die Thrombozytenmembran noch
weitere, hochaffine und spezifische Rezeptoren fiir Gerinnungsfaktoren auf. Sie dienen auch
zum Schutz der Faktoren vor Inaktivierung. So kénnen sich die aktivierten Gerinnungsfaktoren
koordiniert als Xase- und Prothrombinase-Komplex auf der Oberflache der Thrombozyten
anordnen. In Zusammenarbeit der Komplexe kommt es dann zur explosionsartigen
Vermehrung von Thrombin, dem sogenannten ,Burst‘. Damit wird ausreichend Thrombin

gebildet, welches dann Fibrinogen spaltet und somit ein stabiles Fibrinnetz ausbildet. (35-37)

2.2.4 TRIGGERSUBSTANZEN DER HAMOSTASE

Wie in den vorherigen Kapiteln dargestellt, gibt es einige Stoffe, die die Hamostase
beeinflussen. Im nachfolgenden werden einige dieser Triggersubstanzen naher
charakterisiert.

2.2.4.1 ADENOSINDI- UND —TRIPHOSPHAT

Adenosindi- (ADP) und —triphosphat (ATP) sind Nucleotide. Sie bestehen aus dem Nucleosid
Adenosin, welches mit zwei bzw. drei Phosphorsauregruppen verestert ist. Eine der
wichtigsten Funktion von ATP ist die Energielibertragung. Dabei entsteht wiederum ADP (39).
Neben dieser essentiellen Aufgabe regulieren diese Nucleotide aber auch in fast jeder
Korperzelle deren Funktion. So auch in den Thrombozyten. Daflr enthalt die
Thrombozytenmembran spezifische Rezeptoren. Fiur ADP sind dies P2Y1 und P2Y 1, fur ATP
vor allem P2X;. (40)

ADP und ATP sind in grof3en Mengen in den dichten Granula der Thrombozyten gespeichert
und werden bei Aktivierung durch Sekretion freigesetzt (41).

ADP ist nur ein schwacher Agonist fur Thrombozyten. Die entscheidende Rolle tbernimmt
ADP aber durch Verstarkung der Wirkung anderer Agonisten auf die Thrombozyten (40).
Dabei wirkt es autokrin sowie parakrin stark aktivierend (41). Uber den P2Y:-Rezeptor fiihrt
ADP zur Forméanderung (,Shape Change*), zum voribergehenden zytoplasmatischen Ca?*-
Anstieg und zur schnellen, aber reversiblen, Aggregation. Der Rezeptor ist dabei G4-gekoppelt
und aktiviert die Phospholipase C-B (PLC-B) (40).

Diese hydrolysiert Phosphatidylinositol-4,5-disphosphat (PIP2) zu Inositol-1,4,5-trisphosphat
(IPs) und bildet Diazylglyzerol (DAG). IPs; erhoht infolge die zytoplasmatische Ca?'-
Konzentration, wahrend DAG die Proteinkinase C (PKC) aktiviert. Der erhohte Ca?*-Spiegel
ist mitverantwortlich fuir die Formanderung der Thrombozyten, aber alleine nicht ausreichend.
Die PKC wiederum fihrt zur weiteren Aktivierung des Thrombozyten und ist damit Teil des
positiven Feedbacks durch ADP. (41)



Der zweite ADP-Rezeptor ist der P2Yi»-Rezeptor, welcher Gi-gekoppelt seine Wirkung
entfaltet. Zum einen fihrt er durch Inhibition der Adenylatzyklase zur Senkung des Spiegels
von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP), welches in hoher Konzentration die
Aktivierung der Thrombozyten hemmt. Zum anderen aktiviert er die Phosphatidylinositol 3-
Kinase (Pl 3K). PI3K produziert Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3), welches
wiederum Proteinkinase B/Akt (PKB/Akt) und PKC aktiviert. Damit potenziert sich die
Thrombozytenaktivierung. Weiterhin wird angenommen das die GTPase
(Guanintriphosphatase) Rapl, welche durch PIP; ebenfalls aktiviert wird, Teil des
sogenannten ,inside-out Signals® zur Aktivierung der Integrine ist und damit auch das Integrin

aibPBs aktiviert. Damit verstéarkt sich die Aggregation und das Aggregat wird stabilisiert. (40, 41)

Thrombozyten bendtigen die Aktivierung beider Rezeptoren, um adaquat auf ADP reagieren
zu kdnnen. Studien haben gezeigt, dass bei Inhibierung von P2Y: der ,Shape Change* sich
verringert und die Aggregation stark eingeschrankt ist. Bei Blockierung des P2Y1,-Rezeptors
wiederum ist die Aggregation auch stark beeintrachtigt, jedoch erfolgt eine normale
Formanderung. In beiden Fallen treten verlangerte Blutungszeiten auf. Werden beide
Rezeptoren ausgeschaltet, reagieren die Thrombozyten wesentlich vermindert auf andere
Agonisten wie Thrombin. Dies zeigt, wie wichtig der positive Feedback-Mechanismus durch
ADP ist. (41)

ATP ist der einzige Aktivator des P2X,, ein ligandengesteuerter lonenkanal, welcher zu einem
rasanten Ca?*-Einstrom in den Thrombozyten fiihrt. Dadurch kommt es zur voriibergehenden
Formanderung, wobei die gebildeten Pseudopodien kiirzer sind als bei Stimulation mit ADP.
Allein ist der Rezeptor aber nicht in der Lage die Aggregation herbeizufihren, vielmehr
unterstitzt er die durch andere Agonisten angestoRenen Prozesse und beschleunigt so vor
allem die Aggregation in der Initialphase. Andererseits ist der Ca®*-Anstieg durch andere
Agonisten reduziert, wenn P2X; komplett blockiert wird. ATP stellt damit einen wichtigen

sekundaren Mediator fur die Thrombozytenfunktion dar. (40)

2.2.4.2 ARACHIDONSAURE

Arachidonséaure (AS) ist eine vierfach ungesattigte Fettsaure, die zur Gruppe der Omega-6-
Fettsduren gehort. Als Teil vieler biologischer Membranen, ist sie mit Phospholipiden verestert
und tragt zur Fluiditéat und Flexibilitdét der Membranen bei. Neben dieser wichtigen Funktion,
moduliert freie Arachidonsdure die Funktion verschiedener Enzyme, Rezeptoren und
lonenkandle. Die durch Oxidation entstehenden Metaboliten sind wichtige Mediatoren bei
Entziindungsprozessen und der Hamostase. So ist es auch nicht verwunderlich, dass der

Anteil an Phospholipidfettsauren wie AS in Thrombozyten bis zu 25% betragt. (42)



Durch das Enzym Phospholipase A2 wird Arachidonsaure aus der Zellmembran freigesetzt
und anschlieBend oxidiert. Dies geschieht durch drei verschiedene Oxygenasen:
Cyclooxygenase (COX), Lipooxygenase (LOX) und Cytochrom P450. (42)

Einer der entstehenden Metaboliten ist Thromboxan A; (TxA). Dieser wird spezifisch durch
die COX-1 und Thromboxansynthase gebildet. Uber den Thromboxan-Rezeptor (TP) in der
Thrombozytenmembran erfolgt Gq-gekoppelt die Aktivierung der Phospholipase C (PLC),
wortiber IP; und DAG gebildet werden. IP; initiiert die Ca?*-Mobilisation, wahrend DAG die
PKC aktiviert und damit Aggregation und Degranulierung férdert. Weiterhin ist der TP-
Rezeptor Gis-gekoppelt und aktiviert dariiber Rho und Rho-Kinase. Diese phosphorylieren die
Myosinleichtekettenkinase und fuhren dariber zur Formanderung des Thrombozyten. TxA>
wird nach Aktivierung der Thrombozyten gebildet und fuhrt Gber die TP-Rezeptoren zum
positiven Feedback. Es hat dabei, durch seine kurze Halbwertszeit, nur eine lokal begrenzte
Wirkung. (41)

2.2.4.2 KOLLAGEN

Kollagen ist ein Makromolekil der extrazellularen Matrix. Diese wird von Bindegewebszellen
gebildet, zu denen auch die Endothelzellen der Blutgefa3e zéhlen. Das fibrillare Kollagen
besteht aus mehreren Mikrofibrillen, die wiederum jeweils aus 5 Tripelhelices
zusammengesetzt sind. Drei Kollagenhelices bilden dabei je eine Tripelhelix. Diese Struktur,
sowie Quervernetzungen der Tripelhelices tragen zur Stabilitat des Kollagens und damit des
Gewebes bei. (39)

Bei Verletzung eines BlutgefalRes gelangt Kollagen durch Freilegung des Subendothels in
Kontakt mit dem Blut und damit auch mit den Thrombozyten (35, 36). Zur Interaktion mit den
Thrombozyten sind auf dessen Membran einige Kollagen-Rezeptoren lokalisiert, wie a1
Integrin  (GPla-lla) (43), CD36 (GPIV) (44) und GPVI (P62) (45, 46). Die
Thrombozytenadhéasion an Kollagen erfolgt dabei tiber das azB: Integrin (43).

Nach Aktivierung der Thrombozyten durch verschiedene Agonisten, kommt es durch ein
sogenanntes ,inside-out-Signal* zur Aktivierung des aif3; Integrins. In dieser Form bindet das
Integrin hochaffin an losliches Kollagen, wéhrend es inaktiv und damit im ruhenden
Thrombozyten, nur wenig bis kein |6sliches Kollagen bindet. (47)

Auch der Rezeptor CD36 vermittelt die Adhasion (44). Studien zeigten jedoch, dass dieser
Rezeptor weniger wichtig fiir die Hamostase ist, da trotz Fehlens von CD36, die Thrombozyten
eine normale Aggregation und Sekretion durch Kollagenzugabe aufwiesen (45, 48).

Uber GPVI erfolgt neben der Adhasion auch die Aktivierung der Thrombozyten. Der Rezeptor
ist gut untersucht und so weil3 man, dass GPVI als dimerer Komplex hochaffin an ungeldstes
fibrillares Kollagen bindet. Der Rezeptor ist mit der dimeren Fc Rezeptor (FCR) y-Kette
verbunden. An der FcR y-Kette wird Uber GPVI das ITAM (,immunoreceptor tyrosin-based

activation motif‘) phosphoryliert. Dieses Signal induziert weitere Protein-Phosphorylierungen,



wie zum Beispiel der Phospholipase Cy2 (PLCy2). Uber diese Signalwege wird der
Thrombozyt aktiviert. GPVI ist ein wichtiger Rezeptor um groRe Thrombozytenaggregate
formen zu konnen. In seiner Abwesenheit kdnnen nur einzelne Zellen adhéarieren und es
werden nur sehr kleine Aggregate gebildet. Damit ist GPVI nicht nur fir die Aktivierung ein

wichtiger Faktor, sondern auch fir die Aggregatbildung. (46)

2.2.4.3 CONVULXIN

Convulxin ist ein starker Aktivator der Thrombozytenaggregation (48-51). 1981 wurde das
Protein erstmals von J.Prado-Francesci und O.Vital Brazil aus dem Gift der Crotalus durissus
terrificus Klapperschlange isoliert (52). Das heterodimere Protein, welches aus a- und B-
Untereinheiten Uber Disulfidbriicken eine ringartige Struktur bildet (50, 51), z&ahlt zur Familie
der C-Typ Lektine (48). Im Gegensatz zu den meisten, aus Schlangengift isolierten Proteinen
dieser Familie, die die Thrombozytenfunktion hemmen, fihrt Convulxin zur Aggregation dieser
(48).

Es bindet daflr hochaffin an einen Kollagen-Rezeptor, das Glykoprotein VI (GPVI) und flhrt
zur Clusterbildung. Darliber hinaus wird die Phospholipase Cy aktiviert und durch
Phosphorylierung verschiedene Proteine der Thrombozyten aktiviert. (48, 50, 51)

Es wird nur eine geringe Menge an Convulxin bendétigt um die maximale Aggregation zu
induzieren (48).

Studien haben aber auch gezeigt, dass Convulxin nicht alle Proteine im gleichen Mal3e wie
Kollagen phosphoryliert und es damit Unterschiede fur den zeitlichen Verlauf, sowie der
Auspragung der Signaltransduktion gibt. Dies kann vor allem daran liegen, dass Convulxin nur
an GPVI bindet, wéahrend Kollagen noch an weiteren Rezeptoren, wie z.B. azB:-Integrin wirkt.
(50)

Es wurde auch festgestellt, das Convulxin an anderer Stelle des GPVI bindet als Kollagen (46).
Mit Convulxin als Triggersubstanz kann aber ein spezifischer Rezeptor getestet werden und
so Defekte detektiert werden (48).

2.2.4.4 THROMBIN

Thrombin ist eine Serinprotease, die Fibrinogen zu Fibrin spaltet und somit zum Aufbau eines
stabilen Fibrinaggregats fihrt. Die inaktive Vorstufe des Thrombins, das Prothrombin, wird in
der Leber synthetisiert und in den Blutkreislauf freigegeben. Durch proteolytische Spaltung
des Prothrombins an der Membran aktivierter Thrombozyten im Verlauf der Hamostase wird
Thrombin gebildet. Dabei erfolgt die Spaltung durch die Prothrombinase, einem Komplex aus
den Faktoren Va und Xa. (39)

Neben dieser essentiellen Funktion ist Thrombin auch ein  hochpotenter
Thrombozytenaktivator. Daflr befinden sich verschiedene Thrombinrezeptoren, die Protease-

aktivierenden Rezeptoren (PAR) und GPIb-1X-V, auf der Thrombozytenmembran. PAR sind



G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Die beiden wichtigsten auf humanen Thrombozyten sind
PAR1 und PAR4. PARL1 ist der Hauptthrombinrezeptor und hochaffin. Im Gegenzug ist PAR4
zwar weniger affin fur Thrombin, bendtigt aber nicht eine zusatzliche Aktivierung von P2Y 1y,
um stabile Aggregate zu formen. Beide Rezeptoren aktivieren tUber Kopplung an Gizis Rho
und Rho-Kinase. Diese fiihren wiederum Uber Phosphorylierung und Inhibierung von
Myosinleichtekettenphosphates zur Formanderung (,Shape Change®) und zur
Granulafreisetzung. AuBerdem sind PAR1 und PAR4 an G, gekoppelt. Uber die Aktivierung
von Gq und Phospholipase C-B (PLC-B) wird Phosphatidylinositol-4,5-disphosphat (PIP2) zu
Inositol-1,4,5-trisphosphat (IPs) hydrolysiert. 1Ps stimuliert wiederum die Ca?*-Mobilisation.
PLC-B bildet auch Diazylglyzerol (DAG), welches die Proteinkinase C (PKC) aktiviert. Uber
PKC werden die Thrombozyten aktiviert. Dabei beeinflusst PKC diesen Prozess direkt tber
die Affinitatssteigerung des Fibrinogenrezeptors aipfs und indirekt Gber die Erhéhung der
Degranulation. Calcium (Ca?") ist Giber seine Mobilisation ein wichtiger sogenannter ,Second
Messenger®, der die Aktivierung und Aggregation der Thrombozyten vermittelt. PARL1 fiihrt zu
einem frihen hohen Peak von Ca?*, wahrend PAR4 zu einer verzogerten und verlangerten
Ca?*-Freisetzung fihrt. Dabei ist ein hoher intrazellularer Ca?*-Spiegel Uber eine spate
Aktivierung von PKC zur Bildung eines irreversiblen Thrombozytenaggregats nétig. (53)

GPIb-I1X-V kann Thrombin hochaffin binden. Dazu sind zwei verschiedene Bindungswege an
GPIba méglich. Uber diese Interaktion wird die Anordnung von Faktor XI und Thrombin an
GPIba mitbestimmt und so die Koagulation reguliert. AuRerdem kénnen die Thrombozyten
aktiviert werden. Dies erfolgt entweder lber eine Kofaktorwirkung des Thrombin-GPlba-
Komplexes am Thrombin-aktivierten PAR1 oder direkt Uber eine Signalweiterleitung durch
GPIba. Intaktes GPIba ermdglicht jedoch nur eine Aktivierung der Thrombozyten bei niedrigen

Thrombinmengen. (54)

2.2.4.5 THROMBIN REZEPTOR AKTIVIERENDES PEPTID

Thrombin generiert bei der Aktivierung seines Rezeptors PAR1 einen neuen N-Terminus.
Dieser kann als Ligand den Thrombinrezeptor wiederum selbst aktivieren. Vu et al. zeigte
daraufhin, dass ein Peptid, welches die Aminosauresequenz des neuen N-Terminus enthalt,
ebenfalls den Rezeptor aktivieren kann. (55)

Dieses Peptid enthalt die ersten 6 bis 14 Aminosauren des neuen N-Terminus mit SFLLRN
(56). Es wurde im Verlauf als Thrombin Rezeptor Aktivierendes Peptid (TRAP) bezeichnet und
kann PAR1 aktivieren (57).

Daruber fuhrt es zur Aggregation und Sekretion. Studien haben auch gezeigt, dass durch
TRAP nicht die volle Aggregation erzeugt werden kann, wenn die ADP-Rezeptoren oder die
Thromboxanbildung blockiert werden (durch Antagonisten oder ASS-Gabe). (56)

Die freigesetzten Stoffe der aktivierten Thrombozyten sind somit entscheidend fur die volle
Wirkung Uber den PAR1 (54).



Durch Einsatz von TRAP l&asst sich somit ein Defekt im PAR1 oder dessen Signalweg
detektieren. Jedoch muss auch in Betracht gezogen werden, dass die Thrombozyten
vermindert auf zum Beispiel ADP reagieren, wenn die Reaktion auf TRAP-Gabe geringer ist.
(57, 58)

2.3 MONONUKLEARE ZELLEN

Zu den mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (MNC) z&hlen die Lymphozyten (T-
Zellen, B-Zellen und natiirliche Killerzellen), die Monozyten und die dendritischen Zellen (59).
Dabei sind 70-90% Lymphozyten, 10-20% Monozyten und nur 1-2% dendritische Zellen (59-
61). Sie sind Zellen der Immunabwehr (61), greifen aber auch in die Hamostase ein. Vor allem
die Monozyten, Makrophagen und die nicht-mononukle&ren Neutrophilen beeinflussen durch
die Bildung und Freisetzung von Koagulationsfaktoren und fibrinolytischen Faktoren die
Hamostase (62).

Unter physiologischen Bedingungen férdern Leukozyten den Blutfluss. Dabei schitten
Monozyten antikoagulante Faktoren aus. Dazu zahlen der endotheliale Protein C Rezeptor,
Thrombomodulin und der Tissue Faktor Signalweg Inhibitor (TFPI). AuRerdem regulieren
Leukozyten die Thrombusaufloésung durch Chemotaxis und Phagozytose. Unter (patho-
)physiologischen Bedingungen, wie Entziindung oder Apoptose, kommt es wiederum zur
Transformation der Leukozyten, die daraufhin aktivierende und prokoagulante Faktoren bilden
und ausschitten. Dazu zahlen Zytokine, die die Expression von prokoagulanten und
adhasiven Molekilen an GefalRendothelzellen modulieren und antimikrobiellen Stoffe, die die
Thrombozyten und Gerinnungskaskade aktivieren. Leukozyten kénnen zudem mit aktivierten
Thrombozyten heterotypische Aggregate formen. Dies geschieht vor allem unter hohen
Scherkréaften. Ebenso fihren proinflammatorische und prokoagulante Stimuli zur Bildung
dieser Komplexe. Sie fordern die Entstehung von Thrombosen. (62)

Andersherum konnen auch aktive Koagulationsfaktoren und Thrombozyten die
Leukozytenaktivierung regulieren. Monozyten und Makrophagen besitzen PAR1. Thrombin
kann damit bei Neutrophilen und Monozyten die Chemotaxis Uber PAR1 abhangige und
unabhangige Mechanismen induzieren. AuRerdem kann Thrombin Gber PAR1 die Produktion
von proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-6 und TNF-a, regulieren. Es besteht damit eine
Verzahnung von Hamostase und Entziindung. (62)

Eine wichtige Rolle fur die Hamostase spielt der Tissue Faktor (TF) als potenter Initiator der
Gerinnung (63). Dabei stellen die Monozyten die grof3te Quelle fir den TF im Blutgefa3system
dar (62, 63). Aktivierte Monozyten bilden TF und fihren dartber zur Thrombinbildung (63). Die
TF-tragenden Zellen produzieren jedoch nur kleine Mengen Thrombin, die ausreichen um
Thrombozyten zu aktivieren und weitere zu rekrutieren, aber nicht gentigend Fibrin bilden, um
einen Thrombus zu schaffen (35-37, 64). Bei Entziindung und/oder Apoptose kommt es zu

einer gesteigerten TF-Aktivitat und TF-induzierten Thrombingenerierung (62, 64). Die erhéhte



Produktion bei aktivierten Monozyten durch inflammatorische Zytokine und oxidierte Lipide
(bei Atherosklerose) fuhrt zur Aktivierung des extrinsischen Signalweges der Gerinnung (63,
64). Damit ist der TF auf Monozyten ein entscheidender Faktor fur die Thromboseentstehung

unter pathologischen Bedingungen, wie Entziindung, Sepsis oder Krebsleiden (63).



3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 MATERIALIEN

3.1.1 GERATE

Tabelle 6: verwendete Geréate

Gerat
Automatischer

Hamatologie-Analysator

Kolbenhub-
Einkanalpipetten

Magnetrihrer

Lumi-Aggregometer

pH-Meter
Prazisionswaage
Thrombinoskop
Vortexmischer

Wasserbad mit Einsatzen

Zentrifuge

Typ
Sysmex KX-21N

Eppendorf Research®
plus,

variabel 0,1-2,5 pl,
variabel 0,5-10 pl,
variabel 2-20 ul,
variabel 10-100 ul,
variabel 20-200 ul,
variabel 100-1000 pl
NeoMag D-6010
Chrono-Log-Aggregometer,
Model 700

ph/ORP Meter, HI 2211
CPA1003P
Fluoroskan Ascent™ FL

Neo-Vortex D-6012
ED-AP (042) (5A max.
60°C)

Allegra X-30R Centrifuge
(Rotoren: SX4400,
F2402H)

Firma

Sysmex Deutschland GmbH,
Hamburg

Eppendorf Vertrieb
Deutschland GmbH, Wesseling

neoLab®, Heidelberg
Chrono-Log Corporation, USA

Hanna instruments
Deutschland GmbH, Véhringen
Sartorius AG, Gottingen
Thermo Fisher Scientific
Biosciences GmbH, USA
neolLab®, Heidelberg

Julabo GmbH, Seelbach

Beckmann Coulter™, Krefeld



3.1.2 VERBRAUCHSMATERIALIEN

Tabelle 7: verwendete Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Aufziehkantilen

Blutentnahmer6hrchen

Feindosierungsspritzen

Kanule mit Schlauch

Kilvetten

Magnetrihrstabchen

Mikrotiterplatten

Pipettenspitzen

Polypropylen-Réhrchen

mit konischem Boden

Polypropylen Réhrchen

mit rundem Boden

Reagenzrohrchen

ReaktionsgefalRe

Typ

BD Microlance™, 20G x
1%2"- Nr.1, 0,9mm x 40mm
S-Monovette® Citrat 10 ml
9NC, mit Antikoagulanz:
0,106 M Citrat

Inject®-F, 1 ml

Safety-Multifly®-Kanule 21G

Chrono-Log Glaskivetten

PS-Microplate, 96-Wells, U-
formiger Boden

TipOne 0,1-10 pl

TipOne 1-200 pl

TipOne 1000 pl

Gelloading 1-200 pl

Cellstar® Tubes 15 ml

Cellstar® Tubes 50 ml

Rohrchen 14 ml, Zwei-
Positionen-

Beluftungsstopfen

PS 5 ml

SafeSeal Gefal3e (1,5 ml)

Hersteller

Becton Dickinson GmbH,

Heidelberg

Sarstedt AG & Co.,

NUmbrecht

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen

Sarstedt AG & Co.,
NUmbrecht

Probe & Go
Labordiagnostik GmbH,
Osburg

A. Hartenstein GmbH,
Wirzburg

Greiner Bio-One GmbH,
Frieckenhausen

StarLab GmbH, Hamburg
StarLab GmbH, Hamburg
StarLab GmbH, Hamburg
A. Hartenstein GmbH,
Wiirzburg

Greiner Bio-One GmbH,
Frieckenhausen

Greiner Bio-One GmbH,

Frieckenhausen

Greiner Bio-One GmbH,

Frieckenhausen

A. Hartenstein GmbH,
Wirzburg
Sarstedt AG & Co.,

Numbrecht



RuUhrstabchen

Spritzen

Spritzenfilter

Transferpipetten

Chrono-Log Stir bars

2 ml, Braun Injekt®

5 ml, BD Discardit™ |l

10 ml, BD Discardit™ |l

Rotilabo®-Spritzenfilter, CA,
steril, PorengréRe 0,2um, &
25mm
Einmal-Pasteurpipetten

mit integriertem Saugball

Probe & Go
Labordiagnostik GmbH,
Osburg

B.Braun Melsungen AG,
Melsungen

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Carl Roth GmbH + Co.
KG., Karlsruhe

Sarstedt AG & Co.,

Numbrecht
3,5ml
3.1.3 REAGENZIEN
Tabelle 8: verwendete Puffer, Reagenzien mit deren Konzentration und/oder
Zusammensetzung

Bezeichnung

10%ige (w/v) Dextranlésung

6%ige Dextranldésung

Apyrase

Aqua ad iniectabilia Braun

Arachidonséure

Natriumsalz

Konzentration/

Zusammensetzung

1ml enthélt: 0,1g Dextran,

Aqua ad injectabilia

6ml 10%ige Dextranlésung,
4ml 0,9% isotonische
Natriumchlorid-Losung,
0,054g NaCl

500 U/ml

5 mg/ml in 98% Ethanol

gelbst

Hersteller

Apotheke der
Universitatsmedizin Mainz,

Mainz

Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Darmstadt

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen

Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Darmstadt



ATP-Standard
(Adenosintriphosphat-
Standard)

Chrono-Lume

Chrono-Par Collagen

Citrat

Convulxin

CGS-Puffer, pH 6,5 (Citrate-

Glucose-Sodium-Puffer)
Creatinphosphat (CP)
Dinatriumsalz Tetrahydrat
Creatinphosphatkinase
(CPK) aus Hasenmuskel
EGTA-L6sung
(Ethylenglycol-
bis(aminoethylether)-
N,N,N’,N’-tetraessigsaure)

FluCa-Kit

Glukose

HBSS (Hank’s balanced
Salt Solution)

Hepes (2-(4-(2-
Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-

ethansulfonséure)

Hepes-Puffer, pH 7,4

0,4 uM

2 uM/I Luciferin/Luciferase

1 mg/ml

Molare Masse: 294,19
g/mol

100ug/ml geldst in HBSS

120 mM NacCl, 12,9 mM
Citrat, 30 mM Glucose

500mM

1000U/ml

500 mM

Fluo-Puffer + Fluo-Substrat

Molare Masse: 180,16
g/mol

53,3 mM KCI; 4,4 mM
KH2POy4; 1379,3 mM NacCl;
3,4 mM Na;HPO4-7H20;
55,6 mM Dextrose

Molare Masse: 238,31

g/mol

145 mM NacCl, 5 mM KCI, 1
mM MgCl, 10 mM Hepes,
10 mM Glucose

Probe & go Labordiagnostik
GmbH, Osburg

Probe & go Labordiagnostik
GmbH, Osburg

Probe & go Labordiagnostik
GmbH, Osburg

Carl Roth GmbH + Co. KG.,
Karlsruhe

Enzo Life Science GmbH,
Lorrach

Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Darmstadt
Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG.,
Karlsruhe

Stago Deutschland Gmbh,

Dusseldorf

Carl Roth GmbH + Co. KG.,

Karlsruhe
Life Technologies GmbH,

Ober-Olm

Carl Roth GmbH + Co. KG.,

Karlsruhe



Isotonische Natriumchlorid-
Losung 0,9% (w/v)

Infusionslésung

Kaliumchlorid (KCI)

Magnesiumchlorid (MgCly)

Natriumchlorid (NacCl)

Natriumhydrogencarbonat
(NaHCO:s)

Natriumhydrogenphosphat
(NaH2POys)

Natriumhydroxid (NaOH)

PBS (phosphate
buffered solution,
phosphatgepufferte

Salzlésung)
PBS, pH 7,4

PPP-Reagenz (platelet-
poor-plasma-reagent,
Plattchen-armes-Plasma-
Reagenz)

PRP-Reagenz
(platelet-rich-plasma-
reagent, Plattchen-reiches-

Plasma-Reagenz)

Salzsaure (HCI)

Thrombin (Bovine)

1 ml enthalt: 9mg
Natriumchlorid,

Molare Konzentration:
1 ml enthalt;: 0,154 mol
Na*, 0,154 mol CI

Molare Masse: 74,56 g/mol

Molare Masse: 203,3 g/mol

Molare Masse 58,44 g/mol

Molare Masse: 84,01 g/mol

Molare Masse: 141,96
g/mol

2 moll/l

10 x konzentrierte Lésung:

2,7 mM KCI, 140 mM NacCl,
10 mM Phosphat

10x PBS-Fertigprodukt
1:10 in ddH20 gelbst

2 mol/l

100 U/ml in 0,9% NaCl

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen

Carl Roth GmbH + Co. KG.,
Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co.
Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co.
Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co.
Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co.

Karlsruhe

KG.,

KG.,

KG.,

KG.,

Merck Chemicals GmbH,

Darmstadt

AppliChem GmbH,
Darmstadt

Stago Deutschland GmbH,

Dusseldorf

Stago Deutschland GmbH,
Dusseldorf

Carl Roth GmbH + Co. KG.,
Karlsruhe

Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Darmstadt



Thrombin Kalibrator Stago Deutschland GmbH,
(Thrombin-Calibrator) Dusseldorf
Bachem Distribution
TRAP-6 40 mM in DMSO Service GmbH, Weil am
Rhein
140 mM NacCl, 2,7 mM
KCI, 12 mM NaHCOs3, 0,42
mM NaH2PO4, 5,5 mM
Glucose, 5 mM Hepes

Tyrodepuffer, pH 7,4

3.1.4 SOFTWARE

Tabelle 9: Verwendete Software-Programme

Software Hersteller

Aggrolink8 for Windows, Version 1.2.7 Chrono-Log Corporation, USA

Endnote X7 Thomson Reuters, USA
GraphPad Prism 8 GraphPad Software, USA
Microsoft Office 2016 fur Windows: Word,

Microsoft Corporation, USA
Excel

Sysmex-Software; Version 1IKXNH 00-10 = Sysmex Europe, Hamburg

Thrombinoscope™ Software, Version Thrombinoscope BV, Maastricht,
5.0.0.742 Niederlande
3.2 STUDIE

3.2.1 STUDIENDESIGN

Die in dieser  Arbeit beschriebenen Untersuchungen sind Teil der
grundlagenforschungsorientierten ,proof-of-concept® Studie zur Untersuchung der
Thrombozyten und Leukozytenfunktion bei Patienten mit essentieller Thrombozythamie (kurz:
ET-Studie). Sie wurde monozentrisch durchgefuihrt und vom Bundesministerium fur Bildung

und Forschung gefordert.

3.2.2 FALLZAHL
In der Zeit von September 2016 bis August 2018 wurden im Rahmen der Studie 22 Patienten
eingeschlossen. Davon mussten 3 Patienten im Verlauf wieder ausgeschlossen werden. Als

Kontrollgruppe wurden 10 gesunde Probanden rekrutiert.



3.2.3 GENEHMIGUNG

Das Studienprotokoll wurde vor Studienbeginn beim Ethik-Komitee der Landeséarztekammer
Rheinland-Pfalz eingereicht und erhielt am 04.08.2016 ein positives Ethikvotum (Studien-Nr:
837.302.12; 25.07.12; FF109/2015).

3.2.4 REKRUTIERUNG

In Zusammenarbeit mit der lll. Medizinischen Klinik des Universitatsklinikums Mainz wurden
Patienten mit ET rekrutiert. Nach entsprechender Aufklarung und Einwilligung in die
Studienteilnahme, wurden die regelméaRigen Terminen der Patienten fir den
Studieneinschluss und fir alle folgenden Blutentnahmen zur Vervollstandigung der

Untersuchungen genutzt.

3.2.5 EIN- UND AUSSCHLUSSKRITERIEN

Die im Folgenden genannten Ein- und Ausschlusskriterien wurden fir die ET-Patienten

definiert.

Einschlusskriterien:

1. bestétigte ET Diagnose nach den WHO Kriterien (1)
2. Alter =2 18 Jahre

3. bestétigte JAK2 V617F oder CALR Mutation

4, Einwilligung vorhanden

Ausschlusskriterien:

1. Leukozytenkonzentration = 20.000/pl

2. Patienten mit akutem/subakutem thromboembolischen Ereignis (innerhalb von 6

Wochen ab Einschluss in die Studie)

3. Schwangerschaft
4. ET-Patienten mit cMPL Mutation
5. ET-Patienten unter Anagrelid oder Interferon-alpha Therapie

6. fehlende Einwilligung

3.2.6 KONTROLLPROBANDEN

Als Kontrollgruppe dienten 10 gesunde Probanden. Sie wurden jeweils ohne
Acetylsalicylsdure-Einnahme  (ASS) oder anderer  Thrombozyten-beeinflussenden
Medikamente und dann unter 3-tdgiger ASS-Einnahme (einmal taglich 100 mg) untersucht.

Die Einwilligung erfolgte vor der Blutentnahme.



3.3 METHODEN

3.3.1 VENOSE BLUTENTNAHME

Die vendse Blutentnahme der Patienten erfolgte durch das Fachpersonal der hamatologischen
Ambulanz der lll. Medizinischen Klinik des Universitatsklinikums Mainz. Die Blutproben
wurden direkt im Anschluss entgegengenommen und ein kleines Blutbild mit dem Sysmex Cell
Counter erstellt.

Fur die vendse Blutentnahme der gesunden Probanden wurde eine Vene in der Ellenbeuge
punktiert und im Anschluss ebenfalls ein kleines Blutbild mit dem Sysmex Cell Counter erstellt.
Es wurden jeweils 10 ml S-Monovetten® mit Citrat (finale Konzentration: 10,6 mM NasCitrat)

verwendet.

3.3.2 GEWINNUNG VON PLATTCHEN-REICHEM, PLATTCHEN-ARMEN UND

PLATTCHEN-FREIEM PLASMA

Nach Erstellung des Blutbildes erfolgte die erste Zentrifugation der Monovetten fur 10 Minuten
bei 200 x g und einer minimalen Bremse von 2 bei Raumtemperatur (RT). Der entstandene
gelblich tribe Uberstand wurde mittels Transferpipette abpipettiert und in einem
Reagenzrohrchen als Plattchen-reiche Plasma (PRP, ,platelet-rich plasma®“) gesammelt.
Nach dem Transfer wurden die Monovetten ein weiteres Mal fur 10 Minuten bei RT
zentrifugiert. Jedoch mit geanderten Einstellungen (2000 x g, maximale Bremse von 9). Der
nun gelblich klare Uberstand in den Monovetten, das Plattchen-arme Plasma (PPP, ,platelet-
poor plasma“) wurde mittels Transferpipette in ReaktionsgefaRe (jeweils ca. 1ml pro
Reaktionsgefal) pipettiert.

Um das Plattchen-freie Plasma (PFP, ,platelet-free plasma®) zu gewinnen, wurden die mit PPP
gefillten Reaktionsgefalie bei 30.000 x g mit einer maximalen Bremse von 9 fur ebenfalls 10

Minuten bei RT noch einmal zentrifugiert.

3.3.4 GEWINNUNG VON GEWASCHENEN PLATTCHEN

Gewaschene Plattchen (WP, ,washed platelets®) sind von Plasmabestandteilen isolierte
Thrombozyten. Zur Gewinnung dieser isolierten Zellen wurde einer 10ml S-Monovette (mit
Citrat) mit Patientenblut 40 pl EGTA-L6sung (finale Konzentration: 3 mM) hinzugefiigt. Da die
WP noch flir weitere Experimente genutzt wurden, wurde noch Apyrase (finale Konzentration:
0,2 U/ml) hinzugefiigt. Die Monovette wurde dann fiir 10 Minuten bei 200 x g und Bremse von
2 bei RT zentrifugiert. Das entstandene PRP im Uberstand wurde in ein Polypropylen
Rohrchen mit rundem Boden Uberfihrt und mit CGS-Puffer 1:1 verdiinnt. Nach einer
Ruhepause von 5 bis 10 Minuten bei RT erfolgte eine weitere Zentrifugation fir 10 Minuten
bei 80 x g und einer Bremse von 1 bei RT. Der Uberstand wurde anschlieRend erneut

abpipettiert und in ein neues Polypropylen Réhrchen mit rundem Boden transferiert. Das



Leukozytenpellet wurde verworfen. Es folgte eine weitere Zentrifugation bei 380 x g fur 10
Minuten bei RT. Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Das Pellet wurde dann
zunachst in 1 ml CGS-Puffer geldst und anschlielBend weitere 2 ml zum Waschen hinzugeflgt.
Nach einer Ruhezeit von 5 bis 10 Minuten erfolgte eine weitere Zentrifugation bei 380 x g,
Bremse von 2 und fiir 10 Minuten bei RT. Der Uberstand wurde wieder abgenommen und
verworfen. Das Pellet wurde abschlieRend in 500 bis 1000ul Hepes-Puffer, je nach

PelletgréRRe, aufgeldst und im Sysmex Cell Counter die Konzentration bestimmt.

3.3.4 GEWINNUNG VON MONONUKLEAREN ZELLEN

Mononukleéare Zellen (MNC, ,mononuclear cells*) werden aus dem peripheren Vollblut isoliert.
Fur die Gewinnung wurden 4 ml Citratblut den Monovetten mittels Transferpipette entnommen
und auf zwei Reagenzréhrchen verteilt. Pro Reagenzrohrchen wurden 0,5 ml einer 10%igen
Dextranldsung bei RT hinzugeflgt und mittels Transferpipette vorsichtig vermischt. Die
Sedimentation konnte dann fir mindestens 45 Minuten bei RT laufen. Nach dieser Zeit konnte
der Uberstand aus beiden Rohrchen in ein gemeinsames Reagenzrohrchen abpipettiert und
vorsichtig mittels Transferpipette vermischt werden. AnschlieBend wurde der Uberstand
gleichm&Rig auf 2 Polypropylen R6hrchen mit rundem Boden verteilt. Die Rohrchen wurden
dann jeweils bis auf ca. 10 ml mit CGS-Puffer aufgefillt und bei 70 x g und Bremse von 9 flr
10 Minute bei RT zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand wieder abpipettiert und
verworfen. Je ein entstandenes Pellet am Boden wurde mit 300l Patienteneigenem PFP und
PFP einer gesunden Kontrolle aufgeldst und jeweils in ein Reaktionsgefal® Uberfihrt. Die
beiden Proben wurden dann im Sysmex Cell Counter gemessen, um die Konzentration der

MNC zu ermitteln.

3.3.5 LUMIAGGREGOMETRIE
3.3.5.1 ALLGEMEINES VERSUCHSPRINZIP

Die Lumiaggregometrie ist eine Methode zur simultanen Messung der Aggregation von
Thrombozyten und ihrer Sekretion der &-Granula (,dense bodies®) (ATP-Freisetzung). Die
Aggregation wird dabei durch die von Born 1962 (65, 66) beschriebene Methode mittels
optischer Messung der Lichtabsorption im PRP nach Zugabe eines Agonisten bestimmt (67).
Als Referenz wird PFP (65, 68) bzw. PPP (67) genutzt und dessen optische Dichte auf 100%
festgelegt.

Dies bedeutet, dass das Plasma nicht optisch dicht ist und das Licht frei durchtreten kann.
Das PRP dagegen hat die maximale optische Dichte und damit 0% Lichtdurchlassigkeit
(Transmission) zu Beginn des Versuchs. (67)

Zur Bestimmung wird zun&chst infrarotes Licht ausgestrahlt und auf der anderen Seite der
Klvette die Transmission durch ein Photomultiplier gemessen (69). Sobald die Thrombozyten

Aggregate formen, gelangt mehr Licht durch die Probe und die Transmission geht gegen 100%



(67, 69). Um die maximale Aggregation zu erzeugen, wird das PRP, mittels Rihrstab bei 1000
rpm (,revolutions per minute®, Umdrehung pro Minute), gertihrt (68). Die dabei entstehenden
Interferenzen werden, durch kalibrieren der Grundlinie auf nahezu 0% Transmission, vor
Zugabe des Agonisten, ausgeschaltet. Die vollstandige Aggregation benétigt 6 bis 10 Minuten.
(69)

Die ATP-Freisetzung und damit die 6-Granula-Sekretion der Thrombozyten erfolgt mit Hilfe
des Luciferin-Luciferase-Systems, welches sich von Gluhwirmchen ableitet (70, 71).

Das freigesetzte ATP reagiert dabei mit Luciferin-Luciferase-Reagenz (Chrono-Lume). Dabei
entsteht eine Chemilumineszenz, deren emittiertes Licht durch den Photomultiplier gemessen
wird. Die gemessene Emission ist proportional zur freigesetzten ATP-Menge. (67, 69, 71, 72)
Vor Beginn der Probenmessungen, muss die vollstdndige Lumineszenz kalibriert werden. Dies
geschieht durch Messung der Emission eines ATP-Standards, mit bekannter ATP-
Konzentration, im gleichen PRP wie die anschlieBenden Messungen. (69, 70)

Damit kann die Software in den folgenden Versuchen die ATP-Menge in nanomol (nmol) pro
eingesetzte Thrombozytenkonzentration berechnen.

Auch die ADP-Freisetzung lasst sich mittels eines Luciferin-Luciferase-Systems ermitteln.
Jedoch muss ADP zuvor durch Zugabe von Phosphat und Kinase in ATP umgewandelt
werden. Holmsen verwendete dafiir Phosphoenolpyruvat und Pyruvatkinase. (71)

In meinem Versuch wurde dafiir Kreatinphosphat und Kreatinphosphatkinase eingesetzt. Die
ADP-Menge errechnet sich dann aus der ATP-Konzentration mit Phosphat und Kinase
abzuglich der ATP-Konzentration ohne Zugabe von Phosphat und Kinase. Wichtig ist auch die
Messung durch Zugabe desselben Agonisten zu beiden Experimenten, um die
Vergleichbarkeit zu gewahrleisten.

Mit Hilfe der Lumiaggregometrie lasst sich einer der wichtigsten Funktionen der Thrombozyten,
die Aggregation messen. Damit kann das Blutungs- und Thromboserisiko bestimmt werden
(69) und erbliche Blutungserkrankungen oder auch das von-Willebrand-Syndrom detektiert
werden (73).

Aber auch durch die Lumineszenzmessung sind Rickschliisse auf Speicherpooldefekte und

spezifische Defekte der Degranulation der thrombozytaren &-Granula moglich (67, 73).
3.3.5.2 VERSUCHSAUFBAU

Fiar den Versuch wurde zunéchst PRP und PFP nach der in 3.3.2 beschriebenen Methode
hergestellt. Die Thrombozytenkonzentration des PRP wurde anschlieend im Sysmex Cell
Counter bestimmt und die Thrombozytenkonzentration auf 200.000/pl mit PFP verdinnt. Als
weitere Vorbereitung wurden Verdiinnungen von Kollagen (100 pg/ml) und TRAP-6 (Thrombin
Rezeptor Aktivator Peptid 6, 2 mM) in Tyrodepuffer angesetzt. Die Arachidonsdure war als

Stamml6ésung vorhanden.



Vor Beginn der Messung wurde das Lumiagreggometer an geschalten und auf 37°C
vorgewarmt. Die Software wurde gestartet und ein neuer Patient angelegt. Die Glaskivetten
wurden in die Vorwarmung gesteckt und jeweils ein Ruhrstab hineingegeben. Lediglich die
Kulvette fur das PFP bendtigte keinen Rihrstab.

500 yl PFP wurden in eine Glaskiivette pipettiert und in dem dafir vorgesehenen Platz im
Gerat gesteckt. Zunachst wurde nun der ATP-Standard bestimmt. Dazu wurden 450 pl des
verdiinnten PRP in eine Glasklvette pipettiert und vorgewarmt. Anschlieend erfolgte die
Zugabe von 50 pl Chrono-Lume und das Programm zur Messung wurde gestartet. Nach einer
Inkubationszeit von 2 Minuten, wurde der ATP-Standard hinzugefugt und der gemessene
Ausschlag durch Einstellung des ,Gain® in den Bereich der Lumineszenz von 20% bis 60%
gebracht. Nach Erreichen des Zielbereichs wurde der Test gestoppt und gespeichert. Der
ATP-Standard war somit fir das zu untersuchende Plasma bestimmt und konnte fir die
Berechnung der folgenden Experimente von der Software verwendet werden.

Fur die Versuche mit den jeweiligen Agonisten wurde zunachst 450 pl verdiinntes PRP in eine
Glaskuvette mit Ruhrstab pipettiert und vorgewarmt. Das entsprechende Programm in der
Software wurde ausgewahlt. Nach Zugabe von 50 pl Chrono-Lume wurde das Programm
gestartet und innerhalb der 2 Minuten Inkubationszeit die Grundlinie (,Baseline®) durch
Driicken der Baseline-Taste eingestellt. Das Programm wurde nach 2 Minuten gestoppt und
zu Beginn des Neustarts wurde das jeweilige Reagenz, wie in Tabelle 10 aufgefihrt, hinein
pipettiert. Der Startpunkt wurde festgelegt. Die Messung wurde nach 6 bis 7 Minuten beendet
und gespeichert.

Zur Bestimmung der ADP-Freisetzung wurde im Kollagen-Programm wahrend der
Inkubationszeit zuséatzlich 5 ul Kreatinphosphat (CP) und 5 pl Kreatinphosphatkinase (CPK)

hinzugefligt. Der restliche Versuchsablauf war identisch zu den anderen Agonisten.

Tabelle 10: Agonisten des Lumiagreggometerversuchs (TRAP-6 = Thrombin Rezeptor
Aktivator Peptid 6)

Agonist Verdunnung Applikationsmenge Endkonzentration
Kollagen 100 pg/ml 10wl 2 pg/ml
1 mg/ml
5ul 10 pg/ml
(Stammlésung)
TRAP-6 2 mM 2,5l 10 pM
2mM 12,5 ul 50 uM
) 5 mg/ml
Arachidonsaure 5l 0,5 mg/ml

(Stammlésung)



3.3.5.3 AUSWERTUNG DER AGGREGATION UND ATP-FREISETZUNG

Mit Hilfe der Software Aggrolink8 wird die Transmission und Emission gemessen und grafisch
dargestellt. Eine beispielhafte Grafik mit wichtigen Aspekten istin Abbildung 1 zu sehen. Dabei
berechnet das Programm die in Tabelle 11 aufgefuhrten Parameter fur Aggregation und ATP-
Freisetzung.

Tabelle 11: Parameter der Lumiaggregometrie

Parameter Aggregation ATP-Freisetzung
) maximales Ausmalf der Maximale ATP-Konzentration
»<Amplitude® o )
Aggregation in % in nmol
»Slope“ Steigung der Kurve in % pro Minute
»Lag Time“ Latenzzeit in Minuten
»Area Under® Flache unterhalb der Kurve
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Abbildung 1: Auswertungsgrafik des Lumiaggregometers



Die freigesetzte ADP-Menge wird anhand folgender Formel berechnet:

ADP-Konzentration [nmol] = ATPmit ck und cpk [NMOI] - ATPohne ck und cpk [NMOI]

Die Messung der ATP-Konzentration mit und ohne Kreatinphosphat (CK) und
Kreatinphosphatkinase (CPK) erfolgte mit dem Agonisten Kollagen (10 pg/ml). Das so
berechenbare ATP/ADP-Ratio stellt das basale und ADP-umgewandelte ATP dar und kann
zur Unterscheidung von Speicherpooldefekten und sekretionsbedingten Defekten der &-
Granula genutzt werden. (73)

Fur die Auswertung ebenfalls interessant sind, die in der Grafik zum Teil sichtbare primére und
sekundare Aggregation, sowie die Formanderungen (,shape change®) (67, 69).

Je nach verwendeten Agonisten lassen sich daraus ebenfalls Schlisse ziehen. Thrombin
aktiviert die Thrombozyten auf vielfaltige Weise. Dadurch wird die volle Sekretion und
Aggregation erreicht. Eine reduzierte Sekretion deutet dann auf einen Speicherpooldefekt hin.
Sie ist jedoch kaum beeinflusst bei Membrandefekten oder Enzymdefekten. (69)

In diesem Experiment wurde anstelle von Thrombin das Thrombin Rezeptor Aktivator Peptid
6 (TRAP-6) verwendet. Dieses aktiviert die Thrombozyten nur tber den PAR-1 Rezeptor (73).
Kollagen benétigt intakte Membranrezeptoren, G-Protein-Einheiten und einen
funktionierenden Eicosanoid-Signalweg um Thrombozyten zu aktivieren. Daher lasst eine
reduzierte Aggregation auf Membran- oder Sekretionsdefekte schlie3en. Aul3erdem kann der
Effekt von ASS oder Nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAID) erkannt werden.
Arachidonsaure bedient den Eicosanoid-Syntheseweg. Die Aggregation ist reduziert bei einem
Defekt in diesem Weg oder bei Einnahme von ASS oder NSAIDs. (69)

3.3.6 ,CALIBRATED AUTOMATED THROMBOGRAPHY “(CAT)
3.3.6.1 ALLGEMEINES VERSUCHSPRINZIP

Die kalibrierte automatisierte Thrombographie (,Calibrated Automated Thrombography*, CAT)
ist eine Methode zur Bestimmung der Thrombingenerierung. Diese, durch Hemker et al. (74)
weiterentwickelte Methode detektiert kontinuierlich die Thrombinbildung in PPP und PRP.
Dazu wird ein fluorogenes Substrat, Z-Gly-Gly-Arg-AMC, verwendet. Thrombin spaltet von
diesem das fluoreszierende AMC (7-amino-4-methylcoumarin) ab. Bei einer
Exzitationswellenlange von 390 nm wird AMC angeregt und bei einer Emissionswellenlange
von 460 nm wird das Fluoreszenzsignal detektiert. (74)

Fur die Messung werden in jedes Well 80 pl Plasma gegeben. Dazu kommen 20 pl einer
Triggersubstanz. Im Geréat selbst wird die 96-Well-Platte bei 37°C gewarmt und zu Beginn der
Messung 20 pl FluCa (fluorogenes Substrat in Fluo-Puffer) in jedes Well pipettiert.
AnschlieRend wird die Platte geschittelt und die Messung gestartet. Diese Prozesse finden
automatisch im Gerat statt. Zur Berechnung der Thrombinkonzentration in Echtzeit, wird ein
Kalibrator genutzt. Dieser enthalt ein a2-Makroglobulin-Thrombin Komplex von dem die

Thrombinaktivitat bekannt ist. Der Komplex spaltet das Substrat wie Thrombin, wird jedoch



nicht durch Plasmainhibitoren (z.B. Antithrombin) beeinflusst. Da der Kalibrator mit demselben
zu untersuchenden Plasma gleichzeitig im Gerat gemessen wird, kann die
Thrombingenerierung in Echtzeit berechnet und abgebildet werden. (74)

Die Thrombingenerierung in PRP spiegelt zum gréf3ten Teil das physiologische
Gerinnungssystem wider. Die Methode wird aullerdem zur Untersuchung von
Gerinnungserkrankungen (z.B. von-Willebrand-Syndrom), Effekte von Antikoagulantien (orale
Antikoagulantien, Heparine) und Thrombozytenaggregationshemmern (z.B. ASS) genutzt.
(74-76)

3.3.6.2 VERSUCH ZUR THROMBINGENERIERUNG IN PFP UND PRP

Fur den in dieser Arbeit durchgefuhrten Versuch wurde, wie in Kapitel 3.3.2 beschrieben, PRP
und PFP gewonnen. Die Thrombozytenkonzentration des PRP wurde anschlieBend im
Sysmex Cell Counter gemessen und auf 150.000 Thrombozyten/ul mit PFP verdinnt.
Vorbereitend wurden zudem Verdinnungen von Thrombin (0,5 U/ml) und Convulxin (250
ng/ml und 5ug/ml) mit Tyrodepuffer hergestellt. PPP-Reagenz und PRP-Reagenz wurden in
je 1 ml deionisierten Wasser (Aqua ad injectabilia) geldst und im Verlauf fir mehrere
Experimente genutzt. Sie enthalten neben Phospholipiden Tissue Faktor, der als
physiologisches Element in den GefaBwanden vorkommt und somit die physiologische
Gerinnungskaskade in Gang bringt (75). Zum Vergleich ist, wie in 3.3.5.1 beschrieben, ein
Kalibrator notwendig. Dieser wurde ebenfalls in 1 ml deionisierten Wasser (Aqua ad
injectabilia) gelost und im Verlauf fir mehrere Experimente genutzt.

Fur den Versuch wurden, nach entsprechender Vorbereitung aller Komponenten, in je 3 Wells
pro Versuchsreihe einer 96-Well-Mikrotitrierplatte 80 pl Plasma (PFP oder verdinntes PRP)
pipettiert. AnschlieRend wurden 20 pl der Triggersubstanz (siehe Tabelle 12) hinzugegeben.
Der Kalibrator wurde in PFP gegeben.

Im Thrombogramm wurden mittels Thrombinoscope Software die Versuchsreihen definiert, die
Temperatur auf 37°C festgelegt und das Gerét vorgewarmt. Nach Eingabe der Platte wurde
das Experiment gestartet. Dazu verteilte das Gerat automatisiert das sogenannte ,FluCa“ auf
die vorher definierten Wells. Das FluCa wurde zuvor hergestellt und im Wasserbad auf 37°C
gewarmt. Es besteht aus dem fluorogenen Substrat Z-Gly-Gly-Arg-AMC und dem Fluo-Puffer,
der 17 mM Kalziumchlorid (CaCl;) enthalt.

Nach 60 Minuten wurde die Messung beendet und die kompletten Thrombogramme angezeigt.



Tabelle 12: Versuchsreihen im CAT fur PFP und PRP (PFP = Plattchen-freies Plasma, PPP
= Plattchen-armes Plasma, PRP = Plattchen-reiches Plasma, TF = ,Tissue Factor® =

Gewebefaktor, pM = Pikomolar, pM = Mikromolar, U = Unit, ml = Mililiter, ng = Nanogramm)

Versuchsreihe 1 2 3 4 5 6
Plasma PFP PRP PRP PRP PRP PRP
Bovines
PPP- PRP- Bovines ) Thrombin Tyrode-
Reagenz ) Convulxin
Reagenz Reagenz Thrombin und puffer
Convulxin
0,1 U/ mi
5pM TF,
Thrombin
Endkonzentration 4 uM
) 1pMTF 0,1 U/ml 50 ng/ml und 50
im Well Phospho-
- ng/ml
lipide .
Convulxin

3.3.6.3 VERSUCH ZUR THROMBINGENERIERUNG VON MNC UND WP

Die CAT wurde ebenfalls mit mononukledren Zellen (MNC) und gewaschenen Plattchen (WP)
durchgefihrt. Dazu wurden die MNC, wie in 3.3.4 beschrieben, hergestellt und nach Messung
der Konzentration im Sysmex Cell Counter auf 0,5x10% Zellen/ul verdunnt. Zur Verdiinnung
wurde PFP vom Patienten und von einer gesunden Person (nicht aus der Kontrollgruppe
stammend) verwendet. Die WP wurden, wie in 3.3.3 beschrieben, hergestellt und nach
Konzentrationsbestimmung auf 150.000 Zellen/ul verdinnt. Die Verdiinnung erfolgte wie bei
den MNC mit den beiden verschiedenen PFP’s. Die Reagenzien aus 3.3.6.2 wurden auch fir
diesen Versuch mitgenutzt.

Es erfolgte nun das Einpipettieren von 80 pl in je ein Well pro Zellverdiinnung auf eine 96-
Well-Mikrotitrierplatte (U-Form). Dazu kamen je 20 upl der in Tabelle 13 aufgefiihrten
Reagenzien. Auch ein Kalibrator mit PFP vom Patienten wurde wieder in 3 Wells pipettiert. Im
Thrombogramm wurden die entsprechenden Versuchsreihen definiert und bei 37°C die Platte
vorgewarmt. Dann erfolgte die automatische Zugabe von FluCa durch das Gerat. Nach 60

Minuten wurde die Messung beendet und die Graphen/Thrombogramme angezeigt.



Tabelle 13: Versuchsreihen im CAT fur MNC und WP (PFP = Plattchen-freies Plasma, PRP

Plattchen-reiches Plasma,

MNC =

mononukleare Zellen,

TF

.,Tissue Factor”

Gewebefaktor, WP = gewaschene Plattchen = isolierte Thrombozyten, pM = Pikomolar, U

Unit, ml = Mililiter)

Versuchsreihe

1
MNC mit Patienten-

2
MNC mit Patienten-

3
MNC mit Patienten-

PFP PFP PFP
MNC mit Kontroll- MNC mit Kontroll- MNC mit Kontroll-
PFP PFP PFP
Zellverdiinnung
WP mit Patienten- WP mit Patienten- WP mit Patienten-
PFP PFP PFP

Reagenz

Endkonzentration im

WP mit Kontroll-PFP

Tyrodepuffer

WP mit Kontroll-PFP

PRP-Reagenz

1pM TF

WP mit Kontroll-PFP

Bovines Thrombin

0,1 U/ml

Well

3.3.6.4 AUSWERTUNG DER THROMBINGENERIERUNG

Mit Hilfe der Thrombinoscope Software wurde pro Versuchsreihe ein Thrombogramm
gemittelt. Aus diesem wurden dann durch die Software verschiedene Werte berechnet, die in
Tabelle 14 aufgelistet und in Abbildung 2 visualisiert sind.

Die ,lag time®, auch Verzégerungszeit, ist die Zeit in min bis zum Beginn der Thrombinbildung.
Zu diesem Zeitpunkt beginnt auch die Bildung des sekundaren Thrombus und ist damit eine
Mdglichkeit die Gerinnungszeit zu messen (75-77).

Die ,time to peak” ist die Zeit in min bis zum Erreichen des ,Thrombin Peaks® und damit der
hdchsten Thrombinkonzentration (76).

Der , Thrombin Peak®, beschreibt den Hochstwert der Thrombinbildung in nM. An diesem Punkt
sind Thrombinbildung und —zerfall gleich schnell (77).

Das ,ETP“ das endogene Thrombin Potential, ist die Flache unterhalb der Thrombin-Kurve
gemessen in nM x min. Es ist proportional zur gebildeten Menge des fluoreszierenden
Spaltproduktes durch Thrombin und damit auch zur gebildeten Thrombinmenge Uber einen
bestimmten Zeitraum. (75)

Waéhrend die ,lag time“ normal sein kann, konnen vor allem ,Thrombin Peak®, ,time to peak”
und ,ETP“ gestort sein (75).



Tabelle 14: Parameter des Thrombogramms (min = Minute, nM = Nanomolar)

Parameter Definition Einheit
»sLag Time* Zeit bis zum Beginn der Thrombinbildung min
,»Thrombin Peak* Maximal erreichte Thrombinmenge nM
»Time to Peak“ Zeit bis zum Erreichen des Thrombin Peaks min
»ETP“ (endogenes Thrombin | gebildete Thrombinmenge Uber den gesamten M .
nM x min
Potential) Messzeitraum
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Abbildung 2: Parameter des Thrombogramms

Durch Verwendung verschiedener Triggersubstanzen, konnen unterschiedliche Aspekte
untersucht und beleuchtet werden. Tissue Faktor (TF) ist ein Bestandteil der Gefalwande und
ist somit der physiologische Trigger der Gerinnung (75, 77). Thrombin ist ein sehr potenter
Aktivator fur Thrombozyten (77), sodass die Thrombingenerierung am Ende von der
Thrombozytenfunktion abhéngig ist und somit eine Stimulation mit Thrombin
Funktionsstérungen der Thrombozyten detektieren kann (75).

Convulxin ist ebenfalls ein starker Thrombozytenaktivator. Es stimuliert die Thrombozyten Uber
den Kollagenrezeptor GPVI und gibt so Auskunft lber diesen spezifischen Signalweg des
Kollagens. (48)



4 ERGEBNISSE

4.1 STATISTISCHE ANALYSE

Die Stichprobe pro Patientengruppe ist nicht ausreichend grof3 um Signifikanzwerte zu
bestimmen. Jedoch lassen sich jeweils die einzelnen Gruppen mit den jeweiligen
Kontrollgruppen vergleichen und ein p-Wert, der eine Tendenz anzeigt und statistische
Aufféalligkeiten mit p<0,05 aufzeigt, errechnen. Es ist dann jedoch nicht von Signifikanz die
Rede, sondern nur von Tendenzen bzw. statistischen Auffélligkeiten, die sich abzeichnen
konnen.

Die Daten wurden mit der Software GraphPad Prism (Version 8) grafisch sowie statistisch
ausgewertet. Dazu wurde zundchst mittels Shapiro-Wilk-Test die Normalverteilung der
einzelnen Gruppe Uberprift und anschlieRend bei Normalverteilung fiir den Vergleich von zwei
Gruppen der t-Test bzw. bei nicht normalverteilten Gruppen der Mann-Whitney-Test

angewandt.

4.2 DESKRIPTIVE STATISTIK

4.2.1 PATIENTENCHARAKTERISTIKA

Fur diese Arbeit wurden Blutproben von 19 ET-Patienten untersucht. Bei 14 Patienten wurde
eine JAK2 V617F Mutation gefunden. 5 Patienten zeigten dagegen eine CALR-Mutation,
wobei 3 dieser Patienten eine Typ 1 Deletionsmutation und 2 eine Typ 2 Insertionsmutation
aufweisen. Die Einteilung der Patienten erfolgte anhand ihrer Mutation und der zytoreduktiven
Therapie mit Hydroxyurea (HU). Dabei ergaben sich 4 Gruppen. 6 Patienten mit JAK2 V617F
positiven Status und HU waren bei Studieneinschluss im Mittel 66,5 Jahre alt (Altersspanne
von 51 bis 87 Jahre). 8 JAK2 V617F positive Patienten wurden ohne HU behandelt und waren
im Mittel 51,25 Jahre alt (Altersspanne von 30 bis 73 Jahren). Bei den CALR-positiven
Patienten wurden 4 Personen mit HU behandelt und waren im Mittel 54,75 Jahre alt bei
Einschluss (Altersspanne von 42 bis 71 Jahren) und nur ein Patient mit CALR-Mutation im
Alter von 27 Jahren wurde ohne HU therapiert. Die Verteilung der Geschlechter, sowie die
magliche weitere Therapie mit Acetylsalicylsaure (ASS) ist in Tabelle 15 dargestellt. Weiterhin
zeigt die Tabelle 15 die Verteilung klinisch relevanter Charakteristika der jeweiligen Gruppen,
wie kardiovaskulare Risikofaktoren, thrombotische Ereignisse, Blutungsereignisse,
gerinnungsspezifische Erkrankungen, Mikrovaskulare Symptome und die Anzahl und Rate der

aufgetretenen Splenomegalien.



Tabelle 15: demografische und klinische Charakteristika der ET-Patienten nach Mutation und
zytoreduktiver Therapie (JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-

Gens, HU = Hydroxyurea, min. = minimal, max. = maximal, n = Anzahl, ASS =
Acetylsalicylsdure)

Mutation JAK2 CALR
zytoreduktive Therapie + HU -HU + HU -HU
Anzahl, n 6 8 4 1
Geschlecht:
mannlich, n (%) 3 (50) 0 2 (50) 0
weiblich, n (%) 3 (50) 8 (100) 2 (50) 1 (100)
Alter bei Studieneinschluss, 66,5 51,25 54,75 27
Jahre (min. — max.) (51-87) (830-73) (42-71) 27)
Weitere Therapie:
ASS, n (%) 3 (50) 4 (50) 3 (75) 1 (100)
Kardiovaskulare Risikofaktoren
(einer oder mehr), n (%) 6 (100) > (62.9) 4 (100) 0
arterielle Hypertonie 5(83) 4 (50) 1(25)
Diabetes mellitus 1(17) 1(12,5) 0
Dyslipidamie 2 (33) 1(12,5) 1 (25)
Nikotinabusus 1(17) 3(37,5) 3 (75)

aktueller 1(17) 0 2 (50)

ehemaliger 0 3(37,5) 1(25)
positive Familienanamnese 0 1(12,5) 0
thrombotische Ereignisse (eins
oder mehrere), n (%) 2(33) 3(37.9) 0 0
arteriell 2 (33) 3(37,5)
venos 2 (33) 0
Blutungsereignisse (eins oder
mehrere). n (%) 5(83) 7(87,5) 2 (50) 0
Blutungsneigung 3 (50) 3 (37,5 1(25)
Hamatomneigung 2 (33) 5(62,5) 2 (50)
Gastrointestinale Blutung 1(17) 1(12,5) 0
Gynékologische Blutung 0 1(12,5) 0

Hirnblutung 0 1(12,5) 0



Gerinnungsspezifische
Erkrankungen (eins oder 3 (50) 7 (87,5) 2 (50) 0
mehrere), n (%)

Erworbenes von Willebrand

Syndrom 3 (50) 6 (75) 2 (50)
Faktor-V-Leiden 0 2 (25) 0
Protein-S-Mangel 1(17) 0 0
Mikrovaskulare Symptome (eins

oder mehrere), n (%) 3(50) 4(50) 1(29) 0
Parasthesien 1(17) 1(12,5) 0
Kopfschmerzen 1(17) 3 (37,5 1(25)
Visusstorungen 2 (33) 2 (25) 0
Schwindel 2 (33) 1(12,5) 1 (25)
Tinnitus/H6rschwache 0 1(12,5) 0
Splenomegalie (ab

geringgradiger VergréR3erung), 0 4 (50) 1(25)

n (%)

In der folgenden Tabelle 16 sind Mittelwerte, sowie Minimum, Maximum und Range wichtiger
Blutparameter der Patientengruppen dargestellt. Nur zwei Patienten wiesen dabei eine

extreme Thrombozytose von tiber 1000x10° Thrombozyten pro pl Blut auf.

Tabelle 16: Blutparameter der ET-Patienten nach Mutation und zytoreduktiver Therapie (JAK2
= Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, min. = minimal, max. =
maximal, n = Anzahl, INR = International Normalized Ratio, aPTT= aktivierte Partielle
Thromboplastinzeit, sek = Sekunden, mg = Milligramm, dl = Deziliter, g = Gramm, pl =
Mikroliter, vVWF= von-Willebrand-Faktor)

Mutation JAK2 CALR
Therapie + HU -HU +HU -HU
Anzahl, n 6 8 4 1
Blutbild:

Thrombozytenkonzentration, 581,75 649,07 637,14 854
[x103/ul] (min. — max.) (267 — 991) (287 — 1157) (420 — 1128) (854)
davon > 1000 x10%/ul, n (%) 0 1(12,5) 1(25) 0
Leukozytenkonzentration, 8,97 7,7 571 57

[x103/pl] (min. — max.) (50-12,9)  (3,6-10,5) (3,3-7,9) (5.7)



Erythrozytenkonzentration,

[x108/ul] (min. — max.)

Hamoglobin, [g/dl] (min. — max.)

Hamatokrit, [%] (min. — max.)
Gerinnung:

Quick, [%] (min. — max.)

INR, (min. — max.)

aPTT, [sek] (min. — max.)

Faktor VIII, [%] (min. — max.)

Fibrinogen, [mg/dI] (min. — max.)

VWEF-Antigen, [%] (min. — max.)

VWEF-AKktivitat, [%] (min. — max.)

3,95
(3,0 - 4,77)
12,7
(10,6 — 14,9)
38,17
(33,3 - 44,2)

82
(35 -127)
1,37
(0,9-2,1)
35,15
(29,6 — 40,7)
121,67
(86 — 140)
368
(301 — 468)
126,67
(71 - 155)
115,33
(54 — 146)

4.2.2 PROBANDENCHARAKTERISTIKA

4,69
(3,75 — 5,76)
12,71
(10,9 — 14,4)
38,8
(33,4 - 43,6)

83,67
(32 - 100)
1,26
(1,0-23)
33,4
(28,2 — 42,5)
111,45
(79 — 199)
252,67
(197 — 291)
98,5
(59 — 167)
70,67
(43 - 116)

3,07
(2,69 — 3,44)
10,79
(9,5 -12,5)
31,11
(27,5 - 35,5)

83
(79 - 91)
1,125
(1,0-12)
31,7
(29,4 — 35,3)
124,7
(91,8 — 155)
251,33
(184 — 291)
143,75
(93 — 215)
104,75
(72 - 157)

3,88
(3,88)
10,3
(10,3)
30,9
(30,9)

Als Kontrollgruppe dienten 10 gesunde erwachsene Probanden. Die Probanden wurden
(ASS)

beeinflussenden Medikamente und unter 3-tagiger ASS-Einnahme (einmal taglich 100 mg)

jeweils ohne Acetylsalicylsaure-Einnahme oder anderer Thrombozyten-
untersucht. Zum Zeitpunkt der ASS-Einnahme betrug das mittlere Alter 38,4 Jahre
(Altersspanne von 23 bis 68 Jahre) und bei der Untersuchung ohne ASS-Einnahme 39,2 Jahre
(Altersspanne von 24 bis 69 Jahre). Weitere Charakteristika und die Blutparameter sind in

Tabelle 17 zusammengestellt.

Tabelle 17: demografische Charakteristika und Blutparameter der Kontrollprobanden (ASS =

Acetylsalicylsaure, min. = Minimum, max. = Maximum, n = Anzahl)

mit ASS ohne ASS
Geschlecht:
mannlich, n (%) 5 (50) 5 (50)
weiblich, n (%) 5 (50) 5 (50)
38,4 39,2
Alter, Jahre (Range)
(23 -68) (24 - 69)

Blutparameter:



Thrombozytenkonzentration, [x103/pl] 236,1 228,3
(min. — max.) (174 — 300) (167 — 291)
Leukozytenkonzentration, [x103/pl] 5,19 4,63
(min. — max.) (4,0-6,5) (2,9-5,7)
Erythrozytenkonzentration, [x108/ul] 4,35 4,35
(min. — max.) (3,64 — 4,65) (3,87 — 4,88)
) . 12,92 12,9
Hamoglobin, [g/dl] (min. — max.)
(9,3-14,2) (10,8 - 14,7)
) ) 41,67 37,7
Héamatokrit, [%] (min. — max.)
(29,3 -40,8) (32,3-43,1)

4.3 EXPLORATIVE DATENANALYSE

4.3.1 AGONISTEN-INDUZIERTE THROMBOZYTARE AGGREGATION

Zur Evaluierung der Thrombozyten-Aggregation bei Patienten mit ET wurde ein Cut-Off von 2
60% (maximale Aggregation) induziert durch hohe Agonistenkonzentrationen
(Arachidonsaure: 0,5 mg/ml; TRAP-6: 50 uM; Kollagen: 10 mg/ml) als ,normal“ geman
laborinterner Kontrolluntersuchungen und entsprechend nach Zhou und Schmaier (78) und
Althaus et al. (79). Flr intermediare Agonistenkonzentrationen (TRAP-6: 10 uM; Kollagen: 2
pg/ml) wurde kein Cut-Off fir die maximale Aggregation festgelegt, da die maximale
Aggregationsantwort der Thrombozyten interindividuell schwankt (79).

Die Patienten wurden in ihrer jeweiligen Gruppe zusatzlich beziiglich der Einnahme von
Acetylsalicylsaure (ASS) unterteilt.

Eine Ubersicht tiber Median, Minimum und Maximum, sowie 25% und 75% Perzentile und p-

Werte der jeweiligen Gruppen und Experimente, findet sich im Anhang unter 8.1.1 und 8.2.1.

4.3.1.1 ARACHIDONSAURE-INDUZIERTE THROMBOZYTARE AGGREGATION

In Abbildung 3 sind die Ergebnisse der Aggregation unter Zugabe von 0,5 mg/mi
Arachidonsaure dargestellt. Die Grafik A zeigt dabei die Patientengruppen ohne zusatzliche
ASS Therapie im Vergleich zu den Kontrollen ohne ASS-Einnahme. Gut zu sehen ist, dass die
Kontrollen ohne ASS eine Aggregation oberhalb des Cut-Offs aufwiesen (Median: 69%). Auch
die Thrombozyten des CALR-positiven Patienten reagierten auf Arachidonsaure mit einer
Aggregation >60% (max. Aggregation: 72%). Die Gruppe der JAK2-positiven ohne HU-
Therapie hatten im Median ebenfalls eine ausreichende thrombozytare Aggregation von 65 %.
Lediglich die Thrombozyten der JAK2-positiven mit HU-Einnahme reagierten gar nicht bis gut
auf den Agonisten und lagen damit im Median unterhalb von 60% der maximalen Aggregation.
Die Frage besteht daher, ob einer der Patienten ASS eingenommen hatte, z.B. als
Schmerzmedikation, ohne die entsprechende Angabe gemacht zu haben. In der statistischen
Analyse zeigten sich tendenzielle Unterschiede beim Vergleich der Kontrollgruppe ohne ASS
mit den JAK2-positiven mit HU (p=0,015) und ohne HU (p=0,04). Auch die Kontrollen mit ASS



im Vergleich zu den JAK2-positiven ohne HU wiesen eine statistische Auffalligkeit mit einem
p-Wert von 0,001 auf.

In Grafik B sind die Ergebnisse der Patienten mit zusatzlicher ASS-Therapie im Vergleich zu
den Kontrollen mit und ohne ASS-Einnahme dargestellt. Die Thrombozyten der Kontrollgruppe
mit ASS reagierten dabei gar nicht auf die Arachidonséure, genau wie bei den Patienten mit
CALR Mutation mit und ohne HU-Therapie (max. Aggregation: 0%). Bei den Patienten mit
JAK2-Mutation gab es jeweils in der Gruppe mit und ohne HU-Therapie einen Patienten,
dessen Thrombozyten auf den Agonisten reagierten. Bei diesen Patienten stellt sich die Frage
der akkuraten Einnahme von ASS (,Compliance®). Im statistischen Vergleich fielen hier nur

Tendenzen zwischen der Kontrollgruppe ohne ASS und den drei Patientengruppen, mit jeweils
einem p-Wert unter 0,05, auf.
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Abbildung 3: Thrombozyten-Aggregation bei Patienten mit ET nach Zugabe von
Arachidonsaure (0,5 mg/ml), A) ohne ASS-Einnahme, B) mit ASS-Einnahme (ASS =
Acetylsalicylsdure, max. = maximal, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des
Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, n = Anzahl)

4.3.1.2 TRAP-6-INDUZIERTE THROMBOZYTARE AGGREGATION

Abbildung 4 zeigt die Aggregation unter Zugabe von TRAP-6 mit einer intermediaren
Konzentration von 10 uM. In Grafik A sind wieder die Patientengruppen ohne ASS-Therapie
im Vergleich mit den Kontrollen ohne ASS-Einnahme aufgefuhrt. Die Kontrollgruppe ohne ASS
zeigte eine variable maximale Aggregation mit einem Median von 35%. Bei der Gruppe der
JAK2-positiven ohne HU waren die Aggregationswerte ebenfalls sehr heterogen. Jedoch lag
der Median (39%) hoher als bei den Kontrollen ohne ASS. Die Thrombozyten der Gruppe der



JAK2-positiven mit HU reagierten dagegen kaum auf die niedrige TRAP-6 Konzentration bis
auf einen Patienten. Die Thrombozyten des Patienten mit der CALR Mutation und HU-
Therapie zeigten wiederum gar keine Reaktion auf den Agonisten. Beim Vergleich der
Gruppen fielen keine Tendenzen auf.

Grafik B zeigt die Patienten mit ASS-Therapie im Vergleich zu den beiden Kontrollgruppen.
Die Kontrollgruppe mit ASS zeigte eine verminderte thrombozytare Aggregation im Vergleich
zu den Kontrollen ohne ASS-Einnahme. Die Thrombozyten der Gruppe ,JAK2 mit HU“ zeigten
keine bis wenig Aggregation. Die Werte der JAK2-Gruppe ohne HU waren wieder heterogen
verteilt. Jedoch lagen die Aggregationswerte mit einem Median von 31,5% etwas unterhalb
vom Median der Kontrollgruppe ohne ASS-Einnahme (Median: 35%), aber oberhalb des
Medians der Kontrollgruppe mit ASS (Median: 20%). Die Thrombozyten der CALR-Gruppe mit
HU aggregierten kaum und der CALR-positive Patient ohne HU reagierte mit seinen
Thrombozyten gar nicht auf den Agonisten. Auch hier zeigten sich im statistischen Vergleich
keine Auffalligkeiten.
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Abbildung 4: Thrombozyten-Aggregation bei Patienten mit ET nach Zugabe von TRAP-6 (10
UM), A) ohne ASS-Einnahme, B) mit ASS-Einnahme (TRAP-6 = Thrombin Rezeptor Aktivator
Peptid 6, ASS = Acetylsalicylsdure, max. = maximal, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR

= Mutation des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, n = Anzahl)

In Abbildung 5 sind die Aggregationswerte bei Zugabe einer hohen TRAP-6 Konzentration (50
uM) dargestellt. Grafik A zeigt die Patienten ohne ASS-Therapie im Vergleich zu den
Kontrollen ohne ASS. Dabei zeigten die Kontrollen ohne ASS-Einnahme normale

Aggregationswerte (deutlich Uber dem Cut-Off von 60%). Auch die Thrombozyten der JAK2-



Gruppe ohne HU-Therapie reagierten auf den Agonisten (Median: 66%). Die Thrombozyten
der JAK2-positiven mit HU-Einnahme dagegen reagierten bis auf einen Patienten kaum. Auch
die Thrombozyten des CALR-positive Patienten mit HU aggregierten kaum (max. Aggregation
< 60%). Bei der Analyse der Werte zeigten die Vergleiche der Kontrollen ohne ASS mit den
JAK2-positiven mit HU (p=0,007) und ohne HU (p=0,018) statistische Auffalligkeiten. Auch der
Vergleich von Kontrollen mit ASS und den JAK2-positiven mit HU wies eine statistische
Tendenz auf (p=0,034).

In Grafik B sind die Patienten mit ASS-Therapie im Vergleich zu den beiden Kontrollgruppen
dargestellt. Die Kontrollen mit ASS-Einnahme lagen wie die Kontrollen ohne ASS mit ihren
Aggregationswerte im Median Uber dem Cut-Off von 60%. Damit zeigte sich keine relevante
TxA>-Sensitivitéat der Aggregierbarkeit von Kontroll-Thrombozyten induziert durch eine hohe
TRAP-6 Konzentration. Die Thrombozyten der JAK2-Gruppe mit HU reagierten bis auf eine
Ausnahme gut (max. Aggregation > 60%). Auch die Thrombozyten der JAK2-positiven ohne
HU erreichten Werte Uber 60%. Dagegen war die Thrombozyten-Aggregation in der Gruppe
,CALR mit HU“ erniedrigt und bei dem Patienten ohne HU kaum vorhanden. Beide Gruppen
lagen mit ihren Werten unterhalb des Cut-Off. Bei der statistischen Auswertung war die Gruppe
,CALR mit HU" im Vergleich zu den Kontrollen mit ASS (p=0,002) und ohne ASS (p=0,0001)
auffallig. Ebenfalls eine Tendenz zeigte der Vergleich der Kontrollen ohne ASS mit den JAK2-
positiven mit HU-Einnahme (p=0,046).
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Abbildung 5: Thrombozyten-Aggregation bei Patienten mit ET nach Zugabe von TRAP-6 (50
UM), A) ohne ASS-Einnahme, B) mit ASS-Einnahme (TRAP-6 = Thrombin Rezeptor Aktivator
Peptid 6, ASS = Acetylsalicylsaure, max. = maximal, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR
= Mutation des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, n = Anzahl)

4.3.1.3 KOLLAGEN-INDUZIERTE THROMBOZYTARE AGGREGATION

Abbildung 6 zeigt die Aggregation unter Zugabe von 2 pg/ml Kollagen. Dabei zeigt Grafik A
die Patienten ohne zusatzliche ASS-Therapie im Vergleich zu den Kontrollen ohne ASS-
Einnahme. Bei der intermediaren Kollagenkonzentration reichten die Aggregationswerte in der
Kontrollgruppe ohne ASS-Einnahme von 1% bis 77% und zeigten damit das unterschiedliche
interindividuelle Ansprechen der Thrombozyten auf die intermediare Agonistenkonzentration.
Bei der Gruppe ,JAK2 mit HU“ und ,CALR mit HU* aggregierten die Thrombozyten kaum. Die
Thrombozyten der Gruppe der JAK2-positiven ohne HU reagierten im Median weniger auf den
Agonisten (20%) als die Kontroll-Thrombozyten (Median: 35%). Statistisch gab es keine
Auffalligkeiten bei den Gruppenvergleichen (p>0,05).

In Grafik B sind die Patienten mit ASS-Therapie im Vergleich zu den Kontrollen zu sehen. Die
Kontrollgruppe mit ASS zeigte deutlich niedrige Aggregationswerte (1-23%). Auch die
Thrombozyten der Patientengruppen ,JAK2 mit HU*, ,CALR mit HU* und ,CALR ohne HU*
reagierten nicht auf die intermediare Konzentration. Bei der Gruppe der JAK2-positiven ohne
HU reichte die Reaktion der Thrombozyten von gut (62%) bis kaum vorhanden (1%). Der
Median mit 1,5% zeigte jedoch, dass nur wenige Patienten mit ihren Thrombozyten reagierten.

Die Analyse der Gruppen miteinander zeigten keine statistischen Tendenzen.
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Abbildung 6: Thrombozyten-Aggregation bei Patienten mit ET nach Zugabe von Kollagen (2
pg/ml), A) ohne ASS-Einnahme, B) mit ASS-Einnahme (ASS = Acetylsalicylsdure, max. =
maximal, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU =
Hydroxyurea, n = Anzahl)

Abbildung 7 stellt die Ergebnisse der Aggregation mit hoher Kollagen-Konzentration (10 pg/ml)
zusammen. Grafik A zeigt dabei die Patienten ohne ASS-Einnahme im Vergleich zu der
Kontrollgruppe ohne ASS. Die Thrombozyten der Kontrollen ohne ASS reagierten auf die hohe
Konzentration des Kollagens mit maximalen Aggregationswerten deutlich tber den Cut-Off
(>60%). Auch die Thrombozyten der Gruppen ,JAK2 ohne HU“ und ,CALR mit HU"
aggregierten gut, mit Werten oberhalb des Cut-Off. Lediglich die Werte der JAK2-positiven mit
HU lagen im Median (55%) unter 60% der Aggregation. Dabei reichten die
Aggregationsmaxima von 28% bis 79%. Im statistischen Vergleich war nur eine Tendenz
zwischen der Kontrollgruppe ohne ASS und den JAK2-positiven mit HU erkennbar (p=0,022).
In Grafik B sind die Patienten mit ASS-Therapie im Vergleich zu den beiden Kontrollgruppen
dargestellt. Die Kontrollen mit ASS lagen mit ihren Werten ebenfalls tber dem Cut-Off von
60% und zeigten damit, dass bei der hohen Kollagen-Konzentration die Thrombozyten-
Aggregation relativ unabhéngig von der ASS-Einnahme ist. Dagegen waren die
Aggregationswerte der Patientengruppen ,JAK2 mit HU“, ,CALR mit HU“ und ,CALR ohne HU"
deutlich unterhalb von 60%. Der Median der JAK2-positiven ohne HU lag ebenfalls unterhalb
des Cut-Off, die Aggregation der Thrombozyten reichte jedoch von 19% bis 78%. Alle



Gruppenvergleiche mit den Kontrollen mit und ohne ASS-Einnahme zeigten dabei statistische

Auffalligkeiten mit p-Werten unter 0,05.
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Abbildung 7: Thrombozyten-Aggregation bei Patienten mit ET nach Zugabe von Kollagen (10
pg/ml), A) ohne ASS-Einnahme, B) mit ASS-Einnahme (ASS = Acetylsalicylsdaure, max. =
maximal, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU =

Hydroxyurea, n = Anzabhl)

4.3.2 AGONISTEN-INDUZIERTE THROMBOZYTARE ADP- UND ATP-FREISETZUNG
Von einer adaquaten Sekretion von ADP und ATP aus den delta-Granula kann nur
ausgegangen werden, wenn eine ausreichende Aggregation stattfindet. Daher sind nur Werte
von Patienten und Probanden mit einer maximalen Aggregation von >45% in die Auswertung
eingegangen.

Eine Ubersicht tiber Median, Minimum und Maximum, sowie 25% und 75% Perzentile und p-
Werte der jeweiligen Gruppen und Experimente, findet sich im Anhang unter 8.1.2 und 8.2.2.

4.3.2.1 THROMBOZYTARE ATP-FREISETZUNG UNTER TRAP-6-STIMULATION

Die Abbildung 8 zeigt die ATP-Freisetzung unter Zugabe von 50 uM TRAP-6. In Grafik A sind
dabei die Patienten ohne zusétzliche ASS-Therapie im Vergleich zu der Kontrollgruppe ohne
ASS aufgefuhrt. Die Kontrollgruppe ohne ASS-Einnahme erreichte im Median 1,33
nmol/2x108Thrombozyten/ml ATP mit Werten von 2,04 bis 0,63 nmol/2x108Thrombozyten/ml
ATP. Die Gruppe ,,JAK2 mit HU“ lag mit ihrem Median von 0,485 nmol/2x108Thrombozyten/ml
ATP deutlich unter diesen Werten. Noch niedriger war die gemessene ATP-Konzentration der

Thrombozyten des  CALR-positiven  Patienten mit HU-Einnahme mit 0,16



nmol/2x108Thrombozyten/ml ATP. Die Thrombozyten der JAK2-positiven ohne HU
sezernierten ebenfalls weniger ATP, jedoch lagen sie im Median mit 0,575
nmol/2x108Thrombozyten/ml ATP héher als alle anderen Patientengruppen. In der Analyse
ergab sich beim Vergleich der Kontrollgruppe ohne ASS mit den JAK2-positiven mit HU ein p-
Wert von 0,036 und ohne HU ein p-Wert von 0,011 und damit statistische Auffélligkeiten.

In Grafik B sind die Patientengruppen mit ASS-Einnahme im Vergleich zu den beiden
Kontrollgruppen dargestellt. Die Kontrollgruppe mit ASS erreichte im Vergleich zur
Kontrollgruppe ohne ASS niedrigere ATP-Konzentrationen mit einem Median von 0,69
nmol/2x108Thrombozyten/ml ATP, aber einer Werteverteilung von 1,52 bis 0,21
nmol/2x108Thrombozyten/ml ATP. Damit zeigten die Thrombozyten eine relative ASS-
Sensitivitat bezuglich der TRAP-6-stimulierten delta-Granula Sekretion. Die Thrombozyten der
Gruppe ,JAK2 mit HU“ sezernierten kaum ATP mit einem Median von 0,2
nmol/2x108Thrombozyten/ml ATP. Die thrombozytare ATP-Freisetzung der JAK2-positiven
ohne HU lag im Median bei 0,565 nmol/2x108Thrombozyten/ml ATP und die Gruppe ,CALR
mit HU“ erreichte einen Median von 0,5 nmol/2x108Thrombozyten/ml ATP. Damit lagen die
beiden zuletzt genannten Gruppen im unteren Bereich der Kontrollgruppe mit ASS. Beim
Vergleich der Kontrollen ohne ASS mit den Patientengruppen zeigten sich statistische
Aufféalligkeiten (p<0,05). Ebenfalls zeigte der Vergleich der Kontrollgruppe mit ASS mit den
JAK2-positiven mit HU (p=0,039) eine Tendenz.

Bei allen Patientengruppen mit und ohne ASS-Therapie waren die gemessenen ATP-
Konzentrationen im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen deutlich erniedrigt. Damit ergibt
sich bei einer guten Aggregationsleistung (245%) eine Stérung der delta-Granula, eine

sogenannte delta-Storage-Pool-Deficiency. Genauere Untersuchungen hierzu erfolgten in

einer weiteren Doktorarbeit in der Arbeitsgruppe von || EGcCcNEEEEEEEEEEE
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Abbildung 8: thrombozytare ATP-Freisetzung bei Patienten mit ET nach Zugabe von TRAP-6
(50 pM), A) ohne ASS-Einnahme, B) mit ASS-Einnahme (TRAP-6 = Thrombin Rezeptor
Aktivator Peptid 6, ASS = Acetylsalicylsdure, max. = maximal, JAK2 = Mutation des JAK2-
Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, n = Anzahl, TZ =
Thrombozyten, nmol = Nanomol, ml = Mililiter)

4.3.2.2 THROMBOZYTARE ATP-FREISETZUNG UNTER KOLLAGEN-STIMULATION

In Abbildung 9 sind die freigesetzten ATP-Mengen bei Zugabe von 10 pg/ml Kollagen
zusammengestellt. Grafik A zeigt dabei die Werte der Patienten ohne ASS-Einnahme im
Vergleich mit der Kontrollgruppe ohne ASS. Die ATP-Menge der Kontrollgruppe ohne ASS-
Einnahme lag im Median bei 0,96 nmol/2x108Thrombozyten/ml. Die JAK2-positiven mit HU
erreichten im Median eine ATP-Konzentration von 0,53 nmol/2x108Thrombozyten/ml ATP.
Auch die Thrombozyten der JAK2-positiven ohne HU sezernierten im Median 0,535
nmol/2x108Thrombozyten/ml ATP. Der Patient mit CALR Mutation und mit HU-Therapie setzte
thrombozytar dagegen kaum ATP durch Stimulation mit Kollagen frei (0,16
nmol/2x108Thrombozyten/ml ATP). Lediglich der Vergleich der Kontrollgruppe ohne ASS mit
den JAK2-positiven ohne HU-Therapie zeigte mit einem p-Wert von 0,032 eine statistische
Auffalligkeit.

In Grafik B sind die Patientengruppen mit ASS-Therapie im Vergleich mit den Kontrollgruppen
aufgefuhrt. Die Kontrollgruppe mit ASS lag im Median nur bei 0,48
nmol/2x108Thrombozyten/ml ATP und sezernierte thrombozytar damit gerade mal die Halfte
der ATP-Menge der Kontrollgruppe ohne ASS. Die thrombozytare ATP-Freisetzung induziert

durch eine hohe Kollagen-Konzentration war damit relativ sensitiv fir ASS. Ebenfalls niedrig



lag der Median der thrombozytaren ATP-Freisetzung der JAK2-positiven ohne HU-Therapie
mit 0,42 nmol/2x108Thrombozyten/ml ATP. Deutlich darunter lag die sezernierte ATP-Menge
der Thrombozyten der JAK2-positiven mit HU mit einem Median von 0,19
nmol/2x108Thrombozyten/ml ATP. Der Vergleich der Kontrollgruppe ohne ASS mit den JAK2-
positiven ohne HU-Therapie zeigte dabei eine Tendenz (p=0,009).

Bei allen Patientengruppen ohne ASS-Therapie waren die gemessenen ATP-Konzentrationen
im Vergleich zur entsprechenden Kontrollgruppe deutlich erniedrigt. Damit ergibt sich bei einer
guten Aggregationsleistung (245%) eine Stérung der delta-Granula, eine sogenannte delta-
Storage-Pool-Deficiency. Genauere Untersuchungen hierzu erfolgten in einer weiteren
Doktorarbeit in der AG | . D:>0c0cn waren die thrombozytar
freigesetzten ATP-Mengen bei den Patientengruppen mit ASS im Vergleich zur Kontrollgruppe
mit ASS-Einnahme &hnlich niedrig. Dies spricht fur eine relative ASS-Sensitivitat der
Thrombozyten bei Verwendung von Kollagen als Agonisten.
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Abbildung 9: thrombozytdre ATP-Freisetzung bei Patienten mit ET nach Zugabe von Kollagen
(10 pg/ml), A) ohne ASS-Einnahme, B) mit ASS-Einnahme (ASS = Acetylsalicylsaure, max.
maximal, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU

Hydroxyurea, n = Anzahl, nm = Nanomol, TZ = Thrombozyten, ml = Milliliter)

4.3.2.3 THROMBOZYTARE ADP-FREISETZUNG UNTER KOLLAGEN-STIMULATION

Die Abbildung 10 zeigt die ADP-Freisetzung nach Zugabe von 10 pg/ml Kollagen. In Grafik A
sind die Patientengruppen ohne ASS-Therapie im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne ASS-
Einnahme dargestellt. Die Thrombozyten der Kontrollgruppe ohne ASS setzte im Median 1,19

nmol/2x108Thrombozyten/ml ADP frei. Alle drei Patientengruppen lagen mit ihren



thrombozytar freigesetzten ADP-Konzentrationen deutlich unter dem Median der
Kontrollgruppe ohne ASS. Die statistische Analyse zeigte fir die Vergleiche der Gruppe ,JAK2
ohne HU* mit den Kontrollen mit ASS (p=0,039) und ohne ASS (p=0,003) tendenzielle
Unterschiede.

In Grafik B sind dagegen die Patientengruppen mit ASS-Therapie im Vergleich zu den beiden
Kontrollgruppen dargestellt. Im Median setzten die Thrombozyten der Kontrollen mit ASS 0,55
nmol/2x108Thrombozyten/ml ADP frei. Damit war die freigesetzte ADP-Konzentration um
mehr als die Halfte reduziert im Vergleich zu den Kontrollen ohne ASS. Somit bestand auch
fur die thrombozytare ADP-Freisetzung induziert durch den Agonisten Kollagen eine relative
ASS-Sensitivitat. Die Thrombozyten der Gruppe ,JAK2 mit HU“ setzten mit 0,19
nmol/2x108Thrombozyten/ml ADP kaum ADP frei. Die Gruppe ,JAK2 ohne HU“ dagegen
erreichte im Median eine  thrombozytare =~ ADP-Konzentration von 0,48
nmol/2x108Thrombozyten/ml ADP und lag damit nur gering unterhalb der Kontrollen mit ASS.
Im Vergleich zeigte nur die Gruppe ,JAK2 ohne HU“ in Bezug zu den Kontrollen ohne ASS
eine statistische Auffalligkeit mit einem p-Wert von 0,025.

Bei allen Patientengruppen ohne ASS-Therapie waren die gemessenen ADP-Konzentrationen
im Vergleich zur entsprechenden Kontrollgruppe ohne ASS-Einnahme deutlich erniedrigt.
Damit ergibt sich bei einer guten Aggregationsleistung (245%) eine Stérung der delta-Granula,
eine sogenannte delta-Storage-Pool-Deficiency. Genauere Untersuchungen hierzu erfolgten
in einer weiteren Doktorarbeit der AG || GGG D29cgcn waren die
thrombozytar freigesetzten ADP-Mengen bei den Patientengruppen mit ASS im Vergleich zur
Kontrollgruppe mit ASS-Einnahme &hnlich niedrig. Dies spricht flr eine relative ASS-

Sensitivitat der Thrombozyten-Aggregation bei Verwendung von Kollagen als Agonisten.
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Abbildung 10: thrombozytdre ADP-Freisetzung bei Patienten mit ET nach Zugabe von
Kollagen (10 pg/ml), A) ohne ASS-Einnahme, B) mit ASS-Einnahme (ASS =
Acetylsalicylsdure, max. = maximal, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des
Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, n = Anzahl, nmol = Nanomol, TZ = Thrombozyten, ml
= Mililiter)

4.3.3 MESSUNG DER PLASMATISCHEN UND THROMBOZYTAREN
THROMBINGENERIERUNG

Die Messung im Plattchen-freiem Plasma (PFP) bildet die plasmatische Thrombingenerierung
ab. Dabei konnen aber auch zellulare Mikropartikel involviert sein. Die thrombozytare
Thrombingenerierung wurde dagegen im Plattchen-reichem Plasma (PRP) gemessen.

Eine Ubersicht tiber Median, Minimum und Maximum, sowie 25% und 75% Perzentile und p-
Werte der jeweiligen Gruppen und Experimente, findet sich im Anhang unter 8.1.3 und 8.2.3.

4.3.3.1 “LAG TIME”

Die ,lag time®, auch Verzbégerungszeit genannt, ist die Zeit bis zum Beginn der
Thrombinbildung (75-77).

Abbildung 11 zeigt die ,lag time“ nach Zugabe von 5 pM TF (,tissue factor®, Gewebefaktor) fur
alle Patienten- sowie Kontrollgruppen mit entsprechender Therapie im PFP in Gegenwart von
anionischen Phospholipiden. Es zeigte sich, dass die ,lag time* fur alle Gruppen ahnlich
einsetzte. Der Median der Kontrollgruppen lag bei 3,28 Minuten (ohne ASS) und bei 3,32
Minuten (mit ASS). Das Plasma der JAK2-positiven Patienten mit HU zeigten mit 3,5 Minuten
den geringsten Abstand zu den Kontrollen, wobei das Plasma der CALR-positiven Patienten

mit HU-Einnahme mit 4,27 Minuten den grof3ten Abstand aufwiesen. Die Ergebnisse wiesen



keine statistisch tendenziellen Unterschiede zwischen den Patientengruppen und den beiden

Kontrollgruppen auf.
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Abbildung 11: ,Lag time“ im PFP unter Zugabe von 5 pM TF und anionischen Phospholipiden
(PFP = Plattchen-freies Plasma, pM = Pikomolar, TF = ,Tissue factor = Gewebefaktor, JAK2
= Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, ASS
= Acetylsalicylsaure, n = Anzahl, min = Minuten)

In Abbildung 12 sind die Messungen der ,lag time“im PRP aller Patientengruppen im Vergleich
zu den Kontrollgruppen dargestellt. Grafik A zeigt dabei die ,ag time“ der basalen
Thrombingenerierung, das heil3t ohne Zugabe eines Thrombozyten-Triggers. Die
thrombozytare Thrombinbildung setzte in der Kontrollgruppe ohne ASS mit einem Median von
21,83 Minuten als erstes ein. Im Vergleich dazu war die ,lag time” in der Kontrollgruppe mit
ASS-Einnahme verlangert (Median: 24,33 min). Auch die Thrombozyten der Patientengruppen
reagierten verzogert mit einem Median von 24,67 Minuten in der Gruppe ,,CALR mit HU* und
25,17 Minuten in der Gruppe ,JAK2 ohne HU“ Die langsamste ,lag time“ im Experiment
wiesen die Thrombozyten der JAK2-positiven Patienten ohne HU-Einnahme, mit einem
Median von 31,84 Minuten, auf. Bei der Messung zeigte sich nur eine auffallige Verlangerung
der ,lag time" bei den JAK2-positiven Patienten ohne HU-Therapie im Vergleich zu der
Kontrollgruppe ohne ASS-Einnahme (p=0,014).

Grafik B zeigt die ,lag time“ im PRP unter Zugabe von 1 pM Gewebefaktor fir die
Patientengruppen im Vergleich zu den Kontrollen. Die Thrombozyten der Kontrollen begannen
mit der Thrombinbildung im Median ahnlich schnell (mit ASS: 10,39 min, ohne ASS: 9,89 min).

Im Vergleich dazu war die thrombozytare ,lag time® des CALR-positiven Patienten ohne HU-



Therapie mit 7,22 Minuten deutlich schneller. Verzégert reagierten die Thrombozyten der
CALR-positiven Patienten mit HU-Einnahme mit einer medianen ,lag time* von 15,12 Minuten.
Die Reaktion der Thrombozyten der JAK2-positiven Patientengruppen setzte nur wenig
langsamer ein, als die der Kontrollgruppe mit ASS (mit HU: 11,73 min, ohne HU: 10,95 min).
Die Analyse der ,lag time* ergab Unterschiede in der Gruppe der CALR-positiven Patienten
mit HU-Therapie im Vergleich zur Kontrollgruppe mit ASS (p=0,01), sowie ohne ASS
(p=0,001). Auch bei den JAK2-mutierten Patienten mit HU-Einnahme fallt statistisch eine
verlangerte ,lag time* im Vergleich zu den Kontrollen ohne ASS auf (p=0,014).

In Grafik C sind die Ergebnisse der Messung der ,lag time* im PRP unter Zugabe von 0,1 U/ml|
Thrombin dargestellt. Mit einer medianen ,lag time“ von 11,11 Minuten waren die
Thrombozyten der Kontrollgruppe mit ASS-Einnahme am schnellsten mit ihrer Reaktion auf
den Agonisten. Im Gegensatz dazu lag die ,lag time“-Werte der Kontrollgruppe ohne ASS im
Median bei 13,56 Minuten. Die Thrombozyten der Patientengruppen ohne HU-Therapie
reagierten im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne ASS schneller (,JAK2-HU*: 13,43 min;
»,CALR-HU": 13,22 min), wahrend die thrombozytare ,lag time“ der Patientengruppen mit HU-
Einnahme verlangert war (,JAK2+HU*: 14,06 min; ,CALR+HU": 14,45 min). Alle
Gruppenvergleiche zeigten keine Tendenzen mit einem p-Wert unter 0,05.

Bei Grafik D handelt es sich um die Darstellung der Ergebnisse fir die ,lag time® im PRP unter
Zugabe von 50 ng/ml Convulxin. Die Kontrollgruppe ohne ASS erreichte mit ihren
Thrombozyten eine mediane ,lag time* von 13,84 Minuten. Die Thrombozyten der Kontrollen
mit ASS reagierten etwas spater mit einem Median von 14,95 Minuten. Beide Kontrollgruppen
wiesen eine kirzere ,lag time* auf als die Patientengruppen. Die Thrombozyten der Patienten
reagierten verzdgert auf den Agonisten mit einem Median von 16,62 Minuten fir die JAK2-
positiven mit HU, 17,26 Minuten fur die JAK2-positiven ohne HU und 18 Minuten fir die CALR-
positiven mit HU. Am deutlichsten war die thrombozytare ,lag time“ bei dem CALR-positiven
Patienten ohne HU-Einnahme, mit 22,78 Minuten, verlangert. Bei Verwendung von Convulxin
als Agonist fielen statistische Unterschiede auf. Dabei war die ,lag time* bei allen
Patientengruppen im Vergleich zu den Kontrollen verlangert. Dies betrifft die ,JAK2+HU"-
Gruppe in Bezug auf die Kontrollen mit ASS (p=0,015) und ohne ASS (p=0,002), sowie die
~JAK2-HU“-Gruppe im Vergleich zu der Kontrollgruppe mit ASS (p=0,01) und ohne ASS
(p=0,005). Einzig bei den CALR-positiven Patienten mit HU-Einnahme zeigte sich nur eine
Tendenz einer verléangerten ,lag time® im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne ASS mit einem p-
Wert von 0,032.

Grafik E zeigt die ,lag time“ im PRP unter Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin und 50 ng/ml
Convulxin. Unter diesen Bedingungen erreichten die Thrombozyten der Kontrollgruppe ohne
ASS-Einnahme einen Median von 7,49 Minuten. Es folgte die Kontrollgruppe mit ASS (Median:
8,54 Minuten). Die Thrombozyten der Patientengruppen wiesen eine etwas verzogerte ,lag

time* auf. Die Gruppe ,JAK2 mit HU“ erreichte eine thrombozytéare ,lag time“ von 9,28 Minuten



im Median und lag damit nah an der ,lag time*“ der Kontrollgruppe mit ASS. Ahnlich schnell

reagierten die Thrombozyten der JAK2-positiven Patienten ohne HU (Median: 9,33 min) und

die Thrombozyten des Patienten mit CALR-Mutation und ohne HU-Einnahme (9,67 min). Die

langsten ,lag time“ wiesen die Thrombozyten der CALR-positiven Patienten mit HU auf

(Median: 10,11 min). Bei der Messung der

Jag time“ zeigte sich eine tendenzielle

Verlangerung in der Gruppe der CALR-mutierten Patienten mit HU-Therapie im Vergleich zu
den Kontrollen mit ASS (p=0,012), wie auch ohne ASS-Einnahme (p=0,003). Auch die JAK2-

positiven Patienten ohne HU fallen mit einer verlangerten ,lag time* gegenltiber den Kontrollen

ohne ASS auf (p=0,03).
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E) Thrombin und Convulxin
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Abbildung 12: ,Lag time® im PRP, a) basal, B) unter Zugabe von 1 pM TF und anionischen
Phospholipiden C) Unter Zugabe von Thrombin (0,1 U/ml), D) unter Zugabe von Convulxin
(50 ng/ml), E) unter Zugabe von Thrombin (0,1 U/ml) und Convulxin (50 ng/ml) (PRP
Plattchen-reiches Plasma, pM = Pikomolar, TF = ,tissue factor® = Gewebefaktor, JAK2 =
Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, ASS =

Acetylsalicylsaure, n = Anzahl, min = Minuten)
4.3.3.2 “TTPEAK”

Die ,time to peak” (,ttPeak") ist die Zeit bis zum Erreichen des ,Thrombin Peaks" und damit
der hochsten Thrombinkonzentration (76).

Abbildung 13 zeigt die ,ttPeak” im PFP unter Zugabe von 5 pM TF fir die einzelnen
Patientengruppen im Vergleich zu den Kontrollgruppen. Die plasmatische ,ttPeak® der
Kontrollgruppen waren ahnlich mit einem Median von 6,39 Minuten bei den Kontrollen ohne
ASS und einem Median von 6,45 Minuten mit ASS-Einnahme. Kurz darauf folgten das Plasma
der JAK2-positiven Patienten ohne HU-Therapie (Median: 6,56 min) und der JAK2-positiven
mit HU sowie das Plasma des CALR-positiven Patienten ohne HU mit jeweils 6,89 Minuten.
Am langsten dauerte es den ,Peak” zu erreichen beim Plasma der CALR-positiven Patienten
mit HU-Therapie mit einem Median von 7,38 Minuten. Die Gruppenvergleiche zeigten dabei

keine statistischen Auffalligkeiten.
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Abbildung 13: ,ttPeak” im PFP unter Zugabe von 5 pM TF und anionischen Phospholipiden
(LttPeak” = ,time to Peak® = Zeit bis zum Peak, PFP = Plattchen-freies Plasma, pM =
Pikomolar, TF = ,Tissue factor® = Gewebefaktor, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR =
Mutation des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsaure, n = Anzabhl,

min = Minuten)

In Abbildung 14 sind die ,ttPeak*-Werte im PRP dargestellt. Grafik A zeigt dabei die ,ttPeak*
der basalen Thrombinbildung der jeweiligen Patienten- und Kontrollgruppen. Die
Thrombozyten der Kontrollprobanden ohne ASS erreichten den ,Peak” im Median nach 37,67
Minuten. Nur wenig langer bendtigten die Thrombozyten der Kontrollen mit ASS-Einnahme
(Median: 38,11 min). Die Gruppe der JAK2-positiven Patienten mit HU-Therapie wies eine
ahnliche ,ttPeak” auf wie die Kontrollgruppe ohne ASS (Median: 37,33 min). Die Thrombozyten
der CALR-mutierten Patienten mit HU-Einnahme waren nur geringfliigig langsamer im
Erreichen des ,Peaks” als die Kontrollgruppe mit ASS (Median: 39,17 min). Deutlich verlangert
war jedoch die thrombozytare ,ttPeak® der JAK2-positiven Patienten ohne HU-Therapie mit
einem Median von 42,61 Minuten. Bei der basalen Messung der ttPeak zeigten sich ebenfalls
keine Tendenzen beim Vergleich der Patientengruppen gegentiber den Kontrollen.

In Grafik B ist die ,ttPeak” im PRP unter Zugabe von 1 pM TF dargestellt. Die Kontrollen ohne
ASS lagen im Median bei 23,06 Minuten und mit ASS bei 24,11 Minuten. Dazwischen lagen
mit &hnlichen Werten die beiden JAK2-Gruppen (mit HU: 23,28 min, ohne HU: 23,22 min). Bei
den CALR-positiven Patienten verhielt es sich hingegen sehr gegensatzlich. Die
Thrombozyten der Patientengruppe mit HU-Therapie hatten eine verlangerte ,ttPeak® von
28,03 Minuten, wogegen der Patient ohne HU-Einnahme eine deutlich verkirzte

thrombozytare ,ttPeak® von 18,67 Minuten, in Bezug auf die Kontrollgruppen, aufwies. Die



Analyse der ,ttPeak“-Werte zeigte eine Verlangerung in der Gruppe der CALR-positiven mit
HU-Therapie im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne ASS-Einnahme (p=0,005), jedoch nicht
gegenuber den Kontrollen mit ASS. Auch die Auswertung der JAK2-Gruppen im Vergleich zu
den Kontrollgruppen ergaben keine Tendenzen anhand der p-Werte.

Die Grafik C stellt die ,ttPeak® im PRP unter Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin dar. Hier zeigte
sich, dass die Thrombozyten der Kontrollgruppe mit ASS wesentlich schneller den ,Peak”
erreichten (Median: 26,23 min) als ohne ASS-Einnahme (Median: 30,72 min). Die medianen
LtPeak“-Werte der Patientengruppen waren jeweils einer Kontrollgruppe ahnlich. So waren die
Thrombozyten der JAK2-positiven Patienten mit HU (Median: 26,34 min) und die
Thrombozyten des CALR-positiven Patienten ohne HU (26,56 min) ahnlich schnell wie die
Kontrollen mit ASS. Dagegen hatten die CALR-positiven Patienten mit HU ebenfalls eine
verlangerte thrombozytare ,ttPeak” mit einem Median von 30,94 Minuten wie die Kontrollen
ohne ASS. Die JAK2-positiven Patienten ohne HU lagen mit ihrer thrombozytaren ,ttPeak”
zwischen den Werten der Patienten-, wie auch Kontrollgruppen, mit einem Median von 27,89
Minuten. Es ergaben sich keinerlei statistischer Unterschiede bei den Gruppenvergleichen.
Grafik D zeigt die ,ttPeak” im PRP unter Zugabe von 50 ng/ml Convulxin. Dabei erreichten die
Thrombozyten der Kontrollen ohne ASS den ,Thrombin Peak® am schnellsten (Median: 16,5
min). Dem folgend war die Kontrollgruppe mit ASS-Einnahme mit einem Median von 18,45
Minuten. Die Thrombozyten der Patientengruppen brauchten jeweils langer (,JAK2+HU*
20,22 min, ,JAK2-HU* 20,6 min, ,CALR+HU": 21,28 min). Die langste ,ttPeak“ ergab sich bei
den Thrombozyten des Patienten mit CALR-Mutation und ohne HU-Therapie mit 26 Minuten.
Bei Zugabe von Convulxin zum PRP zeigten sich Unterschiede durch Verlangerung der
JtPeak” bei den JAK2-positiven Patienten mit HU gegenliber beiden Kontrollgruppen (mit
ASS: p=0,027; ohne ASS: p=0,002), sowie bei den JAK2-positiven Patienten ohne HU-
Therapie gegenliber den beiden Kontrollpopulationen (mit ASS: p=0,027; ohne ASS: p=0,007).
Bei der ,CALR+HU“-Gruppe war nur der Vergleich mit der Kontrollgruppe ohne ASS-
Einnahme mittels p-Wert auffallig (p=0,039).

In Grafik E ist die ,ttPeak® im PRP unter Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin und 50 ng/ml Convulxin
fur die jeweiligen Gruppen dargestellt. Die Thrombozyten der Kontrollen ohne ASS erreichten
den ,Thrombin Peak* am schnellsten (Median: 12,39 min). Verzogert zu diesen folgte die
Kontrollgruppe mit ASS (Median: 15 Minuten). Eine, der Kontrollgruppe mit ASS, &hnliche
J[tPeak" ergab sich fur die Thrombozyten der JAK2-positiven Patienten ohne HU mit einem
Median von 15,22 Minuten. Alle anderen Gruppen wiesen eine deutlich langere thrombozytare
L[tPeak” auf, mit einem Median von 17,28 Minuten fur die JAK2-Gruppe mit HU, einem Median
von 17,78 Minuten fur die CALR-positiven Patienten mit HU und am langsten brauchten die
Thrombozyten des CALR-mutierten Patienten ohne HU mit 19,44 Minuten. Die Ergebnisse
zeigten tendenzielle Unterschiede aller Patientengruppen gegenuber der Kontrollgruppe ohne

ASS. So ergab sich ein p-Wert von 0,005 im Vergleich zur Gruppe der JAK2-Patienten mit HU



und ein p-Wert von 0,027 beim Vergleich mit den JAK2-positiven Patienten ohne HU-Therapie.

Die CALR-mutierten Patienten mit HU-Einnahme zeigten sogar einen statistisch auffalligen p-

Wert gegenuber beiden Kontrollgruppen durch eine verlangerte ,ttPeak” (mit ASS: p=0,039;

ohne ASS: p=0,006).
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Abbildung 14: ,ttPeak” im PRP, a) basal, B) unter Zugabe von 1 pM TF und anionischen
Phospholipiden C) Unter Zugabe von Thrombin (0,1 U/ml), D) unter Zugabe von Convulxin
(50 ng/ml), E) unter Zugabe von Thrombin (0,1 U/ml) und Convulxin (50 ng/ml) (,ttPeak® =
Ltime to Peak” = Zeit bis zum Peak, PRP = Plattchen-reiches Plasma, pM = Pikomolar, TF =
stissue factor* = Gewebefaktor, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des

Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsdure, n = Anzahl, min = Minuten)

4.3.3.3 “THROMBIN PEAK”

Der ,Thrombin Peak®, beschreibt den Hochstwert des generierten Thrombins (77). Er wird in
Nanomolar (nM) angegeben.

In Abbildung 15 sind die ,Thrombin Peaks” im PFP unter Zugabe von 5 pM TF flir die
Patientengruppen im Vergleich zu den Kontrollen dargestellt. Das Plasma der Kontrollgruppen
erreichte jeweils einen medianen ,Thrombin Peak* von 282,5 nM ohne ASS-Einnahme und
273,5 nM mit ASS-Einnahme. Den hdchsten ,Thrombin Peak” unter den Patientengruppen,
wie auch gegenuiber den beiden Kontrollgruppen, generierte das Plasma der JAK2-positiven
Patienten ohne HU-Therapie mit einem Median von 288,9 nM. Unter den Kontrollen mit
ahnlichen ,Thrombin Peak“-Werten lagen das Plasma der JAK2-positiven und der CALR-
positiven Patienten jeweils mit HU-Einnahme (,JAK2+HU": Median von 256 nM; ,CALR+HU*:
Median von 254 nM). Am niedrigsten war der plasmatsich erzeugte ,Thrombin Peak® des
CALR-mutierten Patienten ohne HU-Therapie mit 226,5 nM. Die Auswertung der Werte ergab

keine statistischen Auffalligkeiten bei den Gruppenvergleichen.
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Abbildung 15: ,Thrombin Peak im PFP unter Zugabe von 5 pM TF und anionischen
Phospholipiden (PFP = Plattchen-freies Plasma, pM = Pikomolar, TF = ,Tissue factor® =
Gewebefaktor, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU

= Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsaure, n = Anzahl, nM = nanomolar)

In Abbildung 16 ist der ,Thrombin Peak" im PRP fir die jeweiligen Gruppen zusammengestellt.
Grafik A zeigt dabei die Werte der basalen Thrombinbildung. Die Thrombozyten der Kontrollen
ohne ASS erreichten im Median 55,23 nM Thrombin, wahrend die Kontrollen mit ASS einen
thrombozytaren ,Thrombin Peak® von 48,11 nM (Median) generierten. Die Thrombozyten der
JAK2-positiven Patienten mit HU-Therapie lagen im Median mit ihren produzierten , Thrombin
Peak® von 54,13 nM zwischen den Kontrollen. Dagegen ist der thrombozytare ,, Thrombin
Peak” der JAK2-positiven Patienten ohne HU niedriger mit einem Median von 38,78 nM. Den
gréten ,Thrombin Peak® aller Gruppen, auch im Vergleich zu den Kontrollen, erzeugten die
Thrombozyten der CALR-positiven Patienten mit HU-Einnahme mit 75,58 nM (Median). Der
einzig auffallige ,Thrombin Peak® im Gruppenvergleich war der erniedrigte , Thrombin Peak"
der ,JAK2-HU“-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne ASS (p=0,038). Die restlichen
Gruppenvergleiche zeigten keine statistischen Unterschiede anhand des p-Wertes.

In Grafik B werden die ,Thrombin Peaks* im PRP unter Zugabe von 1 pM TF dargestellt. Die
Kontrollen erreichten dabei einen thrombozytaren ,Thrombin Peak® von 102,9 nM (Median)
ohne ASS und 96,58 nM (Median) mit ASS-Einnahme. Darunter lagen die , Thrombin Peak®-
Werte der JAK2-positiven Patienten ohne HU-Therapie mit einem Median von 96,42 nM und
der CALR-positive Patient ohne HU mit 86,27 nM. Die Thrombozyten der beiden
Patientengruppen mit HU-Therapie dagegen erzeugten hohere ,Thrombin Peaks® als die der

Kontrollen. Die ,JAK2+HU“-Gruppe erreichte mit inren Thrombozyten einen ,Thrombin Peak*



von 113,1 nM im Median und die Thrombozyten der ,CALR+HU“-Gruppe im Median 115,6 nM
Thrombin. Fir die Messungen fielen keine statistischen Tendenzen durch einen p-Wert unter
0,05 in den Gruppenvergleichen auf.

Grafik C zeigt die ,Thrombin Peaks“ im PRP unter Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin. Die
Thrombozyten der Kontrollgruppe mit ASS erreichten im Median 66,23 nM Thrombin und die
Thrombozyten der Kontrollen ohne ASS einen Median von 55,54 nM Thrombin. Zwischen den
Werten der Kontrollen lagen die CALR-positiven Patienten mit HU-Einnahme mit einem
medianen thrombozytar erzeugten ,Thrombin Peak® von 54,53 nM und die JAK2-positiven
Patienten ohne HU mit einem Median von 59,35 nM Thrombin. Am héchsten war der gebildete
,Thrombin Peak® durch die Thrombozyten der JAK2-positiven Patienten mit HU mit einem
Median von 74,95 nM. Am niedrigsten war dagegen der Wert beim CALR-mutierten Patienten
ohne HU-Therapie mit 33,93 nM Thrombin. Die Gruppenvergleiche zeigten keine statistischen
Auffalligkeiten.

Die Grafik D stellt die ,Thrombin Peak“-Ergebnisse im PRP unter Zugabe von 50 ng/ml
Convulxin zusammen. Am héchsten lag hier der ,Thrombin Peak” bei der Kontrollgruppe ohne
ASS mit einem Median von 275 nM. Die Thrombozyten der Kontrollen mit ASS-Einnahme
dagegen erzeugten nur einen medianen ,Thrombin Peak® von 208,6 nM. Es bestand daher
eine statistische Auffalligkeit mit p<0,05, welche eine relative ASS-Sensitivitdt der
thrombozytaren Thrombinbildung induziert durch Thrombin aufzeigte. Zwischen den medianen
Werten der Kontrollgruppen lagen die thrombozytar gebildeten ,Thrombin Peaks® der
~JAK2+HU*-Gruppe (Median: 231,9 nM) und der ,CALR-HU"“-Gruppe (Median: 226,7 nM).
Weniger Thrombin als die Kontrollen wurde durch die Thrombozyten der JAK2-positiven
Patienten mit HU (Median: 202,9 nM) und des CALR-positiven Patienten ohne HU (189 nM)
gebildet. Es konnte ein Unterschied zwischen der ,JAK2+HU*“-Gruppe und den Kontrollen
ohne ASS festgestellt werden (p=0,037). Auch der ,Thrombin Peak*-Wert der JAK2-positiven
Patienten ohne HU-Einnahme war erniedrigt und zeigte im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne
ASS eine statistische Tendenz mit einem p-Wert von 0,017.

In Grafik E sind die ,,Thrombin Peaks" im PRP unter Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin und 50
ng/ml Convulxin dargestellt. Am hochsten lag der thrombozytare ,Thrombin Peak® bei der
Kontrollgruppe ohne ASS mit einem Median von 179 nM. Die Kontrollen mit ASS folgten mit
Abstand mit einem medianen thrombozytar erzeugten ,, Thrombin Peak® von 114,5 nM. Dieser
Abstand war statistisch auffallig (p<0,05) und zeigte eine relative ASS-Sensitivitat bezlglich
der Thrombin- und Convulxin-stimulierten Thrombinbildung. Weiter unterhalb der
Kontrollgruppen lagen die ,Thrombin Peak“-Werte der ,CALR+HU"“-Gruppe mit 102,4 nM
(Median), der ,JAK2+HU“-Gruppe mit 98,51 nM (Median), sowie der ,JAK2-HU“-Gruppe mit
80,95 nM (Median). Den niedrigsten ,Thrombin Peak* erzielten die Thrombozyten des CALR-
positiven Patienten ohne HU-Therapie mit 71,85 nM. Die Analyse der ,Thrombin Peak®-Werte

zeigten bei allen Patientengruppen einen Unterschied gegentber der Kontrollgruppe ohne



ASS-Einnahme. Dabei waren die ,Thrombin Peaks* der Patientengruppen deutlich erniedrigt.

Der p-Wert der ,JAK2+HU“-Gruppe lag bei 0,009 gegentber den Kontrollen ohne ASS, bei
den JAK2-positiven Patienten ohne HU-Einnahme war p=0,004 und die CALR-Patienten mit

HU-Therapie hatten einen p-Wert von 0,013 im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne ASS.

Dagegen ergaben sich keine statistischen Unterschiede beim Vergleich der Patienten mit der
Kontrollgruppe mit ASS-Einnahme.
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E) Thrombin und Convulxin
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Abbildung 16: ,Thrombin Peak® im PRP, a) basal, B) unter Zugabe von 1 pM TF und
anionischen Phospholipiden C) Unter Zugabe von Thrombin (0,1 U/ml), D) unter Zugabe von
Convulxin (50 ng/ml), E) unter Zugabe von Thrombin (0,1 U/ml) und Convulxin (50 ng/ml) (PRP
= Plattchen-reiches Plasma, pM = Pikomolar, TF = ,tissue factor* = Gewebefaktor, JAK2 =
Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, ASS =
Acetylsalicylsaure, n = Anzahl, nM = Nanomolar)

4.3.3.4 "ETP”

Das ,ETP das endogene Thrombin Potential, ist die Flache unterhalb der Thrombin-Kurve
und bezeichnet die gebildete Thrombinmenge Uber einen gewissen Zeitraum. Es ist
proportional zur gebildeten Thrombinmenge (75).

Abbildung 17 zeigt das ,ETP“ im PFP unter Zugabe von 5 pM TF fir die jeweiligen Gruppen.
Das Plasma der Kontrollen erreichte die héchsten endogenen Thrombin Potentiale mit einem
Median von 1675 nM x min bei den Probanden ohne ASS-Einnahme und einem Median von
1637 nM x min mit ASS-Einnahme. Leicht erniedrigt im Vergleich zu den Kontrollen lagen die
Patientengruppen. Das ,ETP“im PFP war fir keine der Patientengruppen im Vergleich zu den
Kontrollen statistisch auffallig.
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Abbildung 17: ,ETP* im PFP unter Zugabe von 5 pM TF und anionischen Phospholipiden
(LETP“ = endogenes Thrombin potential, PFP = Plattchen-freies Plasma, pM = Pikomolar, TF
= ,Tissue factor® = Gewebefaktor, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des
Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsaure, n = Anzahl, nM = Nanomolar,
min = Minuten)

In Abbildung 18 sind die ,ETP“-Werte im PRP dargestellt. Dabei zeigt Grafik A die ,ETP*-
Ergebnisse der basalen Thrombinbildung. Die Thrombozyten der Kontrollgruppe ohne ASS
erreichte ein medianes ,ETP“ von 1216 nM x min und mit ASS 1062 nM x min. Die JAK2-
positiven Patienten mit HU lagen mit inrem thrombozytar erzeugten ,ETP* nur wenig unterhalb
der Kontrollen mit ASS mit einem Median von 995,9 nM x min. Dagegen fast halbiert war das
,ETP* der Thrombozyten der JAK2-positiven Patienten ohne HU-Therapie mit einem Median
von 640,5 nM x min im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne ASS-Einnahme. Nur die
,CALR+HU“-Gruppe erzeugte mit ihren Thrombozyten ein héheres ,ETP* mit einem Median
von 1228 nM x min gegentuber den Kontrollen. Bei der Analyse der Werte fielen erniedrigte
Tendenzen in der Gruppe der JAK2-positiven Patienten ohne HU-Therapie gegeniber den
Kontrollen auf (mit ASS: p=0,027; ohne ASS: p=0,0038). Keine Tendenzen waren dagegen
bei den Vergleichen der anderen Patientengruppen mit den Kontrollen anhand der p-Werte zu
erkennen.

Die Grafik B stellt das ,ETP* im PRP unter Zugabe von TF fur Patienten- und Kontrollgruppen
dar. Die Thrombozyten der Kontrollen ohne ASS generierten das hochste ,ETP* mit einem
Median von 1864 nM x min. Ahnliche Werte erreichten die Thrombozyten der Kontrollgruppe
mit ASS (Median: 1710 nM x min). Auch die JAK2-positiven Patienten mit HU (Median: 1713

nM x min) und ohne HU-Einnahme (Median: 1711 nM X min) erzeugten mit ihren



Thrombozyten Werte, die den Kontrollprobanden mit ASS-Einnahme &hnlich waren. Nur wenig
darunter lagen die thrombozytar generierten ,ETP“-Werte der CALR-positiven Patienten mit
HU (Median: 1696 nM x min), sowie des CALR-mutierten Patienten ohne HU-Therapie (1580
nM x min). Es zeigten sich keine statistischen Auffalligkeiten bei den Gruppenvergleichen.

In Grafik C sind die ,ETP“-Ergebnisse im PRP unter Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin zu sehen.
Hier lagen die Kontrollen mit ASS bei 1371 nM x min (Median) und ohne ASS bei 1245 nM x
min (Median) thrombozytar erzeugten ,ETP“-Werten. Ein héheres ,ETP* generierten die
Thrombozyten der JAK2-positiven Patienten ohne HU mit einem Median von 1433 nM x min.
Auch die ,JAK2+HU“-Gruppe lag mit ihrem thrombozytar gebildeten ,ETP*“ hoher als die
Kontrollgruppen (Median: 1383 nM x min). Die beiden ,CALR"“-Gruppen erreichten jeweils mit
ihren Thrombozyten ein niedrigeres ,ETP“ als die Kontrollen (mit HU: Median von 1037 nM x
min, ohne HU: 910,8 nM x min). Auch hier fielen keine statistischen Unterschiede im
Gruppenvergleich auf.

Grafik D zeigt das ,ETP“ im PRP unter Zugabe von 50 ng/ml Convulxin. Ein hohes ,ETP*
erreichten die Thrombozyten der Kontrollgruppe ohne ASS-Einnahme mit einem Median von
1591 nM x min. Darunter lagen die Kontrollen mit ASS mit einem Median von 1422 nM x min.
Etwas darunter lag das generierte ,ETP“ der Thrombozyten der ,JAK2+HU“-Gruppe (Median:
1388 nM x min), sowie der ,CALR+HU"-Gruppe (Median: 1361 nM x min). Die Thrombozyten
der JAK2-positiven Patienten dagegen erzeugten ein, im Vergleich zu der Kontrollgruppe mit
ASS, hoheres ,ETP* von 1455 nM x min im Median. Am niedrigsten war das ,ETP* der
Thrombozyten des CALR-positiven Patienten ohne HU-Therapie mit 1160 nM x min). Die
Auswertung der Gruppenvergleiche zeigte auch hier keine Tendenzen.

Die Grafik E stellt das ,ETP“ im PRP unter Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin und 50 ng/ml
Convulxin zusammen. Auch hier lag das thrombozytar erzeugte endogene Thrombin Potential
am hdchsten bei der Kontrollgruppe ohne ASS-Einnahme mit einem Median von 1613 nM x
min. Die Thrombozyten der Kontrollen mit ASS erzielten einen Median von 1473 nM x min.
Dazwischen lagen die JAK2-positiven Patienten mit HU-Therapie mit ihren thrombozytar
gebildeten ,ETP* von 1509 nM x min (Median). Nur wenig unterhalb der ASS-Kontrolle folgten
die Thrombozyten der JAK2-positiven Patienten ohne HU mit einem medianem ,ETP“ von
1459 nM x min. Auch die CALR-positiven mit HU-Einnahme lagen mit ihren Thrombozyten mit
einem Median von 1363 nM x min nur gering unterhalb des ,ETP* der Kontrollgruppe mit ASS.
Am niedrigsten war wieder das thrombozytar erzeugte ,ETP“ des CALR-positiven Patienten
ohne HU mit 1134 nM x min. Die Analyse der ,ETP“-Werte zeigte jedoch keine statistischen

Unterschiede. Alle p-Werte waren groéR3er als 0,05.
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Abbildung 18: ,ETP“ im PRP, a) basal, B) unter Zugabe von 1 pM TF und anionischen
Phospholipiden C) Unter Zugabe von Thrombin (0,1 U/ml), D) unter Zugabe von Convulxin
(50 ng/ml), E) unter Zugabe von Thrombin (0,1 U/ml) und Convulxin (50 ng/ml) (,ETP® =
endogenes Thrombin potential, PRP = Plattchen-reiches Plasma, pM = Pikomolar, TF =
stissue factor* = Gewebefaktor, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des
Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsaure, n = Anzahl, nM = Nanomolar,

min = Minuten)

4.3.4 MESSUNG DER THROMBINGENERIERUNG VON ISOLIERTEN THROMBOZYTEN
Eine Ubersicht tiber Median, Minimum und Maximum, sowie 25% und 75% Perzentile und p-

Werte der jeweiligen Gruppen und Experimente, findet sich im Anhang unter 8.1.4 und 8.2.4.

4.3.4.1 “LAG TIME”

Abbildung 19 zeigt die ,lag time“ der isolierten Thrombozyten von Patienten und Kontrollen
jeweils in Eigenplasma- bzw. im Plasma einer Kontrollperson resuspendiert. Grafik A stellt
dabei die ,lag time* der basalen Thrombinbildung dar. Die Thrombozyten der Kontrollen ohne
ASS im Eigenplasma erreichten eine ,lag time* von 18,42 Minuten (Median). Im Vergleich war
die ,lag time® im Kontrollplasma etwas verlangert mit 24 Minuten im Median. Die Thrombozyten
der Kontrollen mit ASS waren im Eigenplasma (Median: 21,34 min) und im Kontrollplasma
(Median: 20,5 min) etwa gleich schnell. Schneller als die Kontrollen begannen die
Thrombozyten der JAK2-positiven Patienten mit HU Thrombin zu bilden mit einer medianen
sag time*von 16,33 Minuten. Im Kontrollplasma waren sie etwas langsamer mit einem Median
von 18,83 Minuten. Ahnlich schnell wie die Thrombozyten der Kontrollen ohne ASS waren die

Thrombozyten der ,,CALR+HU"“-Gruppe im Eigenplasma mit einem Median von 18,67 Minuten.



Im Kontrollplasma lag die ,Lag time* deutlich hoher mit 26,84 Minuten (Median).
Entgegengesetzt verhalt es sich bei der ,JAK2-HU“-Gruppe. Dort war die thrombozytar
erreichte ,lag time“ im Eigenplasma (Median: 20,83 min) langsamer als im Kontrollplasma
(Median: 17,72 min). Am langsamsten waren die Thrombozyten des CALR-mutierten
Patienten ohne HU-Therapie mit 31 Minuten im Eigenplasma und 33,67 Minuten im
Kontrollplasma. Die basale Messung der ,lag time* der isolierten Thrombozyten zeigte nur eine
statistische Auffalligkeit bei den CALR-positiven Patienten mit HU-Therapie im Kontrollplasma
im Vergleich zu den Kontrollen ohne ASS im Eigenplasma. Die ,lag time* war dabei fir die
Thrombozyten der Patienten deutlich verlangert und so ergab sich ein p-Wert von 0,042. Die
restlichen Gruppenvergleiche blieben ohne erkennbare Tendenz mittels p-Wert.

Grafik B zeigt die ,lag time* unter Zugabe von 1 pM TF. Die Thrombozyten der Kontrollen ohne
ASS hatten dabei eine schnelle ,lag time® sowohl im Eigen- (Median: 7,85 min) als auch im
Kontrollplasma (Median: 8,5 min). Die Kontrollen mit ASS-Einnahme lagen mit ihren
thrombozytaren Reaktionszeit dariber mit einem Median von 10,83 min im Eigenplasma und
11,34 Minuten im Kontrollplasma. Im Eigenplasma hatten ,JAK2+HU“-Patienten (Median: 8,5
min), ,JAK2-HU“-Patienten (Median: 8,5 min) und der ,CALR-HU"“-Patient (8,67 min) eine
ahnliche thrombozytér erzeugte ,lag time* wie die entsprechende Kontrollgruppe ohne ASS.
Im Kontrollplasma war die Verzégerungszeit der Thrombozytenreaktion der JAK2-positiven
Patienten etwas verlangert (,JAK2+HU*: Median von 9 min; ,JAK2-HU": Median von 9,5 min).
Der CALR-positive Patient ohne HU dagegen reagierte mit seinen Thrombozyten schneller im
Kontrollplasma mit einer ,lag time“ von 7,17 Minuten. Die Thrombozyten der ,CALR-HU*-
Patienten hatten eine langsamere, aber untereinander ahnliche, ,lag time® im Eigenplasma
(Median: 10,5 min) sowie im Kontrollplasma (Median: 10,67 min). Auch bei der Auswertung
der ,lag time“ der isolierten Thrombozyten unter Zugabe von TF zeigte sich nur ein Vergleich
auffallig. Die JAK2-positiven Patienten mit HU-Therapie im Kontrollplasma wiesen in diesem
Fall eine wesentlich kiirzer lag time auf als die Kontrollen mit ASS im Kontrollplasma (p=0,014).
In Grafik C ist die ,lag time* unter Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin dargestellt. Die ,lag time*
der Thrombozyten der Kontrollen ohne ASS im Eigenplasma lag im Median bei 9,5 Minuten
und im Kontrollplasma im Median bei 10 Minuten. Unter ASS-Einnahme verlangerte sie sich
im Eigenplasma auf 12,17 Minuten (Median) und im Kontrollplasma auf 11,5 Minuten (Median).
Die ,JAK2+HU“-Gruppe lag mit ihrer thrombozytar erzeugten ,lag time* im Eigenplasma
(Median: 11,67 min) und auch im Kontrollplasma (Median: 11,5 min) héher gegentiber der
jeweiligen Kontrollgruppe ohne ASS. Auch die Thrombozyten der JAK2-positiven Patienten
ohne HU hatten eine langere ,lag time* im Eigenplasma (Median: 10,67 min), gegeniber den
Kontrollprobanden ohne ASS. Sie waren aber schneller im Kontrollplasma (Median: 9,67 min).
Die Thrombozyten der CALR-positiven Patienten waren im Eigenplasma schneller
(,CALR+HU*: Median von 8,5 min; ,CALR-HU": 8,67 min) als im Kontrollplasma (,CALR+HU":
Median von 9,67 min; ,CALR-HU": 10,67 min). Bei der Analyse der ,lag time® der isolierten



Thrombozyten unter Zugabe von Thrombin waren vor allem die Thrombozyten der CALR-
positiven Patienten mit HU im Eigenplasma auffallig. Ihre ,lag time* war deutlich verkirzt im
Vergleich zu den Kontrollen mit ASS im Eigen- (p=0,011) und Kontrollplasma (p=0,022), sowie
gegenuber den Kontrollen ohne ASS im Kontrollplasma (p=0,034). Die anderen

Gruppenvergleiche wiesen keine Tendenzen auf.
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C) Thrombin
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Abbildung 19: ,Lag time® der isolierten Thrombozyten in Eigen- oder Kontrollplasma
resuspendiert, A) basal, B) unter Zugabe von 1 pM TF und anionischen Phospholipiden, C)
unter Zugabe von Thrombin (0,1 U/ml) (pM = Pikomolar, TF = ,tissue factor” = Gewebefaktor,
JAK?2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea,

ASS = Acetylsalicylsdure, n = Anzahl, min = Minuten)
4.3.4.2 “TTPEAK”

Die Abbildung 20 zeigt die ,ttPeak” der isolierten Thrombozyten resuspendiert in Eigen- bzw.
Kontrollplasma. Grafik A stellt dabei die ,ttPeak® der basalen Thrombinbildung dar. Die
Thrombozyten der Kontrollen im Eigenplasma ohne ASS erreichten eine ttPeak von 32,42
Minuten (Median). Im Kontrollplasma lag sie hoher mit 35,09 Minuten im Median. Die
Thrombozyten der Kontrollen mit ASS hatten ahnliche mediane ,ttPeak‘-Werte von 34,84
Minuten im Eigenplasma und 34,34 Minuten im Kontrollplasma. Die Thrombozyten der
~JAK2+HU*-Gruppe sind im Eigenplasma am schnellsten im Erreichen des ,Thrombin Peaks"
mit einem Median von 26,67 Minuten. Im Kontrollplasma war die ,ttPeak” immer noch schneller
als bei den Kontrollen, aber im Vergleich zum Eigenplasma der Patientengruppe war sie
langsamer mit einem Median von 30,17 Minuten. Bei den ,JAK2-positiven Patienten ohne HU
war die ,ttPeak” der Thrombozyten ebenfalls schneller als bei den Kontrollen mit 31 Minuten
(Median). Im Kontrollplasma verkiirzte sie sich sogar noch weiter auf 28,34 Minuten (Median).

Die Thrombozyten der ,CALR+HU"“-Patienten hatten im Eigenplasma eine mediane ,ttPeak*



von 30 Minuten. Im Kontrollplasma verlangerte diese sich jedoch deutlich auf 39,5 Minuten
(Median). Der CALR-mutierte Patient hatte eine deutlich verlangerte thrombozytéare ,ttPeak"
im Eigen- (44,67 min), wie auch im Kontrollplasma (45,5 min). Die ,ttPeak“-Werte der isolierten
Thrombozyten ohne Verwendung eines Agonisten zeigte in der Gruppe ,JAK2+HU* im
Eigenplasma eine verklrzte Zeit bis zum ,Thrombin Peak” gegentiber den Kontrollen mit ASS-
Einnahme im Eigen- (p=0,034), wie auch im Kontrollplasma (p=0,036). Bei den Thrombozyten
der JAK2-positiven Patienten ohne HU zeigte sich dagegen eine auffallig verlangerte ,ttPeak"
im Kontrollplasma im Vergleich zu den Kontrollen mit ASS im Eigen- (p=0,031) und
Kontrollplasma (p=0,04). Ansonsten waren keine Tendenzen erkennbar.

Grafik B zeigt die ,ttPeak® unter Zugabe von 1 pM TF. Die Thrombozyten der Kontrollen ohne
ASS lagen im Median im Eigenplasma bei einer medianen ,ttPeak® von 19,09 Minuten und im
Kontrollplasma bei 18,67 Minuten. Etwas verlangert war die ,ttPeak® bei den Thrombozyten
der Kontrollen mit ASS-Einnahme auf Median 22,34 Minuten im Eigenplasma und 24,67
Minuten im Kontrollplasma. Eine ahnliche ,ttPeak®, wie die Kontrollgruppe ohne ASS,
erreichten die Thrombozyten der JAK2-positiven Patienten mit HU-Therapie im Eigenplasma
(Median: 18,67 min). Im Kontrollplasma waren sie sogar noch etwas schneller mit 17,84
Minuten (Median). Auch die ,JAK2-HU“-Patienten lagen im Eigenplasma mit ihrer
thrombozytar erzeugten ,ttPeak® nah an der entsprechenden Kontrollgruppe ohne ASS mit
18,5 Minuten (Median). Im Kontrollplasma verlangerte sich diese auf 20,83 Minuten (Median).
Die CALR-positiven Patienten mit HU-Einnahme hatten nur eine leicht verlangerte
thrombozytare ,ttPeak” von 19,84 Minuten (Median) im Eigenplasma und 21 Minuten (Median)
im Kontrollplasma. Dagegen war die ,ttPeak* der Thrombozyten des CALR-positiven Patienten
ohne HU-Therapie im Eigenplasma verlangert, im Vergleich zu den restlichen
Patientengruppen sowie der Kontrollgruppe ohne ASS, auf 23 Minuten und im Kontrollplasma
deutlich verkirzt auf 17,67 Minuten. Die Analyse der ,ttPeak® der isolierten Thrombozyten
ergab eine schnellere ,ttPeak der Thrombozyten der JAK2-positiven Patienten mit HU im
Kontrollplasma gegenuber den Kontrollen mit ASS im Eigen- (p=0,035) und Kontrollplasma
(p=0,009). Auch die ,CALR+HU"“-Gruppe im Kontrollplasma wies eine schnellere
thrombozytare ,ttPeak” auf, als die Kontrollen mit ASS im Kontrollplasma (p=0,045). Weitere
statistischen Unterschiede waren nicht zu finden.

In Grafik C sind die ,ttPeak“-Werte unter Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin zusammengestellt.
Die Thrombozyten der Kontrollen ohne ASS lagen im Median im Eigenplasma bei 21,84
Minuten und im Kontrollplasma bei 22,67 Minuten. Unter ASS-Einnahme verlangerte sich die
thrombozytar generierte ,ttPeak” der Kontrollen auf 26 Minuten (Median) im Eigenplasma und
auf 26,67 Minuten (Median) im Kontrollplasma. Die Patienten mit JAK2-Mutation und HU-
Therapie erreichten mit ihnren Thrombozyten den ,Thrombin Peak® nach einer langeren Zeit
von 23,17 Minuten (Median) im Eigenplasma und 23,84 Minuten (Median) im Kontrollplasma.

Auch die Thrombozyten der JAK2-positiven Patienten ohne HU hatten eine langere mediane



LtPeak” von 24,56 Minuten im Eigenplasma, aber eine kiirzere im Kontrollplasma mit einem
Median von 22,33 Minuten. Auch der CALR-mutierte Patient ohne HU hatte im Eigenplasma
eine verlangerte thrombozytare ,ttPeak” von 31 Minuten. Diese verkirzte sich jedoch im
Kontrollplasma (24,67 min). Nur die ,CALR+HU“-Gruppe lag im Median unterhalb der
Kontrollen mit 19,83 Minuten im Eigenplasma und 21,33 Minuten im Kontrollplasma. Im
Vergleich der ,ttPeak® der isolierten Thrombozyten fiel die kirzere ,ttPeak® der CALR-
mutierten Patienten mit HU-Einnahme im Eigenplasma gegenlber den Kontrollen mit und
ohne ASS-Einnahme mit einem p-Wert unter 0,05 auf. Ausnahme bildet der Vergleich mit den
Kontrollen ohne ASS im Eigenplasma. Die restlichen Gruppenvergleiche zeigten keine

statistischen Unterschiede.
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C) Thrombin
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Abbildung 20: ,ttPeak der isolierte Thrombozyten in Eigen- oder Kontrollplasma
resuspendiert, A) basal, B) unter Zugabe von 1 pM TF und anionischen Phospholipiden, C)
unter Zugabe von Thrombin (0,1 U/ml) (,ttPeak” = ,time to Peak® = Zeit bis zum Peak, pM =
Pikomolar, TF = ,tissue factor” = Gewebefaktor, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR =
Mutation des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsdure, n = Anzahl,

min = Minuten)
4.3.4.3 “THROMBIN PEAK”

Abbildung 21 zeigt den ,Thrombin Peak® der isolierten Thrombozyten resuspendiert im
jeweiligen Eigen- oder Kontrollplasma. Grafik A stellt dabei die ,Thrombin Peak*-Werte der
basalen Thrombinbildung dar. Die Thrombozyten der Kontrollen ohne ASS-Einnahme
erreichten einen , Thrombin Peak® im Eigenplasma von 92,72 nM (Median). Im Kontrollplasma
lag der Median deutlich niedriger bei 55,28 nM. Die Thrombozyten der Kontrollen mit ASS
erreichten ebenfalls einen niedrigeren ,Thrombin Peak®. Jedoch sind die Mediane im Eigen-
(68,6 nM) und Kontrollplasma (64,74 nM) ahnlich. Am hdchsten war der ,Thrombin Peak" in
der ,JAK2+HU“-Gruppe im Eigenplasma (Median: 112,2 nM). Aber auch im Kontrollplasma
war der Median mit 98,38 nM hoch. Niedriger dagegen war der thrombozytar erzeugte
,1hrombin Peak® der ,JAK2-HU"-Gruppe im Eigenplasma (Median: 60,92 nM). Er stieg auf
78,91 nM (Median) im Kontrollplasma. Auch der mediane , Thrombin Peak® der Thrombozyten

der ,CALR+HU"“-Gruppe lag im Eigenplasma unterhalb der Kontrollen mit 71,89 nM und 69,48



nM im Kontrollplasma. Am niedrigsten war der , Thrombin Peak® jedoch bei den Thrombozyten
des CALR-positiven Patienten ohne HU-Einnahme. Er betrug nur 14,72 nM im Eigen- und
12,02 nM im Kontrollplasma. Die basale Messung der ,Thrombin Peak“-Werte der isolierten
Thrombozyten zeigte lediglich einen deutlich erhéhten Wert bei den JAK2-positiven Patienten
mit HU im Eigenplasma gegenuber den Kontrollen mit ASS-Einnahme im Kontrollplasma
(p=0,038). Alle weiteren Vergleiche der Gruppen ergaben keine Tendenzen.

In Grafik B sind die , Thrombin Peaks” unter Zugabe von 1 pM TF zu sehen. Die Thrombozyten
der Kontrollen ohne ASS erreichten einen Median von 159,2 nM im Eigenplasma. Im
Kontrollplasma lag der Median deutlich niedriger bei 127,4 nM. Die Thrombozyten der
Kontrollen mit ASS-Einnahme lagen mit ihren ,Thrombin Peaks® ebenfalls wesentlich
niedriger. Im Eigenplasma betrug er im Median 118,1 nM und im Kontrollplasma etwas mehr
mit einem Median von 130,5 nM. Die JAK2-mutierten Patienten mit HU-Einnahme erreichten
wieder mit lhren Thrombozyten hohe ,Thrombin-Peak“-Werte im Eigen- (Median: 151,2 nM)
und auch im Kontrollplasma (Median: 159 nM). Die JAK2-positiven Patienten ohne HU
dagegen hatten nur einen thrombozytaren ,Thrombin Peak® von 86,48 nM (Median) im
Eigenplasma. Im Kontrollplasma lag der mediane ,, Thrombin Peak® deutlich hoher bei 115,8
nM. Die ,CALR+HU“-Gruppe hatte mit ihnren Thrombozyten einen medianen ,Thrombin Peak®
im Eigenplasma von 118,9 nM. Dieser stieg im Kontrollplasma auf 136,4 nM. Einen ebenfalls
hohen Peak generierten die Thrombozyten des CALR-mutierten Patienten ohne HU-Therapie
im Eigenplasma (149,5 nM). Jedoch war der ,Thrombin Peak® deutlich reduziert im
Kontrollplasma (94,6 nM). Die Ergebnisse der ,Thrombin Peaks* der isolierten Thrombozyten
zeigten bei den JAK2-positiven Patienten ohne HU im Eigenplasma einen niedrigeren Wert
gegenlber den Kontrollen mit ASS im Eigenplasma (p=0,026), sowie im Vergleich mit den
Kontrollen ohne ASS im Eigen- (p=0,0005) und Kontrollplasma (p=0,016). In der gleichen
Patientengruppe jedoch im Kontrollplasma war der ,Thrombin Peak® nur gegeniber den
Kontrollen ohne ASS im Eigenplasma auffallig niedriger (p=0,014). Ein weiterer statistisch
auffalliger Vergleich ergab sich aus dem niedrigeren ,Thrombin Peak® der ,CALR+HU“-Gruppe
im Eigenplasma gegenuber den Kontrollen ohne ASS-Einnahme im Eigenplasma mit einem
p-Wert von 0,035.

Grafik C zeigt die ,Thrombin Peak“-Werte unter Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin. Die
Thrombozyten der Kontrollen ohne ASS erreichten unter diesen Bedingungen einen medianen
» 1 hrombin Peak® von 93,98 nM. Im Kontrollplasma lag der Median deutlich niedriger bei 65,16
nM. Auch die Thrombozyten der Kontrollen mit ASS erreichten nur einen Median von 71,94
nM im Eigenplasma und 73,6 nM im Kontrollplasma. Auch unter Verwendung von Thrombin
generierten die Thrombozyten der JAK2-positiven Patienten mit HU-Therapie den hdchsten
,Thrombin Peak® im Eigenplasma (Median: 98,83 nM) sowie im Kontrollplasma (Median: 95,78
nM). Die JAK2-Patienten ohne HU lagen mit ihrem thrombozytar erzeugten , Thrombin Peak®

mit 61,45 nM (Median) im Eigenplasma deutlich unter den Kontrollen. Im Kontrollplasma stieg



der thrombozytare ,Thrombin Peak® auf 71,9 nM (Median). Auch die Thrombozyten der
»,CALR+HU"-Gruppe lagen im Median nur bei 66,59 nM im Eigenplasma und 60,69 nM im
Kontrollplasma. Am niedrigsten waren die ,Thrombin Peaks® der Thrombozyten des CALR-
mutierten Patienten ohne HU-Einnahme. Im Eigenplasma lag er bei 41,42 nM, im
Kontrollplasma sogar nur bei 32,87 nM. Beim Vergleich der ,Thrombin Peak“-Werte der
isolierten Thrombozyten zeigte sich nur fir die JAK2-positiven Patienten ohne HU-Therapie
im Eigenplasma ein deutlich erniedrigter Wert gegeniber den Kontrollen ohne ASS im

Eigenplasma (p=0,021).
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C) Thrombin
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Abbildung 21: ,Thrombin Peak® der isolierten Thrombozyten in Eigen- oder Kontrollplasma
resuspendiert, A) basal, B) unter Zugabe von 1 pM TF und anionischen Phospholipiden, C)
unter Zugabe von Thrombin (0,1 U/ml) (pM = Pikomolar, TF = ,tissue factor“ = Gewebefaktor,
JAK?2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea,
ASS = Acetylsalicylsaure, n = Anzahl, nM = Nanomolar)

4.3.4.4 "ETP”

Die Abbildung 22 zeigt das ,ETP“ der isolierten Thrombozyten resuspendiert in Eigen- bzw.
Kontrollplasma. In Grafik A ist dabei das ,ETP“ der basalen Thrombinbildung dargestellt. Die
Thrombozyten der Kontrollen ohne ASS erreichten ein medianes ,ETP* von 1531 nM x min im
Eigenplasma. Im Kontrollplasma lag es deutlich niedriger mit 1152 nM x min. Die
Thrombozyten der Kontrollen mit ASS erzeugten auch ein niedrigeres ,ETP* (Eigenplasma:
Median von 1302 nM x min; Kontrollplasma: Median von 1139 nM x min). Die Thrombozyten
der JAK2-positiven Patienten mit HU generierten im Eigenplasma sogar ein etwas hdheres
L,ETP* als die Kontrollen mit einem Median von 1568 nM x min. Im Kontrollplasma lag der
Median niedriger (1213 nM x min). Die ,JAK2-HU*-Gruppe erreichte ein thrombozytares ,ETP*
von 1190 nM x min (Median) im Eigenplasma und ein etwas H6heres von 1260 nM x min
(Median) im Kontrollplasma. Auch die CALR-positiven Patienten mit HU lagen mit ihren
Thrombozyten im Eigenplasma unterhalb der Kontrollen ohne ASS mit einem medianen ,ETP*
von 1259 nM x min. Im Kontrollplasma sank das ,ETP“ noch weiter auf 1055 nM x min. Das

geringste ETP generierten die Thrombozyten des CALR-mutierten Patienten ohne HU-



Einnahme im Eigen- (278,6 nM x min) wie auch im Kontrollplasma (198,8 nM x min). Das
basale ,ETP“ der isolierten Thrombozyten war deutlich erniedrigt bei den JAK2-positiven
Patienten ohne HU im Eigenplasma gegeniber den Kontrollen ohne ASS im Eigenplasma
(p=0,015) wie auch im Kontrollplasma der Patientengruppe (p=0,038). Gleiches galt fur die
»,CALR+HU“-Gruppe im Eigen- (p=0,041) wie auch Kontrollplasma (p=0,011) gegenuber den
Kontrollen ohne ASS im Eigenplasma. Jedoch bestand auch ein Unterschied durch ein
niedriges ,ETP“ im Kontrollplasma der ,CALR+HU"“-Gruppe gegentber den Kontrollen mit ASS
im Eigenplasma (p=0,04). Bei den JAK2-positiven Patienten mit HU zeigte sich nur eine
statistische Auffalligkeit im Kontrollplasma im Vergleich zu den Kontrollen ohne ASS im
Eigenplasma (p=0,021).

Grafik B zeigt das ,ETP“ unter Zugabe von 1 pM TF. Die Thrombozyten der Kontrollen ohne
ASS-Einnahme generierten ein medianes ,ETP“ von 2181 nM x min im Eigenplasma und ein
niedrigeres im Kontrollplasma von 1797 nM x min. Die Thrombozyten der Kontrollen mit ASS
lagen bei einem Median von 1720 nM x min im Eigenplasma und 1882 nM x min im
Kontrollplasma. Die ,JAK2+HU“-Gruppe erreichte mit ihnren Thrombozyten einen Median von
1872 nM x min im Eigenplasma und einen niedrigeren Median im Kontrollplasma (1573 nM x
min). Die JAK2-positiven Patienten ohne HU erreichten nur ein thrombozytares ,ETP“ von
1429 nM x min (Median) im Eigenplasma. Im Kontrollplasma lag es etwas héher bei 1527 nM
x min (Median). Auch die Thrombozyten der CALR-positiven Patienten mit HU lagen mit ihrem
Median unter den Kontrollen im Eigenplasma (1622 nM x min). Dagegen war das ,ETP* im
Kontrollplasma wesentlich héher (Median: 1980 nM x min). Einen starken Kontrast gab es
beim CALR-mutierten Patienten ohne HU-Therapie. Seine Thrombozyten generierten ein
L,ETP“von 2616 nM x min im Eigenplasma, jedoch nur 1446 nM x min im Kontrollplasma. Die
Analyse der ,ETPs* der isolierten Thrombozyten ergaben niedrigere Werte fir die JAK2-
positiven Patienten mit HU im Eigen- (p=0,038) wie auch Kontrollplasma (p=0,008) gegenuber
den Kontrollen ohne ASS-Einnahme im Eigenplasma. In der Gruppe ,JAK2-HU* zeigten sich
die niedrigen ,ETP“-Werte im Eigenplasma beim Vergleich mit den Kontrollen mit ASS im
Eigenplasma (p=0,019), so wie auch gegeniber den Kontrollen ohne ASS im Eigen- (p=0,001)
und Kontrollplasma (p=0,04). Auch im Vergleich im Kontrollplasma mit den Kontrollen ohne
ASS im Eigenplasma (p=0,003) zeigte sich eine Tendenz. Bei den CALR-positiven Patienten
mit HU fiel der Unterschied nur im Vergleich mit den Kontrollen ohne ASS jeweils im
Eigenplasma (p=0,016) auf.

In Grafik C ist das ,ETP“ unter Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin zusammengestellt. Die
Kontrollgruppe ohne ASS hatte dabei ein thrombozytéar gebildetes ,ETP* von 1564 nM x min
(Median) im Eigenplasma. Deutlich niedriger ist das thrombozytare ,ETP“ im Kontrollplasma
mit 1181 nM x min (Median). Die Thrombozyten der Kontrollen mit ASS erreichten einen
Median von 1353 nM x min im Eigen- und 1424 nM x min im Kontrollplasma. Die Thrombozyten

der JAK2-positiven Patienten mit HU erreichten im Eigenplasma das hochste mediane ,ETP*



aller Patientengruppen mit 1456 nM x min. Im Kontrollplasma lag es bei einem Median von
1261 nM x min. Die ,JAK2-HU"“-Gruppe generierte mit ihren Thrombozyten einen Median von
1165 nM x min im Eigenplasma und ein etwas niedrigeres ,ETP* im Kontrollplasma mit einem
Median von 1086 nM x min. Ahnlich war das thrombozytére ,ETP“ der ,CALR+HU“-Gruppe im
Eigenplasma mit einem Median von 1098 nM x min. Im Kontrollplasma lag es etwas hoher mit
einem Median von 1174 nM x min. Auch die Thrombozyten des CALR-positiven Patienten
ohne HU lagen mitihrem ,ETP* unterhalb der Kontrollen. Dabei war das ,ETP* im Eigenplasma
(1261 nM x min) wesentlich héher als im Kontrollplasma (776,4 nM x min). Bei der Messung
des ,ETP* der isolierten Thrombozyten fielen die niedrigeren Werte bei den JAK2-positiven
Patienten ohne HU im Eigenplasma gegeniber den Kontrollen mit ASS im Eigenplasma
(p=0,006) und ohne ASS im Eigenplasma (p=0,009) auf. Diese ergaben sich auch im
Kontrollplasma dieser Patientengruppe mit einem p-Wert von 0,035 im Vergleich mit den
Kontrollen mit ASS im Eigenplasma und 0,016 im Vergleich mit den Kontrollen ohne ASS im
Eigenplasma. Auch die Thrombozyten der CALR-mutierten Patienten mit HU im Eigenplasma
wiesen ein deutlich erniedrigtes ,ETP“ gegenuber den Kontrollen mit ASS im Eigenplasma
(p=0,02) und den Kontrollen ohne ASS im Eigenplasma (p=0,025) auf.
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Abbildung 22: ETP“ der isolierten Thrombozyten in Eigen- oder Kontrollplasma
resuspendiert, A) basal, B) unter Zugabe von 1 pM TF und anionischen Phospholipiden, C)
unter Zugabe von Thrombin (0,1 U/ml) (L,ETP“ = endogenes Thrombin Potential, pM =
Pikomolar, TF = ,tissue factor” = Gewebefaktor, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR =
Mutation des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsaure, n = Anzahl, nM
= Nanomolar, min = Minuten)

4.3.5 MESSUNG DER THROMBINGENERIERUNG VON MONONUKLEAREN ZELLEN

Eine Ubersicht tiber Median, Minimum und Maximum, sowie 25% und 75% Perzentile und p-

Werte der jeweiligen Gruppen und Experimente, findet sich im Anhang unter 8.1.5 und 8.2.5.

4.3.5.1 “LAG TIME”

Abbildung 23 zeigt die ,lag time“ der mononuklearen Zellen (MNC) jeweils in Eigen- bzw.
Kontrollplasma resuspendiert. Grafik A stellt dabei die basale Thrombinbildung dar. Die MNC
der Kontrollen im Eigenplasma wiesen eine ahnliche ,lag time* auf (mit ASS: Median von 17
min; ohne ASS: Median von 17,84 min). Langsamer aber auch ahnlich verhielt sich die ,lag
time“ der MNC der Kontrollen im Kontrollplasma (mit ASS: Median von 19,33 min; ohne ASS:
Median von 20,17 min). Die MNC der ,JAK2+HU"-Gruppen hatten eine fast gleiche ,lag time*
fur die verschiedenen Plasmen (Eigenplasma: Median von 15 min; Kontrollplasma: Median
von 15,34 min) und waren damit schneller als die Kontrollen. Die Gruppe der JAK2-positiven
Patienten ohne HU-Therapie lagen mit ihren MNC im Eigenplasma oberhalb der

entsprechenden Kontrollen mit 18,5 Minuten (Median) und im Kontrollplasma unterhalb der



entsprechenden Kontrollen, sowie in Bezug auf das Ergebnis des Eigenplasmas mit 17
Minuten (Median). Bei der ,CALR+HU“-Gruppe war die ,lag time* der MNC im Eigenplasma
mit 18,02 Minuten (Median) langsamer als die entsprechenden Kontrollen. Auch im
Kontrollplasma lag die gemessene ,lag time“ der MNC oberhalb der entsprechenden
Kontrollen mit einem Median von 21,53 Minuten. Im Vergleich zur ,lag time* im Eigenplasma
der Patientengruppe war diese deutlich verlangert. Beim Patienten mit CALR-Mutation und
ohne HU-Einnahme verhielt es sich komplett entgegengesetzt. Im Eigenplasma war die ,lag
time“ der MNC deutlich langer als bei den Kontrollen mit 22,33 Minuten. Dagegen war die ,lag
time“ im Kontrollplasma kirzer als die der Kontrollen, wie auch im autologen Plasma mit 15
Minuten. Bei der Analyse der ,lag time“ der MNC unter basalen Bedingungen zeigten sich
Tendenzen in der Gruppe ,JAK2+HU" im Eigenplasma im Vergleich zu den Kontrollen im
Kontrollplasma (mit ASS: p=0,016; ohne ASS: p=0,048). Dabei war die ,lag time“ der MNC der
Patientengruppe deutlich schneller. Die Vergleiche der restlichen Patientengruppen mit den
Kontrollgruppen zeigten keine statistischen Unterschiede.

Grafik B zeigt die ,lag time®“ der MNC unter Zugabe von 1 pM TF. Die MNC der Kontrollen
erreichten eine ahnliche mediane ,lag time“ mit und ohne ASS, aber auch im Eigen- bzw.
Kontrollplasma (Eigenplasma mit ASS: 9,67 min, ohne ASS: 10,17 min; Kontrollplasma mit
ASS: 10 min, ohne ASS: 10,52 min). Bis auf die MNC der ,CALR+HU"“-Gruppe (im
Eigenplasma) mit einer medianen ,lag time“ von 9,84 Minuten, sind alle Patientengruppen mit
ihren MNC schneller als die Kontrollen. Im Kontrollplasma der ,CALR+HU“-Gruppe lag die ,lag
time“ der MNC unter dem Median der Kontrollen im Eigen-, wie auch im Kontrollplasma mit
9,02 Minuten (Median). Die JAK2-positiven Patienten mit HU erreichten mit ihren MNC eine
etwas schnellere ,lag time“ im Eigenplasma (Median: 7,67 min) im Gegensatz zum
Kontrollplasma (Median: 8,33 min). Auch die MNC der JAK2-positiven Patienten ohne HU
lagen mit ihrer ,lag time* im Eigenplasma niedriger (Median: 7,67 min) als im Kontrollplasma
(Median: 8,67 min). Der CALR-mutierte Patient ohne HU hatte mit seinen MNC dieselbe ,lag
time“ im Eigen- wie auch Kontrollplasma. Mit 6,67 Minuten war diese ,lag time“ auch die
schnellste aller Gruppen. Die Ergebnisse der ,lag time* der MNC bei Zugabe von TF zeigten
vor allem Tendenzen im Eigenplasma der JAK2-positiven Patienten ohne HU-Therapie. Die
Jlag time* dieser Gruppe war deutlich kirzer im Vergleich zu den Kontrollen. So lag der p-Wert
beim Vergleich mit den Kontrollen ohne ASS im Eigenplasma bei 0,004 und im Kontrollplasma
bei 0,005. Auch im Vergleich zu den Kontrollen mit ASS ergab sich ein auffalliger p-Wert,
jedoch nur im Kontrollplasma (p=0,0006) und nicht im Eigenplasma der Kontrollen. Nur noch
der Vergleich der JAK2-positiven Patienten mit HU-Therapie im Kontrollplasma mit den
Kontrollen mit ASS-Einnahme im Kontrollplasma (p=0,022) zeigte einen auffalligen
Unterschied.

In Grafik C ist die ,lag time" der MNC unter Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin dargestellt. Die

MNC der Kontrollen mit ASS hatten im Eigen- und Kontrollplasma dieselbe ,lag time® von 9,34



Minuten (Median). Etwas langsamer aber auch dieselbe ,lag time® erreichten die MNC der
Kontrollen ohne ASS im Eigen- und Kontrollplasma mit einem Median von 10,5 Minuten.
Ahnlich war auch die ,lag time“ der MNC der JAK2-positiven Patienten mit HU-Therapie im
Eigen- (Median: 9 min) und Kontrollplasma (Median: 8,84 min). Im Vergleich mit den Kontrollen
waren sie deutlich schneller. Bei der ,JAK2-HU“-Gruppe war die ,lag time“ der MNC im
Eigenplasma (Median: 9,67 min) schneller im Gegensatz zum Kontrollplasma (Median: 11
min). Auch bei den CALR-positiven Patienten mit HU-Einnahme verhielt es sich so
(Eigenplasma: Median von 9,18 min, Kontrollplasma: Median von 12,86 min). Beim Patienten
mit CALR-Mutation und ohne HU-Therapie war die ,lag time“ der MNC dagegen im
Eigenplasma etwas langer (10,67 min) im Vergleich zum Kontrollplasma (9,33 min). Bei der
Messung der ,lag time* der MNC unter Zugabe von Thrombin fiel nur ein Vergleich auf, bei
dem eine erhodhte Tendenz zu erkennen war. Es handelte sich dabei um die CALR-positiven
Patienten mit HU-Therapie gemessen im Kontrollplasma im Vergleich zu den Kontrollen mit
ASS, ebenfalls im Kontrollplasma gemessen (p=0,003). Bei den restlichen Vergleichen waren
keine Unterschiede mittels p-Wert erkennbar.
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Abbildung 23: ,Lag time®“ der mononukledren Zellen in Eigen- oder Kontrollplasma
resuspendiert, A) basal, B) unter Zugabe von 1 pM TF und anionischen Phospholipiden, C)
unter Zugabe von Thrombin (0,1 U/ml) (pM = Pikomolar, TF = ,tissue factor® = Gewebefaktor,
JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea,

ASS = Acetylsalicylsdure, n = Anzahl, min = Minuten)
4.3.5.2 “TTPEAK”

In Abbildung 24 ist die ,ttPeak” der MNC der jeweiligen Gruppen, in Eigen- bzw. Kontrollplasma
resuspendiert, dargestellt. Grafik A zeigt dabei die ,ttPeak® der basalen Thrombinbildung. In
dieser Konstellation lag die ,ttPeak® fiir die MNC der Kontrollgruppe mit ASS bei beiden
Plasmen im Median bei 33 Minuten. Ahnlich waren die Mediane der MNC der Kontrollen ohne
ASS (Eigenplasma: 31,84 min, Kontrollplasma: 33,83 min). Die ,ttPeak” der MNC der
Patienten im Eigenplasma waren deutlich schneller als die Kontrollen. Im Kontrollplasma der
Patienten lagen die ,ttPeak“-Werte der MNC jeweils hoher. Bei der ,JAK2+HU“-Gruppe
verdoppelte sich dabei der Median von 15 Minuten im Eigenplasma auf 31,34 Minuten im
Kontrollplasma. Auch bei der ,JAK2-HU*-Gruppe stieg die mediane ,ttPeak® von 18,5 Minuten
im Eigenplasma auf 29,33 Minuten im Kontrollplasma. Auch eine Verdopplung fand sich bei
den MNC der CALR-positiven Patienten mit HU-Therapie von 18,02 Minuten (Median) im
Eigenplasma auf 37,17 Minuten (Median) im Kontrollplasma. Nicht ganz so stark war der
Anstieg der ,ttPeak® der MNC beim CALR-positiven Patienten ohne HU-Einnahme von 22,33



Minuten im Eigenplasma auf 26,67 Minuten im Kontrollplasma. Die Auswertung der ,ttPeak-
Werte“ der MNC zeigte fur alle Patientengruppen gemessen im Eigenplasma einen
statistischen Unterschied im Vergleich zu den Kontrollgruppen im Eigen- wie auch im
Kontrollplasma. Die MNC der Patienten erreichten dabei deutlich schneller den ,, Thrombin
Peak (p<0,05). Dagegen lagen die p-Werte beim Vergleich der Patientengruppen im
Kontrollplasma mit den Kontrollen alle Giber 0,05 und zeigten somit keine Tendenzen flr einen
Unterschied.

In Grafik B ist die ,ttPeak” der MNC unter Zugabe von 1 pM TF aufgefiihrt. Am langsamsten
waren dabei die MNC der Kontrollgruppe ohne ASS im Eigenplasma mit einem Median von
30,92 Minuten. Im Kontrollplasma lag die ,ttPeak® dagegen bei 26,17 Minuten (Median). Die
MNC der Kontrollen mit ASS hatten eine &hnlich schnelle ,ttPeak® im Eigen- (Median: 24 min)
und Kontrollplasma (Median: 24,84 min) und waren damit jeweils schneller als die Kontrollen
ohne ASS-Einnahme. Die MNC der Patientengruppen dagegen erreichten alle eine schnellere
L[tPeak” als die Kontrollen. Am schnellste waren dabei die MNC des Patienten mit CALR-
Mutation und ohne HU-Einnahme mit 16,33 Minuten im Eigenplasma bzw. 14 Minuten im
Kontrollplasma. Die Ubrigen Patientengruppen generierten mit ihren MNC jeweils &hnliche
mediane ,ttPeak“-Werte im Eigen- und Kontrollplasma (,JAK2+HU*: Eigenplasma: 18,33 min,
Kontrollplasma: 19,67 min; ,JAK2-HU"“: Eigenplasma: 20,15 min, Kontrollplasma: 19,67 min;
»,CALR+HU": Eigenplasma: 19,52 min, Kontrollplasma: 21,86 min). Die Analyse der ,ttPeak®
der MNC ergab Tendenzen fur die Gruppe der JAK2-positiven Patienten ohne HU-Therapie
im Eigenplasma im Vergleich zu allen Kontrollgruppen. Auch aufféllig waren die Vergleiche
der Kontrollen ohne ASS-Einnahme im Eigenplasma mit allen anderen Patientengruppe im
Eigen- wie auch Kontrollplasma. Die p-Werte lagen jeweils unter 0,05 und zeigten damit
statistische Unterschiede. Die genauen p-Werte sind im Anhang unter 8.2.2 zu finden.

Die Grafik C stellt die ,ttPeak“-Werte der MNC unter Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin dar. Die
MNC der Kontrollen ohne ASS im Eigenplasma hatten die langsamste ,ttPeak® von 27,33
Minuten (Median). Im Kontrollplasma lag sie nur bei 24,5 Minuten (Median). Die MNC der
Kontrollen mit ASS im Eigenplasma waren schneller mit einem Median von 22,84 Minuten und
im Kontrollplasma mit einem Median von 24 Minuten. Fast alle Patientengruppen erreichten
mit ihren MNC eine niedrigere ,ttPeak” als die Kontrollen. Im Eigenplasma lagen die Mediane
bei fast allen Gruppen bei 22 Minuten (Ausnahme bildete die Gruppe ,CALR+HU* mit 19,52
Minuten). Im Kontrollplasma waren die ,ttPeak“-Werte noch etwas schneller. Nur die MNC der
,CALR+HU“-Gruppe hatte eine verlangerte ,ttPeak® von 27,02 Minuten (Median). Bei der
Messung der ttPeak® der MNC zeigte sich ein Unterschied bei den JAK2-positiven Patienten
mit HU-Einnahme gemessen im Kontrollplasma. Im Vergleich mit den Kontrollen ohne ASS im
Eigenplasma ergab sich ein p-Wert von 0,017 und im Kontrollplasma der Kontrollgruppe ohne

ASS ein p-Wert von 0,029. Kein weiterer Vergleich wies eine Tendenz auf.
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Abbildung 24: ,ttPeak der mononukledren Zellen in Eigen- oder Kontrollplasma
resuspendiert, a) basal, B) unter Zugabe von 1 pM TF und anionischen Phospholipiden, C)
Unter Zugabe von Thrombin (0,1 U/ml) (,ttPeak® = ,time to Peak® = Zeit bis zum Peak, pM
Pikomolar, TF = ,tissue factor” = Gewebefaktor, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR

Mutation des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsaure, n = Anzabhl,

min = Minuten)
4.3.5.3 “THROMBIN PEAK”

Abbildung 25 zeigt die , Thrombin Peaks" der MNC der entsprechenden Gruppen in Eigen- und
Kontrollplasma resuspendiert. Die Grafik A zeigt dabei die , Thrombin Peak®-Werte der basalen
Thrombinbildung. Am niedrigsten war der ,Thrombin Peak® bei den Kontrollen im
Kontrollplasma (mit ASS: Median von 12,56 nM, ohne ASS: Median von 10,08 nM). Im
Eigenplasma lag der ,Thrombin Peak“ der MNC der Kontrollen nur gering héher (mit ASS:
Median von 16,86 nM, ohne ASS: Median von 14,62 nM). Die ,Thrombin Peaks* der MNC der
Patientengruppen lagen jeweils Uber den Kontrollen. Dabei fiel auf, dass die ,Thrombin Peaks*
im Eigenplasma nur gering héher waren. Im Kontrollplasma dagegen lagen sie wesentlich
hoher. So waren die medianen Werte im Vergleich von Eigen- zu Kontrollplasma bei den
Patienten zum Teil mehr als doppelt so hoch (,JAK2+HU“ Eigenplasma: 15 nM,
Kontrollplasma: 24,53 nM; ,JAK2-HU“: Eigenplasma: 18,5 nM, Kontrollplasma: 39,95 nM;
»,LCALR+HU", Eigenplasma: 18,02 nM, Kontrollplasma: 40,23 nM; ,CALR-HU®“: Eigenplasma:



22,33 nM, Kontrollplasma: 48,36 nM). Die ,Thrombin Peak“-Messung der MNC unter basalen
Bedingungen ergab nur eine statistische Auffalligkeit beim Vergleich der ,CALR+HU“-Gruppe
im Kontrollplasma mit der Kontrollgruppe ohne ASS im Kontrollplasma (p=0,018). Die MNC
der Patientengruppe erreichte dabei einen deutlich héheren ,Thrombin Peak® als die
Kontrollen. Die restlichen Gruppenvergleiche zeigten keine Unterschiede mittels p-Wert-
Berechnung.

In Grafik B sind die ,Thrombin Peaks* der MNC unter Zugabe von 1 pM TF zusammengestellt.
Die MNC der Kontrollen ohne ASS lagen im Median bei 51,83 nM im Eigenplasma und bei
53,22 nM im Kontrollplasma. Die MNC der Kontrollen mit ASS lagen im Median niedriger mit
44,95 nM im Eigenplasma und bei 39,41 nM im Kontrollplasma. Die MNC der Patienten
erreichten deutlich hohere ,Thrombin Peak“-Werte. Die JAK2-positiven Patienten mit HU
erreichten mit ihren MNC im Eigenplasma einen hoheren Peak mit 73,18 nM (Median) als im
Kontrollplasma (Median: 60,85 nM). Die MNC der JAK2-positiven Patienten ohne HU hatten
im Eigen- (Median: 63,62 nM) und Kontrollplasma (Median: 61,48 nM) &hnliche Werte. Die
MNC der ,CALR+HU"-Gruppe steigerte sich vom Eigenplasma (Median: 70,75 nM) zum
Kontrollplasma (Median: 83,14 nM). Und der CALR-mutierte Patient ohne HU erreichte mit
seinen MNC den hdchsten , Thrombin Peak® im Kontrollplasma mit 87,41 nM. Im Eigenplasma
lag der Wert bei 82,9 nM. Bei der Messung des ,,Thrombin Peaks" der MNC zeigten sich einige
Unterschiede. Die MNC der ,JAK2-HU“-Gruppe im Eigenplasma erreichte einen hoheren
»Thrombin Peak” im Vergleich mit den Kontrollen mit ASS im Eigenplasma (p=0,02). Im
Kontrollplasma lag der ,Thrombin Peak” dieser Patientengruppe ebenfalls hdher, sodass im
Vergleich mit den Kontrollen mit ASS im Eigenplasma ein p-Wert von 0,014 und mit den
Kontrollen ohne ASS im Kontrollplasma ein p-Wert von 0,043 statistische Auffalligkeiten
anzeigte. Die MNC der CALR-positiven Patienten mit HU-Therapie generierten auch einen
hohen ,Thrombin Peak®. Im Eigenplasma ergaben sich dabei im Vergleich zu den Kontrollen
mit ASS im Eigenplasma (p=0,019) und den Kontrollen ohne ASS im Eigen- (p=0,034) und
Kontrollplasma (p=0,0497) tendenzielle Unterschiede. Auch im Kontrollplasma diese
Patientengruppe im Vergleich zu allen Kontrollgruppen zeigten sich p-Werte unter 0,05 und
damit statistische Auffalligkeiten. Lediglich die Vergleiche der ,JAK2+HU"-Gruppe mit den
Kontrollen blieben ohne Tendenzen.

Grafik C zeigt die ,Thrombin Peaks* der MNC unter Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin. Die
Mediane der MNC der Kontrollen im Eigenplasma waren dabei &hnlich (mit ASS: 23,62 nM,
ohne ASS: 23,54 nM). Im Kontrollplasma waren die medianen Werte niedriger (mit ASS: 16,92
nM, ohne ASS: 19,22 nM). Die MNC der Patienten lagen zumeist tber den Kontrollen. Dabei
waren die medianen ,Thrombin Peaks* der JAK2-positiven Patienten im Eigenplasma (mit HU:
40,52 nM, ohne HU: 43,2 nM) hoher als im Kontrollplasma (mit HU: 29,3 nM, ohne HU: 29,12
nM). In der ,CALR+HU"“-Gruppe war der ,Thrombin Peak® der MNC im Eigenplasma gering
hoher (Median: 46,37 nM) als im Kontrollplasma (Median: 41,18 nM). Der Patient mit der



CALR-Mutation und ohne HU-Therapie dagegen erreichte mit seinen MNC im Eigenplasma
einen geringeren ,Thrombin Peak® von 20,99 nM als im Kontrollplasma mit 37,55 nM. Die
Analyse der ,Thrombin Peaks® der MNC ergab Unterschiede flr alle Patientengruppen im
Vergleich zu den Kontrollen ohne ASS im Kontrollplasma. Hinzu kamen die Vergleiche der
Kontrollen ohne ASS im Eigenplasma mit allen Patienten gemessen in ihrem Eigenplasma.
Ebenfalls eine p-Wert unter 0,05 ergab sich fur die ,JAK2+HU“Gruppe im Eigenplasma mit
den Kontrollen mit ASS im Eigenplasma und fur die ,CALR+HU“-Gruppe im Eigenplasma im
Vergleich mit der Kontrollgruppe mit ASS im Eigenplasma. Dabei lagen die ,Thrombin Peak*-

Werte der Patientengruppen jeweils deutlich héher.
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Abbildung 25: ,Thrombin Peak® der mononukledren Zellen in Elgen- oder Kontrollplasma
resuspendiert, a) basal, B) unter Zugabe von 1 pM TF und anionischen Phospholipiden, C)
Unter Zugabe von Thrombin (0,1 U/ml) (pM = Pikomolar, TF = ,tissue factor® = Gewebefaktor,
JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea,

ASS = Acetylsalicylsaure, n = Anzahl, nM = Nanomolar)
4.3.5.4 “ETP”

In Abbildung 26 ist das Endogene Thrombin Potential der mononuklearen Zellen, in Eigen-
und Kontrollplasma resuspendiert, dargestellt. Grafik A zeigt dabei die ,ETP“-Werte der
basalen Thrombinbildung. Die MNC der Kontrollen ohne ASS im Eigenplasma erreichten einen
Median von 381,3 nM x min, die MNC der Kontrollen mit ASS im Eigenplasma dagegen
generierten einen erhdhten Median von 426,8 nM x min. Die MNC der Kontrollen im
Kontrollplasma lagen darunter mit einem Median von 220,7 nM x min ohne ASS-Einnahme
und 231 nM x min mit ASS. Auffallig war, dass die MNC der Patientengruppen im Eigenplasma
ein stark erniedrigtes ,ETP“ aufwiesen. Im Kontrollplasma erreichten sie dagegen stark
erhohte Werte. Am héchsten war das ,ETP“ bei dem CALR-positiven Patienten ohne HU-
Therapie mit 904,3 nM x min. Die Ergebnisse des ,ETP“ der MNC ohne Zugabe eines
Agonisten zeigte statistische Auffalligkeiten fur alle Vergleiche der Patientengruppen im
Eigenplasma mit den beiden Kontrollgruppen im Eigenplasma. Das ,ETP“ der Patienten-MNC

war dabei deutlich niedriger als das der MNC der Kontrollen. Die Vergleiche der JAK2-



positiven Patienten im Eigenplasma mit und ohne HU-Therapie mit den Kontrollen im
Kontrollplasma zeigten ebenfalls einen Unterschied mittels p-Wert. Die Vergleiche der
Patientengruppen im Kontrollplasma mit allen Kontrollgruppen ergaben dagegen keinerlei
Tendenzen.

In Grafik B sind die ,ETP“-Werte der MNC unter Zugabe von 1 pM TF dargestellt. Die MNC
der Kontrollen ohne ASS-Einnahme erreichten ein medianes ,ETP*“ im Eigenplasma von 1297
nM x min und im Kontrollplasma von 1191 nM x min. Etwas niedriger waren die medianen
LETP“Werte der MNC der Kontrollen mit ASS-Einnahme (Eigenplasma: 1174 nM X min,
Kontrollplasma: 1104 nM x min). Die MNC der Patientengruppen gemessen im Eigenplasma
lagen mit ihren medianen ,ETP“-Werten um den Median der entsprechenden Kontrollgruppe
ohne ASS. Bei der ,JAK2+HU"-Gruppe war das ,ETP“ der MNC im Eigenplasma mit einem
Median von 1312 nM x min héher als im Kontrollplasma mit einem Median von 1002 nM x min.
Bei den MNC der JAK2-positiven Patienten ohne HU lagen die ,ETP“-Werte im Eigen-
(Median: 1216 nM x min) und Kontrollplasma (Median: 1202 nM x min) nah beieinander. Die
MNC der ,CALR+HU“-Gruppe erhohten das ,ETP“ von Eigen- (Median: 1241 nM x min) zu
Kontrollplasma (Median: 1424 nM x min). Beim CALR-positiven Patienten ohne HU dagegen
nahm das ,ETP“ der MNC vom Eigen- (1318 nM x min) zum Kontrollplasma (1103 nM x min)
ab. Die Analyse des ,ETP“ der MNC zeigte in keinem der Vergleiche eine statistische
Auffalligkeit.

Die Grafik C zeigt das ,ETP“ der MNC unter Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin. Die MNC der
Kontrollen im Eigenplasma erreichten im Median dhnliche Werte (mit ASS: 677,8 nM X min,
ohne ASS: 657 nM x min). Im Kontrollplasma waren die medianen Werte niedriger aber ahnlich
untereinander (mit ASS: 497,2 nM x min, ohne ASS: 498,7 nM x min). Die MNC der
Patientengruppen lagen, bis auf den CALR-positiven Patienten ohne HU, mit ihrem Median
Uber den Kontrollen. Dabei war das ,ETP“ der MNC der ,JAK2+HU"-Gruppe im Eigenplasma
mit einem Median von 989,7 nM x min deutlich héher als im Kontrollplasma (Median: 639,7
nM x min). Auch in der ,JAK2-HU"“-Gruppe war der Median der MNC im Eigenplasma mit 953,6
nM x min héher als im Kontrollplasma (702,5 nM x min). Bei den CALR-positiven Patienten mit
HU-Therapie verhielten sich die ,ETP“-Werte der MNC im Eigen- (Median: 967,7 nM x min)
und Kontrollplasma (Median: 965,9 nM x min) ahnlich. Nur die MNC des CALR-mutierten
Patienten hatten ein niedrigeres ,ETP“ im Eigenplasma mit 495,7 nM x min als im
Kontrollplasma (805,2 nM x min). Bei der Messung des ,ETP* der MNC ergab sich fur die MNC
der JAK2-positiven Patienten mit HU im Eigenplasma ein deutlich hoheres ,ETP“im Vergleich
zu den Kontrollen ohne ASS im Kontrollplasma (p=0,03). Ebenfalls deutlich erhéht und damit
einen statistisch auffalligen p-Wert zeigte der Vergleich der ,CALR+HU“-Gruppe im

Eigenplasma mit den Kontrollen ohne ASS im Kontrollplasma (p=0,031).
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Abbildung 26: ,ETP“ der mononukleadren Zellen in Eigen- oder Kontrollplasma resuspendiert,
a) basal, B) unter Zugabe von 1 pM TF und anionischen Phospholipiden, C) Unter Zugabe
von Thrombin (0,1 U/ml) (,ETP* = endogenes Thrombin potential, pM = Pikomolar, TF =
stissue factor* = Gewebefaktor, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des

Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsdure, n = Anzahl, nM = Nanomolar,
min = Minuten)



5 DISKUSSION

Die ET ist klinisch gekennzeichnet durch ihr gemischtes Bild an thromboembolischen und
hamorrhagischen Komplikationen. Diverse Studien haben dabei verschiedenste
Funktionsstérungen von Thrombozyten in ET-Patienten beschrieben, wie Scharf in seinem

Kapitel ,Acquired Disorders of Platelet Function® erértert. (10)

Zur Evaluierung maglicher dysfunktionaler Thrombozytenreaktionen der ET-Patienten dienten
maximal 10 gesunde Kontrollprobanden mit 3-tagiger ASS- und ohne ASS-Einnahme zum
Vergleich. In den folgenden Kapiteln wird die Komplexitat der Thrombozyten-Dysfunktion der
untersuchten ET-Patienten bezlglich Aggregation, ATP-Freisetzung aus den &-Granula,
Thrombinbildungskapazitat sowie der Thrombinbildungskapapzitat von mononuklearen Zellen

erortert.

5.1 DIFFERENZIERTE THROMBOZYTEN-AGGREGABILITAT BEI ET-PATIENTEN
ZEIGT HYPO- UND HYPERAGGREGABILITAT

Als primdre Reaktion auf eine Verletzung der GefalRe kommt es zur Bildung eines
Thrombozytenaggregats (35, 36). Diese Reaktion lasst sich als Aggregation mittels
Lichttransmissionsaggregometrie (LTA/Chronolog) im PRP messen. Daraus lassen sich
Stérungen der Thrombozyten in der primaren Ha&mostase ableiten. Die Ergebnisse der
gemessenen thrombozytaren Aggregation bei ET-Patienten im Vergleich mit den Kontrollen

sind in Tabelle 18 zusammengefasst.



Tabelle 18: Zusammenfassung der medianen Aggregationswerte in der Lumiaggregometrie
mittels Chronolog (JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens,
HU = Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsdure, + = Einnahme des Medikaments, - = keine
Einnahme des Medikaments, n = Anzahl, AS = Arachidonsdure, TRAP-6 = Thrombin Rezeptor
Aktivator Peptid 6, mg = Milligramm, puM = Mikromolar, pg = Mikrogramm, ml = Milliliter, @ —
keine Reaktion, * - Abweichung eines Patienten mit entgegengesetzter Tendenz zum Median
der Gruppe, ° - variable Aggregationswerte, (%) — medianer Aggregationswert in % bei

Besonderheiten)

AS TRAP-6 Kollagen
n 0,5 10 50 2 10
mg/mi UM UM pg/mi pg/mi
< 60% < 60% < 60%
- ASS 3 (9%) (2%)
+ HU (50%) (52%) (55%)
JAK2 + ASS 3 a* (2%) > 60% (3%) < 60%
- ASS 4 > 60% (39%) >60% @ (20%)° > 60%
-HU < 60%
+ ASS 4 a* (31,5%)° >60% @ (1,5%)°
(47,5%)
< 60%
- ASS 1 > 60% %) (5%) > 60%
+ HU (43%)
CALR + ASS 3 0] (12%)° < 60% (2%) < 60%
< 60%
-HU  +ASS 1 /] 0] (1%) < 60%
(15%)
- ASS 9 >60% (35%)° >60% (35%)° >60%
Kontrollen
+ ASS 9 %) (20%)° > 60% (2%) > 60%

5.1.1 ARACHIDONSAURE-INDUZIERTE AGGREGATION VON THROMBOZYTEN BEI
ET-PATIENTEN

Der durch die Cyclooxygenase-1 gebildete Metabolit TXA; ist ein wichtiger Mediator in der
Hamostase, durch seine positive Feedbackwirkung Uber den TP-Rezeptor auf die
Thrombozyten (41). Mit Hilfe von Arachidonsaure als Agonisten bei der Lumiaggregometrie
lassen sich Defekte und Stérungen des TP-Rezeptors mit den nachgeschalteten Signalweg

und die TxA,-Synthese, aber auch die Wirkung von ASS evaluieren (80, 81).

Dabei zeigten die Thrombozyten der Kontrollprobanden ohne ASS-Einnahme unter Zugabe
von 0,5 mg/ml Arachidonsaure eine maximale Aggregation tiber 60% (Median: 69%), wahrend

die Thrombozyten der Kontrollgruppe mit ASS unter diesen Bedingungen nicht aggregierten



und so die aggregationshemmende Wirkung von ASS auf die Thrombozyten der

Kontrollprobanden bestétigten.

In der Gruppe der JAK2-positiven Patienten mit HU- und mit ASS-Therapie (n=3) lag die
Arachidonséure-induzierte Aggregation der Thrombozyten im Median erwartungsgeman
unterhalb des Cut-Offs von 60%. Jedoch gab es einen Patienten, dessen Thrombozyten tber
60% aggregierten. Auch in der Gruppe der JAK2-positiven Patienten ohne HU-, aber mit ASS-
Therapie (n=4) zeigten die Thrombozyten bei der Arachidonsaure-induzierten Aggregation im
Median eine Reaktion unterhalb des Cut-Offs. Jedoch gab es auch hier einen Patienten,
dessen Thrombozyten Aggregationswerte Uber 60% erzeugten. Es stellte sich hier die Frage
der adaquaten Einnahme und Compliance bzw. das adaquate Ansprechen des Patienten auf
ASS (,Non-Responder*).

Eine andere Erklarung liefert Pascale et al. (82). Sie zeigten in ihrer Studie, dass Patienten mit
ET bei einmal taglicher Einnahme von ASS keine ausreichende Hemmung der TxA;-Synthese
aufwiesen. Dagegen konnte die Wirkung bei zweimal taglicher Einnahme gesteigert werden.
Sie fUhrten dies auf die gesteigerte Megakaryopoese und damit schnelleren Neu-Synthese der
Thrombozyten zurtick. (82)

Auch Rocca et al. (83) zeigten mit ihren Ergebnissen der Phase 2 der doppelt-blind
randomisierten ARES-Studie mit 245 ET-Patienten, dass das bisherige ASS-Regime mit
einmal taglicher Einnahme von 75 bis 100 mg ASS inadaquat die thrombozytare
Thromboxansynthese von ET-Patienten inhibiert. Dabei wurde die, bei einmal taglicher ASS-
Einnahme hohe interindividuelle Variabilitdt des im Serum gemessenen stabilen TxA»-
Metaboliten TxB, unter zweimal oder dreimal taglicher Einnahme von ASS reduziert und das
TxBz-Level im Serum um 90% gesenkt. Es wird sich nun zeigen, ob fiir ET-Patienten ein
adaguateres ASS-Regime Anwendung finden wird, dass eine hdhere Sicherheit fir diese
Patienten bietet in der Prophylaxe von thrombotischen Komplikationen, wenn die Ergebnisse

der Phase 3 der ARES-Studie mit dem zweimal tagliche ASS-Regime vorliegen. (83)

In der Gruppe der JAK2-positiven Patienten mit HU-Therapie, aber ohne ASS-Einnahme (n=3)
lag der Median der thrombozytaren Aggregation unter Zugabe von Arachidonséaure knapp
unterhalb des Cut-Offs von 60% (Median: 50%). Eine mogliche Ursache kann die Einnahme
von ASS sein, zum Beispiel als Schmerzmittel, ohne dass dies vor der Blutentnahme
angegeben wurde. Es besteht jedoch auch die Mdglichkeit einer Stérung des TP-Rezeptors
und des nachgeschalteten Signalweges oder des TxA»-Syntheseweges (80).

Zur Differenzierung kann ein TxA,-Mimetika wie U46619 genutzt werden, wie es auch Dawood
et al. (80) bei Patienten mit Verdacht auf Thrombozytenfunktionsstérung in ihrer Studie taten.
Zeigt ein Patient dabei eine reduzierte Aggregation auf Arachidonsdure und U46619, so ist

von einem Defekt auf Rezeptorebene und der nachgeschalteten Signalkaskade auszugehen.



Ist dagegen die Aggregation unter Zugabe von U46619 normal, so ist die Synthese von TxA;
aus der Arachidonsaure gestdort. (80)

Dahingehend waren somit weitere Untersuchungen notwendig, um die verminderte
Aggregation in dieser Patientengruppe zu erklaren. Die Arachidonsdure-induzierte
Hypoaggregabilitat war dabei im Vergleich mit den Kontrollen ohne ASS-Einnahme statistisch
auffallig (p=0,015).

Bei den JAK2-positiven Patienten ohne HU- und ohne ASS-Therapie (n=4) lag der Median der
Arachidonsaure-induzierten Aggregation der Thrombozyten tber dem Cut-Off (Median: 65%).
Auch die Thrombozyten des Calreticulin-positiven Patienten mit HU-, aber ohne ASS-Therapie
(n=1) zeigten bei der Arachidonsaure-induzierten Aggregation Werte oberhalb des Cut-Offs
(72%). Diese Patienten erreichten mit ihren Thrombozyten ahnlich hohe mediane
Aggregationswerte wie die Kontrollgruppe ohne ASS (Median: 69%) und wiesen damit keine

Stérung des TP-Rezeptors mit Signalweg oder einen Defekt in der TxAz-Synthese auf.

In der Gruppe der Calreticulin-positiven Patienten mit HU- und ASS-Therapie (n=3) zeigten
die Thrombozyten bei der Arachidonséaure-induzierten Aggregation keine Reaktion. Und auch
der Calreticulin-positive Patient ohne HU-, aber mit ASS-Therapie (n=1) zeigte mit seinen
Thrombozyten bei der Arachidonsaure-induzierten Aggregation keine Reaktion. Die

Thrombozyten der Patienten zeigten somit ein gutes Ansprechen auf die ASS-Therapie.

Zusammenfassend zeigten bei der Arachidonsaure-induzierten Aggregation nur die
Thrombozyten der JAK2-positiven Patienten Auffalligkeiten. Trotz Einnahme von ASS
aggregierten die Thrombozyten mancher JAK2-positiven Patienten unabhéngig von der HU-
Therapie (>60%). Dagegen zeigte ein Patient mit seinen Thrombozyten keine Reaktion auf die
Arachidonsaure trotz nicht angeordneter ASS-Therapie. Lediglich die Thrombozyten der
JAK2-positiven Patienten ohne HU- und ohne ASS-Therapie aggregierten entsprechend mit
Werten Uber den Cut-Off. Bei den Calreticulin-positiven Patienten dagegen gab es keine
Auffalligkeiten. Die Thrombozyten reagierten bei ASS-Einnahme unabhangig von der HU-
Therapie nicht auf Arachidonsaure bzw. zeigten ohne ASS-Therapie Aggregationswerte tUber

60% bei Zugabe des Agonisten.



Tabelle 19: Zusammenfassung der medianen Arachidonséure-induzierten Aggregationswerte
in der Lumiaggregometrie mittels Chronolog (JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR =
Mutation des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsdure, + = Einnahme
des Medikaments, - = keine Einnahme des Medikaments, n = Anzahl, AS = Arachidonsaure,
mg = Milligramm, ml = Milliliter, @ — keine Reaktion, * - Abweichung eines Patienten mit
entgegengesetzter Tendenz zum Median der Gruppe, ° - variable Aggregationswerte, (%) —

medianer Aggregationswert in % bei Besonderheiten)

AS
n
0,5 mg/ml
- ASS 3 < 60% (50%)
+ HU
+ ASS 3 %
JAK?2
- ASS 4 > 60%
- HU
+ ASS 4 D *
- ASS 1 > 60%
+ HU
CALR + ASS 3 1]
- HU + ASS 1 1]
- ASS 9 > 60%
Kontrollen
+ ASS 9 1]

5.1.2 TRAP-INDUZIERTE AGGREGATION VON THROMBOZYTEN BEI ET-PATIENTEN

Die Serinprotease Thrombin spaltet Fibrinogen in Fibrin und tragt somit zum Aufbau eines
stabilen Thrombus bei (39). Neben dieser entscheidenden Funktion ist Thrombin auch an der
Aktivierung der Thrombozyten, Giber verschiedene Rezeptoren wie PAR1 und PAR4, beteiligt
(53).

PAR1 kann dabei Giber ein Thrombin Rezeptor Aktivierendes Peptid (TRAP) spezifisch aktiviert
werden. Mit Hilfe von TRAP-6 als Agonisten kann damit in der Lumiaggregometrie spezifisch
ein Defekt des PAR1 oder dessen Signalweges detektiert werden. (57, 58)

Bei der TRAP-6-induzierten Aggregation konnte bei der Kontrollgruppe ohne ASS mit der
intermedidren Konzentration von 10 pM eine reduzierte variable Aggregation der
Thrombozyten gemessen werden. Unter Verwendung der hohen TRAP-Konzentration von 50
MM normalisierte sich die thrombozytare Aggregation der Kontrollen ohne ASS auf tiber 60%.
Diese Normalisierung der Aggregationswerte zeigten auch die Thrombozyten der
Kontrollgruppe mit ASS-Einnahme beim Vergleich von intermediarer und hoher TRAP-
Konzentration. Die fehlende positive Feedbackwirkung des TxA; spielt damit keine essentielle

Rolle und kann bei Verwendung der hohen TRAP-Konzentration umgangen werden (80).



Bei den JAK2-positiven Patienten mit HU-Therapie, aber ohne ASS-Einnahme (n=3) zeigte
sich die TRAP-induzierte Aggregation der Thrombozyten bei Verwendung der intermediaren
Konzentration reduziert. Auch bei Zugabe der hohen TRAP-Konzentration kam es zu keiner
Normalisierung auf Werte oberhalb des Cut-Offs, wobei der Median mit 52% nur knapp
darunter lag. Statistisch war dies jedoch im Vergleich mit der Kontrollgruppe ohne ASS auffallig
(p=0,007). Auch bei der Arachidonsaure-induzierten Aggregation zeigten die Thrombozyten
dieser Patientengruppe eine reduzierte Aggregation, sodass der positive Feedback-
Mechanismus des TxA: einen Einfluss haben kdnnte (41). Jedoch sollte dieser Einfluss durch
die hohe TRAP-Konzentration umgangen werden (80).

Ist dagegen ein Defekt des PAR1 oder dessen Signalweges Ursache, so konnte dies
umgekehrt die reduzierte Aggregation auf Arachidonsaure mit erklaren, wie Holinstat et al. (84)
zeigten. Sie wiesen nach, dass Thrombin Gber PAR1 die TxAz-Generierung stimuliert (84).

In der Literatur werden kaum Defekte des PAR1 aufgefiihrt. Als eine der ersten beschrieben
2003 Dupont und Kollegen einen PAR1 Polymorphismus, der einen Effekt auf die PAR1-Dichte
auf der Thrombozytenoberflache hat und zu einem reduzierten Ansprechen der Thrombozyten
auf SFLLRN, ein Thrombin Rezeptor Aktivierendes Peptid, fuhrt. (85)

Mit Defekten des PAR-Signalweges befassten sich Moore et al (86). In ihrer Studie
untersuchten sie Defekte des PI3 Kinase/Rap1/Integrin a;nBz Signalweges in Thrombozyten
von 26 ET-Patienten (20 JAK2-positive und 6 JAK2-negative Patienten). Mittels
Flowzytometrie zeigte sich dabei eine SFLLRN-vermittelte verminderte Fibrinogenbindung bei
den ET-Patienten im Vergleich zu den Kontrollen. Die Rezeptordichte von PAR1 und an33 war
dabei nicht signifikant unterschiedlich zwischen ET-Thrombozyten und Kontroll-
Thrombozyten. Auch die Rapl Aktivierung nach SFLLRN-Stimulation war bei den ET-
Patienten signifikant reduziert, sodass die Autoren schlussfolgerten, dass eine
Beeintrachtigung des intrinsischen Signalweges von PI3 Kinase, Rap1 und Integrin Bz in
ET vorliegt. (86)

Dies konnte ein Grund fir die TRAP-induzierte Hypoaggregabilitat in der Gruppe der JAK2-
positiven Patienten mit HU-Therapie, aber ohne ASS-Einnahme. Es braucht diesbezliglich

weitere Untersuchungen.

Die Thrombozyten der JAK2-positiven Patienten mit HU- und ASS-Einnahme (n=3) zeigten
bei Verwendung der intermediaren TRAP-Konzentration ebenfalls eine reduzierte
Aggregation, die sich aber bei Verwendung der hohen Konzentration auf Werte tber 60%
normalisierten. Ein Defekt des PAR1 oder des nachfolgenden Signalweges scheint in dieser

Gruppe nicht vorhanden zu sein.

Die JAK2-positiven Patienten ohne HU-Einnahme jeweils mit (n=4) und ohne ASS-Therapie
(n=4) zeigten mit ihren Thrombozyten bei Verwendung der intermedidren Konzentration im

Median eine hohere Aggregationsleistung als die Thrombozyten der jeweiligen Kontrollgruppe



mit bzw. ohne ASS. Und auch bei Zugabe der hohen TRAP-Konzentration lag die Aggregation
der Thrombozyten der JAK2-positiven Patienten ohne HU unabhéngig von der ASS-Einnahme
im Median oberhalb des Cut-Offs von 60%. Jedoch war bei Zugabe von 50 uM TRAP-6 der
Median der Patientengruppen (JAK2/-HU/-ASS: 66%; JAK2/-HU/+ASS: 68%) jeweils niedriger
als der Median der entsprechenden Kontrollgruppe (-ASS: 74%; +ASS: 73%). Dabei war
zudem der statistische Vergleich der JAK2-positiven Patienten ohne HU- und ohne ASS-
Therapie mit der Kontroligruppe ohne ASS auffallig (p=0,018). Die erhdhten
Aggregationswerte vor allem bei der intermedidren Konzentration kénnten auf eine TRAP-
induzierte Hyperaggregabilitdét der Thrombozyten der JAK2-positiven Patienten ohne HU-
Therapie unabhangig von der ASS-Einnahme deuten. Eine solche TRAP-induzierte
Hyperaggregabilitat wurde bisher kaum in anderen Studien beschrieben.

So fanden Lussana et al. (87) in ihrer Studie bei der mit 10 uM TRAP-14-induzierten
Aggregation eine signifikant starkere Aggregation der Thrombozyten von 24 ET-Patienten in
unverdinnten PRP (Citrat, Lepirudin) gegeniiber den 29 Kontrollen. Die hdhere
Thrombozytenkonzentration in ET-Patienten kdnnte hier jedoch eher fir verantwortlich sein,
da im verdinnten PRP (Citrat) die TRAP-induzierte Aggregation der Thrombozyten von ET-
Patienten und Kontrollprobanden &hnlich waren. Auch bei der Impedanz-Messung in PRP und
Vollblut zeigte sich in dieser Studie eine starkere Aggregation bei den ET-Thrombozyten
gegenulber den Kontrollen. (87)

Aber auch hier ist der Einfluss der Thrombozytenkonzentration bzw. anderer Zellen im Vollblut
nicht zu vernachlassigen. Die Hyperaggregabilitdt scheint jedoch unabhangig von der ASS-
Therapie und damit unabhangig von der positiven Feedbackwirkung des TxA; zu sein, wie
auch die Ergebnisse der Arachidonsaure-induzierten Aggregation gezeigt haben. Dagegen
koénnte die Einnahme von HU Einfluss auf die TRAP-induzierte Aggregation haben. Studien,
die sich mit dem Einfluss von HU auf die Thrombozytenfunktion beschéftigen, sind rar und nur
eingeschrankt aussagekraftig.

So fihrten Tsantes et al. (88) diesbeziglich eine Studie mit 39 ET-Patienten durch, die in zwei
Gruppen entsprechend ihrer Thrombozytenkonzentration (Grenze: 500x10%l) eingeteilt
wurden. Die Patienten erhielten unterschiedliche zytoreduktive Therapien (HU, Anagrelid,
Interferon), wobei die Gruppe mit einer Thrombozytenkonzentration unter 500x10%| zum
groRten Teil HU einnahm. Untersucht wurde dabei mittels LTA in verdinnten PRP die
Aggregation, mittels Immunoassay die VWF-Aktivitdt und -Antigenkonzentration und die
Verschlusszeit (,closure time®) mittels PFA-100. Die Ergebnisse zeigten in der Gruppe mit
annahernd normaler Thrombozytenkonzentration (<500x10° TZ/l) eine signifikant erhéhte
VWEF-Aktivitat und ein signifikant erhdhtes vWF-Aktivitat/vWF-Antigen-Ratio, sowie eine
signifikant héhere mit 0,1 mmol/l Epinephrin-induzierte Aggregation gegeniiber der Gruppe mit
hoherer Thrombozytenkonzentration (>500x10° TZ/l). Die Autoren schlussfolgerten daraus

einen Einfluss der reduzierten Thrombozytenkonzentration auf die Thrombozytenfunktion. Bei



der multivariablen Analyse beziglich der zytoreduktiven Therapie konnte jedoch kein Einfluss
festgestellt werden und auch eine JAK2-Mutation zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die
ex vivo Funktionstests. (88)

Diese Ergebnisse zeigen entgegengesetzte Tendenzen zu den Beobachtungen in dieser
Arbeit, bei der die Thrombozyten der JAK2-positiven Patienten ohne HU eine starkere
Aggregation aufwiesen, als Patienten mit HU-Therapie oder CALR-Mutation. Lediglich die
hdhere VWF-Aktivitat unter HU-Therapie zeigte sich auch in der Patientenkohorte dieser Arbeit
(Mittelwerte: JAK2+HU: 115,33%; JAK2-HU: 70,67%).

Ebenfalls beschéftigten sich Trelinski und Kollegen mit der Wirkung von HU auf die
Thrombozyten von ET-Patienten (89). Sie untersuchten dabei die Wirkung von ASS und HU
auf die Thrombozyten-Leukozyten Interaktionen und die P-Selektin Expression vor und nach
Therapiebeginn mittels Flowzytometrie. Dabei zeigte sich bei den ET-Patienten, die
mindestens 4 Wochen HU eingenommen hatten und dadurch eine Reduktion der
Thrombozytenkonzentration auf unter 400x10%I| (komplette Resonanz) bzw. auf unter
600x10%I (partielle Resonanz) erreichten, eine nicht signifikant erhthte P-Selektin Expression
nach Erreichen des Therapieziels als vor Therapiebeginn. Damit war die Aktivitat der
Thrombozyten, gemessen am Aktivitatsparameter P-Selektin, vor Therapiebeginn niedriger
als mit HU-Einnahme. (89)

Auch dieses Ergebnis spiegelt nicht meine gemessene TRAP-induzierte Hyperaggregabilitat
bei den JAK2-positiven Patienten ohne HU wider. Dies zeigt jedoch, dass weitere
Untersuchungen notwendig sind, um den Einfluss von HU auf die Thrombozytenfunktion zu

bestimmen, da dies ein wichtiger Einflussfaktor sein kénnte.

Bei den Calreticulin-positiven Patienten, unabh&ngig von der HU- und ASS-Einnahme war die
TRAP-induzierte thrombozytare Aggregation nicht vorhanden bzw. bei den Calreticulin-
positiven Patienten mit HU- und ASS-Therapie (n=3) stark reduziert. Bei Verwendung der
hohen TRAP-Konzentration kam es bei keiner der Patientengruppen zu einer Normalisierung
auf Werte oberhalb des Cut-Offs. Jedoch lagen die Mediane der thrombozytaren Aggregation
bei den Calreticulin-positiven Patienten mit HU-Therapie unabhédngig von der ASS-Einnahme
nur wenig unterhalb des Cut-Offs (CALR/+HU/-ASS: 47%; CALR/+HU/+ASS: 51%). Der
Vergleich der Calreticulin-positiven Patienten mit HU- und ASS-Therapie mit der
Kontrollgruppe mit ASS war zudem statistisch auffallig (p=0,002). Die Ergebnisse deuten auf
eine TRAP-induzierte Hypoaggregabilitat der Thrombozyten der Calreticulin-positiven
Patienten unabhangig von HU- und ASS-Therapie hin. Jedoch gab es jeweils nur einen
Patienten in der Gruppe der Calreticulin-positiven Patienten mit HU-, aber ohne ASS-
Einnahme und in der Gruppe der Calreticulin-positiven Patienten ohne HU-, aber mit ASS-

Therapie. Auch hier zeigt sich die Hypoaggregagbilitdt unabh&angig von der ASS-Einnahme



und damit von der TxA,-Wirkung. Dagegen konnte die Calreticulin-Mutation Einfluss auf das
Aggregationsverhalten der Thrombozyten der ET-Patienten haben.

So zeigten Hauschner et al. in ihrer Studie, dass die Thrombozyten von Calreticulin-positiven
ET-Patienten weniger reaktiv sind als von JAK2-positiven ET-Patienten (90). Dazu
untersuchten sie 20 ET-Patienten (12 JAK2+ und 7 CALR+) und 13 Kontrollprobanden
hinsichtlich der Thrombozytenaktivierung mit und ohne Stimulation, die Ausbreitung der
Thrombozyten (,Spreading“) und weitere Marker. Bei den genannten Parametern zeigten sich
klare Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Mutationstypen. So war die im PRP mittels
Flowzytometrie gemessene Thrombozytenaktivierung unter basalen Bedingungen zwischen
ET-Patienten und Kontrollen dhnlich. Bei Stimulation mit 10 pM ADP jedoch zeigte sich bei
den Calreticulin-positiven  Patienten ein  signifikant reduzierter = Thrombozyten-
aktivierungsstatus gegenuber den JAK2-positiven ET-Patienten und den Kontrollen. Auch das
Thrombozyten-Spreading, welches mittels IRMikroskop ermittelt wurde, war bei den
Calreticulin-positiven Patienten signifikant reduziert. Nur 54% der anhaftenden Thrombozyten
der Calreticulin-positiven Patienten erreichte die volle Ausbreitung, wahrend 78% der
Thrombozyten der JAK2-positiven ET-Patienten und 90% der Kontrollthrombozyten die volle
Ausbreitung zeigten. (90)

Dies kann zu einer Hypoaggregabilitét bei den Calreticulin-positiven ET-Patienten fuhren, wie
in dieser Arbeit gezeigt. Jedoch erklart es nicht spezifisch die TRAP-induzierte
Hypoaggregation.

Dahingehend liefern Zini et al. (91) mit ihrer Arbeit einen Ansatz. Sie untersuchten und
analysierten bei 24 ET-Patienten (17 JAK2+ und 7 CALR+) und 15 Kontrollprobanden die
Gene und das mMRNA Expressionsprofii der CD34*-Knochenmarkzellen. Eines ihrer
Ergebnisse zeigte eine Runterregulation von Proteinen, die in die Signalwege von Thrombin
und Rho A involviert sind und somit die Aktivierung und Aggregation der Thrombozyten
regulieren. (91)

Dies konnte eine Erklarung fir die TRAP-induzierte Hypoaggregabilitat bei allen Calreticulin-
positiven Patienten in dieser Arbeit sein. Es fallt zudem in den Ergebnissen auf, dass die
Aggregationswerte der Calreticulin-positiven Patienten mit HU-Therapie unabhangig von der
ASS-Einnahme bei der hohen TRAP-Konzentration nur knapp unterhalb des Cut-Offs lagen.
Zini und Kollegen fanden dahingehend bei ihrer Analyse bei den Calreticulin-positiven
Knochenmarkszellen eine Hochregulation von Transkriptionsfaktoren der Megakaryozyten
und eine Runterregulation von Inhibitoren, die zu einer vermehrten Differenzierung der CD34*-
Zellen zu Megakaryozyten fuhren, was wiederum die signifikant hohere
Thrombozytenkonzentration bei Calreticulin-positiven Patienten gegenuber JAK2-positiven
ET-Patienten erklaren kann (91).

Betrachtet man diesen Aspekt, so kénnte eine Reduktion der Thrombozytenkonzentration

durch HU zu einer besseren Thrombozytenfunktion bei den Calreticulin-positiven Patienten



fuhren, wie oben bereits beschrieben Tsantes et al. in ihrer Studie schlussfolgerten (88). In
ihrer Studie wurden jedoch hauptséchlich JAK2-positive ET-Patienten untersucht und nur die
Epinephrin-induzierte Aggregation zeigte sich in der Gruppe mit annahernd normaler
Thrombozytenkonzentration (500x10%1) verbessert (88), sodass die Studie nur eingeschrankt
aussagekraftig ist bezogen auf die Ergebnisse dieser Arbeit.

Auch muss man bedenken, dass es in meiner Arbeit zum Vergleich nur ein Calreticulin-
positiven Patienten ohne HU-Einnahme gab. Jedoch scheint es ein wichtiger Ansatz zu sein,
die Wirkung von HU oder anderer zytoreduktiver Therapien bei Calreticulin-positiven ET-
Patienten auf die Thrombozytenfunktion zu untersuchen und so das Therapiekonzept zur

Risikominimierung fir diese Patientengruppe gegebenenfalls zu verbessern.

Zusammenfassend zeigte die TRAP-induzierte Aggregation bei den JAK2-positiven Patienten
bereits Unterschiede bei der intermediaren Konzentration. Die Thrombozyten der JAK2-
positiven Patienten mit HU-Einnahme unabhéngig von der ASS-Therapie reagierten stark
vermindert, wahrend die Thrombozyten der JAK2-positiven Patienten ohne HU und
unabhangig von der ASS-Einnahme starker als die Thrombozyten der jeweiligen
Kontrollgruppe aggregierten. Bei Verwendung der hohen TRAP-Konzentration ergab sich eine
Normalisierung der thrombozytaren Aggregation bei den JAK2-positiven Patienten mit HU-
und ASS-Therapie, wahrend es in der Gruppe der JAK2-positiven Patienten mit HU und ohne
ASS im Median zu Aggregationswerten knapp unterhalb des Cut-Offs kam. Die Thrombozyten
der JAK2-positiven Patienten ohne HU-Einnahme unabhdngig von der ASS-Therapie
erreichten Aggregationswerte tiber dem Cut-Off und deuten damit auf eine Hyperaggregabilitat
der Thrombozyten hin. Die Gruppe der Calreticulin-positiven Patienten reagierte mit ihren
Thrombozyten unabhéangig von der medikamentdsen Therapie (HU und ASS) bei der
intermedidren Konzentration reduziert bis gar nicht. Und auch bei Verwendung der hohen
TRAP-Konzentration kam es zu keiner Normalisierung der thrombozytaren Aggregation bei

den Calreticulin-positiven Patienten unabhangig von HU- und ASS- Einnahme.



Tabelle 20: Zusammenfassung der medianen TRAP-6-induzierten Aggregationswerte in der
Lumiaggregometrie mittels Chronolog (JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation
des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsaure, + = Einnahme des
Medikaments, - = keine Einnahme des Medikaments, n = Anzahl, TRAP-6 = Thrombin
Rezeptor Aktivator Peptid 6, pM = Mikromolar, @ — keine Reaktion, * - Abweichung eines
Patienten mit entgegengesetzter Tendenz zum Median der Gruppe, ° - variable

Aggregationswerte, (%) — medianer Aggregationswert in % bei Besonderheiten)

TRAP-6
n
10 uM 50 uM
- ASS 3 (9%) < 60% (52%)
+ HU
+ ASS 3 (2%) > 60%
JAK?2
HU - ASS 4 (39%) > 60%
+ ASS 4 (31,5%)° > 60%
HU - ASS 1 (] < 60% (47%)
+
CALR + ASS 3 (12%)° < 60% (51%)
- HU + ASS 1 (%] < 60% (15%)
- ASS 9 (35%)° > 60%
Kontrollen
+ ASS 9 (20%)° > 60%

5.1.3 KOLLAGEN-INDUZIERTE AGGREGATION VON THROMBOZYTEN BEI ET-

PATIENTEN

Kollagen ist, als Makromolekil der extrazellularen Matrix (39), nicht nur wichtig fir die
Aktivierung der Thrombozyten, sondern spielt auch eine entscheidende Rolle in der Adhasion
und Aggregation der Thrombozyten Uber seine verschiedenen Rezeptoren wie azf: Integrin
(GPla-lla) (43), CD36 (GPIV) (44) und GPVI (P62) (45, 46). In der Lumiaggregometrie lasst
sich mittels Kollagen als Agonist Defekte der Rezeptoren, wie auch deren Signalwege
detektieren (80, 81).

Bei der Kollagen-induzierten Aggregation zeigten die Thrombozyten der Kontrollen ohne ASS
bei der intermedidren Konzentration von 2 pg/ml zunachst eine reduzierte aber variable
Aggregation, die sich bei Verwendung der hohen Kollagen-Konzentration von 10 pg/ml auf
tiber 60% normalisierte. Denselben Effekt der Normalisierung der thrombozytéren Aggregation
bei Zugabe der hoheren Kollagen-Konzentration im Vergleich zur intermediaren Konzentration
zeigte auch die Kontrollgruppe mit ASS. Die fehlende positive Feedbackwirkung des TxA»
spielt damit keine essentielle Rolle und kann bei Verwendung der hohen Kollagen-

Konzentration umgangen werden (80).



Die Thrombozyten der JAK2-positiven Patienten mit HU- und ASS-Einnahme (n=3) zeigten
bei Zugabe der intermediaren Konzentration ebenfalls eine reduzierte Aggregationsreaktion.
Zudem kam es zu keiner Normalisierung der thrombozytaren Aggregation bei der Verwendung
der hohen Kollagenkonzentration. Dies war auch statistisch auffallig (p=0,0026) beim
Vergleich mit der Kontrollgruppe mit ASS.

Bei den Calreticulin-positiven Patienten mit HU- und ASS-Therapie (n=3) war die Kollagen-
induzierten Aggregation der Thrombozyten bei Zugabe der intermedidren Konzentration stark
reduziert und zeigte bei der hohen Kollagenkonzentration keine Normalisierung auf Werte Uber
60%. Dies war ebenfalls statistisch aufféllig (p=0,0001).

Der Calreticulin-positive Patient ohne HU-, aber mit ASS-Therapie (n=1) zeigte ebenso eine
kaum vorhandene thrombozytdre Aggregationsreaktion auf die intermediare Kollagen-
konzentration. Bei Verwendung der hohen Kollagenkonzentration kam es zudem auch hier zu
keiner Normalisierung.

Die reduzierte Aggregation der Thrombozyten bei Zugabe der niedrigen
Kollagenkonzentration kann auf die fehlende Feedbackwirkung des TxA, durch Einnahme von
ASS bedingt sein (80). Jedoch sollte es dann zu einer Normalisierung der Aggregation bei
Verwendung der hohen Konzentration kommen, da vermehrt die GPVI Rezeptoren aktiviert
werden und zudem die Integrine aB: ihre Wirkung zeigen (80). Somit kdnnte ein Defekt des
GPVI oder des Integrins azB: und/oder deren Signalwege vorliegen. Um selektiv den Defekt
von GPVI zu untersuchen, kann CRP (,Collagen related peptide®) (80) oder Convulxin (48)
verwendet werden.

Boulaftali et al. erértern in ihrem Buchkapitel dazu verschiedene Studien, die Defekte der
Signalproteine des GPVI-Signalweges aufdecken, die zu einem Defekt der
Thrombozytenfunktion durch eine reduzierte Kollagen-induzierte Thrombusformation in vitro
fihren (92). Dagegen werden nur wenige Defekte des GPVI-Rezeptors in der Literatur
beschrieben. Meistens sind Autoantikorper daflr verantwortlich (93-95). Es wurden aber auch
Patienten mit einer vererbten Blutungserkrankung beschrieben, die mit einer Mutation des
Kollagenrezeptors GPVI assoziiert wurde (96, 97). Bei allen diesen Studien werden nur milde
Blutungskomplikationen beschrieben.

In einer weiteren Dissertation von Frau Dr. A. Huang (98) wurde die GPVI-vermittelte
Thrombozytenaktivierung induziert durch Convulxin durchflusszytometrisch in der AG von
I L tcsucht.

Defekte des Integrin a2f3:, die zu eine reduzierten Kollagen-induzierten Aggregation fuhren,
sind in der Literatur rar. Im Gegenteil, Scharf erdrtert in seinem Buchkapitel vor allem
prothrombotische Rezeptorvarianten des Integrins a23: (10).

Studien mit ET-Patienten zeigen haufig ebenfalls eine Kollagen-induzierte Hypoaggregabilitat.
So zeigte sich bei Lussana et al. (87) bei der Untersuchung von 24 ET-Patienten (17 JAK2+)

mit ASS-Einnahme gegeniber 29 Kontrollprobanden mit ASS-Einnahme bei der Kollagen-



induzierten Aggregation (2 und 5 pg/ml) eine reduzierte Aggregation der ET-Thrombozyten in
verdiinnten und auch unverdinnten PRP. (87)

Auch Polokhov und Kollegen stellten eine reduzierte Aggregation im PRP bei Verwendung von
0,06 mg Kollagen fest. Ihre Studienkohorte bestand dabei aus 20 Kindern mit ET (13 triple-
negativ, 3 JAK2+, 4 CALR+), die sie mit 14 gesunden Kindern verglichen. (99)

Welche Ursache diese Kollagen-induzierte Hypoaggregabilitdt der Thrombozyten bedingt,
bedarf weiterer Abklarung. Jedoch zeigte sich, dass diese Hypoaggregation unabhéngig von
der Mutation und der HU-Therapie, aber im Zusammenhang mit der ASS-Einnahme in dieser

Studienkohorte war.

Die Gruppe der JAK2-positiven Patienten ohne HU-, aber mit ASS-Therapie (n=4) zeigten mit
ihren Thrombozyten bei der Kollagen-induzierten Aggregation unter Zugabe der intermedidren
Konzentration im Median eine reduzierte Reaktion. Jedoch gab es einen Patienten, dessen
Thrombozyten eine maximale Aggregation von Uber 60% erreichten. Auch bei Verwendung
der hohen Kollagenkonzentration lag der Median der thrombozytaren Aggregation unterhalb
des Cut-Offs (Median: 47,5%). Aber auch hier zeigte der oben erwéahnte Patient thrombozytare
Aggregationswerte von tber 60% und damit eine Normalisierung. Im Median zeigte sich eine
Kollagen-induzierte Hypoaggregabilitdt der Thrombozyten, die auch statistisch aufféllig war
(p=0,0413). Mdgliche Ursachen sind im oberen Abschnitt bereits diskutiert. Der eine Patient,
dessen Thrombozyten jedoch eine Hyperaggregabilitat auf Kollagen, wie auch auf TRAP und
Arachidonséaure trotz ASS-Therapie zeigte, bedarf weiterer Untersuchungen, die, vor allem
hinsichtlich einer mdglichen Risikominimierung, Bedeutung haben kénnen.

Auch die JAK2-positiven Patienten mit HU-, aber ohne ASS-Therapie (n=3) zeigten bei
Verwendung von Kollagen mit der intermediaren Konzentration eine reduzierte thrombozytéare
Aggregation, die sich bei Zugabe der hohen Kollagenkonzentration ebenfalls nicht
normalisierte, wobei der Median nur knapp unterhalb des Cut-Offs lag mit 55%. Jedoch zeigte
sich der Vergleich mit der entsprechenden Kontrollgruppe ohne ASS statistisch aufféllig
(p=0,0218). Defekte der Kollagenrezeptoren und deren Signalwege, die zu der reduzierten
Aggregation der Thrombozyten trotz hoher Kollagenkonzentration fihren konnten, sind im
oberen Abschnitt diskutiert. Jedoch fallt bei dieser Patientengruppe auf, dass keine ASS-
Therapie bestand im Gegensatz zu den Patientengruppen in den oberen Abschnitten. Daher
konnte hier die Feedback Wirkung des TxA; eine entscheidende Rolle fir die reduzierte
Aggregation der Thrombozyten spielen. Die JAK2-positiven Patienten mit HU-, aber ohne
ASS-Therapie zeigten bereits bei der Arachidonsaure-induzierten Aggregation eine statistisch
auffallig reduzierte thrombozytare Aggregation. Defekte des TP-Rezeptors oder des
Signalweges konnten daher mit Einfluss haben. Vor allem, da der Median nur knapp unterhalb
des Cut-Offs liegt.



Bei den JAK2-positiven Patienten ohne HU- und ohne ASS-Therapie (n=4) zeigte sich bei der
Verwendung der intermediaren Kollagenkonzentration niedrig variable Aggregationswerte der
Thrombozyten, die im Median geringer waren als bei der Kontrollgruppe ohne ASS. Bei
Zugabe der hohen Kollagenkonzentration zeigte sich wiederum eine Normalisierung der
thrombozytaren Aggregation oberhalb des Cut-Offs. Der Calreticulin-positive Patient mit HU-,
aber ohne ASS-Therapie (n=1) zeigte mit seinen Thrombozyten bei Zugabe der intermedidren
Konzentration eine stark reduzierte Aggregation. Diese normalisierte sich jedoch ebenfalls bei
Verwendung der hohen Kollagenkonzentration. Damit gab es keine Hinweise auf eine Stérung
des Kollagen-Rezeptors oder -Signalweges der Thrombozyten dieser beiden

Patientengruppen.

Zusammenfassend fielen bei der Kollagen-induzierten Aggregation in allen Patientengruppen
bei Verwendung der intermediaren Konzentration reduzierte bis nicht vorhandene
Aggregationsreaktionen der Thrombozyten auf. Zu einer Normalisierung der Aggregation bei
Zugabe der hohen Kollagenkonzentration kam es jedoch nur bei den Thrombozyten der JAK2-
Patienten ohne HU- und ASS-Einnahme, sowie bei den Thrombozyten der Calreticulin-
positiven Patienten mit HU-, aber ohne ASS-Einnahme. In der Gruppe der JAK2-positiven
Patienten mit HU- und ohne ASS-Einnahme lag zudem der Median der thrombozytaren
Aggregation nur knapp unter 60%. Der statistische Vergleich mit der Kontrollgruppe ohne ASS
war jedoch aufféllig, sodass nicht von einer Normalisierung gesprochen werden kann. Die
Thrombozyten der JAK2- und Calreticulin-positiven Patienten mit ASS-Einnahme unabhangig
der HU-Therapie zeigten keine Normalisierung unter Zugabe der hohen
Kollagenkonzentration. Aufféllig war hier nur ein Patient in der Gruppe der JAK2-positiven
Patienten ohne HU-, aber mit ASS-Einnahme, dessen Thrombozyten sowohl bei der
intermedidren wie auch bei der hohen Kollagenkonzentration Aggregationswerte Uber 60%

aufwies. Dieser Patient bedarf besonders weiterer Untersuchungen.



Tabelle 21: Zusammenfassung der medianen Kollagen-induzierten Aggregationswerte in der
Lumiaggregometrie mittels Chronolog (JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation
des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsdure, + = Einnahme des
Medikaments, - = keine Einnahme des Medikaments, n = Anzahl, pg = Mikrogramm, ml =
Milliliter, * - Abweichung eines Patienten mit entgegengesetzter Tendenz zum Median der
Gruppe, ° - variable Aggregationswerte, (%) — medianer Aggregationswert in % bei

Besonderheiten)

Kollagen
n
2 ug/ml 10 pg/ml
- ASS 3 (2%) < 60% (55%)
+ HU
+ ASS 3 (3%) < 60%
JAK2
HU - ASS 4 (20%)° > 60%
+ ASS 4 (1,5%)° < 60% (47,5%)
- ASS 1 (5%) > 60%
+ HU
CALR + ASS 3 (2%) < 60%
- HU + ASS 1 (1%) < 60%
- ASS 9 (35%)° > 60%
Kontrollen
+ ASS 9 (2%) > 60%

5.1.4 DELTA-STORAGE POOL DEFICIENCY IN DER ET

Neben den oben beschriebenen Agonisten-induzierten Stérungen der
Thrombozytenaggregation, konnen auch Defekte der Thrombozytengranula zu Stérungen der
Aggregation beitragen. Dabei sind ADP und ATP in groRen Mengen in den dichten Granula
(6-Granula) der Thrombozyten gespeichert und werden bei Aktivierung durch Sekretion
freigesetzt (41).

Ist die Zahl der Granula oder deren Inhalt reduziert, so spricht man von einem ,delta storage
pool disease” (6-SPD, delta Speicherpool Erkrankung). Diese seltene heterogene Gruppe von
angeborenen oder erworbenen Thrombozytenerkrankungen, kann ein isolierter
Thrombozytendefekt sein oder Teil eines komplexen Syndroms wie das Hermannsky-Pudlak
Syndrom oder das Chediak-Higashi Syndrom. Bei hamatologischen Malignitaten, wie der ET,

kann es sekundéar als erworbene Erkrankung auftreten. (100, 101)

In meiner Arbeit wurde nur die ADP- und ATP-Freisetzung bei einer maximalen Aggregation
von > 45% in die Auswertung aufgenommen, da nur bei ausreichender Aktivierung und
Aggregation von einer ausreichenden Granulafreisetzung ausgegangen werden kann (41).

Bei der Untersuchung setzten die Thrombozyten der ET-Patienten erst ab einer Aggregation

von > 45% ATP frei. Bei den Patienten ohne ausreichende Aggregation missen weitere



Untersuchungen wie ein Mepacrine-Test, welcher im Rahmen einer anderen Doktorarbeit der
Arbeitsgruppe von | G ourchgefihrt wurde, oder die Untersuchung mittels
Elektronenmikroskopie erfolgen, um sicher ein SPD zu detektieren und um auch zwischen

quantitativen und qualitativen 6-SPD zu unterscheiden (100).

Die Ergebnisse meiner Untersuchung zeigten, dass alle Patienten aller Patientengruppen
unabhangig von der zytoreduktiven Therapie mit HU deutlich weniger thrombozytar
freigesetzte ADP- und ATP-Mengen bei Stimulation mit hohen Konzentrationen an TRAP (50
UM) und Kollagen (10 pg/ml) aufwiesen als die Kontrollgruppe ohne ASS-Einnahme. Auch die
Kontrollgruppe mit ASS-Einnahme zeigte reduzierte thrombozytér freigesetzte ADP- und ATP-
Mengen im Vergleich zu den Kontrollen ohne ASS, was die Wichtigkeit des positiven
Feedback-Mechanismus des TxA: fir die Granulafreisetzung zeigt (41). Jedoch waren diese
freigesetzten Mengen im Vergleich zu denen der Patientengruppen trotzdem grofer.
Verschiedene Autoren beschrieben ahnliche Tendenzen.

So konnten Lofvenberg und Nilsson eine reduzierte ATP-Freisetzung induziert durch 2 ug
Kollagen bei den Thrombozyten von ET-Patienten feststellen. Dabei waren vor allem die
thrombozytar freigesetzten ATP-Mengen von ET-Patienten unter HU-Therapie reduziert (<0,6
pmol/l). (9)

Auch Lussana et al. stellten in ihrer Studie reduzierte Adeninnukleotid-Inhalte (ADP, ATP) der
Thrombozyten von ET-Patienten fest. Sie stimulierten dazu die Thrombozyten mit ADP (4 uM),
Kollagen (2 und 5 pg/ml), TRAP-14 (10 pM), Adrenalin (5 uM) und U466619 (1 pM), ein TxA>
Mimetikum. (102)

Leoncini et al. induzierten die Nukleotidsekretion bei den Thrombozyten mit 5 U/ml Thrombin.
Zusétzlich hatten sie die Konzentration von ATP und ADP im Zytosol durch Zelllyse gemessen.
Es kristallisierten sich in ihrer Studie zwei Gruppen von ET-Patienten heraus. Gruppe 1
erreichte normale ADP- und ATP-Konzentrationen in den Granula und im Zytosol der
Thrombozyten. Gruppe 2 dagegen zeigte signifikant niedrigere Konzentrationen in den
Granula und im Zytosol gegentiber den Kontrollen. (103)

Bei der Verwendung von TRAP-6 zeigten in meiner Untersuchung 84% der ET-Patienten eine
reduzierte ATP-Freisetzung, bei Kollagen 58% (ATP-Konzentration) bzw. 53% (ADP-
Konzentration) der ET-Patienten. Coucelo et al. fanden in ihrer Studie bei 47% der ET-
Patienten ein SPD (11).

Neben einer reduzierten Aggregation, sowie geringerer freigesetzter Adeninnukleotidmengen
kann auch ein erhohtes ATP/ADP-Ratio ein diagnostisches Zeichen fur ein 6-SPD sein (100-
102). In meiner Untersuchung ergab sich bei den JAK2-positiven Patienten mit ASS-Einnahme
unabhangig von der HU-Therapie (mit HU: 1,0/ ohne HU: 0,875) ein &hnliches ATP/ADP-Ratio
der Thrombozyten wie bei den Kontrollen mit ASS (0,87) und ohne ASS (0,81). Auch der

Calreticulin-positive Patient mit HU und ohne ASS-Einnahme, als einziger Vertreter mit



Calreticulin-Mutation, erzeugte mit seinen Thrombozyten ein &hnliches ATP/ADP-Ratio von
1,0. Auffallig waren dagegen die deutlich erhéhten ATP/ADP-Ratio’s der Thrombozyten der
JAK2-positiven Patienten ohne ASS-Einnahme unabhéngig von der HU-Therapie (mit HU:
1,93/ ohne HU: 4,46). Diese weisen stark auf ein 8-SPD hin (100-102).

Zusammenfassend ist die stark erniedrigte ATP- wie auch ADP-Freisetzung der Thrombozyten
aller Patientengruppen aufféllig und wirde zu der hohen Zahl an Blutungskomplikationen in
der Studienkohorte passen, die bei 83% der JAK2-positiven Patienten mit HU-Therapie, 87,5%
der JAK2-positiven Patienten ohne HU-Therapie und 50% der CALR-positiven Patienten mit
HU-Therapie auftraten. Zudem findet sich bei den JAK2-positiven Patienten ohne ASS-
Einnahme unabhéngig von der HU-Therapie ein stark erhdhtes ATP/ADP-Ratio.

5.2 DIFFERENZIERTE THROMBINGENERIERUNG DER THROMBOZYTEN VON ET-
PATIENTEN

Neben Stérungen der Aggregation, kénnen auch Dysfunktionen der Thrombingenerierung zu
Komplikationen wie Thrombosen oder Blutungen fithren. Zur Evaluation mdglicher Stérungen
der thrombozytaren Thrombinbildung in ET-Patienten wurde daher mittels CAT im PRP in
Abhangigkeit verschiedener Trigger (TF, Thrombin und Convulxin) und unter basalen
Bedingungen, sowie im PFP nach TF-Gabe die Thrombingenerationsparameter (,lag time,
J[tPeak", ,Thrombin Peak” und ,ETP*) ermittelt. Die Messung der Thrombingenerierung stellt
dabei ein wichtiges Werkzeug zur Bewertung der Thrombozytenfunktion dar (104). Auch kann
durch die Messung der ex vivo Thrombingenerierung die endogene Kapazitat des gesamten
hamostatischen Systems evaluiert werden und somit auf ein Thrombose- oder Blutungsrisiko
deuten (105). So stellten Al Dieri et al. in ihrem Review beim Vergleich verschiedener Studien
eine hohe Korrelation zwischen einem hohem ,ETP* in PPP induziert durch TF und dem
Auftreten von vendsen Thrombosen fest (106-108). Auch wurde ein hohes ,ETP“ in PPP durch
TF induziert mit einem erhdhten Risiko fir ischamische Schlaganfalle assoziiert (106, 109,
110) und stellt zudem einen guten Indikator fir prothrombotische Tendenzen dar (76, 77). Die
Studienlage zur Thrombingenerierung im PRP ist jedoch noch geringer, wie auch Panova-
Noeva et al. in ihrem Review zeigte (110). Es zeigten jedoch Studien zu verschiedenen
Erkrankungen eine erhéhte Thrombingenerierung im PRP, wie bei jungen Strokepatienten
(111), bei (akuter) tiefer Venenthrombose (112, 113) oder auch bei den myeloproliferativen
Neoplasien, wie der ET (114, 115). Auch zu Blutungsdiatesen finden sich Experimente mit
dem CAT im PRP. Dabei wurde vor allem die von-Willebrand-Erkrankung untersucht und eine

reduzierte Thrombinbildung festgestellt (116).



5.2.1 DIFFERENZIERTE THROMBINGENERIERUNG DER THROMBOZYTEN VON ET-

PATIENTEN IM PRP IN ABHANGIGKEIT VOM TRIGGER (TF, THROMBIN, CONVULXIN)
Experimente zur Thrombingenerierung im PRP konnen am besten die Interaktionen der
Thrombozyten mit dem Gerinnungssystem abbilden (76). Dabei ist die Thrombinbildung
abhangig von den Thrombozyten und ihrer Aktivierung, wie auch von der Konzentration an
bekannten und unbekannten Gerinnungsfaktoren und Inhibitoren, sowie von Plasmaproteinen,
die die Reaktionen modulieren (77, 106). Aber die Wirkung von Medikamenten, wie ASS,

kénnen mittels CAT-Methode evaluiert werden (76).

Die Ergebnisse meiner Messungen zeigen unter basalen Bedingungen eine verlangerte

JL{tPeak” bei den Thrombozyten der Kontrollen mit ASS (n=9) gegenlber den Kontrollen ohne
ASS (n=7). Auch der ,Thrombin Peak" und das ,ETP“ sind in der Kontrollgruppe mit ASS
niedriger als bei den Kontrollen ohne ASS. Dies konnte auf die Wirkung des ASS
zurtckzuftuihren sein, wodurch die fehlende positive Feedbackwirkung der TxA: zu einer
reduzierten Aggregation und im Folgenden zu einer geringeren Thrombinbildung fihren
konnte (41).

Bei den JAK2-positiven Patienten mit HU-Therapie (n=5) zeigte sich dagegen ein gemischtes
Bild. So war lediglich die ,lag time“ gegenlber den Kontrollen ohne ASS verlangert, wahrend
der ,Thrombin Peak median héher gegeniber den Kontrollen mit ASS lag. Das ,ETP*
dagegen war gegentber dem der Thrombozyten der Kontrollen mit und ohne ASS niedriger.
Auch die statistische Analyse zeigte keine klaren Tendenzen beim Vergleich der JAK2-
positiven Patienten mit HU gegenlber den beiden Kontrollgruppen. Aussagen Uber mégliche

Stérungen oder beeinflussende Faktoren kénnen hier ohne Tendenzen nicht getroffen werden.

In der Gruppe der JAK2-positiven Patienten ohne HU-Einnahme (n=6) zeigte sich dagegen
eine verlangerte ,lag time* und ,ttPeak” im Vergleich zu beiden Kontrollgruppen. Und auch der
»1hrombin Peak® und das ,ETP“ waren niedriger als bei den Kontrollen mit und ohne ASS.
Dies war statistisch auffallig fur die ,lag time“, den ,Thrombin Peak® und das ,ETP“im Vergleich
mit den Kontrollen ohne ASS und beim ,ETP“ im Vergleich mit den Kontrollen mit ASS. Diese
Ergebnisse kdnnen die von einigen Wissenschaftlern, wie Falanga et al. (17, 117), aufgestellte
Hypothese unterstlitzen, bei der man in vitro erschopfte Thrombozyten in ET-Patienten
vermutet. Verschiedene Studien zeigten dahingehend meist anhand der Messung von P-
Selektin unter basalen Bedingungen eine erhghte in vivo Aktivitat in ET-Patienten im Vergleich
zu gesunden Probanden (12, 89, 90). Auch in einer weiteren Dissertation von Frau Dr. A.
Huang (98) in der AG von | EEEGEGEGGEGEGEGEE \/.rde eine erhohte Thrombozytenaktivitat
mittels durchflusszytometrischer P-Selektin-Bestimmung in ET-Patienten festgestellt. Die hier

gezeigte basal reduzierte Reaktion der Thrombozyten der JAK2-positiven Patienten ohne HU



und damit basale in vitro Hypofunktion kénnte somit Zeichen der Erschdpfung der in vivo

Aktivitat sein.

Die Calreticulin-positiven Patienten mit HU-Therapie (n=3) zeigten ebenfalls Tendenzen. Ihre
Thrombozyten zeigten eine verlangerte ,lag time®, sowie ,ttPeak® gegenuber beiden
Kontrollgruppen. Im Gegensatz dazu waren die medianen ,Thrombin Peaks" und ,ETPs" aber
hoher als bei den Kontrollen mit und ohne ASS. Diese Ergebnisse waren jedoch nicht
statistisch auffallig bei der Analyse. Dass es zu einer erhéhten Thrombinbildung ohne Zugabe
eines Triggers bei dieser Patientengruppe kam, konnte durch Mikropartikel (MP) erkléart
werden, die einen Einfluss auf die Hamostase haben.

Sie werden von aktivierten Zellen als 0,1 bis 1 um groRe Membranfragmente freigesetzt. Auf
ihrer Oberflache befinden sich Aminophospholipide sowie TF. Damit stellen sie eine wichtige
prokoagulante Oberflache dar und kénnen somit in die Hamostase und auch Thrombogenese
involviert sein. (14)

Trappenburg et al. (15) sowie Villmow et al. (16) fanden eine erhdhte Zahl von MP im
peripheren Blut von ET-Patienten, die wiederum eine erhéhte Thrombingenerierung
(,Thrombin Peak) im PPP von ET-Patienten, getriggert durch TF und Phospholipide,
erzeugten. (15)

Auch andere Studien zeigten den Einfluss von MP in der ET. Jedoch fanden Charpentier und
Kollegen bei der Untersuchung von 74 ET-Patienten, darunter 45 JAK2-positive, 15
Calreticulin-positive und 12 Triple-negative Patienten jeweils ohne HU-Therapie, mittels
Flowzytometrie eine erhdhte MP-Zahl bei den JAK2-positiven Patienten gegenuber den JAK2-
negativen Patienten. (118)

Und auch die MP-assoziierte prokoagulante Aktivitat, die mittels CAT und MP-Aktivitdtsassay
gemessen wurde, war bei den JAK2-positiven Patienten erhéht im Vergleich zu den beiden
anderen Patientengruppen (118). Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch Marchetti et al (119).
Dies passt jedoch nicht zu den hier unter basalen Bedingungen ermittelten Ergebnissen und

bedarf weiterer Untersuchungen.



Tabelle 22: Vergleich der medianen Parameter der Thrombozyten im PRP mittels CAT unter
basalen Bedingungen (PRP = Plattchen-reiches Plasma, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens,
CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsaure, +

Einnahme des Medikaments, - = keine Einnahme des Medikaments, n = Anzahl, ttPeak

“time to peak” = Zeit bis zum Thrombin Peak, ETP = endogenes Thrombin Potential)

,Thrombin
basal n »lag time“ ,ttPeak" »ETP*
Peak*
> -ASS ~ -ASS ~ -ASS < -ASS
+HU 5
~ +ASS ~ +ASS > +ASS < +ASS
JAK?2
HU 6 > -ASS > -ASS < -ASS < -ASS
> +ASS > +ASS < +ASS < +ASS
> -ASS > -ASS > -ASS > -ASS
+HU 3
CALR > +ASS > +ASS > +ASS > +ASS
-HU 0 - - - -
-ASS/ -ASS < -ASS ~ -ASS (>) -ASS >
Kontrollen 7/9
+ASS +ASS +ASS +ASS +ASS

Bei Verwendung von 1 pM TFE und anionischer Phospholipide zeigte sich bei den Kontrollen
mit (n=10) und ohne ASS (n=10) jeweils ahnliche mediane Werte fir die ,lag time*, ,ttPeak®
und den ,Thrombin Peak®. Nur das ,ETP“ war in der Kontrollgruppe ohne ASS leicht héher im
Vergleich zu den Kontrollen mit ASS. Die Einnahme von ASS und damit Hemmung der
Thromboxansynthese scheint keinen Einfluss auf die TF-induzierte Thrombinbildung zu

haben, wie auch Vanschoonbeek und Kollegen in ihrer Arbeit zeigten (120).

Auch unter diesen Versuchsbedingungen zeigte sich in der Gruppe der JAK2-positiven
Patienten mit HU-Therapie (n=6) keine klare Tendenz. So war die ,lag time“ gegentber beiden
Kontrollgruppen verlangert, der ,Thrombin Peak® dagegen hoher als bei den Kontrollen mit
und ohne ASS und das ,ETP“ gering niedriger als bei den Kontrollen ohne ASS. In der
statistischen Analyse war dabei nur der Vergleich der ,lag time“ mit den Kontrollen ohne ASS
auffallig. Dies spricht lediglich fir eine verzdgerte Initierungsphase mit verstarkter
Amplifizierung auf der Thrombozytenoberflache, wie der erhéhte ,Thrombin Peak® zeigt (105,
120). Klare Tendenzen fehlen jedoch um konkrete Aussagen flur diese Patientengruppe treffen

zu kdénnen.

Die JAK2-positiven Patienten ohne HU-Therapie (n=7) zeigten mit ihren Thrombozyten
wiederum &ahnliche Ergebnisse wie die Kontrollen mit ASS. Gegeniiber den Kontrollen ohne

ASS war nur das ,ETP“ leicht hoher. Die Thrombozyten dieser Patientengruppe scheinen



daher keine Stoérung beziglich der TF-induzierten Thrombingenerierung bei ASS Therapie

aufzuweisen.

Die Calreticulin-positiven Patienten mit HU-Therapie (n=4) zeigten mit ihren Thrombozyten
eine median verlangerte ,lag time* und ,ttPeak® im Vergleich zu beiden Kontrollgruppen. Dies
war auch statistisch auffallig. Dagegen lag der ,Thrombin Peak® bei den Thrombozyten der
Patienten hdher als bei beiden Kontrollgruppen, wahrend das ,ETP“ nur gegeniber den
Kontrollen ohne ASS niedriger war. Auch hier scheint die Initiierungsphase verzégert zu sein,
wahrend die Amplifizierungsphase verbessert ist.

Dazu haben Vanschoonbeek et al. in ihrer Studie zur TF-induzierten Thrombingenerierung in
PRP bei gesunden Probanden eine Erhéhung des ,Thrombin Peaks® um 36-59% bei
zusatzlicher Stimulation von Gg-gekoppelten Rezeptoren wie P2Y, PAR-1 oder den TP-
Rezeptor feststellt. Diese Stimulation flihrte auch zur Verkiirzung der ,lag time* und ,ttPeak®,
sowie zur leichten Erhéhung des ,ETP®. (120)

Es konnten jedoch bei den Thrombozyten der ET-Patienten differenzierte Effekte die
Initiierungsphase stéren und die Amplifizierungsphase trotzdem positiv beeinflussen. Auch

hier sprechen die kinetischen Parameter flr einer reduzierte TF-Aktivitat (119).

Die Thrombozyten des Calreticulin-positiven Patienten ohne HU-Therapie (n=1) zeigten eine
verkurzte ,lag time® und ,ttPeak® gegeniber den Kontrollen mit und ohne ASS-Einnahme.
Dagegen waren jedoch die gebildeten Thrombinmengen (,Thrombin Peak® und ,ETP*)
niedriger als bei beiden Kontrollgruppen. Die schnelleren kinetischen Parameter (,lag time*
und ,ttPeak®) spiegeln eine hohe TF-Aktivitat wider (119). Dagegen konnte die geringere
Thrombinbildung auf eine erhdhte TFPI-Aktivitat deuten, wie sie Ziolkowska und Kollegen in
ihrer Studie bei 45 ET-Patienten gemessen haben (121). Dabei diskutierte Ziolkowska mit Hilfe
anderer Studien, ob hohere TFPI-Konzentrationen mdoglicherweise ein Zeichen fur einen
kompensatorischen Mechanismus sind, der auf eine erhohte Koagulation, induziert durch TF,
deutet (121-123). Die geringe Patientenzahl in dieser Gruppe lassen jedoch keine konkreten

Aussagen zu und bendtigen weitere Untersuchungen, vor allem mit grof3erer Patientenzahl.



Tabelle 23: Vergleich der medianen Parameter der Thrombozyten im PRP mittels CAT unter
Zugabe von 1 pM TF und anionischen Phospholipiden (PRP = Plattchen-reiches Plasma, pM
= Pikomolar, TF = ,tissue factor® = Gewebefaktor, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR =
Mutation des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsdure, + = Einnahme
des Medikaments, - = keine Einnahme des Medikaments, n = Anzahl, ttPeak = “time to peak”

= Zeit bis zum Thrombin Peak, ETP = endogenes Thrombin Potential)

,Thrombin
TF n »lag time“  ttPeak“ »ETP
Peak"
> -ASS ~ -ASS > -ASS (<) -ASS
+HU 6
> +ASS ~ +ASS > +ASS = +ASS
JAK?2
HU . ~-ASS ~-ASS ~-ASS (>) -ASS
~ +ASS ~ +ASS = +ASS = +ASS
> -ASS > -ASS > -ASS < -ASS
+HU 4
> +ASS > +ASS > +ASS ~ +ASS
CALR
U L < -ASS < -ASS < -ASS < -ASS
< +ASS < +ASS (<) +ASS < +ASS
-ASS/ -ASS ~ -ASS ~ -ASS ~ -ASS (>)
Kontrollen 10/10
+ASS +ASS +ASS +ASS +ASS

Unter Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin zeigten die Thrombozyten der Kontrollen mit ASS (n=10)
eine verkirzte ,lag time® und ,ttPeak” im Vergleich zu den Kontrollen ohne ASS (n=10). Auch
der ,Thrombin Peak® und das ,ETP“ waren bei den Kontrollen mit ASS hoher als bei den
Kontrollen ohne ASS. Die Thrombinbildung war somit verbessert bei den Thrombozyten der
Kontrollen mit ASS-Einnahme. Thrombozyten von Personen, die ASS einnehmen, kénnen
stimuliert durch potente Agonisten wie Thrombin trotzdem aggregieren (124, 125), wie die
Ergebnisse der LTA auch gezeigt haben. Jedoch gibt es keine aktuelle Studie, die einen
positiven Effekt von ASS auf die vor allem Thrombin-induzierte Thrombingenerierung zeigt,
wie es meine Ergebnisse vermitteln. Undas et al. (124) konnten in ihrem Review nur Studien
vorweisen, die mittels CAT eine reduzierte Thrombinbildung nach einmaliger ASS Einnahme
(74) bzw. nach taglicher Einnahme von 300 mg ASS fiir einen Monat (126) zeigten. Es wurde
in ihrem Review aber auch die mdgliche Acetylierung von Plasmaproteinen durch ASS
diskutiert, die jedoch wieder zu einer reduzierten Aggregation oder Thrombinbildung fihren
oder die Fibrinolyse unterstiitzen (124). Lediglich die von Villanueva und Allen (127) berichtete
Acetylierung von Antithrombin konnte von Undas und Kollegen nicht eingeordnet werden
(124). Diese konnte jedoch in Zusammenschau mit meinen Ergebnissen zu einer erhdhten
Thrombingenerierung induziert durch Thrombin in der Kontrollgruppe mit ASS-Einnahme
beitragen. Weiterhin konnte die von Undas et al. (124) beschriebene Acetylierung von

Fibrinogen oder Fibrin durch ASS zu einer verbesserten Bindung dieser Proteine an CD36



fuhren. D6hrmann et al. identifizierten dazu Fibrin als neuen CD36 Liganden, der zur
Aktivierung von Thrombozyten und zur Thrombin-induzierten Thrombingeneration unter
physiologischen und inflammatorischen Bedingungen, die zum Beispiel bei chronischen
Nierenerkrankungen vorkommen, fiihren (128). Somit kénnte auch dieser Ansatz bei ASS-

Einnahme zur erhéhten Thrombinbildung beitragen.

Die Thrombozyten der JAK2-positiven Patienten mit HU-Therapie (n=6) zeigten eine
verlangerte ,lag time“ gegentber den Kontrollen mit ASS, aber eine verkirzte ,ttPeak” im
Vergleich zu den Kontrollen ohne ASS. Der ,Thrombin Peak® und das ,ETP“ waren im
Vergleich zu den Kontrollen ohne ASS héher. Dies war jedoch nicht statistisch auffallig. Im
gesamten dhnelten die medianen Werte denen der Kontrollgruppe mit ASS. Wie oben bereits
diskutiert gibt es zurzeit keine wissenschaftliche Literatur, die die verbesserte
Thrombinwirkung vor allem unter ASS-Einnahme, wie die Halfte (3 von 6 Patienten) der JAK2-
positiven Patienten mit HU es als Co-Medikation einnimmt, erklaren kann. Mdgliche
Erklarungen sind die von Undas et al. (124) oder auch von Ornelas und Kollegen (129)
zusammengefassten Acetylierungen verschiedener Plasmaproteine, die wiederum zum
Beispiel zu einer CD36-vermittelte Thrombin-induzierte Thrombingenerierung fihren kénnten
(128).

Die JAK2-positiven Patienten ohne HU-Therapie (n=7) zeigten gegentber den Kontrollen mit
ASS eine verlangerte ,lag time* und ,ttPeak®, aber einen ahnlichen medianen ,Thrombin Peak*
und ,ETP*. Im Vergleich mit den Kontrollen ohne ASS-Einnahme war die ,ttPeak” verklrzt und
das ,ETP“ hoher. Dies war statistisch ebenfalls nicht auffallig, zeigt jedoch auch bei dieser
JAK2-positiven Patientengruppe eine &hnliche Thrombinbildung wie bei den Kontrollen mit
ASS. Daraus ergibt sich ein interessanter Ansatz fur weitere Forschungen, da vor allem die
JAK2-positiven  Patienten  unabhéngig von der HU-Therapie eine &hnliche
Thrombingenerierung wie die Kontrollprobanden mit ASS aufwiesen und dies im Vergleich zu
der Kontrollgruppe ohne ASS verbessert war. Mdgliche Griinde wie oben diskutiert kdnnten
dabei neue Erkenntnisse zur haufig genutzten ASS-Therapie im Zusammenhang mit der ET-

Erkrankung beitragen.

Die Thrombozyten der Calreticulin-positiven Patienten mit HU-Therapie (n=4) zeigten &hnliche
mediane Werte wie die Kontrollen ohne ASS. Nur das ,ETP* war gegenuber den Kontrollen
ohne ASS niedriger. Beim Vergleich mit der Kontrollgruppe mit ASS dagegen zeigte sich bei
den Patiententhrombozyten eine verlangerte ,lag time* und ,ttPeak”, sowie ein niedrigerer

»1hrombin Peak® und ,ETP*. Dies war statistisch nicht auffallig.

Die Calreticulin-positiven Patienten mit HU-Therapie zeigten damit eine &hnliche
Thrombingenerierung wie die gesunden Vergleichsprobanden ohne ASS-Einnahme. Somit

gibt es keinen Hinweis auf eine Storung der Thrombin-induzierten sekundaren Hamostase.



Der Calreticulin-positive Patient ohne HU-Therapie (n=1) zeigte mit seinen Thrombozyten eine
verlangerte ,lag time“ und ,ttPeak“ gegeniber den Kontrollen mit ASS. ,Thrombin Peak* und
L,ETP* waren gegentber beiden Kontrollgruppen niedriger. Die Ergebnisse kdnnten auf eine
Stérung der Thrombin-Rezeptoren oder der nachfolgenden Signalwege deuten. So
beschrieben Dupont et al. einen PAR1 Polymorphismus, der Einfluss auf die PAR1-Dichte auf
der Thrombozytenoberflache hat und in Folge dessen zu einem reduzierten Ansprechen der
Thrombozyten auf einen PAR1-Agonisten flhrte (85). Zudem gibt es Studien, die weitere
Agonisten der PAR’s, wie Serinproteasen, identifiziert haben (130). Dabei zeigten Sinha und
Kollegen, dass nach der Vorbehandlung von PRP mit FXa die Thrombin-induzierte
Aggregation inhibiert wurde (131). Es gibt daher verschiedene mdgliche Einflisse, die weitere

Untersuchungen, vor allem auch mit einer grof3eren Patientenkohorte, bendtigen.

Tabelle 24: Vergleich der medianen Parameter der Thrombozyten im PRP mittels CAT unter
Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin (PRP = Plattchen-reiches Plasma, U = Unit, ml = Milliliter,
JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea,
ASS = Acetylsalicylsaure, + = Einnahme des Medikaments, - = keine Einnahme des
Medikaments, n = Anzahl, ttPeak = “time to peak” = Zeit bis zum Thrombin Peak, ETP =

endogenes Thrombin Potential)

_ ,Thrombin
Thrombin n »lag time*“ ,»ttPeak" »ETP
Peak“
~-ASS < -ASS > -ASS (>) -ASS
+HU 6
> +ASS = +ASS ~ +ASS = +ASS
JAK2
HU . =-ASS < -ASS ~ -ASS > -ASS
> +ASS > +ASS ~ +ASS ~ +ASS
~ -ASS ~ -ASS ~ -ASS < -ASS
+HU 4
> +ASS > +ASS < +ASS < +ASS
CALR
HU 1 ~ -ASS ~ -ASS < -ASS < -ASS
> +ASS > +ASS < +ASS < +ASS
-ASS/ -ASS > -ASS > -ASS (<) -ASS (<)
Kontrollen 10/10
+ASS +ASS +ASS +ASS +ASS

Bei Verwendung von 50 ng/ml Convulxin zeigte der Vergleich der Kontrollen eine verlangerte
J{tPeak", sowie ein niedrigeres ,ETP“ und ein statistisch auffalligen niedrigeren ,Thrombin
Peak® bei den Thrombozyten der Kontrollen mit ASS (n=10) gegenuber den Kontrollen ohne
ASS (n=10). Bei der Messung der Aggregation mittels Chronolog zeigte sich durch Zugabe
von Kollagen, vor allem bei der hohen Konzentration, kaum ein Einfluss der ASS-Einnahme
auf die Thrombozyten. Kollagen bindet und aktiviert jedoch die Thrombozyten tber alle

Kollagenrezeptoren (43-46). Da Convulxin nur spezifisch an das GPVI bindet und die



Thrombozyten dariber aktiviert (48, 50, 51), konnte hier die fehlende Feedbackwirkung des
TxA: eine groflRere Rolle spielen (80) und so zu der reduzierten Reaktion der Thrombozyten

der Kontrollen mit ASS fiihren.

Auch bei den JAK2-positiven Patienten mit (n=6) und ohne HU-Therapie (n=7) zeigte sich eine
verlangerte ,lag time® und ,ttPeak” gegenlber beiden Kontrollgruppen. Dies war zudem
statistisch auffallig. Zusatzlich war der ,Thrombin Peak® und das ,ETP*“ im Vergleich zu den
Kontrollen ohne ASS niedriger. Fir den ,Thrombin Peak® war der statistische Vergleich
ebenfalls auffallig. Auch hier kénnte die fehlende Feedbackwirkung des TxA; eine
entscheidende Rolle spielen, da bei den JAK2-positiven Patienten mit HU 3 von 6 Patienten
ASS einnahmen und bei den JAK2-positiven Patienten ohne HU 4 von 7 Patienten zusatzlich
eine ASS-Therapie hatten. Da jedoch auch die Kollagen-induzierte Aggregation reduziert war
(siehe 5.1.3), mit Ausnahme der JAK2-positiven Patienten ohne HU- und ASS-Therapie,
spricht dies fiir eine Stérung oder einen Defekt des GPVI oder dessen Signhalweges (80, 92,
132).

Bei den Calreticulin-positiven Patienten mit HU-Therapie (n=4) zeigte sich ebenfalls eine
verlangerte ,lag time* und ,ttPeak” gegentber beiden Kontrollgruppen. Hier war jedoch nur der
Vergleich mit den Kontrollen ohne ASS statistisch aufféllig. Aber auch hier zeigte sich ein
niedrigerer ,Thrombin Peak“ und ein niedrigeres ,ETP* als bei den Kontrollen ohne ASS. Drei
von 4 Patienten dieser Gruppe nahmen ASS ein, sodass auch hier die Medikamentenwirkung
mit flir die Ergebnisse verantwortlich sein kdnnen. Ein Defekt oder eine Stérung des GPVI und

dessen Signalwege kann jedoch ebenso vorliegen (80, 92, 132).

Der Calreticulin-positive Patient ohne HU-Therapie (n=1) zeigte genauso eine verlangerte ,lag
time“ und ,ttPeak®, aber auch ein niedrigeren ,Thrombin Peak* und ,ETP* gegenlber beiden
Kontrollgruppen. Dieser Patient nahm ebenfalls ASS ein. Somit treffen die oben besprochenen
Erklarungsansatze auch hier zu, wobei es sich nur um einen Patienten in dieser Gruppe
handelt. Zusammenfassend zeigte sich unter diesen Versuchsbedingungen bei allen ET-
Gruppen unabhangig vom Mutationsstatus und der HU-Therapie eine reduzierte
Thrombingenerierung, die auf eine Stérung oder Defekt des GPVI oder dessen Signalweges
unter Beteiligung einer entsprechenden TxA-Sensitivitat deutet.



Tabelle 25: Vergleich der medianen Parameter der Thrombozyten im PRP mittels CAT unter
Zugabe von 50 ng/ml Convulxin (PRP = Plattchen-reiches Plasma, ng = Nanogramm, ml| =
Milliliter, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU =
Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsdure, + = Einnahme des Medikaments, - = keine Einnahme
des Medikaments, n = Anzahl, ttPeak = “time to peak” = Zeit bis zum Thrombin Peak, ETP =

endogenes Thrombin Potential)

_ ,Thrombin
Convulxin n »lag time“  ttPeak“ »ETP
Peak"
> -ASS > -ASS < -ASS < -ASS
+HU 6
> +ASS > +ASS ~ +ASS ~ +ASS
JAK?2
U . > -ASS > -ASS < -ASS < -ASS
> +ASS > +ASS > +ASS ~ +ASS
> -ASS > -ASS < -ASS < -ASS
+HU 4
> +ASS > +ASS > +ASS ~ +ASS
CALR
U L > -ASS > -ASS < -ASS < -ASS
> +ASS > +ASS < +ASS < +ASS
-ASS/ -ASS ~ -ASS < -ASS > -ASS (>)
Kontrollen 10/10
+ASS +ASS +ASS +ASS +ASS

Bei Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin und 50 ng/ml Convulxin zeigten die Thrombozyten der
Kontrollen mit ASS (n=10) wieder eine verlangerte ,lag time“ und ,ttPeak”, sowie eine
geringere Thrombinbildung (,Thrombin Peak und ,ETP“ erniedrigt) im Vergleich zu den
Kontrollen ohne ASS (n=10). Dies war statistisch auffallig fur den ,Thrombin Peak® als
Parameter. Bei Verwendung von Thrombin und Convulxin bzw. Kollagen sollte es, wie bei
Alberio et al. (133), zu einer verstarkten Aktivierung der Thrombozyten kommen. Auch
Andersen und Kollegen haben eine verbesserte und erhéhte Phosphatidylserin-Exposition auf
der Thrombozytenoberflache nach simultanen Stimulation mit Thrombin und Kollagen
beschrieben (134), was wiederum die Thrombinbildung férdert (135-137). Hier scheint jedoch
die hemmende Wirkung des ASS einen grol3eren Einfluss auf die Thrombingenerierung zu
nehmen. Die fehlende Feedbackwirkung des TxA, auf die Convulxin-induzierten
Thrombingenerierung fuihrt damit anscheinend zu der geringeren Thrombinbildung. Und auch
die zuvor verbesserte Thrombinbildung unter Zugabe von Thrombin allein scheint unter

simultaner Stimulation mit Convulxin keine Besserung zu bewirken.

Die Thrombozyten der JAK2-positiven Patienten mit HU-Therapie (n=6) zeigten erneut eine
verlangerte ,lag time“ und ,ttPeak®, sowie einen niedrigeren ,Thrombin Peak® und ein
niedrigeres ,ETP“ im Vergleich zu Kontrollen ohne ASS-Einnahme. Dies war fur die ,ttPeak”

und den ,Thrombin Peak"” statistisch auffallig. Gegentiber den Kontrollen mit ASS zeigte sich



nur eine verlangerte ,ttPeak® und ein niedrigerer ,Thrombin Peak® bei den

Patiententhrombozyten.

Die Gruppe der JAK2-positiven Patienten ohne HU-Therapie (n=7) zeigte ebenfalls gegeniber
den Kontrollen ohne ASS eine verlangerte ,lag time“ und ,ttPeak®, sowie einen niedrigeren
medianen ,Thrombin Peak” und ein niedrigeres medianes ,ETP®. Der statistische Vergleich
war fur alle Parameter auer dem ,ETP* auffallig. Beim Vergleich mit der Kontrollgruppe mit

ASS zeigte sich nur ein niedrigerer , Thrombin Peak” bei den Thrombozyten der Patienten.

Die Ergebnisse der JAK2-positiven Patienten mit und ohne HU zeigen ahnliche Tendenzen
wie die Kontrollen mit ASS, sodass sich auch hier die Vermutung ergibt, dass die Hemmung
der TxA>-Synthese durch die ASS-Einnahme bei Uber der Hélfte der Patienten (3 JAK2-
positiven Patienten mit HU, 4 JAK2-positiven Patienten ohne HU) eine entscheidende Rolle
spielt. Wie jedoch schon zuvor diskutiert, kbnnte hier auch eine Stérung oder Defekt des GPVI
oder dessen Signalweges malgeblich fir die reduzierte Thrombingenerierung sein (siehe

auch Diskussion zur Convulxin-induzierte Thrombin).

Bei den Calreticulin-positiven Patienten mit (n=4) und ohne (n=1) HU-Therapie zeigte sich eine
verlangerte ,lag time* und ,ttPeak", sowie eine niedrigere Thrombingenerierung (, Thrombin
Peak” und ,ETP* niedriger) im Vergleich zu beiden Kontrollgruppen. Der statistische Vergleich
war dabei in der Gruppe der Calreticulin-positiven Patienten mit HU aufféllig beim Vergleich
der ,lag time“ und ,ttPeak” gegentber beiden Kontrollgruppen, sowie beim ,Thrombin Peak*
im Vergleich mit den Kontrollen ohne ASS. Da bereits zuvor die Thrombin-induzierte und auch
die Convulxin-induzierte Thrombingenerierung bei den Calreticulin-positiven Patienten
unabhangig von der HU-Therapie reduziert war, ist es nicht Uberraschend, dass auch die
simultane Stimulation mit beiden Agonisten zu keiner Steigerung der Thrombinbildung gefiihrt
hat. Es kénnten dabei Stérungen oder Defekte der Rezeptoren (PAR1 und 4, GPVI) oder der
nachfolgenden Signalwege urséachlich sein. Aber auch eine generelle geringere Reaktivitat der
Thrombozyten in vitro von ET-Patienten mit der Calreticulin-Mutation, wie Hauschner et al. in

ihrer Studie herausfanden (90), kbnnte eine Erklarung dazu liefern.



Tabelle 26: Vergleich der medianen Parameter der Thrombozyten im PRP mittels CAT unter
Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin und 50 ng/ml Convulxin (PRP = Plattchen-reiches Plasma, U
= Unit, ml = Milliliter, ng = Nanogramm, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation
des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsdure, + = Einnahme des
Medikaments, - = keine Einnahme des Medikaments, n = Anzahl, ttPeak = “time to peak” =

Zeit bis zum Thrombin Peak, ETP = endogenes Thrombin Potential)

Thrombin + »Thrombin
_ n »lag time“  ttPeak“ »ETP
Convulxin Peak“
> -ASS > -ASS < -ASS < -ASS
+HU 6
~ +ASS > +ASS < +ASS ~ +ASS
JAK2
HU . > -ASS > -ASS < -ASS < -ASS
~ +ASS ~ +ASS < +ASS ~ +ASS
> -ASS > -ASS < -ASS < -ASS
+HU 4
> +ASS > +ASS < +ASS < +ASS
CALR
HU 1 > -ASS > -ASS < -ASS < -ASS
> +ASS > +ASS < +ASS < +ASS
-ASS/ -ASS < -ASS < -ASS > -ASS >
Kontrollen 10/10
+ASS +ASS +ASS +ASS +ASS

5.2.2 EINFLUSS DES BLUTPLASMAS UND SEINER BESTANDTEILE AUF DIE ZELL-
ABHANGIGE THROMBINGENERIERUNG IN DER ET

Neben den Blutzellen sind auch die Gerinnungsfaktoren, prokoagulante Mikropartikel (MP)
und die naturlich vorkommenden Antikoagulanzien, wie Antithrombin (AT), Protein C, Protein
S, TFPI und a2-Makroglobulin, wichtige Regulatoren der Hamostase. Defekte, erhéhte
Konzentrationen oder ein Mangel dieser Plasmabestandteile kobnnen grof3en Einfluss auf die

Gerinnung haben und Thrombosen oder Blutungen bedingen. (74, 76, 77, 106)

Die Untersuchung der Thrombingenerierung mittels CAT stellt dabei eine wichtige Methode
dar, bei der das Zusammenspiel von pro- und antikoagulatorischen Faktoren unter Zugabe
einer Standardmenge an Phospholipiden die Thrombingenerierung im PPP bestimmt (74).
Dadurch konnen neben einen Mangel an Gerinnungsfaktoren oder Inhibitoren, auch
Erkrankungen, wie die Hamophilie A und B, oder die Wirkung von Medikamenten, wie
Heparine, Antikoagulanzien oder orale Kontrazeptiva erkannt und evaluiert werden (74, 76,
77, 106).

Der Einfluss des Blutplasmas und dessen Bestandteile wurde daher ebenfalls untersucht und

wird in den nachfolgenden Kapiteln diskutiert.



5.2.2.1 THROMBINGENERIERUNG IM PFP

Die Messung der Thrombingenerierung im PPP reflektiert nur die Aktivitat des
Gerinnungssystems und nicht die Aktivitat der Thrombozyten oder des fibrinolytischen
Systems (138). Entscheidend sind daher die beteiligten Faktoren der Thrombinbildung und wie
Dielis et al. zeigten, die Konzentrationen dieser Faktoren (139). Aber auch Defekte von
Gerinnungsfaktoren, mit Ausnahme von Faktor Xlll, lassen sich mit Hilfe des CAT im PPP
detektieren (140).

Durch Verwendung von PFP bei der Thrombingenerierung werden Einfliisse von geringen
Mengen an kontaminierenden Thrombozyten verhindert. Hingegen, werden MP bei der
Gewinnung von PFP nicht depletiert. Durch die Zugabe einer hohen Konzentration von
Phospholipiden, wie hier eingesetzt, sind aber Effekte von MP auf die TF-induzierte

Thrombingenerierung im PFP eher zu vernachlassigen. (112)

In meiner Untersuchung des PFP im CAT wiesen die Kontrollgruppen mit und ohne ASS-
Einnahme jeweils &hnliche Werte auf. Im PFP aller Patientengruppen, unabhéngig der
Mutation oder der HU-Therapie, wurde zwar etwas langsamer (langere ,lag time“ und ,ttPeak®)
und weniger Thrombin als im PFP der beiden Kontrollgruppen generiert, jedoch zeigten sich
keine statistischen Auffalligkeiten, die auf einen Einfluss des Blutplasmas oder dessen
Bestandteile auf die Thrombingenerierung in ET-Patienten deuten wirden. Auch Duchemin et
al. (14) und Panova-Noeva et al. (115) fanden bei der Untersuchung der Thrombingenerierung
im PPP bzw. PFP von ET-Patienten unter Verwendung von TF und Phospholipiden keine

erhdhte Thrombinbildung im Vergleich zu Kontrollen.

Die Ergebnisse des CAT im PFP weisen somit nicht auf erh6hte Plasmakonzentrationen oder
einen Mangel bzw. Verbrauch an Gerinnungsfaktoren oder Inhibitoren in ET-Patienten hin.
Dagegen wiesen Marchetti et al. (18) unter anderen Versuchsbedingungen eine APC-
Resistenz (aktiviertes Protein C-Resistenz) in ET-Patienten nach. Daflr untersuchten sie die
Thrombingenerierung mittels CAT im PPP von 59 Patienten mit ET und 30 Patienten mit PV
im Vergleich zu 60 gesunden Probanden. Durch Zugabe von TF (6,8 pM), Phospholipiden (30
puM) und CacCl; (16 mM) wurde die Thrombinbildung ohne bzw. mit APC (4 nM) gemessen.
Das Patientenplasma war dabei weniger sensitiv auf das APC, zu sehen in einem héheren
LETP* im Vergleich zu den Kontrollen und im Vergleich zur Thrombinbildung ohne APC. Die
errechnete Ratio war dabei deutlich héher in der Gruppe der Patienten im Vergleich zu den
Kontrollen, was auf eine APC-Resistenz deutet. Die Gruppe um Marchetti stellte zudem
erniedrigte Plasmakonzentrationen von Fll, FV und Protein S bei den Patienten fest (18).
Auch andere Studien fanden reduzierte Konzentrationen der naturlichen Antikoagulanzien im
Plasma von Patienten mit ET und PV (141-144).



Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Tripodi et al. (145) bei der Untersuchung von 111 MPN-
Patienten (29 PV, 61 ET und 21 IMF). In ihrer Studie wurde mittels CAT im PRP und PPP
durch Zugabe von TF (1 pM) und in Ab- bzw. Anwesenheit von Thrombomodulin (TM, 6 nM),
einem physiologischen Protein C Aktivator, die Thrombingenerierung gemessen. Dabei zeigte
sich im PPP ohne TM ein geringeres ,ETP“ bei den Patienten im Vergleich zu den Kontrollen,
wahrend mit TM im PPP das ,ETP“ etwas hoher war. So ergab sich ein erhéhtes ETP Ratio,
was laut den Autoren auf eine prokoagulante Imbalance bei den MPN-Patienten deutet. Auch
die gemessenen Plasmakonzentrationen von PC und AT waren reduziert und tragen damit zu

einer TM-Resistenz bei, die wiederum prokoagulante Auswirkungen haben kann. (145)

Diese Ergebnisse anderer Studien zeigen durchaus, dass in der ET das Blutplasma und dabei
vor allem die nattrlichen Antikoagulanzien, eine wichtige Rolle spielen kdnnen und so einen

grof3en Einfluss auf die Thrombingenerierung haben kénnten.

5.2.2.2 VERGLEICH DER THROMBINGENERIERUNG DER THROMBOZYTEN VON ET-
PATIENTEN IM AUTOLOGEN PLASMA UND KONTROLLPLASMA UNTER BASALEN
BEDINGUNGEN UND IN ABHANGIGKEIT DER TRIGGER TF UND THROMBIN

Um eine mogliche Beeinflussung der Thrombozyten-abhangigen Thrombingenerierung durch
Blutplasmabestandteile weiter zu untersuchen, wurde ein Plasmaaustauschversuch im CAT
durchgeflhrt. Isolierte gewaschene Thrombozyten wurden dabei jeweils in Eigen- (autologem)

bzw. Kontrollplasma eines gesunden Spenders resuspendiert.

Unter basalen Bedingungen zeigte sich eine héhere Thrombingenerierung mit einem héherem

LETP* der Thrombozyten der Kontrollgruppen mit und ohne ASS-Einnahme im Eigenplasma
gegenlber dem Kontrollplasma. Zusatzlich zeigten sich bei den Thrombozyten der Kontrollen
ohne ASS-Einnahme eine verklrzte ,lag time® und ,ttPeak®, sowie ein héherer ,Thrombin
Peak” im autologen Plasma im Vergleich zum Kontrollplasma. Die Unterschiede waren jedoch

nicht statistisch auffallig.

Auch die Thrombozyten der JAK2-positiven Patienten mit HU-Therapie zeigten eine verkirzte
.lag time“ und ,ttPeak®, sowie einen erhéhten ,Thrombin Peak“ und ,ETP“ im Eigenplasma als

im Kontrollplasma resuspendiert. Dies war aber flr keine Parameter statistisch auffallig.

Bei den JAK2-positiven Patienten ohne HU-Therapie dagegen war die thrombozytare
Thrombingenerierung (, Thrombin Peak® und ,ETP) im Kontrollplasma hoher als im autologen
Plasma. Auch die ,lag time® und ,ttPeak® waren im Kontrollplasma kiirzer als im Eigenplasma

gemessen. Dies war statistisch fur alle Parameter jedoch unauffallig.



Bei den Calreticulin-positiven Patienten mit und ohne HU-Therapie zeigte sich wiederum eine
verkurzte ,lag time* sowie héhere ,ETP“-Werte im autologen Plasma, wahrend der ,Thrombin

Peak* in Eigen- und Kontrollplasma ahnlich hoch war.

Tabelle 27: Vergleich der medianen Parameter der isolierten Thrombozyten in Eigen- vs.
Kontrollplasma resuspendiert mittels CAT unter basalen Bedingungen (JAK2 = Mutation des
JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, ASS =
Acetylsalicylsaure, + = Einnahme des Medikaments, - = keine Einnahme des Medikaments, n
= Anzahl (EP/KP), ttPeak = “time to peak” = Zeit bis zum Thrombin Peak, ETP = endogenes

Thrombin Potential, EP = Eigenplasma, KP = Kontrollplasma)

n »Lag »Thrombin
basal »ttPeak” »ETP“
(EP/KP) time*© Peak*
JAK2 + HU 5/6 EP < KP EP < KP EP > KP EP > KP
- HU 6/6 EP > KP EP > KP EP < KP EP < KP
CALR + HU 4/4 EP < KP EP < KP EP =KP EP > KP
- HU 1/1 EP < KP EP = KP EP = KP EP > KP
+ ASS 10/10 EP > KP EP = KP EP = KP EP > KP
Kontrollen
- ASS 10/9 EP < KP EP < KP EP > KP EP > KP

Bei der Verwendung von TF als Agonisten zeigten die Kontrollen gegenlaufige Tendenzen.
Wahrend die Thrombozyten der Kontrollen ohne ASS im Eigenplasma mehr Thrombin
generierten, war die Thrombingenerierung der Thrombozyten der Kontrollen mit ASS im
Kontrollplasma hoher. Es zeigte sich aber keine statistische Auffalligkeit diesbeztiglich.

Bei den JAK2-positiven Patienten mit HU-Therapie zeigte sich nur ein hdheres ,ETP® im
Eigenplasma im Vergleich zum Kontrollplasma ohne statistische Aufféalligkeiten.

Die JAK2-positiven ohne HU-Therapie (,Thrombin Peak®) und die Calreticulin-positiven
Patienten mit HU-Einnahme (,, Thrombin Peak® und ,ETP“) generierten mit ihren Thrombozyten
jeweils im Kontrollplasma mehr Thrombin als im autologen Plasma. Die Unterschiede waren

jedoch nicht statistisch auffallig.

Beim Calreticulin-positiven Patienten ohne HU-Einnahme zeigte sich eine thrombozytar
starkere Thrombinbildung (,Thrombin Peak® und ,ETP“) im Eigenplasma gegenuber dem

Kontrollplasma.



Tabelle 28: Vergleich der medianen Parameter der isolierten Thrombozyten in Eigen- vs.
Kontrollplasma resuspendiert mittels CAT unter Zugabe von 1 pM TF und anionischen
Phospholipiden (JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens,
HU = Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsdure, + = Einnahme des Medikaments, - = keine
Einnahme des Medikaments, n = Anzahl (EP/KP), ttPeak = “time to peak” = Zeit bis zum
Thrombin Peak, , ETP = endogenes Thrombin Potential, pM = Pikomolar, TF = “tissue factor”

= Gewebefaktor, EP = Eigenplasma, KP = Kontrollplasma)

n »Lag »Thrombin
TF ,»ttPeak" »ETP*
(EP/KP) time* Peak“
JAK2 + HU 6/6 EP = KP EP =KP EP = KP EP > KP
- HU 8/8 EP < KP EP < KP EP < KP EP =KP
CALR + HU 4/4 EP = KP EP < KP EP < KP EP < KP
- HU 1/1 EP =KP EP > KP EP > KP EP > KP
+ ASS 10/10 EP =KP EP < KP EP < KP EP < KP
Kontrollen

- ASS 10/10 EP = KP EP = KP EP > KP EP > KP

Bei Zugabe von Thrombin zeigte sich in der Kontrollgruppe mit ASS Einnahme kein
Unterschied bezlglich der Thrombingenerierung in beiden Plasmen, wahrend die
Thrombinbildung der Thrombozyten der Kontrollgruppe ohne ASS im autologen Plasma héher
war. Dies war auch beim Vergleich der ,ETP“-Werte der Kontrollgruppe ohne ASS im

autologen Plasma und Kontrollplasma statistisch auffallig.

Bei den JAK2-positiven Patienten mit HU-Therapie war lediglich das ,ETP* im Eigenplasma

héher als im Kontrollplasma. Dies war jedoch nicht statistisch auffallig.

Auch der Calreticulin-positive Patient ohne HU-Therapie zeigte eine hhere Thrombinbildung
(,Thrombin Peak® und ,ETP“) der Thrombozyten im autologen Plasma im Vergleich zum

Kontrollplasma.

Bei den JAK2-positiven Patienten ohne HU-Therapie zeigte sich dagegen ein leicht niedrigerer
» 1 hrombin Peak" im Eigenplasma im Vergleich zum Kontrollplasma. Die ,lag time® und ,ttPeak*
waren zudem im autologen Plasma verlangert. Dies war fur keinen der Parameter statistisch

auffallig.

Bei den Calreticulin-positiven Patienten mit HU-Therapie zeigte sich thrombozytar keine

Unterschiede der Thrombingenerierung in beiden Plasmen.



Tabelle 29: Vergleich der medianen Parameter der isolierten Thrombozyten in Eigen- vs.
Kontrollplasma resuspendiert mittels CAT unter Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin (JAK2 =
Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, ASS =
Acetylsalicylsaure, + = Einnahme des Medikaments, - = keine Einnahme des Medikaments, n
= Anzahl (EP/KP), ttPeak = “time to peak” = Zeit bis zum Thrombin Peak, ETP = endogenes

Thrombin Potential, U = Units, ml = Milliliter, EP = Eigenplasma, KP = Kontrollplasma)

. n »Lag ,,Thrombin
Thrombin ,»ttPeak" »ETP*
(EP/KP) time“ Peak*

JAK2 + HU 6/6 EP =KP EP = KP EP =KP EP > KP

- HU 8/7 EP > KP EP > KP EP < KP EP =KP

CALR + HU 4/4 EP > KP EP < KP EP = KP EP = KP

- HU 1/1 EP < KP EP > KP EP > KP EP > KP

+ ASS 10/10 EP = KP EP = KP EP = KP EP = KP

Kontrollen

- ASS 10/10 EP =KP EP = KP EP > KP EP > KP

Zusammenfassend zeigte sich bei den Kontrollen mit und ohne ASS jeweils unter basalen
Bedingungen und bei Zugabe von Thrombin eine &hnliche oder héhere Thrombinbildung im
Eigenplasma im Vergleich zum Kontrollplasma. Nur bei Verwendung von TF zeigten die
Thrombozyten der Kontrollen mit ASS eine niedrigere Thrombinbildung im Eigenplasma im
Vergleich zum Kontrollplasma. Vanschoonbeek et al. (120) fanden bei ihrer Untersuchung der
TF-induzierten Thrombingenerierung im PRP von gesunden Probanden heraus, dass die
Thrombinbildungskapazitdt variabel bestimmt wird durch die Subjekt-abhangige
Gerinnungsaktivitéat des Blutplasmas. Daraus folgernd kénnte die Gerinnungsaktivitat des
Kontrollplasma zur besseren Phosphatidylserin-Exposition beitragen, die bei der TF-
induzierten Thrombinbildung wesentlich entscheidend ist (120, 128), wahrend im Eigenplasma
die entsprechenden Faktoren und die hemmende Wirkung von ASS zu einer geringeren
Phosphatidylserin-Exposition fiihren und damit zu einer geringeren Thrombinbildung im
autologen Plasma der Kontrollgruppe mit ASS-Einnahme. Im gesamten scheint jedoch eine
Homoostase zwischen Thrombozyten und Faktoren im autologen Plasma zu geben, die zur

besseren Thrombinbildung im Eigenplasma beitragt.

Auch bei den JAK2-positiven Patienten mit HU-Therapie zeigte sich unter basalen
Bedingungen, wie auch bei Verwendung von TF und Thrombin eine héhere Thrombinbildung
im Eigenplasma im Vergleich zum Kontrollplasma. Im Vergleich zu den Kontrollen mit ASS
war diese hoher, gegeniiber den Kontrollen ohne ASS ahnlich oder niedriger. Dies kénnte zum
einen ebenfalls auf eine Hombostase zwischen Thrombozyten und Eigenplasma deuten. Es
konnte aber auch bedeuten, dass die Konzentration an natirlichen Antikoagulanzien erniedrigt

ist, wie diverse Studien bei ET-Patienten gezeigt haben (18, 141-145), und somit im autologen



Plasma die fehlende Inhibition der Thrombingenerierung zu einer héheren Thrombinbildung
fuhrt.

Bei den JAK2-positiven Patienten ohne HU-Therapie dagegen war die Thrombingenerierung
bei allen drei Bedingungen im autologen Plasma niedriger als im Kontrollplasma. Ursache
kdnnte ein in-vivo-Verbrauch von Gerinnungsfaktoren sein, der sich bei der in-vitro-Messung
der Thrombingenerierung durch erniedrigte Werte zeigt. Jedoch konnte bei der Messung im
PFP in vitro kein Unterschied zwischen Patientenplasma und Kontrollplasma festgestellt
werden, so dass ein Verbrauch unwahrscheinlich erscheint. Vielmehr besteht die Vermutung,
dass in dieser Patientengruppe eine erhéhte Konzentration an Inhibitoren, wie AT oder PC,
vorhanden sein konnte, die Einfluss auf die Thrombingenerierung bei allen Versuchen hat.
Dielis et al. fanden in ihrer Studie bei einer gesunden Population heraus, dass dort der meiste
Einfluss auf die Thrombingenerierung durch erhdhte oder erniedrigte Konzentrationen von
Beteiligten der Thrombinbildung, wie Faktoren (Fibrinogen, FXII, Prothrombin) oder Inhibitoren
(AT, freies TFPI) ausgeht (139). Qualitative Verénderungen der Proteinfunktion dieser

Beteiligten kbnnen aber ebenso Einfluss auf die Thrombinbildung nehmen (138).

Die Calreticulin-positiven Patienten mit HU-Einnahme zeigten sehr unterschiedliche
Tendenzen. So war die Thrombinbildung basal im Eigenplasma leicht erhdht, wahrend unter
Verwendung von TF hohere Thrombinmengen im Kontrollplasma generiert wurden. Bei
Zugabe von Thrombin zeigten sich dagegen keine Unterschiede in den beiden Plasmen. Durch
die geringe Patientenzahl kann es sein, dass hier keine klaren Tendenzen zu erkennen sind.
Mdglich ist aber auch ein Defekt von Gerinnungsfaktoren wie FVIII, IX oder Xl, die sensitiv
mittels Zugabe von TF mit der CAT-Methode detektiert werden kénnen (146) und somit zu
einer differenzierten TF-induzierten geringeren Thrombinbildung fihren wirden. Eine weitere
Erklarung konnte eine geringer TF-induzierte Thrombozytenaktivierung sein, mit infolge
geringerer Phosphatidylserin-Exposition auf der Thrombozytenoberflache. Diese ist jedoch
von grofRer Wichtigkeit bei der TF-induzierten Thrombingenerierung und konnte folglich zu
einer reduzierten Thrombinbildung flihren wahrend die Thrombin-induzierte Thrombinbildung
normal ist (120, 128).

Beim Calreticulin-positiven Patienten ohne HU-Einnahme zeigte sich wie bei den JAK2-
positiven Patienten mit HU-Therapie eine hdhere Thrombinbildung im autologen Plasma unter
allen drei Bedingungen (basal, TF und Thrombin). Jedoch war die Thrombingenerierung nur
unter Zugabe von TF deutlich héher im Vergleich zu beiden Kontrollgruppen. Dies kdnnte ein
Hinweis flr eine erniedrigte Konzentration von TFPI sein (74, 139), die zu einer deutlich
hoheren Thrombinbildung im autologen Plasma und auch im Vergleich zu den gesunden
Probanden fiihren kdnnte. Unter basalen Bedingungen und unter Verwendung von Thrombin

war die Thrombingenerierung gegeniiber den Kontrollen mit und ohne ASS wesentlich



niedriger und deutet daher nicht auf triggernde Plasmafaktoren oder fehlende Inhibitoren hin.
Aber auch hier ist zu bedenken, dass es sich nur um einen Patienten handelt und die

Ergebnisse somit nicht repréasentativ sind.

5.3 THROMBINGENERIERUNG DURCH MONONUKLEARE ZELLEN (MNC) INDERET

Leukozyten verbinden den Entzindungsprozess mit der Aktivierung der sekundaren
Hamostase (63, 64). Dazu fanden verschiedene Studien eine Assoziation zwischen einer
Leukozytose und thrombotischen Komplikationen (147). Leukozytére Monozyten spielen eine
wichtige Rolle im TF-vermittelten Koagulationsprozess (64) und konnen mittels
Dextransedimentation in der mononukledren Zellfraktion (MNC) angereichert werden. In
einigen Studien wurden verschiedene Entdeckungen zu Monozyten in der ET gemacht. So
wurde eine signifikant erhéhte Monozyten-Aktivierung mittels Bestimmung der CD11b-
Oberflachenexpression beschrieben (11) vor allem bei ET-Patienten mit einer
Thrombosevorgeschichte (12). Cervantes et al. fanden bei 80% der zirkulierenden Monozyten
in ET Konjugate mit adharenten Thrombozyten (13) und Arellano-Rodrigo et al. zeigten eine

erhdhte Konzentration an TF-Molekilen in der Monozytenmembran bei ET-Patienten (12).

5.3.1 DIFFERENZIERTE THROMBINGENERIERUNG DER MONONUKLEAREN ZELLEN
VON ET-PATIENTEN UNTER BASALEN BEDINGUNGEN UND NACH VERWENDUNG

VON TF UND THROMBIN

Meine Ergebnisse zur Thrombingenerierung von MNC bei ET-Patienten gemessen im

autologen Plasma tragen zu den oben genannten Studien entscheidend bei.

Unter basalen Bedingungen generierten die MNC der Kontrollen mit ASS-Einnahme ein wenig

schneller mehr Thrombin als die Kontrollen ohne ASS. Bei allen Patientengruppen unabhéngig
vom Mutationsstatus und der HU-Therapie war die ,ttPeak® der MNC schneller und der
»1Thrombin Peak® hoéher als bei beiden Kontrollgruppen. Das ,ETP“ dagegen war massiv

niedriger als bei beiden Kontrollgruppen.

Unter Zugabe von TF generierten die MNC der Kontrollen mit ASS zwar schneller, jedoch
weniger Thrombin als die Kontrollen ohne ASS. Die MNC aller Patientengruppen unabhangig
ihres Mutationsstatus und der HU-Einnahme reagierten ebenfalls schneller als beide
Kontrollgruppen und bildeten auch hohere ,Thrombin Peaks“ als diese. Das ,ETP“ war
gegenuber den Kontrollen mit ASS-Einnahme jeweils héher, gegentber den Kontrollen ohne

ASS zumeist &hnlich oder niedriger.

Bei Verwendung von Thrombin als Agonisten reagierten die MNC der Kontrollen mit ASS
schneller und bildeten leicht mehr Thrombin als die Kontrollen ohne ASS-Einnahme. Auch hier

war die Reaktion der MNC aller Patientengruppen unabhangig von Mutationsstatus und HU-



Therapie schneller. Auch die Thrombinbildung war héher als bei den Kontrollen. Vor allem das
-E TP“ war wesentlich hdher. Ausnahme bildete hier der Calreticulin-positive Patient ohne HU-

Therapie, dessen MNC weniger Thrombin generierten.

Es zeigte sich also eine Agonisten-induzierte (TF und Thrombin) erhohte
Thrombinbildungskapazitat der MNC in ET-Patienten unabhangig vom Mutationsstatus und
der HU-Therapie.

Interessanterweise zeigten Torregrosa et al. (148) in ihrer Studie, dass der Mutationstyp
bezlglich der Leukozyten in der ET eine Rolle spielen kann. Sie untersuchten dazu 70 ET-
Patienten (40 JAK2+, 13 CALR+, 12 JAK2-/CALR-) mittels Flowzytometrie hinsichtlich
Aktivierungsstatus und Thrombozyten-Leukozyten (Monozyten und Neutrophile) Aggregate.
Es zeigte sich dabei, dass ET-Patienten mit JAK2-Mutation eine erhthte Leukozytenaktivitat
aufwiesen. Die Abwesenheit der JAK2-Muation dagegen reduzierte diese Aktivitat. (148)
Auch bezlglich der HU-Therapie und den Leukozyten in ET-Patienten gibt es
Untersuchungen. So zeigten Maugeri und Kollegen (149) anhand von 12 Patienten (6 ET, 6
PV) unter ASS-Therapie und nach 3-wéchiger HU-Einnahme bei 6 Patienten (5 ET, 1 PV),
dass die TF-Expression und der Inhalt an TF in Leukozyten signifikant reduziert war. Dies
wurde ebenfalls mittels Flowzytometrie gemessen. Es handelte sich jedoch um
polymorphonukleére Leukozyten. (149)

Einen Zusammenhang zwischen Mutationstyp bzw. HU-Therapie bezogen auf die erhéhte
Thrombinbildung konnte jedoch in meiner Untersuchung nicht festgestellt werden. Aber wichtig
ist, dass diese vermehrte Menge an Thrombin per se schon zu einer vermehrten Fibrinbildung
und damit Thrombusentstehung beitragen kann. Das von den MNC gebildete Thrombin kann
aber vor allem zur vermehrten Rekrutierung und Aktivierung von Thrombozyten fuhren und

damit zu einer Hyperaktivierung des Gerinnungssystems in der ET.

5.3.2 EINFLUSS DES BLUTPLASMAS UND SEINER BESTANDTEILE AUF DIE
THROMBINGENERIERUNG DER MONONUKLEAREN ZELLEN VON ET-PATIENTEN

DURCH VERWENDUNG VON AUTOLOGEM PLASMA UND KONTROLLPLASMA

Wie in Kapitel 5.2.2 schon erortert, kbnnen das Blutplasma und dessen Bestandteile grof3en
Einfluss auf die Thrombingenerierung nehmen. Es wurde daher auch ein

Plasmaaustauschversuch der MNC im CAT durchgefiihrt.

Unter basalen Bedingungen zeigte sich bei den Kontrollen mit und ohne ASS-Einnahme eine
hohere Thrombingenerierung durch héhere ,Thrombin Peaks® und ,ETPs“ der MNC im
Eigenplasma im Vergleich zum Kontrollplasma. Auch zeigten die MNC der Kontrollgruppe
ohne ASS eine kurzere ,Lag time® und ,ttPeak® im autologen Plasma im Vergleich zum

Kontrollplasma. Die Kontrollgruppe mit ASS reagierte ebenfalls im Eigenplasma mit einer



kirzeren ,Lag time® als im Kontrollplasma. Dabei war nur die ,Lag time" der Kontrollgruppe mit

ASS im Vergleich von autologen Plasma mit dem Kontrollplasma statistisch auffallig.

Bei allen Patientengruppen unabhéngig vom Mutationsstatus oder von der HU-Therapie zeigte
sich statistisch auffallig eine stark verlangerte ,ttPeak” und ein massiv erhéhtes ,ETP“ im
Kontrollplasma. Der ,Thrombin Peak® war ebenfalls im Kontrollplasma deutlich héher als im
Eigenplasma bei allen Patientengruppen unabhéngig von der Mutation oder von der HU-
Einnahme. Jedoch zeigte sich fUr diesen Parameter keine statistische Auffalligkeit. Die
Thrombingenerierung der MNC war somit im Kontrollplasma wesentlich héher, wenn auch
verlangert bis zum Erreichen des Peaks, als im Eigenplasma. Die verlangerte ,ttPeak” deutet

auf eine verzdgerte Initiierungsphase hin.

Tabelle 30: Vergleich der medianen Parameter der MNC in Eigen- vs. Kontrollplasma
resuspendiert mittels CAT unter basalen Bedingungen (MNC = mononukleére Zellen, JAK2 =
Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, ASS =
Acetylsalicylsaure, + = Einnahme des Medikaments, - = keine Einnahme des Medikaments, n
= Anzahl (EP/KP), ttPeak = “time to peak” = Zeit bis zum Thrombin Peak, ETP = endogenes

Thrombin Potential, EP = Eigenplasma, KP = Kontrollplasma)

n »Lag »Thrombin
basal ,»ttPeak" »ETP*
(EP/KP) time* Peak*
JAK2 + HU 6/6 EP = KP EP < KP EP < KP EP < KP
- HU 6/6 EP > KP EP < KP EP < KP EP < KP
CALR + HU 4/4 EP < KP EP < KP EP < KP EP < KP
- HU 1/1 EP > KP EP < KP EP < KP EP < KP
+ ASS 97 EP < KP EP =KP EP > KP EP > KP
Kontrollen
- ASS 8/8 EP < KP EP < KP EP > KP EP > KP

Bei Zugabe von TE zeigten die MNC der Kontrollen mit und ohne ASS eine ahnliche
Thrombingenerierung in beiden Plasmen. Die nur leichten Unterschiede zum Beispiel bei der
J{tPeak® (verlangert im Eigenplasma) und dem ,ETP“ (héher im Eigenplasma) in der
Kontrollgruppe ohne ASS und der ,Thrombin Peak® (héher im Eigenplasma) in der

Kontrollgruppe mit ASS-Einnahme waren nicht statistisch auffallig.

Auch bei den JAK2-positiven Patienten und dem Calreticulin-positiven Patienten jeweils ohne
HU-Therapie war die Thrombinbildung der MNC in beiden Plasmen &hnlich. Nur beim
Calreticulin-positiven Patienten ohne HU-Einnahme war das ,ETP“ im Eigenplasma etwas

hoéher als im Kontrollplasma. Dies war jedoch nicht statistisch auffallig.



Die MNC der JAK2-positiven Patienten mit HU-Therapie dagegen zeigten eine starkere
Bildung von Thrombin (,Thrombin Peak® und ,ETP*“) im autologen Plasma im Vergleich zum
Kontrollplasma. Auch zeigte sich eine verkurzte ,Lag time® und ,ttPeak® im Eigenplasma im
Vergleich zum Kontrollplasma in dieser Patientengruppe. Die statistische Auswertung war

jedoch nicht auffallig fur alle Parameter.

Die MNC der Calreticulin-positiven Patienten mit HU-Therapie zeigten dagegen eine starkere
Thrombinbildung, mit héheren ,Thrombin Peaks* und ,ETPs®, im Kontrollplasma im Vergleich

zum autologen Plasma. Aber auch diese Unterschiede waren nicht statistisch auffallig.

Tabelle 31: Vergleich der medianen Parameter der MNC in Eigen- vs. Kontrollplasma
resuspendiert mittels CAT unter von 1 pM TF und anionischen Phospholipiden (MNC =
mononukleare Zellen, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-
Gens, HU = Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsaure, + = Einnahme des Medikaments, - =
keine Einnahme des Medikaments, n = Anzahl (EP/KP) , ttPeak = “time to peak” = Zeit bis
zum Thrombin Peak, ETP = endogenes Thrombin Potential, pM = Pikomolar, TF = “tissue

factor” = Gewebefaktor, EP = Eigenplasma, KP = Kontrollplasma)

n »Lag »Thrombin
TF ,»ttPeak" »ETP*
(EP/KP) time* Peak“
JAKD + HU 717 EP<KP  EP<KP EP > KP EP > KP
- HU 717 EP < KP EP > KP EP = KP EP =KP
CALR + HU 4/4 EP > KP EP < KP EP < KP EP < KP
- HU 1/1 EP = KP EP > KP EP = KP EP > KP
+ ASS 10/10 EP = KP EP = KP EP > KP EP = KP
Kontrollen
- ASS 10/10 EP = KP EP > KP EP =KP EP > KP

Bei Verwendung von Thrombin bildeten die MNC der Kontrollen mit und ohne ASS-Einnahme
mehr Thrombin im Eigenplasma als im Kontrollplasma resuspendiert. Dies war statistisch

unauffallig.

Auch die JAK2-positiven Patienten mit und ohne HU-Therapie zeigten eine hohere
Thrombinbildung, mit héheren , Thrombin Peaks* und ,ETPs*, im autologen Plasma gegeniuber

dem Kontrollplasma. Statistisch waren diese Tendenzen aber nicht auffallig.

Die MNC der Calreticulin-positiven Patienten mit HU-Einnahme zeigten eine &hnliche
Thrombinbildung in beiden Plasmen, nur die Reaktionszeiten (,Lag time* und ,ttPeak®) waren
im Eigenplasma deutlich verkirzt im Vergleich zum Kontrollplasma. Statistisch auffallig war

dies jedoch nicht.



Beim Calreticulin-positiven Patienten ohne HU dagegen bildeten die MNC im Kontrollplasma

mehr Thrombin als im autologen Plasma.

Tabelle 32: Vergleich der medianen Parameter der MNC in Eigen- vs. Kontrollplasma
resuspendiert mittels CAT unter Zugabe von 0,1 U/ml Thrombin (MNC = mononukleare Zellen,
JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea,
ASS = Acetylsalicylsdure, + = Einnahme des Medikaments, - = keine Einnahme des
Medikaments, n = Anzahl (EP/KP) , ttPeak = “time to peak” = Zeit bis zum Thrombin Peak,
ETP = endogenes Thrombin Potential, U = Units, ml = Milliliter, EP = Eigenplasma, KP =
Kontrollplasma)

. n »Lag ,,Thrombin
Thrombin ,»ttPeak" »ETP*
(EP/KP) time*© Peak*
JAK2 + HU 716 EP = KP EP > KP EP > KP EP > KP
-HU 717 EP < KP EP =KP EP > KP EP > KP
CALR + HU 4/4 EP < KP EP < KP EP =KP EP = KP
-HU 1/1 EP > KP EP =KP EP <KP EP < KP

+ ASS 10/10 EP =KP EP < KP EP > KP EP > KP
- ASS 10/10 EP =KP EP > KP EP > KP EP > KP

Kontrollen

Zusammenfassend zeigte sich bei den MNC der Kontrollen mit und ohne ASS-Einnahme unter
allen Versuchsbedingungen eine hohere Thrombinbildung im autologen Plasma im Vergleich
zum Kontrollplasma. Dies spricht fur eine Homoostase zwischen MNC und autologen

Blutplasma.

Bei den JAK2-positiven Patienten mit HU-Therapie zeigte sich basal eine niedrigere
Thrombinbildung der MNC im autologen Plasma wahrend bei Zugabe der Trigger TF und
Thrombin die Thrombingenerierung im Eigenplasma hoher war als im Kontrollplasma. Dabei
war die Thrombinbildung der MNC der Patienten bei Verwendung der beiden Agonisten im
Vergleich zu den Kontrollen hoher. Dies konnte, wie oben bereits diskutiert, auf eine
erniedrigte Konzentration an Inhibitoren im Plasma deuten (18, 141-145).

Aber auch die JAK2-Mutation kénnte einen Einfluss haben. So fanden Arellano-Rodrigo und
Kollegen (12) bei der Untersuchung von 49 ET-Patienten mittels Flowzytometrie eine erhéhte
Monozyten-/Leukozyten-Aktivitat in den JAK2-positiven ET-Patienten. Dies zeigte sich durch
eine signifikant héhere Expression von CD11b der Neutrophilen und TF Expression von
Monozyten nach Stimulation mit Lipopolysaccharid (10 pg/ml) bei den JAK2 positiven ET-
Patienten im Vergleich zu den JAK2-negativen ET-Patienten und den gesunden Kontrollen.
Nicht signifikant aber dennoch héhere Werte zeigten die JAK2-positiven ET-Patienten bei der
Messung der Thrombozyten-Leukozyten-Komplexe, sowie bei der basalen CD11b Expression

der Monozyten und Neutrophilen und der basalen TF Expression der Monozyten. (12)



Auch Torregrosa et al. kamen in ihrer Studie zu dem Schluss, dass die Leukozyten (inklusive
Monozyten) in JAK2-positiven ET-Patienten einen erhdhten Aktivitatsstatus aufweisen (148).
Die Thrombinbildung der MNC kann daher durch die JAK2-Mutation deutlich
hyperkoagulatorisch sein, wie meine Ergebnisse hier zeigen.

Auch bei den JAK2-positiven ohne HU-Therapie wurden basal geringere Thrombinmengen im
Eigenplasma generiert als im Kontrollplasma. Dagegen gab es keine Unterschiede bei Zugabe
von TF und wiederum ein héhere Thrombinbildung im autologen Plasma bei Verwendung von
Thrombin. Die Thrombinbildung der MNC der Patienten unter Verwendung von Thrombin war
im Vergleich zu den Kontrollen dabei wesentlich hdher. Es scheint in dieser Patientengruppe
eine Homdstase im Eigenplasma zu herrschen, da MNC aktiviert werden missen um TF zu
bilden. Unter basalen Bedingungen ist dies nicht gegeben, wahrend Thrombin ein guter
Aktivator auch fur MNC darstellt. Durch Zugabe von TF dagegen wird die Aktivierung nicht

wesentlich verstarkt.

Die Calreticulin-positiven Patienten mit HU-Einnahme generierten ebenfalls unter basalen
Bedingungen im Eigenplasma weniger Thrombin. Aber auch bei Zugabe von TF war die
Thrombinbildung im autologen Plasma geringer als im Kontrollplasma. Unter Zugabe von
Thrombin zeigte sich dagegen kein Unterschied der Thrombingenerierung in Eigen- und
Kontrollplasma. Die MNC der Calreticulin-positiven Patienten mit HU-Einnahme scheinen eine
geringere Thrombingenerierungskapazitat im Eigenplasma zu haben.

Hier kdnnte die oben bereits erwdhnte Studie von Torregrosa und Kollegen (148) Antwort
geben. Sie verglichen den Aktivitatsstatus der Thrombozyten und Leukozyten von 40 JAK2-
positiven ET-Patienten mit 13 Calreticulin-positiven ET-Patienten bzw. 12 JAK2/Calreticulin-
negativen ET-Patienten. Mittels Flowzytometrie wurde in dieser Studie der Aktivitatsstatus
durch Messung der CD11b Expression der Neutrophilen und Monozyten sowie die Zahl der
Thrombozyten-Neutrophilen- und Thrombozyten-Monozyten-Aggregate evaluiert. Die
Ergebnisse zeigten eine reduzierten Aktivitdtsstatus der Leukozyten, wobei vielmehr die
Abwesenheit der JAK2-Mutation als die Anwesenheit der Calreticulin-Mutation zu dieser
Reduktion zu fiihren scheint. (148)

Nichts desto trotz lassen diese Ergebnisse die Vermutung zu, dass ein niedrigerer
Aktivitatsstatus in  Calreticulin-positiven  ET-Patienten auch zu einer geringeren

Thrombingenerierung beitragen kann.

Beim Calreticulin-positiven Patienten ohne HU-Einnahme war auch die basale
Thrombinbildung im autologen Plasma wesentlich niedriger als im Kontrollplasma. Ebenso
zeigte sich eine niedrigere Thrombingenerierung im Eigenplasma unter Verwendung von
Thrombin als Trigger. Bei Zugabe von TF war die gebildete Thrombinmenge dagegen im

autologen Plasma hoéher als im Kontrollplasma. Dabei war die Thrombingenerierung im



Vergleich zu den Kontrollen etwas hdher. Durch die geringe Patientenzahl lasst sich hier

jedoch keine reprasentative Aussage treffen.

Zusammenfassend waren in diesem Experiment bei der basalen Messung die extrem
niedrigen ,ETPs" im Eigenplasma aller Patientengruppen unabhangig vom Mutationsstatus
und von der HU-Therapie sehr auffallig. Im Kontrollplasma explodierten diese dann formlich
auf sehr hohe Werte, die sogar die Werte der beiden Kontrollgruppen stark tiberstiegen. Dies
zeigt, dass die MNC der ET-Patienten eine sehr hohe Thrombinbildungskapazitat besitzen,
die unter ruhenden (basalen) Bedingungen im autologen Plasma nicht zu Tage tritt. Das
Monozyten unter basalen Bedingungen geringe Konzentrationen an intrazellularen TF bilden,
zeigte Egorina et al. (150), wahrend andere Studien eine schnelle und vorribergehende TF-
Bildung durch Monozyten nach Stimulation mit Lipopolysaccharid in verschiedenen
Experimenten feststellten (151-153). Hier stellt sich jedoch die Frage, wie es zu einer massiven
Thrombinbildung ohne Stimulation im Kontrollplasma kommen konnte. Denn diese hohe
Thrombingenerierungskapazitat der MNC der ET-Patienten kann stark prokoagulant wirken
und somit zu den geflrchteten thrombotischen Komplikationen in der ET fihren. Weitere
Untersuchungen konnten klaren, ob unter basalen Bedingungen im Blutplasma der ET-
Patienten inhibitorische Faktoren ein UberschieRen der Thrombinbildung durch die MNC
verhindern oder ob die vorhandenen Faktoren ohne Stimulation nicht ausreichend fur die
Thrombinbildung durch die MNC der ET-Patienten sind.

Das Blutplasma scheint einen starken Einfluss auf die MNC zu haben. Es stellt sich hier vor
allem die Frage, welcher bzw. welche Plasmabestandteile zu einer zum Teil explosionsartigen
Thrombinbildung durch die MNC fuhrt. Im Rahmen dieser ET-Studie erfolgten dahingehend
Untersuchungen zum Aktivitierungsprofil der Leukozyten bei den ET-Patienten in einer
Substudie von | ~urerdem untersuchte eine Arbeitsgruppe von |
B » ciner Substudie Monozyten-Thrombozyten-Konjugate, die eine gesteigerte
Thrombingenerierung in ET-Patienten initiieren konnten. Weiterhin wurde das Zytokin- und
Chemokinprofil im Serum der ET-Patienten in einer Substudie von |GGG
durchgefihrt. Im Rahmen der ET-Studien wurden jedoch keine Mikropartikeluntersuchungen
durchgefuhrt. Weitere Studien mit dieser Fragestellung kdnnten jedoch dazu beitragen
mogliche Trigger bzw. Einflisse des Blutplasmas auf die Thrombingenerierung in der ET zu

identifizieren.



6 ZUSAMMENFASSUNG

Diese Dissertation untersuchte als Teil der ET-Studie des CTH und der Ill. Medizinischen Klinik
des Universitatsklinikums Mainz die thrombozytare Aggregation und ADP-, wie auch ATP-
Freisetzung der Thrombozyten, als Teil der primaren Hamostase, sowie die thrombozytare
und MNC-bedingte Thrombinbildung, als Teil der sekundaren H&mostase, bei 19
eingeschlossenen ET-Patienten im Vergleich zu 10 gesunden Kontrollprobanden. Dabei
wurden die Patienten hinsichtlich ihrer Mutation, 14 Patienten mit JAK2 V617F Mutation und
5 Patienten mit CALR-Mutation, und ihrer entsprechenden Therapie, HU-Einnahme und ASS-
Einnahme, in Gruppen eingeteilt. Die Kontrollprobanden wurden jeweils ohne Medikation und
nach 3-tagiger Einnahme von 100 mg ASS untersucht. Die Untersuchung erfolgte mittels
Lumiaggregometrie bzw. CAT unter basalen Bedingungen oder nach Zugabe verschiedener
Agonisten.

Bei der Lumiaggregometrie zeigte sich bei der Arachidonsaure-induzierten Aggregation bei
den JAK2-positiven Patienten mit ASS-Therapie unabhéngig von der HU-Einnahme
Aggregationswerte oberhalb des Cut-Offs von 60%. Dies wiirde zu den Ergebnissen von
Pascale et al. (82) und Rocca et al. (83) passen, die in ihren Studien eine geringere Hemmung
der TxA,-Synthese bei ET-Patienten mit einer einmal taglichen ASS-Einnahme fanden.
Bezuglich der TRAP-induzierten Aggregation konnte ich eine Hyperaggregabilitat der JAK2-
positiven Patienten ohne HU-Therapie und unabhangig von der ASS-Einnahme feststellen.
Dies konnte bisher so in keiner publizierten Studie direkt gezeigt werden. Dagegen zeigten die
JAK2-positiven Patienten mit HU aber ohne ASS-Therapie eine Hypoaggregabilitéat, wie auch
alle Calreticulin-positiven Patienten unabhangig von der HU- und ASS-Einnahme. Einige
Studien stellten ebenfalls eine erniedrigte Aggregation der Thrombozyten von ET-Patienten
fest. Sie unterschieden jedoch zum Teil nicht genau nach Mutationstyp oder Medikation.
Aulerdem setzten sie haufig andere Agonisten ein wie ADP, Kollagen oder Epinephrin (99,
154-156). Bei der Kollagen-induzierten Aggregation zeigten alle Patientengruppen bis auf die
JAK2-positiven Patienten ohne HU und ohne ASS, sowie die Calreticulin-positiven Patienten
mit HU- aber ohne ASS- Einnahme, eine Hypoaggregabilitdit wie es auch verschiedene
Aggregationsstudien wie zum Beispiel von Lussana et al. (87) oder Polokhov et al. (99)
zeigten. Von besonderer Bedeutung fir Folgestudien kénnte ein Patient aus der Gruppe der
JAK2-positiven Patienten mit HU, aber ohne ASS-Einnahme sein, dessen Thrombozyten eine
Kollagen- und TRAP-induzierte Hyperaggregation zeigten.

Auch mittels Lumiaggregometrie wurde die ADP- und ATP-Freisetzung der Thrombozyten
untersucht. Dabei zeigten alle Patientengruppen unabhangig von ihrem Mutationstyp und
unabhangig von der medikamenttsen Therapie eine reduzierte thrombozytare ADP- und ATP-
Freisetzung nach TRAP- bzw. Kollagenstimulation. Dies deckt sich mit den Ergebnissen vieler

Studien beziglich reduzierter Adeninnukleotid-Inhalte bzw. deren Freisetzung aus den



Thrombozyten von ET-Patienten (9, 102, 103). Dies deutet auf ein ,delta storage pool disease*
hin, wie es auch Coucelo et al. in ihrer Studie bei 47% der ET-Patienten fanden (11). Zudem
konnte bei den JAK2-positiven Patienten ohne ASS-Einnahme unabhangig von der HU-
Therapie eine erhohte ATP/ADP-Ratio festgestellt werden. Dies kann ebenso ein
diagnostisches Zeichen fiir ein 6-SPD sein (100-102). Da nur ein Calreticulin-positiver Patient
bei diesem Experiment als Vergleich vorhanden war, kann beziglich eines moglichen JAK2-
bedingten haufigeren Auftretens eines 8-SPD keine Aussage getroffen werden. Folgestudien
mit einer grolReren Patientenzahl kénnten dazu beitragen.

In der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls die Thrombingenerierung im PRP ermittelt. Hierbei
kristallisierten sich unter basalen Bedingungen zwei Patientengruppen besonders heraus. Die
JAK2-positiven Patienten ohne HU-Therapie zeigten eine reduzierte
Thrombinbildungskapazitat, die man als Zeichen einer in vitro Erschopfung nach erhéhter in
vivo Aktivitat, wie sie diverse Studien bei ET-Patienten festgestellt haben (12, 89, 90), deuten
konnte (17, 117). Dagegen zeigten die Calreticulin-positiven Patienten mit HU-Einnahme eine
erhdhte Thrombinbildung (,Thrombin Peak® und ,ETP®) und kénnten damit auf das
Vorhandensein von Mikropartikeln, wie sie von verschiedenen Wissenschaftlern vermehrt im
Plasma von ET-Patienten festgestellt wurden (15, 16), deuten. Bei der TF-induzierten
Thrombingenerierung konnten nur bei den Calreticulin-positiven Patienten Auffalligkeiten
festgestellt werden. Wahrend die Calreticulin-positiven Patienten mit HU eine Stérung der
Initierungsphase (verlangerte ,lag time* und ,ttPeak"), aber eine verbesserte Amplifizierung
(erhohter , Thrombin Peak®) im Vergleich mit den Kontrollen zeigten, war die Thrombinbildung
bei dem Calreticulin-positiven Patient ohne HU-Einnahme reduziert (,Thrombin Peak® und
.,ETPY), die Reaktionszeit (,Jag time“ und ,ttPeak®) jedoch schneller als bei den Kontrollen.
Diese gegenlaufigen Tendenzen in Bezug auf den TF als wichtiger Bestandteil der
(sekundaren) Hamostase werfen Fragen auf, die mit dieser Arbeit nicht beantwortet werden
kénnen. Die Thrombinbildung induziert durch Thrombin selbst férderte interessante
Ergebnisse zu Tage. So zeigte sich bereits bei den Kontrollprobanden unter ASS-Einnahme
eine deutlich hthere Thrombinbildung gegentiber den Kontrollen ohne ASS. Auch die JAK2-
positiven Patienten unabhdngig von der HU-Therapie zeigten eine &hnlich verbesserte
Thrombingenerierung wie die Kontrollen mit ASS, sodass sich hier die Frage stellt, ob ASS
einen positiven Einfluss auf die Thrombinbildung hat. Dies spiegelt auch der Vergleich mit den
Ergebnissen der Aggregation wider (Vergleichstabelle im Anhang unter 8.3 zu finden). Dort
zeigte sich als Teil der primaren Hamostase und damit Aktivierung der Thrombozyten unter
Zugabe einer hohen Konzentration TRAP-6 (50 puM) bei den JAK2-positiven Patienten eine
Aggregation oberhalb des Cut-Offs. Lediglich die JAK2-positiven Patienten mit HU, aber ohne
ASS Einnahme lagen knapp unterhalb des Cut-Offs und wirden damit die Theorie
untermauern, dass ASS einen positiven Effekt auf die Thrombinbildung nehmen kénnte. Der

Calreticulin-positive Patient ohne HU dagegen zeigte eine erniedrigte Thrombin-induzierte



Thrombinbildung. Auch die TRAP-induzierte Aggregation war bei diesem Patienten reduziert
und zeigt damit die Wichtigkeit der Aktivierung der Thrombozyten, um Uber die daraus
resultierende Phosphatidylserin-Exposition auf der Thrombozytenoberflache die fur die
Thrombingenerierung notwendige prokoagulante Oberflache zu bilden (137). Bei der
Convulxin-induzierten Thrombinbildung zeigte sich eine erniedrigte Thrombinbildungs-
kapazitat bei allen Patientengruppen unabhéngig vom Mutationstyp und von der Therapie.
Zuvor hatte sich dies bereits bei der Kollagen-induzierten Aggregation angedeutet. Dort zeigte
sich bei den meisten Patientengruppen eine reduzierte Aggregation auf die intermediare (2
pug/ml), sowie hohe (10 pg/ml) Kollagen-Konzentration. Dies kann durch die geringere
Aktivierung zu der oben bereits erwahnten geringeren Phosphatidylserin-Exposition fiihren,
die jedoch essentiell ist (137) und folglich zu einer reduzierten Thrombinbildung beitragen.
Lediglich bei den JAK2-positiven Patienten ohne HU und ohne ASS-Therapie, sowie bei den
Calreticulin-positiven Patienten mit HU, aber ohne ASS-Einnahme kam es zur Normalisierung
der thrombozytdren Aggregation bei Verwendung der hohen Kollagenkonzentration. Bei
diesen beiden Patientengruppen kénnte daher spezifisch ein GPVI-Defekt vorliegen (80, 92,
132), da dieser spezifisch durch Convulxin aktiviert wird (48, 50, 51). Die Thrombinbildung
induziert durch Thrombin und Convulxin simultan flihrte ebenfalls zu einer reduzierten
Thrombingenerierung bei allen Patientengruppen unabhangig von der Mutation und der
medikamentdsen Therapie.

Die Ergebnisse der plasmatischen Thrombingenerierung gemessen im PFP, konnten keine
Auffalligkeiten feststellen. In Bezug auf die Plasmaaustauschversuche zeigte sich nur bei den
Thrombozyten der JAK2-positiven Patienten ohne HU-Therapie eine geringere
Thrombinbildungskapazitdt im autologen Plasma als im Kontrollplasma unter allen drei
Versuchsbedingungen (basal, TF- und Thrombin-getriggert). Dies kdnnte auf eine erhdhte
Konzentration an Inhibitoren deuten (139), da ein in-vivo-Verbrauch von Gerinnungsfaktoren
in Zusammenschau mit den Ergebnissen des PFP-Versuchs eher unwahrscheinlich scheint.
Zu guter Letzt konnte bei der Untersuchung der Thrombingenerierung der MNC von ET-
Patienten eine Agonisten-induzierte erhdhte Thrombinbildungskapazitat unabhangig von der
Mutation und der HU-Therapie festgestellt werden. Dies kdnnte mit der von Arellano-Rodrigo
et al. gefundenen erhfhten Konzentration an TF-Molekulen in der Monozytenmembran bei ET-
Patienten zusammenhéangen (12). Beim Plasmaaustauschversuch zeigte sich zudem eine
explosionsartige Erhdhung des ,ETP* der MNC aller Patientengruppen unabhangig vom
Mutationstyp und der Therapie unter basalen Bedingungen im Kontrollplasma resuspendiert
im Vergleich zum autologen Plasma. Dies zeigt die hohe Thrombinbildungskapazitat die die
MNC der ET-Patienten haben kénnen und somit zu thrombotischen Komplikationen beitragen
konnten. Welcher Bestandteil oder Faktor im Kontrollplasma daftir verantwortlich war, ist nicht
bekannt. Es zeigt sich jedoch die Wichtigkeit auch die MNC bei der ET genauer zu

Untersuchen.



Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass die Thrombozytenfunktion in ET-Patienten
gestort ist. Zudem hat das Blutplasma Einfluss auf die zellulare Thrombinbildung. Vor allem
MNC kénnen grof3en Einfluss auf die Thrombingenerierung nehmen und sollten damit ebenso
in die Therapieentscheidung einflieRen. Limitierend flr diese Arbeit waren die geringen
Patientenzahlen pro Patientengruppe. Es zeigt sich aber, dass eine Unterscheidung der
Patienten hinsichtlich ihres Mutationstypes, wie auch hinsichtlich der medikamentésen
Therapie in Folgestudien mit groBeren Patientenzahlen zu statistisch signifikanten
Ergebnissen fuhren kénnten, die noch mehr Wissen Uber die Pathophysiologie der ET und

damit zur Verbesserung der Therapie beitragen kénnten.
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8 ANHANG

8.1 TABELLEN: MEDIANE, MINIMA UND MAXIMA, PERZENTILE, RANGES

8.1.1 AGONISTEN-INDUZIERTE THROMBOZYTARE AGGREGATION MITTELS

CHRONOLOG
Legende: JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU =
Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsdure, + = Einnahme des Medikaments, - = keine Einnahme

des Medikaments, n = Anzahl, TRAP-6 = Thrombin Rezeptor Aktivator Peptid 6, mg =

Milligramm, uM = Mikromolar, pg = Mikrogramm, ml = Milliliter

0,5 mg/ml Arachidonséure

Gruppe JAK2 JAK2 CALR CALR Kon- Kon-

+ HU - HU + HU -HU trollen trollen
- + - + - + - + - +

ASS ASS ASS ASS ASS ASS ASS AsSS ASS ASS
n 3 3 4 4 1 3 1 9 9

Aggregation [%)]
Minimum 53 72 0 0 64 0
25% Perzentile 0 0 55,5 0 72 0 0 66 0
Median 50 65 72 0 0 69 0
75% Perzentile = 67 61 67,75 48 72 0 0 74 0,5
Maximum 67 61 68 64 72 0 0 79 3
Range 67 61 15 64 0 0 0 15 3
TRAP-6 (10 uM)

Gruppe JAK2 JAK2 CALR CALR Kon- Kon-

+ HU - HU + HU -HU trollen trollen
- + - + - + - + - +

ASS ASS ASS ASS ASS ASS ASS AsSS ASS ASS
n 3 3 4 4 1 3 1 9 9

Aggregation [%)]

Minimum 0 0 0 0 0 0 0 12 1
25% Perzentile 0 1,25 4,5 0 0 19 11
Median 9 2 39 31,5 0 12 0 35 20

75% Perzentile = 70 39 73 57,75 0 19 0 73,5 48,5
Maximum 70 39 73 62 0 19 0 81 52
Range 70 39 73 62 0 19 0 69 51



TRAP-6 (50 pM)

Gruppe JAK2 JAK2 CALR CALR Kon- Kon-
+ HU - HU + HU - HU trollen | trollen
- + - + - + - + - +
ASS ASS ASS ASS ASS ASS ASS ASS ASS ASS
n 3 3 4 4 1 3 1 9 9
Aggregation [%)]
Minimum 40 48 60 64 47 38 15 70 57
25% Perzentile | 40 48 61,25 64,75 47 38 15 70 65,5
Median 52 63 66 68 47 51 15 74 73
75% Perzentile 73 77 71,5 76,5 47 58 15 79 76,5
Maximum 73 77 73 79 47 58 15 82 80
Range 33 29 13 15 0 20 0 12 23

Kollagen (2 ug/ml)

Gruppe JAK2 JAK2 CALR CALR Kon- Kon-
+ HU - HU + HU - HU trollen trollen
- + - + - + - + - +
ASS ASS ASS ASS ASS ASS ASS ASsS ASS ASS
n 3 3 4 4 1 3 1 9 9
Aggregation [%]
Minimum 1 0 0 1 5 1 1 1
25% Perzentile 1 0 0,25 1 5 1 1 4 15
Median 2 3 20 15 5 2 1 35 2
75% Perzentile = 17 6 42,75 47 5 10 1 69 6,5
Maximum 17 6 44 62 5 10 1 77 23
Range 16 6 44 61 0 9 0 76 22
Kollagen (10 pg/ml)
Gruppe JAK2 JAK2 CALR CALR Kon- Kon-
+ HU - HU + HU - HU trollen trollen
- + - + - + - + - +
ASS | ASS ASS ASS ASS ASS ASS ASS ASS ASS
n 3 3 4 4 1 3 1 9 9
Aggregation [%]
Minimum 28 23 63 19 65 0 16 70 57
25% Perzentile = 28 23 63,5 255 65 0 16 72,5 59,5
Median 55 36 69,5 47,5 65 17 16 76 70
75% Perzentile = 79 58 77,75 71 65 28 16 77 75
Maximum 79 58 79 78 65 28 16 84 82

Range 51 35 16 59 0 28 0 14 25



8.1.2 AGONISTEN-INDUZIERTE THROMBOZYTARE ADP- UND ATP-FREISETZUNG

MITTELS CHRONOLOG

Legende: JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU =
Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsdure, + = Einnahme des Medikaments, - = keine Einnahme
des Medikaments, n = Anzahl, TRAP-6 = Thrombin Rezeptor Aktivator Peptid 6, pM =

Mikromolar, pg = Mikrogramm, ml = Milliliter, ATP = Adenosintriphosphat, nmol = Nanomol,

TZ = Thrombozyten, ADP = Adenosindiphosphat
TRAP-6 (50 uM)

Gruppe JAK2 JAK2 CALR CALR Kon-
+ HU - HU + HU -HU trollen
- + - + - + - + -
ASS | ASS ASS ASS ASS  ASS ASS ASS ASS
n 2 3 4 4 1 2 9
ATP-Freisetzung [nmol/2x10"8TZ/ml]
Minimum 0,45 0 0,25 0,36 0,16 0,36 0,63
25% Perzentile | 0,45 0 0,3025 041 0,16 0,36 0,84
Median 0485 0,2 0575 0,565 | 0,16 0,48 1,33
75% Perzentle = 0,52 | 0,33 0,735 063 0,16 0,6 1,435
Maximum 0,52 0,33 0,75 0,65 | 0,16 0,6 2,04
Range 0,07 @ 0,33 0,5 0,29 0 0,24 1,41
Kollagen (10 pg/ml)
Gruppe JAK2 JAK2 CALR CALR Kon-
+ HU - HU + HU - HU trollen
- + - + - + - + -
ASS ASS ASS ASS ASS | ASS | ASS ASS ASS
n 2 1 4 3 1 9
ATP-Freisetzung [nmol/2x10"8TZ/ml]
Minimum 0,36 | 0,19 0,23 0,25 0,16 0,54
25% Perzentile 0,36 | 0,19 0,3025 @ 0,25 @ 0,16 0,585
Median 0,53 | 0,19 0,535 0,42 0,16 0,96
75% Perzentile 0,7 0,19 0,565 0,42 0,16 1,04
Maximum 0,7 0,19 0,57 0,42 0,16 1,58
Range 0,34 0 0,34 0,17 0 1,04
ADP-Freisetzung [nmol/2x10"8TZ/ml]
Minimum 0,03 0,19 0 0,05 @ 0,16 0,39
25% Perzentile 0,03 0,19 0 0,05 0,16 0,735
Median 0,275 0,19 0,12 048 0,16 1,19
75% Perzentile 052 019 | 042 0,63 0,16 1,61

Maximum 052 019 048 063 0,16 1,78

Kon-
trollen
+

ASS

0,21
0,485
0,69
1,22
1,52
1,31

Kon-
trollen
+
ASS
9

0,21
0,415
0,48
0,745
0,88
0,67

0,11
0,295
0,55
0,71
0,77



Range 0,49 0 0,48 0,58 0 1,39 0,66
ATP/ADP-Ratio 1,93 10 446 0875 1,0 0,81 0,87

8.1.3 PLASMATISCHEN UND THROMBOZYTARE THROMBINGENERIERUNG MITTELS
CAT

Legende: PFP = Plattchen-freies Plasma, pM = Pikomolar, TF = *“tissue factor’ =
Gewebefaktor, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU
= Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsaure, + = Einnahme des Medikaments, - = keine
Einnahme des Medikaments, n = Anzahl, min = Minuten, ttPeak = “time to peak” = Zeit bis
zum Thrombin Peak, nM = Nanomolar, ETP = endogenes Thrombin Potential, PRP =

Plattchen-reiches Plasma, U = Units, ml = Milliliter, ng = Nanogramm

PFP mit 5 pM TF

JAK2 JAK2 CALR CALR Kontrollen | Kontrollen
Gruppe + HU - HU + HU -HU + ASS - ASS
n 6 7 4 1 10 10
Lag time [min]
Minimum 3,22 2,79 2,91 3,67 3,00 3,00
25% Perzentile 3,30 3,11 3,21 3,67 3,00 3,08
Median 3,50 3,67 4,27 3,67 3,28 3,32
75% Perzentile 4,50 3,78 4,69 3,67 3,78 3,73
Maximum 6,00 5,44 4,78 3,67 4,22 4,00
Range 2,78 2,65 1,87 - 1,22 1,00
ttPeak [min]
Minimum 5,89 5,02 6,02 6,89 5,22 5,78
25% Perzentile 6,39 5,89 6,35 6,89 5,84 5,97
Median 6,89 6,56 7,38 6,89 6,45 6,39
75% Perzentile 7,58 8,00 8,03 6,89 6,81 6,90
Maximum 8,67 10,33 8,22 6,89 7,89 7,44
Range 2,78 5,31 2,20 - 2,67 1,66
Thrombin Peak [nM]
Minimum 159,70 133,90 216,10 226,50 224,30 252,60
25% Perzentile 209,50 179,70 222,60 226,50 249,00 263,30
Median 256,00 288,90 254,00 226,50 273,50 282,50
75% Perzentile 330,00 336,80 277,00 226,50 307,30 333,20
Maximum 357,40 382,40 280,70 226,50 339,90 353,60
Range 197,70 248,50 64,67 - 115,60 100,90
ETP [nMxmin]
Minimum 839,2 1.248,0 1.490,0 1.552,0 1.259,0 1.467,0

25% Perzentile 1.249,0 1.322,0 1.508,0 1.552,0 1.529,0 1.537,0



Median 1.570,0
75% Perzentile 1.859,0
Maximum 2.181,0
Range 1.342,0
JAK2
Gruppe + HU
n 5
Lag time [min]
Minimum 18,89
25% Perzentile 21,78
Median 25,17
75% Perzentile 33,56
Maximum 39,22
Range 20,33
ttPeak [min]
Minimum 28,00
25% Perzentile 31,84
Median 37,33
75% Perzentile 43,45
Maximum 47,89
Range 19,89

Thrombin Peak [nM]

Minimum 20,46
25% Perzentile 22,79
Median 54,13
75% Perzentile 63,96
Maximum 68,22
Range 47,76
ETP [nMxmin]

Minimum 282,4
25% Perzentile 357,6
Median 995,9
75% Perzentile 1.181,0
Maximum 1.211,0
Range 928,2
Gruppe JAK2

1.543,0

1.804,0

1.826,0
578,1

JAK2
- HU
6

22,67
28,30

31,84
33,06
34,91
12,24

34,50
38,01
42,61
44,57
44,59
10,09

11,12
12,79
38,78
42,96
43,06
31,94

191,4
256,7
640,5
761,9
927,7
736,3

JAK2

1.565,0 1.552,0 1.637,0
1.584,0 1.552,0 1.719,0
1.590,0 1.552,0 1.957,0
100,5 - 697,6
basales PRP
CALR CALR Kontrollen
+ HU - HU + ASS
3 9
21,31 23,22
21,31 23,28
24,67 24,33
29,31 26,34
29,31 38,78
8,00 15,56
32,51 33,67
32,51 36,17
39,17 38,11
42,34 40,84
42,34 46,11
9,83 12,44
24,21 23,23
24,21 26,57
75,58 48,11
99,44 59,27
99,44 76,78
75,23 53,55
339,1 305,4
339,1 576,1
1.228,0 1.062,0
1.459,0 1.156,0
1.459,0 1.272,0
1.120,0 966,4
PRP mit 1 pM TF
CALR CALR Kontrollen

1.675,0

1.879,0

1.964,0
497,0

Kontrollen
- ASS
7

17,44
21,22

21,83
28,50
32,11
14,67

29,89
33,44
37,67
42,17
43,56
13,67

19,93
22,99
55,33
70,67
77,23
57,30

4421
4440
1.216,0
1.285,0
1.444.0
1.002,0

Kontrollen



+ HU -HU + HU -HU + ASS - ASS

n 6 7 4 1 10 10
Lag time [min]

Minimum 9,00 7,80 9,89 7,22 7,00 7,78
25% Perzentile 10,75 8,00 10,78 7,22 8,20 8,39
Median 11,73 10,89 15,12 7,22 10,39 9,89
75% Perzentile 13,84 11,22 17,20 7,22 11,44 10,33
Maximum 17,67 16,00 17,33 7,22 12,78 10,66
Range 8,67 8,20 7,44 - 5,78 2,88
ttPeak [min]

Minimum 20,11 18,89 23,00 18,67 16,33 20,78
25% Perzentile 21,45 19,82 24,18 18,67 20,89 21,50
Median 23,28 23,22 28,03 18,67 24,11 23,06
75% Perzentile 25,33 25,89 29,77 18,67 25,72 24,11
Maximum 26,00 26,33 30,25 18,67 27,56 26,36
Range 5,89 7,44 7,25 - 11,23 5,58
Thrombin Peak [nM]

Minimum 46,49 67,62 68,46 86,27 71,02 86,85
25% Perzentile 76,23 88,75 75,91 86,27 83,43 96,90
Median 113,10 96,42 115,60 86,27 96,58 102,90
75% Perzentile 125,40 108,80 144,80 86,27 118,10 121,20
Maximum 132,20 132,70 148,70 86,27 121,60 137,20
Range 85,75 65,10 80,28 - 50,55 50,35
ETP [nMxmin]

Minimum 661,9 1.213,0 1.487,0 1.580,0 1.318,0 1.519,0
25% Perzentile 1.303,0 1.554,0 1.509,0 1.580,0 1.574,0 1.694,0
Median 1.713,0 1.711,0 1.696,0 1.580,0 1.710,0 1.864,0
75% Perzentile 2.015,0 1.941,0 1.835,0 1.580,0 1.819,0 1.981,0
Maximum 2.569,0 2.171,0 1.841,0 1.580,0 2.065,0 1.994,0
Range 1.908,0 958,1 353,6 - 747,2 475,3

PRP mit 0,1 U/ml Thrombin

JAK2 JAK2 CALR CALR Kontrollen | Kontrollen
Gruppe + HU - HU + HU - HU + ASS - ASS
n 6 7 4 1 10 9
Lag time [min]
Minimum 9,22 9,67 13,22 13,22 8,33 10,43
25% Perzentile 10,98 11,00 13,47 13,22 9,86 10,72
Median 14,06 13,43 14,45 13,22 11,11 13,56

75% Perzentile 16,00 15,89 20,67 13,22 16,64 15,56



Maximum
Range

ttPeak [min]
Minimum

25% Perzentile
Median

75% Perzentile
Maximum

Range

18,00
8,78

20,67
22,67
26,34
31,95
32,44
11,77

Thrombin Peak [nM]

Minimum

25% Perzentile
Median

75% Perzentile
Maximum
Range

ETP [nMxmin]
Minimum

25% Perzentile
Median

75% Perzentile
Maximum

Range

Gruppe

n
Lag time [min]
Minimum

25% Perzentile
Median

75% Perzentile
Maximum
Range

ttPeak [min]
Minimum

25% Perzentile
Median

75% Perzentile

32,88
52,73
74,95
84,89
87,75
54,87

568,2
1.099,0
1.383,0
1.647,0
1.790,0
1.222,0

JAK2
+ HU

14,89
15,30
16,62
19,50
20,00
511

18,22
18,48
20,22
22,75

17,89
8,22

22,00
26,34
27,89
30,67
31,22
9,22

47,49
48,08
59,35
68,65
79,30
31,81

1.030,0
1.132,0
1.433,0
1.487,0
1.590,0
559,6

JAK2
- HU
7

12,89
16,33
17,26
33,50
34,50
21,61

15,67
19,33
20,60
38,17

22,67
9,45

28,11
28,68
30,94
36,62
38,33
10,22

24,23
27,71
54,53
83,68
87,94
63,71

602,3
648,3
1.037,0
1.361,0
1.385,0
782,4

PRP mit 50 ng/ml Convulxin

CALR
+ HU
4

12,00
13,47
18,00
28,06
31,37
19,37

15,46
16,82
21,28
36,46

13,22

26,56
26,56
26,56
26,56
26,56

33,93
33,93
33,93
33,93
33,93

910,8
910,8
910,8
910,8
910,8

CALR
- HU
1

22,78
22,78
22,78
22,78
22,78

26,00
26,00
26,00
26,00

18,56
10,23

18,00
20,48
26,23
32,92
37,00
19,00

29,70
47,68
66,23
77,93
102,80
73,12

812,0
1.210,0
1.371,0
1.554,0
1.644,0

832,1

Kontrollen
+ ASS
10

11,22
12,72
14,95
15,80
16,44
5,22

14,89
15,92
18,45
19,42

16,33
5,90

22,11
23,78
30,33
32,39
33,11
11,00

46,76
52,62
55,69
63,50
88,55
41,79

1.099,0
1.207,0
1.245,0
1.337,0
1.442,0
343,2

Kontrollen
- ASS
10

11,00
12,61
13,84
14,70
16,33
5,33

13,56
15,45
16,50
18,48



Maximum

Range

23,33
511

Thrombin Peak [nM]

Minimum

25% Perzentile
Median

75% Perzentile
Maximum
Range

ETP [nMxmin]
Minimum

25% Perzentile
Median

75% Perzentile
Maximum

Range

Gruppe

n

Lag time [min]
Minimum

25% Perzentile
Median

75% Perzentile
Maximum
Range

ttPeak [min]
Minimum

25% Perzentile
Median

75% Perzentile
Maximum

Range

104,40
153,60
202,90
264,20
288,60
184,20

654,1
1.060,0
1.388,0
1.673,0
2.036,0
1.381,0

JAK2
+ HU

6,67
7,92
9,28
9,95
10,44
3,77

13,67
14,83
17,28
18,78
18,78
511

Thrombin Peak [nM]

Minimum
25% Perzentile
Median

75% Perzentile

52,92
68,30
98,51
132,50

40,50
24,83

74,33
155,10
231,90
265,80
286,10
211,80

964,6
1.054,0
1.455,0
1.582,0
1.669,0

704,4

PRP mit 0,1 U/ml Thrombin und 50 ng/ml Convulxin

JAK2
-HU
7

7,11
7,78
8,33
11,03
15,33
8,22

13,32
13,33
15,22
25,67
26,56
13,24

58,19
69,86
81,30
153,20

41,39
25,93

44,08
88,65
226,70
246,30
251,30
207,20

776,6
876,4
1.361,0
1.658,0
1.694,0
917.8

CALR
+ HU
4

8,88
8,94
10,11
11,44
11,55
2,67

15,57
15,96
17,78
25,38
27,69
12,12

49,41
61,19
102,40
124,40

26,00

189,00
189,00
189,00
189,00
189,00

1.160,0
1.160,0
1.160,0
1.160,0
1.160,0

CALR
-HU
1

9,67
9,67
9,67
9,67
9,67

19,44
19,44
19,44
19,44
19,44

71,85
71,85
71,85
71,85

20,34
5,45

138,00
163,20
208,60
256,40
273,90
135,90

1.112,0
1.340,0
1.422,0
1.530,0
1.672,0
560,0

Kontrollen
+ ASS
10

7,00
7,08
8,54
9,03
9,67
2,67

11,44
13,53
15,00
17,39
17,97
6,53

63,19
74,86
114,50
138,50

19,00
5,44

202,00
220,00
275,00
297,00
348,10
146,10

1.324,0
1.370,0
1.591,0
1.670,0
1.720,0
396,4

Kontrollen
- ASS
10

6,44
6,84
7,49
8,70
9,77
3,33

10,56
11,50
12,39
15,39
17,12
6,56

105,10
124,00
179,00
204,70



Maximum
Range

ETP [nMxmin]
Minimum

25% Perzentile
Median

75% Perzentile
Maximum

Range

167,00
114,00

646,6
1.105,0
1.509,0
1.849,0
1.965,0
1.318,0

185,00
126,80

1.115,0
1.182,0
1.459,0
1.650,0
1.784,0
668,5

129,70
80,31

1.211,0
1.215,0
1.363,0
1.668,0
1.724,0
512,6

71,85

1.134,0
1.134,0
1.134,0
1.134,0
1.134,0

186,50
123,30

1.078,0
1.418,0
1.473,0
1.595,0
1.729,0
651,6

241,40
136,30

1.334,0
1.451,0
1.613,0
1.775,0
1.879,0
545,2



8.1.4 THROMBINGENERIERUNG DER ISOLIERTEN THROMBOZYTEN MITTELS CAT
Legende: JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsadure, + = Einnahme des

Medikaments, - = keine Einnahme des Medikaments, n = Anzahl, min = Minuten, ttPeak = “time to peak” = Zeit bis zum Thrombin Peak, nM =

Nanomolar, ETP = endogenes Thrombin Potential, pM = Pikomolar, TF = “tissue factor” = Gewebefaktor, U = Units, ml = Milliliter

basale isolierte Thrombozyten

i ) i ) Eigen- Eigen- Kontroll- = Kontroll-
Eigen- Eigen- Eigen- Eigen- Kontroll- | Kontroll- | Kontroll- = Kontroll-
plasma: plasma: plasma: plasma:
plasma: plasma: plasma: plasma: plasma: plasma: plasma: plasma:
Gruppe Kon- Kon- Kon- Kon-
JAK2 JAK2 CALR CALR JAK2 JAK2 CALR CALR
trollen trollen trollen trollen
+ HU - HU + HU - HU +HU - HU +HU - HU
+ ASS - ASS + ASS - ASS
n 5 6 4 1 6 6 4 1 10 10 10 9
Lag time [min]
Minimum 13,33 16,33 15,00 31,00 11,67 16,44 17,33 33,67 13,00 12,33 13,00 10,67
25% Perzentile 13,67 18,09 15,75 31,00 15,17 16,86 18,42 33,67 17,67 15,46 17,58 17,50
Median 16,33 20,83 18,67 31,00 18,83 17,72 26,84 33,67 21,34 18,42 20,50 24,00
75% Perzentile 25,00 24,54 22,59 31,00 25,36 23,09 41,75 33,67 23,67 22,54 26,08 27,09
Maximum 25,67 25,79 23,67 31,00 31,43 24,33 45,00 33,67 26,33 27,67 38,00 30,00
Range 12,34 9,46 8,67 0,00 19,76 7,89 27,67 0,00 13,33 15,34 25,00 19,33
ttPeak [min]
Minimum 18,00 23,33 23,33 44,67 15,33 25,33 29,00 45,50 26,00 18,00 24,67 17,33
25% Perzentile 18,67 24,58 24,75 44,67 20,58 26,67 30,25 45,50 29,17 24,77 31,17 29,00
Median 26,67 31,00 30,00 44,67 30,17 28,34 39,50 45,50 34,84 32,42 34,34 35,09
75% Perzentile 33,83 35,97 31,00 44,67 38,20 30,85 48,75 45,50 37,08 35,83 41,09 38,67

Maximum 34,33 37,47 31,00 44,67 41,78 33,00 50,00 45,50 41,67 39,17 47,67 40,33



Range

16,33

Thrombin Peak [nM]

Minimum

25% Perzentile
Median

75% Perzentile
Maximum
Range

ETP [nMxmin]
Minimum

25% Perzentile
Median

75% Perzentile
Maximum

Range

Gruppe

n
Lag time [min]

Minimum

40,64
69,34

112,20
156,80
192,10
151,40

710,10
1097,00
1568,00
1609,00
1626,00

915,50

Eigen-
plasma:
JAK2

+ HU

7,00

14,14

45,58
51,80
60,92
117,40
175,10
129,50

630,40
800,70
1190,00
1453,00
1455,00
824,50

Eigen-
plasma:
JAK2
-HU

6,33

7,67

63,22
64,35
71,89
92,30
97,72
34,50

1054,00
1095,00
1259,00
1320,00
1327,00
272,80

Eigen-
plasma:
CALR
+ HU

7,33

0,00

14,72
14,72
14,72
14,72
14,72
0,00

278,60
278,60
278,60
278,60
278,60
0,00

Eigen-
plasma:
CALR

- HU

8,67

26,45

27,45
35,24
98,38
140,60
181,90
154,40

496,20
587,50
1213,00
1471,00
1583,00
1087,00

7,67

75,37
75,48
78,91
120,10
128,30
52,90

1017,00
1132,00
1260,00
1411,00
1530,00
512,90

21,00

4,56
17,94
69,48
88,51
91,06
86,50

48,66
252,50
1055,00
1324,00
1350,00
1301,00

0,00

12,02
12,02
12,02
12,02
12,02
0,00

198,80
198,80
198,80
198,80
198,80
0,00

Isolierte Thrombozyten mit 1 pM TF

Kontroll-
plasma:
JAK2
+ HU

5,33

Kontroll-
plasma:
JAK2

- HU

7,33

Kontroll-
plasma:
CALR

+ HU

4

9,00

Kontroll-
plasma:
CALR

- HU

7,17

15,67

50,55
64,79
68,60
95,64
121,10
70,54

1117,00
1209,00
1302,00
1485,00
1671,00
553,70

Eigen-
plasma:
Kon-
trollen
+ ASS
10

7,33

21,17

65,47
68,84
92,72
117,50
156,70
91,20

1219,00
1301,00
1531,00
1859,00
1935,00
715,40

Eigen-

plasma:

Kon-

trollen

- ASS
10

6,33

23,00

8,51
33,69
64,74
92,08

105,70
97,18

119,80
526,50
1139,00
1501,00
1637,00
1517,00

Kontroll-

plasma:

Kon-

trollen

+ ASS
10

8,67

23,00

43,97
52,03
55,28
95,28
168,90
124,90

852,40
906,20
1152,00
1648,00
2111,00
1259,00

Kontroll-

plasma:

Kon-

trollen

- ASS
10

6,67



25% Perzentile
Median

75% Perzentile
Maximum
Range

ttPeak [min]
Minimum

25% Perzentile
Median

75% Perzentile
Maximum

Range

7,75
8,50
13,35
23,41
16,41

15,00
15,25
18,67
24,03
33,10
18,10

Thrombin Peak [nM]

Minimum

25% Perzentile
Median

75% Perzentile
Maximum
Range

ETP [nMxmin]
Minimum

25% Perzentile
Median

75% Perzentile

Maximum

31,25
55,45
151,20
163,30
171,80
140,50

520,9
799,2
1872
2121
2354

7,42
8,50
13,50
15,77
9,44

14,67
15,17
18,50
25,17
29,13
14,46

28,73
79,58
86,48
118,60
138,50
109,70

596,7
1009
1429
1718
1948

8,08
10,50
11,67
12,00

4,67

16,00
16,92
19,84
23,50
24,67
8,67

96,57
101,30
118,90
129,30
131,60

35,00

1408
1445
1622
1748
1768

8,67
8,67
8,67
8,67
0,00

23,00
23,00
23,00
23,00
23,00

0,00

149,50
149,50
149,50
149,50
149,50
0,00

2616
2616
2616
2616
2616

6,08
9,00
10,35
12,39
7,06

10,00
12,75
17,84
22,35
25,42
15,42

47,83
78,19
159,00
175,60
176,90
129,10

727,6
1246
1573
1941
1974

8,33
9,50
13,00
14,44
7,11

15,33
17,84
20,83
23,09
26,12
10,79

5,61
91,15
115,80
131,20
183,00
177,40

128,6
1181
1527
1848
2058

9,33
10,67
11,50
11,67

2,67

19,67
19,84
21,00
22,42
22,67
3,00

101,10
107,80
136,40
163,30
169,50
68,39

1043
1231
1980
2189
2197

7,17
7,17
7,17
7,17
0,00

17,67
17,67
17,67
17,67
17,67
0,00

94,60
94,60
94,60
94,60
94,60
0,00

1446
1446
1446
1446
1446

8,50
10,83
13,42
14,00

6,67

18,67
19,17
22,34
26,50
28,33
9,66

90,30
105,00
118,10
148,10
166,60

76,28

1561
1623
1720
1958
2004

7,00
7,85
11,33
12,00
5,67

12,67
15,85
19,09
23,42
24,00
11,33

119,50
136,30
159,20
201,30
243,00
123,60

1609
1830
2181
2697
2800

10,50
11,34
14,17
15,00
6,33

19,33
21,17
24,67
25,75
27,67

8,34

53,75
80,50
130,50
155,70
168,30
114,60

1003
1204
1882
2030
2407

7,50
8,50
9,84
12,00
5,33

14,67
16,62
18,67
21,13
25,33
10,66

75,64
124,50
127,40
176,80
268,30
192,70

1193
1533
1797
2618
3494



Range

Gruppe

n
Lag time [min]
Minimum

25% Perzentile
Median

75% Perzentile
Maximum
Range

ttPeak [min]
Minimum

25% Perzentile
Median

75% Perzentile
Maximum

Range

1833

Eigen-
plasma:
JAK2

+ HU

8,00
8,50
11,67
14,43
15,73
7,73

14,00
16,00
23,17
28,27
34,10
20,10

Thrombin Peak [nM]

Minimum

17,76

1351

Eigen-
plasma:
JAK2
-HU

8

7,33
8,84
10,67
14,94
20,67
13,34

14,33
17,42
24,56
28,35
34,33
20,00

2,80

359,6

Eigen-
plasma:
CALR
+ HU

4

7,67
7,84
8,50
9,17
9,33
1,66

19,00
19,08
19,83
20,83
21,00
2,00

31,89

Eigen-
plasma:
CALR

- HU

8,67
8,67
8,67
8,67
8,67
0,00

31,00
31,00
31,00
31,00
31,00
0,00

41,42

1246

Isolierte Thrombozyten mit 0,1 U/ml Thrombin

Kontroll-
plasma:
JAK2
+ HU

7,67
8,42
11,50
17,44
18,74
11,07

12,00
15,75
23,84
32,20
33,77
21,77

30,11

1929

Kontroll-
plasma:
JAK2
- HU

7,33
9,33
9,67
13,44
14,67
7,34

17,67
17,67
22,33
25,45
29,33
11,66

41,36

1155

Kontroll-
plasma:
CALR

+ HU

4

8,00
8,00
9,67
11,59
11,67
3,67

15,67
16,84
21,33
26,58
28,00
12,33

39,26

0

Kontroll-

plasma:
CALR
-HU

10,67
10,67
10,67
10,67
10,67
0,00

24,67
24,67
24,67
24,67
24,67
0,00

32,87

442.8

Eigen-
plasma:
Kon-
trollen
+ ASS
10

9,00
10,50
12,17
13,84
18,00

9,00

22,00
23,67
26,00
28,83
32,00
10,00

56,36

1190

Eigen-

plasma:

Kon-

trollen

- ASS
10

7,04
8,42
9,50
12,34
14,67
7,63

17,06
18,83
21,84
27,25
30,50
13,44

51,71

1404

Kontroll-

plasma:

Kon-

trollen

+ ASS
10

7,33
10,17
11,50
13,58
15,00

7,67

18,33
22,83
26,67
27,83
32,33
14,00

36,43

2302

Kontroll-

plasma:

Kon-

trollen

- ASS
10

8,00
9,13
10,00
12,33
22,67
14,67

20,33
20,67
22,67
26,75
37,17
16,84

40,20



25% Perzentile
Median

75% Perzentile
Maximum
Range

ETP [nMxmin]
Minimum

25% Perzentile
Median

75% Perzentile
Maximum

Range

41,66
98,83
119,50
150,70
132,90

365,80
640,50
1456,00
1610,00
1677,00
1311,00

41,24
61,45
73,68
88,28
85,48

58,60
701,30
1165,00
1273,00
1296,00
1237,00

40,12
66,59
79,35
83,00
51,11

810,80
880,60
1098,00
1274,00
1329,00
518,40

41,42
41,42
41,42
41,42
0,00

1261,00
1261,00
1261,00
1261,00
1261,00
0,00

55,67
95,78
122,90
159,60
129,50

582,80
942,80
1287,00
1519,00
1583,00
1000,00

58,02
71,90
82,87
94,81
53,45

854,50
977,70
1086,00
1347,00
1474,00
619,30

42,83
60,69
83,56
88,80
49,54

720,60
778,40
1174,00
1468,00
1492,00
771,30

32,87
32,87
32,87
32,87
0,00

776,40
776,40
776,40
776,40
776,40
0,00

61,04
71,94
85,38
150,20
93,83

1151,00
1219,00
1353,00
1477,00
1738,00
586,70

62,15
93,98
110,20
123,30
71,56

1103,00
1246,00
1564,00
1790,00
2031,00
927,50

53,69
73,60
90,68
102,00
65,58

862,30
970,60
1424,00
1572,00
1884,00
1021,00

47,89
65,16
76,38
143,50
103,30

910,50
984,20
1181,00
1331,00
2465,00
1554,00



8.1.5 THROMBINGENERIERUNG DER MONONUKLEAREN ZELLEN MITTELS CAT
Legende: MNC = mononukledre Zellen, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, ASS =

Acetylsalicylsaure, + = Einnahme des Medikaments, - = keine Einnahme des Medikaments, n = Anzahl, min = Minuten, ttPeak = “time to peak” = Zeit
bis zum Thrombin Peak, nM = Nanomolar, ETP = endogenes Thrombin Potential, pM = Pikomolar, TF = “tissue factor” = Gewebefaktor, U = Units, ml
= Milliliter

basale MNC

) ) ) ) Eigen- Eigen- Kontroll- | Kontroll-
Eigen- Eigen- Eigen- Eigen- Kontroll- | Kontroll- | Kontroll- | Kontroll-
plasma: plasma: plasma: plasma:
plasma: plasma: plasma: plasma: plasma: plasma: plasma: plasma:

Gruppe JAK2 JAK2 CALR CALR JAK2 JAK2 CALR CALR on- on- on- on-

+ HU HU + HU HU +HU HU + HU HU trollen trollen trollen trollen

+ ASS - ASS + ASS - ASS

n 6 6 4 1 6 6 4 1 9 8 7 8
Lag time [min]
Minimum 9,67 14,00 16,00 22,33 9,00 13,00 17,36 15,00 14,00 14,33 18,33 14,33
25% Perzentile 11,42 15,25 16,34 22,33 11,25 14,25 18,02 15,00 14,84 15,08 18,33 15,92
Median 15,00 18,50 18,02 22,33 15,34 17,00 21,53 15,00 17,00 17,84 19,33 20,17
75% Perzentile 18,50 20,67 19,46 22,33 25,00 32,42 24,76 15,00 20,17 21,08 26,33 26,18
Maximum 20,00 23,67 19,72 22,33 43,00 36,67 25,33 15,00 25,67 43,00 33,33 33,67
Range 10,33 9,67 3,72 0,00 34,00 23,67 7,97 0,00 11,67 28,67 15,00 19,34
ttPeak [min]
Minimum 9,67 14,00 16,00 22,33 13,67 16,67 28,71 26,67 25,33 28,33 29,00 28,33
25% Perzentile 11,42 15,25 16,34 22,33 19,67 20,67 30,70 26,67 27,17 29,92 32,00 31,42
Median 15,00 18,50 18,02 22,33 31,34 29,33 37,17 26,67 33,00 31,84 33,00 33,83

75% Perzentile 18,50 20,67 19,46 22,33 37,25 45,00 40,24 26,67 34,83 39,87 38,67 35,24



Maximum

Range

20,00
10,33

Thrombin Peak [nM]

Minimum

25% Perzentile
Median

75% Perzentile
Maximum
Range

ETP [nMxmin]
Minimum

25% Perzentile
Median

75% Perzentile
Maximum

Range

Gruppe

n

Lag time [min]

9,67
11,42
15,00
18,50
20,00
10,33

9,67
11,42
15,00
18,50
20,00
10,33

Eigen-
plasma:
JAK2

+ HU

23,67
9,67

14,00
15,25
18,50
20,67
23,67

9,67

14,00
15,25
18,50
20,67
23,67

9,67

Eigen-
plasma:
JAK2
-HU

19,72
3,72

16,00
16,34
18,02
19,46
19,72
3,72

16,00
16,34
18,02
19,46
19,72

3,72

Eigen-
plasma:
CALR

+ HU

4

22,33
0,00

22,33
22,33
22,33
22,33
22,33

0,00

22,33
22,33
22,33
22,33
22,33

0,00

Eigen-
plasma:
CALR

- HU

51,00
37,33

9,67
10,28
24,53
38,73
54,10
44,43

85,67
251,00
585,30
727,00
934,10
848,40

Kontroll-
plasma:
JAK2
+ HU

46,00 41,09
29,33 12,38
3,73 11,79
3,91 18,36
39,95 40,23
82,36 46,03
150,10 47,23
146,40 35,44
73,97 249,90
74,04 386,30
819,70 858,30
1181,00 978,50
1184,00 997,70
1110,00 747,80
MNC mit TF
Kontroll- | Kontroll-
plasma: plasma:
JAK2 CALR
- HU + HU
7 4

26,67
0,00

48,36
48,36
48,36
48,36
48,36

0,00

904,30
904,30
904,30
904,30
904,30
0,00

Kontroll-
plasma:
CALR
-HU

37,00
11,67

2,49
9,04
16,86
26,44
39,27
36,78

58,58
230,20
426,80
720,30
959,20
900,60

Eigen-
plasma:
Kon-
trollen
+ ASS
10

49,00
20,67

1,71
6,12
14,62
30,59
42,91
41,20

25,97
169,80
381,30
855,50

1056,00
1030,00

Eigen-

plasma:

Kon-

trollen

- ASS
10

39,00
10,00

1,39
2,18
12,56
33,90
37,46
36,07

0,00
46,69
231,00
818,80
864,40
864,40

Kontroll-

plasma:

Kon-

trollen

+ ASS
10

36,33
8,00

1,15
3,45
10,08
25,26
27,79
26,64

31,37
78,23
220,70
630,60
773,30
742,00

Kontroll-

plasma:

Kon-

trollen

- ASS
10



Minimum

25% Perzentile
Median

75% Perzentile
Maximum
Range

ttPeak [min]
Minimum

25% Perzentile
Median

75% Perzentile
Maximum

Range

6,33
7,00
7,67
10,33
20,07
13,74

13,00
13,00
18,33
28,67
31,76
18,76

Thrombin Peak [nM]

Minimum

25% Perzentile
Median

75% Perzentile
Maximum
Range

ETP [nMxmin]
Minimum

25% Perzentile
Median

75% Perzentile

13,88
31,92
73,18
107,90
118,10
104,20

270,40
943,20
1312,00
1731,00

6,67
7,00
7,67
8,67
9,00
2,33

12,33
15,33
20,15
21,00
24,33
12,00

39,20
53,83
63,62
78,39
79,24
40,04

658,20
1003,00
1216,00
1274,00

7,33
7,83
9,84
12,36
13,04
571

15,33
16,09
19,52
26,97
29,07
13,74

45,65
50,06
70,75
89,40
93,13
47,48

805,50
874,40
1241,00
1607,00

6,67
6,67
6,67
6,67
6,67
0,00

16,33
16,33
16,33
16,33
16,33
0,00

82,90
82,90
82,90
82,90
82,90
0,00

1318,00
1318,00
1318,00
1318,00

5,00
8,00
8,33
8,67
16,73
11,73

10,00
19,33
19,67
24,33
32,76
22,76

13,07
34,52
60,85
71,85
73,95
60,88

331,50
727,30
1002,00
1280,00

6,00
6,33
8,67
9,80
17,00
11,00

11,33
12,33
19,67
22,00
34,67
23,34

47,09
55,57
61,48
79,42
146,60
99,51

844,40
1054,00
1202,00
1417,00

8,01
8,10
9,02
10,67
11,00
2,99

17,02
18,10
21,86
23,85
24,33
7,31

69,80
70,44
83,14
97,02
98,05
28,25

1141,00
1142,00
1424,00
1717,00

6,67
6,67
6,67
6,67
6,67
0,00

14,00
14,00
14,00
14,00
14,00
0,00

87,41
87,41
87,41
87,41
87,41
0,00

1103,00
1103,00
1103,00
1103,00

6,67
7,42
9,67
11,08
12,00
5,33

17,33
20,17
24,00
28,67
32,33
15,00

33,42
36,60
44,95
53,02
68,30
34,88

917,30
989,10
1174,00
1273,00

7,33
8,75
10,17
10,67
12,05
4,72

21,00
24,42
30,92
32,24
33,00
12,00

29,22
46,67
51,83
60,54
61,37
32,15

823,10
1198,00
1297,00
1433,00

8,33
9,00
10,00
10,42
12,33
4,00

19,33
21,92
24,84
27,00
33,00
13,67

26,85
31,60
39,41
70,41
97,16
70,31

741,40
859,90
1104,00
1524,00

6,67
9,08
10,52
11,42
12,67
6,00

19,33
20,67
26,17
29,56
34,33
15,00

16,12
41,21
53,22
58,12
67,43
51,31

492,70
883,70
1191,00
1344,00



Maximum 1756,00 1550,00 1676,00 1318,00 1705,00 1459,00 1721,00 1103,00 1406,00 1528,00 1775,00 1900,00
Range 1485,00 891,90 870,70 0,00 1373,00 614,90 580,70 0,00 488,50 705,20 1033,00 1408,00

MNC mit 0,1 U/ml Thrombin

) ) ) ] Eigen- Eigen- Kontroll- | Kontroll-
Eigen- Eigen- Eigen- Eigen- Kontroll- | Kontroll- = Kontroll- | Kontroll-
plasma: plasma: plasma: plasma:
plasma: plasma: plasma: plasma: plasma: plasma: plasma: plasma:

Gruppe JAK2 JAK2 CALR CALR JAK2 JAK2 CALR CALR on- on- on- on-

+ HU HU + HU HU + HU HU + HU HU trollen trollen trollen trollen

+ ASS - ASS + ASS - ASS

n 7 7 4 1 6 7 4 1 10 10 10 10
Lag time [min]
Minimum 4,67 7,33 7,33 10,67 7,67 7,00 9,33 9,33 7,00 8,00 8,00 6,67
25% Perzentile 8,33 8,33 7,42 10,67 7,67 8,33 10,00 9,33 8,50 8,75 8,50 9,42
Median 9,00 9,67 9,18 10,67 8,84 11,00 12,86 9,33 9,34 10,50 9,34 10,50
75% Perzentile 10,00 13,48 13,45 10,67 9,67 13,14 13,94 9,33 11,33 11,34 10,08 12,20
Maximum 18,40 17,00 14,37 10,67 10,67 15,67 14,02 9,33 13,67 14,33 10,67 14,50
Range 13,73 9,67 7,04 0,00 3,00 8,67 4,69 0,00 6,67 6,33 2,67 7,83
ttPeak [min]
Minimum 11,00 14,67 16,00 22,00 15,00 14,00 22,33 21,33 18,33 19,67 16,00 16,33
25% Perzentile 15,33 19,00 16,25 22,00 17,50 20,67 23,01 21,33 20,83 20,25 18,92 23,33
Median 22,00 22,00 19,52 22,00 20,84 21,67 27,02 21,33 22,84 27,33 24,00 24,50
75% Perzentile 23,67 28,83 30,06 22,00 23,33 24,33 31,56 21,33 26,50 30,90 26,84 26,60
Maximum 33,10 38,33 32,74 22,00 23,33 29,17 32,41 21,33 28,33 33,00 28,00 29,67
Range 22,10 23,66 16,74 0,00 8,33 15,17 10,08 0,00 10,00 13,33 12,00 13,34

Thrombin Peak [nM]



Minimum

25% Perzentile
Median

75% Perzentile
Maximum
Range

ETP [nMxmin]
Minimum

25% Perzentile
Median

75% Perzentile
Maximum

Range

2,60
21,13
40,52
73,84
93,60
91,00

76,21
578,90
989,70

1211,00
1435,00
1359,00

7,69
26,31
43,20
48,04
50,18
42,49

187,10
358,10
953,60

1162,00
1212,00
1025,00

2547
30,14
46,37
67,52
73,83
48,36

409,30
503,60
967,70
1474,00
1583,00
1173,00

20,99
20,99
20,99
20,99
20,99

0,00

495,70
495,70
495,70
495,70
495,70
0,00

20,47
22,85
29,30
42,51
46,94
26,47

505,00
551,70
639,70
802,10
926,00
421,00

16,06
20,57
29,12
53,14
80,39
64,33

433,50
483,70
702,50
1018,00
1065,00
631,80

9,71
15,84
41,18
54,44
56,54
46,83

238,90
417,80
965,90
1161,00
1222,00
982,80

37,55
37,55
37,55
37,55
37,55

0,00

805,20
805,20
805,20
805,20
805,20
0,00

6,86
15,95
23,62
35,61
40,00
33,14

162,10
419,70
677,80
907,60
1210,00
1048,00

5,49
12,95
23,54
32,46
35,00
29,51

152,80
398,20
657,00
846,50
981,40
828,70

7,69
12,83
16,92
47,59

104,40
96,74

194,50
314,50
497,20
1223,00
1705,00
1511,00

6,77
11,04
19,22
26,98
32,80
26,03

166,40
294,60
498,70
702,20
891,40
725,00



8.2 TABELLEN: P-WERTE

8.2.1 AGONISTEN-INDUZIERTE THROMBOZYTARE AGGREGATION MITTELS
CHRONOLOG

Auswertung mittels t-Test oder Mann-Whitney-Test

Legende: JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU =
Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsaure, + = Einnahme des Medikaments, - = keine Einnahme
des Medikaments, n = Anzahl, TRAP-6 = Thrombin Rezeptor Aktivator Peptid 6, mg =

Milligramm, uM = Mikromolar, pg = Mikrogramm, ml = Milliliter

Arachidonsaure (0,5 mg/ml)

mit ASS
JAK2 JAK2 CALR CALR
+ HU - HU + HU - HU
Kontrollen
+ ASS 0,673 0,664 0,796 -
Kontrollen
_ASS 0,009 0,004 0,009 -
ohne ASS
JAK2 JAK2 CALR CALR
+ HU - HU + HU - HU
Kontrollen
+ ASS 0,055 0,001 - -
Kontrollen
_ASS 0,015 0,040 - -
TRAP-6 (10 pM)
mit ASS
JAK2 JAK2 CALR CALR
+ HU -HU + HU - HU
Kontrollen
+ ASS 0,307 0,832 0,174 -
Kontrollen
12 471 7 -
_ASS 0,120 0, 0,073
ohne ASS
JAK2 JAK?2 CALR CALR
+ HU -HU + HU - HU
Kontrollen
+ ASS 0,906 0,908 - -
Kontrollen 0,406 0573 i )

- ASS



Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

JAK2
+ HU

0,193

0,046

JAK2
+ HU

0,034

0,007

JAK2
+ HU

0,973

0,119

JAK2
+ HU

0,877

0,164

JAK2
+ HU

0,0026

<0,0001

JAK2
+ HU

0,1511

0,0218

TRAP-6 (50 uM)
mit ASS

JAK2
- HU

0,736

0,166

ohne ASS
JAK2
- HU

0,250

0,018

Kollagen (2 pg/ml)

mit ASS

JAK?2
- HU

0,627

0,276

ohne ASS
JAK?2
- HU

0,897

0,429

Kollagen (10 pg/ml)

mit ASS

JAK2
- HU

0,0413

0,0048

ohne ASS
JAK2
- HU

0,6911

0,1137

CALR
+ HU

0,002

0,0001

CALR
+ HU

CALR
+ HU

0,877

0,133

CALR
+ HU

CALR
+ HU

<0,0001

<0,0001

CALR
+ HU

CALR
-HU

CALR
-HU

CALR
- HU

CALR
- HU

CALR
- HU

CALR
- HU



8.2.2 AGONISTEN-INDUZIERTE THROMBOZYTARE ADP- UND ATP-FREISETZUNG

MITTELS CHRONOLOG

Auswertung mittels t-Test oder Mann-Whitney-Test

Legende: JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU =
Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsaure, + = Einnahme des Medikaments, - = keine Einnahme
des Medikaments, n = Anzahl, TRAP-6 = Thrombin Rezeptor Aktivator Peptid 6, pM =
Mikromolar, pg = Mikrogramm, ml = Milliliter, ATP = Adenosintriphosphat, nmol = Nanomol,
TZ = Thrombozyten, ADP = Adenosindiphosphat

TRAP-6 (50 uM)
ATP-Freisetzung

mit ASS

JAK2 JAK2 CALR CALR

+ HU - HU + HU - HU
Kontrollen
+ ASS 0,039 0,265 0,236 -
Kontrollen
_ASS 0,002 0,009 0,036 -

ohne ASS

JAK2 JAK2 CALR CALR

+ HU - HU + HU - HU
Kontrollen
+ ASS 0,327 0,285 - -
Kontrollen
_ASS 0,036 0,011 - -

Kollagen (10 pg/ml)
ATP-Freisetzung
mit ASS

JAK?2 JAK?2 CALR CALR

+ HU - HU + HU - HU
Kontrollen
+ ASS - 0,1273 - -
Kontrollen
- ASS - 0,009 - -

ohne ASS

JAK?2 JAK?2 CALR CALR

+ HU - HU + HU - HU
Kontrollen
+ ASS 0,709 0,915 - -
Kontrollen 0,200 0,032 i )

- ASS



Kollagen (10 pg/ml)
ADP-Freisetzung

mit ASS
JAK?2 JAK?2 CALR CALR
+ HU - HU + HU - HU
Kontrollen
+ ASS ) 0,492 ) )
Kontrollen
_ASS - 0,025 - -
ohne ASS
JAK?2 JAK?2 CALR CALR
+ HU - HU + HU - HU
Kontrollen
+ ASS 0,327 0,039 - -
Kontrollen
_ASS 0,055 0,003 - -

8.2.3 PLASMATISCHEN UND THROMBOZYTAREN THROMBINGENERIERUNG MITTELS
CAT

Auswertung mittels t-Test oder Mann-Whitney-Test

Legende: PFP = Plattchen-freies Plasma, PRP = Plattchen-reiches Plasma, JAK2 = Mutation
des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, ASS =
Acetylsalicylsaure, + = Einnahme des Medikaments, - = keine Einnahme des Medikaments,
pM = Pikomolar, TF = “tissue factor” = Gewebefaktor, ttPeak = “time to peak” = Zeit bis zum

Thrombin Peak, ETP = endogenes Thrombin Potential, U = Units, ml = Milliliter, ng =

Nanogramm
PFP mit 5 pM TF

Lag time

JAK2 JAK2 CALR CALR Kontrollen

+ HU - HU + HU - HU - ASS
Kontrollen
+ ASS 0,230 0,324 0,059 - 0,871
Kontrollen

2 4 - -

_ASS 0,209 0,349 0,053
ttPeak

JAK2 JAK2 CALR CALR Kontrollen

+ HU -HU + HU -HU - ASS
Kontrollen
+ ASS 0,191 0,179 0,115 - 0,91
Kontrollen
_ASS 0,141 0,174 0,061 - -
Thrombin Peak

JAK2 JAK2 CALR CALR Kontrollen

+ HU -HU + HU -HU - ASS
Kontrollen 0,596 0,310 0,219 ; 0,336

+ ASS



Kontrollen
- ASS
ETP

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Lag time

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS
ttPeak

Kontrollen

+ ASS
Kontrollen

- ASS
Thrombin Peak

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS
ETP

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Lag time

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

0,278

JAK2
+ HU

0,656

0,372

JAK?2
+ HU

0,582

0,413

JAK2
+ HU

0,671

0,973

JAK2
+ HU

0,953

0,686

JAK2
+ HU

0,663

0,149

JAK2
+HU

0,075

0,014

0,162 0,069
JAK?2 CALR
- HU + HU
0,556 0,487
0,195 0,153
basales PRP
JAK?2 CALR
-HU + HU
0,068 0,964
0,014 0,771
JAK?2 CALR
-HU + HU
0,097 0,766
0,090 0,929
JAK?2 CALR
-HU + HU
0,071 0,230
0,038 0,428
JAK?2 CALR
-HU + HU
0,027 0,710
0,038 0,833

PRP mit 1 pM TF

JAK2
-HU

0,301

0,126

CALR
+ HU

0,010

0,001

CALR
- HU

CALR
-HU

CALR
-HU

CALR
-HU

CALR
- HU

CALR
-HU

Kontrollen
- ASS

0,386

Kontrollen
- ASS

0,392

Kontrollen
- ASS

0,606

Kontrollen
- ASS

0,651

Kontrollen
- ASS

0,299

Kontrollen
- ASS

0,494



ttPeak

Kontrollen

+ ASS
Kontrollen

- ASS
Thrombin Peak

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS
ETP

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Lag time

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS
ttPeak

Kontrollen

+ ASS
Kontrollen

- ASS
Thrombin Peak

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS
ETP

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

JAK2
+ HU

0,936

0,787

JAK2
+ HU

0,827

0,667

JAK2
+ HU

0,880

0,454

JAK2
+ HU

0,496

0,976

JAK2
+ HU

0,906

0,29

JAK2
+ HU

0,667

0,224

JAK2
+ HU

0,995

0,642

JAK2
-HU

0,763

0,629

JAK2
- HU

0,389

0,141

JAK2
-HU

0,432

0,160

PRP mit 0,1 U/ml Thrombin

JAK2
-HU

0,355

0,818

JAK2
-HU

0,352

0,799

JAK2
-HU

0,314

0,607

JAK2
- HU

0,98

0,381

CALR
+ HU

0,055

0,005

CALR
+ HU

0,396

0,740

CALR
+ HU

0,875

0,176

CALR
+ HU

0,142

0,540

CALR
+ HU

0,15

0,419

CALR
+ HU

0,541

0,825

CALR
+ HU

0,085

0,081

CALR
-HU

CALR
- HU

CALR
-HU

CALR
-HU

CALR
-HU

CALR
-HU

CALR
- HU

Kontrollen
- ASS

0,911

Kontrollen
- ASS

0,319

Kontrollen
- ASS

0,177

Kontrollen
- ASS

0,589

Kontrollen
- ASS

0,407

Kontrollen
- ASS

0,72

Kontrollen
- ASS

0,451



PRP mit 50 ng/ml Convulxin

Lag time
JAK?2 JAK?2 CALR CALR Kontrollen
+ HU - HU + HU -HU - ASS
Kontrollen
+ ASS 0,015 0,0097 0,057 - 0,352
Kontrollen
_ASS 0,002 0,006 0,032 - -
ttPeak
JAK?2 JAK?2 CALR CALR Kontrollen
+ HU - HU + HU -HU - ASS
Kontrollen
+ ASS 0,027 0,027 0,072 - 0,188
Kontrollen
_ASS 0,002 0,007 0,039 - -
Thrombin Peak
JAK?2 JAK?2 CALR CALR Kontrollen
+ HU - HU + HU - HU - ASS
Kontrollen
+ ASS 0,884 0,401 0,945 - 0,011
Kontrollen
_ASS 0,037 0,017 0,188 - -
ETP
JAK?2 JAK?2 CALR CALR Kontrollen
+ HU - HU + HU - HU - ASS
Kontrollen
+ ASS 0,738 0,252 0,417 - 0,099
Kontrollen
_ASS 0,278 0,069 0,117 - -
PRP mit 0,1 U/ml Thrombin und 50 ng/ml Convulxin
Lag time
JAK?2 JAK?2 CALR CALR Kontrollen
+ HU -HU + HU -HU - ASS
Kontrollen
+ ASS 0,224 0,084 0,012 - 0,293
Kontrollen
_ASS 0,056 0,030 0,003 - -
ttPeak
JAK?2 JAK?2 CALR CALR Kontrollen
+ HU -HU + HU -HU - ASS
Kontrollen
+ ASS 0,149 0,553 0,039 - 0,054
Kontrollen
_ASS 0,005 0,027 0,006 - -
Thrombin Peak
JAK?2 JAK?2 CALR CALR Kontrollen
+ HU -HU + HU -HU - ASS
Kontrollen 0,622 0,362 0,484 - 0,007

+ ASS



Kontrollen
- ASS
ETP

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

0,009

JAK2
+ HU

0,897

0,362

0,004

JAK2
- HU

0,299

0,079

0,013

CALR
+ HU

0,637

0,137

CALR Kontrollen
- HU - ASS
- 0,111

8.2.4 THROMBINGENERIERUNG DER ISOLIERTEN THROMBOZYTEN MITTELS CAT

Auswertung mittels t-Test oder Mann-Whitney-Test

Legende: JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU =

Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsaure, + = Einnahme des Medikaments, - = keine Einnahme

des Medikaments, pM = Pikomolar, TF = “tissue factor” = Gewebefaktor, U = Units, ml =

Milliliter, ttPeak = “time to peak” = Zeit bis zum Thrombin Peak, ETP = endogenes Thrombin

Potential

Lag time

Eigenplasma

Kontrollplasma

ttPeak

Eigenplasma

Kontrollplasma

Thrombin Peak

Eigenplasma

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Kontrollen
+ ASS

JAK2
+ HU

0,483

0,914

0,367

0,322

JAK?2
+ HU

0,034

0,311

0,036

0,133

JAK2
+ HU

0,086

basale isolierte Thrombozyten

Eigenplasma
JAK2 = CALR
-HU @ +HU
0,794 @ 0,509
0,373 | 0,988
0,688 0,422
0,696 0,357

Eigenplasma
JAK2 @ CALR
-HU @ +HU
0,221 @ 0,073
0,975 0,623
0,159 @ 0,089
0,495 0,283
Eigenplasma
JAK2 @ CALR
-HU  +HU
0,492 0,941

CALR
-HU

CALR
-HU

CALR
- HU

JAK?2
+ HU

0,854

0,723

0,540

0,535

JAK?2
+ HU

0,231

0,815

0,162

0,428

JAK2
+ HU

0,380

Kontrollplasma

JAK2  CALR
-HU  +HU
0,530 0,066
0,903 0,042
0,370 0,262
0,313 0,200

Kontrollplasma

JAK2  CALR
-HU  +HU
0,031 0,173
0,568 0,069
0,040 0421
0,195 0,211

Kontrollplasma

JAK2 =~ CALR
-HU + HU
0,073 0,270

CALR
-HU

CALR
-HU

CALR
-HU



Kontrollen

- ASS 0,545 0,147 0,198 - 0,856 0,875 0,064 -
fc;g;’"e” 0038 0492 0409 - 0152 0181 0,916 -
Kontrollplasma Kontrollen
- ASS 0,240 0,689 0,504 - 0,607 0,145 @ >0,9999 -
ETP
Eigenplasma Kontrollplasma
JAK2  JAK2 | CALR | CALR JAK2 @ JAK2 CALR CALR
+ HU - HU + HU - HU + HU - HU + HU - HU
fOA”;rg"en 0371 0,130 0285 - 0137 0464 0,039 -
Eigenplasma Kontrollen
0,679 0,015 0,041 - 0,021 0,038 0,011 -
- ASS
fc;g;’"e” 0,165 0,703 0502 - 0824 0320 0,637 -
Kontrollplasma Kontrollen
0,519 0,864 0,604 - 0,955 0,388 0,604 -
- ASS
basale isolierte Thrombozyten
Lag time
Eigenplasma
JAK2 JAK2 CALR CALR Kontrollen @ Kontrollen
+ HU - HU + HU - HU +ASS - ASS
JAK2
+ HU 0,7365 - - - - -
JAK2
" HU - 0,3945 - - - -
ol R I I e I
Kontrollplasma CALR _ _ _ _ _ _
- HU
Kontrollen
4 ASS - - - - 0,4967 -
Kontrollen
CASS - - - - - 0,2194
ttPeak
Eigenplasma
JAK2 JAK2 CALR CALR Kontrollen = Kontrollen
+ HU - HU + HU - HU +ASS - ASS
JAK2
+ HU 0,57 - - - - -
JAK2
- 0,4828 - - - -
- HU
AR om - -
K lipl
ontrollplasma CALR
-HU
Kontrollen
+ ASS - - - - 0,5503 -
Kontrollen i i i i i 0,4368

- ASS



Thrombin Peak

Kontrollplasma

ETP

Kontrollplasma

Lag time

Eigenplasma

Kontrollplasma

ttPeak

Eigenplasma

JAK2
+ HU
JAK2
-HU
CALR
+ HU
CALR
-HU
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

JAK2
+ HU
JAK2
-HU
CALR
+ HU
CALR
-HU
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Kontrollen
+ ASS

JAK2
+ HU

0,6138

JAK2
+ HU

0,1255

JAK2
+ HU

0,324

0,577

0,051

0,813

JAK2
+ HU

0,108

JAK2
- HU

0,2403

JAK2
- HU

0,3944

Eigenplasma
CALR CALR
+ HU - HU
0,4307 -

Eigenplasma
CALR CALR
+ HU -HU
0,2936 -

Kontrollen | Kontrollen
+ASS - ASS
0,2178 -
- 0,0653

Kontrollen | K
+ASS

0,1042

isolierte Thrombozyten mit 1 pM TF

Eigenplasma
JAK2 = CALR
- HU + HU
0,556 @ 0,682
0,475 0,335
0,130 0,159
0,429 0,234

Eigenplasma
JAK2 = CALR
-HU + HU
0,222 | 0,208

CALR
-HU

JAK2
+ HU

- 0,133

- 0,857

- 0,014

- 0,860

CALR
- HU

JAK2
+ HU

- 0,035

Kontrollplasma

JAK2 | CALR
-HU = +HU
0,773 0,901
0,199 0,172
0,157 0,230
0,146 0,085

Kontrollplasma

JAK2 = CALR
-HU  +HU
0,202 0,355

ontrollen
- ASS

0,0947

CALR
- HU

CALR
- HU



Kontrollplasma

Thrombin Peak

Eigenplasma

Kontrollplasma

ETP

Eigenplasma

Kontrollplasma

Lag time

Kontrollplasma

Kontrollen
- ASS
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

JAK2

+ HU

JAK2

-HU

CALR

+ HU

CALR

- HU
Kontrollen

+ ASS
Kontrollen

- ASS

0,852

0,051

0,977

JAK2
+ HU

0,917

0,079

0,999

0,367

JAK2
+ HU

0,447

0,038

0,682

0,270

JAK2
+ HU

0,9004

0,718 0,749
0,082 0,054
0,627 0,631
Eigenplasma
JAK2 = CALR
- HU + HU
0,026 = 0,597
0,0005 | 0,035
0,095 0,813
0,016 0,270
Eigenplasma
JAK2 = CALR
-HU + HU
0,019 0,111
0,0007 | 0,016
0,143 0,667
0,040 0,282

- 0,491

- 0,009

- 0,504

CALR
-HU

JAK2
+ HU

- 0,594

- 0,167

- 0,594

- 0,626

CALR
-HU

JAK2
+ HU

- 0,146

- 0,008

- 0,465

- 0,158

0,471 0,413
0,045 0,084
0,346 0,263

Kontrollplasma

isolierte Thrombozyten mit 1 pM TF

JAK2
-HU

0,7501

Eigenplasma
CALR CALR
+ HU - HU
0,7264 -

JAK2 CALR | CALR
- HU + HU - HU
0,422 0,445 -
0,014 0,175 -
0,559 0,535 -
0,129 0,674 -
Kontrollplasma
JAK2 CALR | CALR
- HU + HU - HU
0,080 0,886 -
0,003 0,129 -
0,239 0,787 -
0,069 0,601 -
Kontrollen = Kontrollen
+ASS - ASS
0,2252 -
- 0,9713



ttPeak

JAK2
+ HU
JAK2
-HU
CALR
+ HU
CALR
-HU
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Kontrollplasma

Thrombin Peak

JAK2
+ HU
JAK2
-HU
CALR
+ HU
CALR
-HU
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Kontrollplasma

ETP

JAK2
+ HU
JAK2
-HU
CALR
+ HU
CALR
-HU
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Kontrollplasma

JAK2
+ HU

0,5628

JAK2
+ HU

0,7013

JAK2
+ HU

0,8673

JAK2
- HU

0,8317

JAK2
- HU

0,3951

JAK2
-HU

0,9106

Eigenplasma
CALR CALR
+ HU - HU
0,6175 -

Eigenplasma
CALR CALR
+ HU - HU
0,2769 -

Eigenplasma
CALR CALR
+ HU - HU
0,5117 -

Kontrollen
+ASS

0,5019

Kontrollen
+ASS

0,8849

Kontrollen
+ASS

0,7369

Kontrollen
- ASS

0,901

Kontrollen
- ASS

0,3242

Kontrollen
- ASS

0,3736



Lag time

Eigenplasma

Kontrollplasma

ttPeak

Eigenplasma

Kontrollplasma

Thrombin Peak

Eigenplasma

Kontrollplasma

ETP

Eigenplasma

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Kontrollen
+ ASS

isolierte Thrombozyten mit 0,1 U/ml Thrombin

JAK2
+ HU

0,555

0,343

0,955

0,770

JAK2
+ HU

0,205

0,991

0,297

0,771

JAK2
+ HU

0,492

0,979

0,377

0,313

JAK2
+ HU

0,367

Eigenplasma
JAK2 @ CALR
- HU + HU
0,718 0,011
0,344 0,218
0,923 | 0,022
0,966 @ 0,034

Eigenplasma
JAK2 @ CALR
-HU + HU
0,323 | 0,002
0,726 = 0,246
0,446 0,012
0,966 0,026

Eigenplasma
JAK2 = CALR
-HU + HU
0,173 = 0,454
0,021 0,110
0,170 = 0,449
0,633  >0,9999

Eigenplasma
JAK2 @ CALR
-HU + HU
0,006 0,020

CALR
-HU

CALR
-HU

CALR
- HU

CALR
- HU

JAK2
+ HU

0,979

0,212

0,636

0,895

JAK2
+ HU

0,375

0,822

0,484

>0,9999

JAK2
+ HU

0,313

0,790

0,220

0,220

JAK2
+ HU

0,240

Kontrollplasma

JAK2 | CALR
-HU + HU
0,263 0,082
0,571 0,742
0,566 0,172
>0,9999 | 0,388

Kontrollplasma

JAK2 | CALR
-HU | +HU
0,058 0,055
0,900 0,647
0,126 0,113
0,652 0,479

Kontrollplasma

JAK2  CALR
-HU +HU
0,813 0,374
0,138 0,113
0,844 0,462
0,475 0,839

Kontrollplasma

JAK2  CALR
-HU + HU
0,035 0,114

CALR
-HU

CALR
- HU

CALR
- HU

CALR
- HU



Kontrollen

ASS 0,145 0,009

Kontrollen

+ ASS 0,517 | 0,055

Kontrollplasma
Kontrollen

- ASS 0,635 | 0,573

isolierte Thrombozyten mit 0,1 U/ml Thrombin

Lag time

JAK2
+ HU
JAK2
+ HU
JAK2
-HU
CALR
+ HU
CALR
-HU
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

0,6924

Kontrollplasma

ttPeak

JAK2
+ HU
JAK2
+ HU
JAK2
-HU
CALR
+ HU
CALR
-HU
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

0,866

Kontrollplasma

Thrombin Peak

JAK2

+ HU

JAK2

+ HU

JAK2

Kontrollplasma -HU -
CALR
+ HU

0,846

0,025

0,158

0,635

JAK2
-HU

0,6559

JAK?2
- HU

0,676

JAK?2
- HU

Eigenplasma
CALR CALR
+ HU - HU
0,2871 -

Eigenplasma
CALR CALR
+ HU - HU
0,544 -

Eigenplasma
CALR CALR
+ HU - HU
0,983 -

0,085

0,446

0,713

0,016 0,066 -
0,187 0,304 -
0,962 0,733 -
Kontrollen = Kontrollen
+ASS - ASS
0,4911 -

- 0,4459
Kontrollen ' Kontrollen
+ASS - ASS

0,7723 -
- 0,3619
Kontrollen = Kontrollen
+ASS - ASS



CALR
-HU
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

- - - - >0,9999 -

- - - - - 0,123

ETP
Eigenplasma
JAK2 JAK2 CALR CALR Kontrollen = Kontrollen
+ HU -HU + HU -HU +ASS - ASS
JAK2
+ HU
JAK2
-HU
CALR
+ HU
CALR
-HU
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

0,987 - - - - -

- 0,694 - - - -

Kontrollplasma

- - - - 0,8232 -

- - - - - 0,0288

8.2.5 THROMBINGENERIERUNG DER MONONUKLEAREN ZELLEN MITTELS CAT

Auswertung mittels t-Test oder Mann-Whitney-Test

Legende: MNC = Mononukleare Zellen, JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation
des Calreticulin-Gens, HU = Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsaure, + = Einnahme des
Medikaments, - = keine Einnahme des Medikaments, pM = Pikomlar, TF = “tissue factor” =
Gewebefaktor, U = Units, ml = Milliliter, ttPeak = “time to peak” = Zeit bis zum Thrombin Peak,

ETP = endogenes Thrombin Potential

basale MNC
Lag time
Eigenplasma Kontrollplasma
JAK2 JAK2 CALR ' CALR JAK2  JAK2 CALR CALR
+ HU - HU + HU -HU +HU  -HU +HU - HU
f‘jgg"e” 0,191 0,764 0,925 - 0628 0309 0130 -
Eigenplasma Kontrollen
0,151 0,878 0,968 - 0,326 0,69 | 0,28 -
- ASS
f‘fgg"e” 0016 0193 0149 - 0108 046 096 -
Kontrollplasma Kontrolien
0,048 0,296 0,311 - 0,242 0,991 | 0,984 -
- ASS
ttPeak
Eigenplasma Kontrollplasma

JAK2 |~ JAK2 = CALR CALR JAK2 JAK2 CALR CALR
+HU =~ -HU  +HU -HU +HU -HU +HU -HU



Kontrollen

+ ASS <0,0001 @ <0,0001 <0,0001 - 0,811 0,994 0,112 -
Eigenplasma Kontrollen
_ASS <0,0001 @ 0,0002 0,001 - 0,388 | 0,490 0,797 -
foAr';rg"en <0,0001 <0,0001 <0,0001 - 0432 0545 0547 -
Kontrollplasma
Kontrollen
_ASS <0,0001 @ <0,0001 <0,0001 - 0,533 0,680 0,225 -
Thrombin Peak
Eigenplasma Kontrollplasma
JAK2 JAK2 CALR CALR JAK2 JAK2 CALR CALR
+ HU -HU + HU -HU +HU -HU  +HU -HU
foAr';rg"en 0567 0930 0,994 . 0276 0113 0052 -
Eigenplasma Kontrollen
0,654 0,923 0,979 - 0,329 | 0,139 0,088 -
- ASS
E‘Xg"e” 0711 0902 0,958 . 0358 0,166 0116 -
Kontrollplasma Kontrolien
0,672 0,268 0,394 - 0,096 0,087 0,018 -
- ASS
ETP
Eigenplasma Kontrollplasma
JAK2 JAK2 CALR CALR JAK2 JAK2 CALR CALR
+ HU - HU + HU - HU +HU | -HU + HU - HU
foAr';rg"e” 0004 0004 0,016 - 0,740 0321 0,186 -
Eigenplasma Kontrollen
0,011 0,012 0,038 - 0,775 0,373 0,252 -
- ASS
E‘X‘gg"e” 0039 0041 0,095 . 0435 0211 0134 -
Kontrollplasma Kontrolien
0,025 0,026 0,069 - 0,241 0,124 0,055 -
- ASS
basale MNC
Lag time
Eigenplasma
JAK2 JAK2 CALR CALR Kontrollen ' Kontrollen
+ HU - HU + HU - HU +ASS - ASS
JAK2
+ HU 0,974 - - - - -
JAK2
- 467 - - - -
" HU 0,46
EAHLS - - 0,118 - - -
Kontrollplasma CALR
-HU
Kontrollen
+ ASS - - - - 0,0306 -
Kontrollen i i i i 0,6289

- ASS



ttPeak

JAK2
+ HU
JAK2
-HU
CALR
+ HU
CALR
-HU
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Kontrollplasma

Thrombin Peak

JAK2
+ HU
JAK2
-HU
CALR
+ HU
CALR
-HU
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Kontrollplasma

ETP

JAK2
+ HU
JAK2
-HU
CALR
+ HU
CALR
-HU
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Kontrollplasma

JAK2
+ HU

0,017

JAK2
+ HU

0,1371

JAK2
+ HU

0,0017

JAK2
- HU

0,030

JAK?2
- HU

0,1949

JAK?2
-HU

0,0101

Eigenplasma
CALR CALR
+ HU - HU
0,0006 -

Eigenplasma
CALR CALR
+ HU - HU
0,0775 -

Eigenplasma
CALR CALR
+ HU - HU
0,0052 -

Kontrollen
+ASS

0,1655

Kontrollen
+ASS

0,955

Kontrollen
+ASS

0,5722

Kontrollen
- ASS

0,5058

Kontrollen
- ASS

0,4613

Kontrollen
- ASS

0,4076



Lag time

Eigenplasma

Kontrollplasma

ttPeak

Eigenplasma

Kontrollplasma

Thrombin Peak

Eigenplasma

Kontrollplasma

ETP

Eigenplasma

Kontrollplasma

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

JAK2
+ HU

0,429

0,139

0,093

0,126

JAK2
+ HU

0,203

0,011

0,126

0,083

JAK2
+ HU

0,061

0,106

0,174

0,089

JAK2
+ HU

0,681

0,765

0,874

0,800

MNC mit 1 pM TF

Eigenplasma
JAK2 = CALR
-HU | +HU
0,055 0,620
0,004 @ 0,854
0,000 0,962
6
0,005 0,890
Eigenplasma
JAK2 | CALR
- HU + HU
0,022 0,261
0,000 0,017
2

0,005 0,145
0,005 0,113
Eigenplasma
JAK2 | CALR
- HU + HU
0,020 @ 0,019
0,051 0,033
0,241 0,193
0,059 = 0,050
Eigenplasma
JAK2 | CALR
-HU  +HU
0,920 @ 0,553
0,252 0,791
0,770 0,831
0,880 0,766

CALR
- HU

CALR
-HU

CALR
-HU

CALR
- HU

JAK2
+ HU

0,350

0,126

0,022

0,083

JAK2
+ HU

0,224

0,011

0,137

0,089

JAK2
+ HU

0,503

0,855

0,904

0,664

JAK2
+ HU

0,382

0,118

0,387

0,464

Kontrollplasma

JAK2 = CALR
-HU  +HU
0,918 0,896
0,665 0,505
0,575 0,330
0,506 0,372

Kontrollplasma

JAK2 = CALR
-HU + HU
0,163 0,257
0,010 0,010
0,101 0,115
0,067 0,096

Kontrollplasma

JAK2 | CALR
- HU + HU
0,000
0,014 4
0,055 0,000
4
0,161 = 0,029
0,043 0,002

Kontrollplasma

JAK2 = CALR
-HU  +HU
0,545 0,304
0,514 0,635
0,901 0,304
0,801 0,454

CALR
- HU

CALR
- HU

CALR
- HU

CALR
- HU



Lag time

JAK2
+ HU
JAK2
-HU
CALR
+ HU
CALR
-HU
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Kontrollplasma

ttPeak

JAK2

+ HU

JAK2

-HU

CALR

+ HU

CALR

- HU
Kontrollen

+ ASS
Kontrollen

- ASS

Kontrollplasma

Thrombin Peak

JAK2

+ HU

JAK2

-HU

CALR

+ HU

CALR

- HU
Kontrollen

+ ASS
Kontrollen

- ASS

Kontrollplasma

ETP

JAK2
+ HU

0,6876

JAK2
+ HU

0,9307

JAK2
+ HU

0,2576

JAK2

MNC mit 1 pM TF

Eigenplasma

JAK2 CALR CALR

- HU + HU - HU
0,3294 - -
- 0,6035 -
Eigenplasma

JAK2 CALR CALR

- HU +HU - HU
0,6733 - -
- 0,906 -
Eigenplasma

JAK2 CALR CALR

- HU +HU - HU
0,9015 - -
- 0,3225 -
Eigenplasma

JAK2 CALR CALR

Kontrollen
+ASS

0,4252

Kontrollen
+ASS

0,8451

Kontrollen
+ASS

0,6107

Kontrollen

Kontrollen
- ASS

0,6269

Kontrollen
- ASS

0,1953

Kontrollen
- ASS

0,6594

Kontrollen



Kontrollplasma

Lag time

Eigenplasma

Kontrollplasma

ttPeak

Eigenplasma

Kontrollplasma

Thrombin Peak

Eigenplasma

Kontrollplasma

JAK2
+ HU
JAK2
-HU
CALR
+ HU
CALR
-HU
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

+ HU
0,4314

JAK2
+ HU

0,550

0,257

0,756

0,153

JAK2
+ HU

0,382

0,083

0,500

0,204

JAK2
+ HU

0,039

0,028

0,230

0,013

MNC mit 0,1 U/ml Thrombin

Eigenplasma

JAK2 = CALR
- HU + HU
0,527 0,881
0,857 0,779
0,241 0,504
0,991 0,678
Eigenplasma

JAK2 = CALR
-HU  +HU
0,781 0,610
0,453 @ 0,204
0,704 0,734
0,890 @ 0,384
Eigenplasma

JAK2 = CALR
- HU + HU
0,088 0,012
0,049 0,007
0,327 0,142
0,012 0,002

CALR
-HU

CALR
- HU

CALR
-HU

-HU

JAK2
+ HU

0,287

0,087

0,421

0,091

JAK2
+ HU

0,078

0,017

0,193

0,029

JAK2
+ HU

0,197

0,105

0,181

0,019

+ASS

0,7681

Kontrollplasma

JAK2 = CALR
-HU + HU
0,358 0,058
0,664 0,133
0,117 0,003
0,836 = 0,248

Kontrollplasma

JAK2 = CALR
-HU  +HU
0,413 0,093
0,067 0,830
0,586 0,127
0,183 0,259

Kontrollplasma

JAK2 = CALR
“HU  +HU
0,126 0,144
0,083 0,095
0,133 0,540
0,033 0,034

- ASS

0,4349

CALR
- HU

CALR
- HU

CALR
- HU



ETP

Eigenplasma

Kontrollplasma

Lag time

Kontrollplasma

ttPeak

Kontrollplasma

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS
Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

JAK2
+ HU

JAK2
-HU

CALR
+ HU

CALR
-HU

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

JAK2
+ HU

JAK2
-HU

CALR
+ HU

CALR
-HU

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

JAK2
+ HU

0,191

0,118

0,417

0,029

JAK2
+ HU

0,8601

JAK2
+ HU

0,783

Eigenplasma Kontrollplasma
JAK2 « CALR @ CALR | JAK2 | JAK2 CALR CALR
- HU + HU - HU + HU -HU + HU - HU
0,488 @ 0,173 - 0,970 0,642 0,389 -
0,336 @ 0,109 - 0,723 @ 0,430 0,265 -
0,813 @ 0,454 - 0,313 0,475 0,635 -
0,093 @ 0,031 - 0,168 @ 0,087 @ 0,080 -
MNC mit 0,1 U/ml Thrombin
Eigenplasma
JAK2 CALR CALR Kontrollen = Kontrollen
-HU + HU -HU +ASS - ASS
0,871 - - - -
- 0,2936 - - -
- - - 0,4438 -
- - - - 0,7898
Eigenplasma
JAK2 CALR CALR Kontrollen = Kontrollen
-HU + HU - HU +ASS - ASS
0,508 - - - -
- 0,2805 - - -
- - - 0,8287 -
- - - - 0,316



Thrombin Peak

JAK2
+ HU

JAK2
- HU
CALR
+HU

CALR
- HU

Kontrollplasma

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS
ETP

JAK2
+ HU

JAK2
-HU
CALR
+ HU

CALR
-HU

Kontrollplasma

Kontrollen
+ ASS
Kontrollen
- ASS

JAK2 JAK2
+ HU - HU
0,2417 -

- 0,8586
JAK2 JAK2
+ HU -HU
0,2333 -

- 0,768

Eigenplasma

CALR CALR Kontrollen
+ HU -HU +ASS
0,4761 - -
- - 0,6305
Eigenplasma
CALR CALR Kontrollen
+ HU - HU +ASS
0,698 - -
- - 0,8534

Kontrollen
- ASS

0,4313

Kontrollen
- ASS

0,3316

8.3 TABELLEN ZUM VERGLEICH DER PARAMETER DER PRIMAREN (CHRONOLOG)
UND SEKUNDAREN HAMOSTASE (CAT)

Legende: JAK2 = Mutation des JAK2-Gens, CALR = Mutation des Calreticulin-Gens, HU =

Hydroxyurea, ASS = Acetylsalicylsaure, + = Einnahme des Medikaments, - = keine Einnahme

des Medikaments, TRAP-6 = Thrombin Rezeptor Aktivator Peptid 6, pM = Mikromolar, pg =

Mikrogramm, ml = Milliliter, U = Units, ng = Nanogramm, ttPeak = “time to peak” = Zeit bis

zum Thrombin Peak, ETP = endogenes Thrombin Potential, CAT = ,Calibrated Automated

Thrombography“ = kalibrierte automatisierte Thrombographie, @ — keine Reaktion, (%) -

medianer Aggregationswert in % bei Besonderheiten



JAK?2

CALR

Kontrollen

JAK?2

CALR

Kontrolle
n

Therapie

-ASS
+HU

+ASS

-ASS
-HU

+ASS

-ASS
+HU

+ASS
-HU | +ASS

-ASS

+ASS

Therapie

-ASS
+HU

+ASS

-ASS
-HU

+ASS

-ASS
+HU

+ASS
-HU | +ASS

-ASS

+ASS

Chronolog
TRAP-6

10 uM 50 uM

Aggregation
< 60%
(52%)
> 60%
> 60%
> 60%
< 60%
(43%)
< 60%
< 60%
(15%)
> 60%
> 60%

9%
2%
39%
31,5%

]

12%

35%
20%

Chronolog
Kollagen

2 ug/ml | 10 pg/ml

Aggregation

< 60%
(55%)
< 60%
> 60%
< 60%
(47,5%)
> 60%
< 60%

2%
3%
20%
1,5%

5%
2%
1% < 60%

35%
2%

> 60%
> 60%

.lag time*

~ -ASS
> +ASS

=-ASS
> +ASS

~ -ASS
> +ASS

~ -ASS
> +ASS

-ASS >
+ASS

Jag time*

> -ASS
> +ASS

> -ASS
+ASS

> -ASS
> +ASS

> -ASS

> +ASS
-ASS ~
+ASS

CAT
Thrombin
0,1 U/ml
W »Throm-
MPeak™ i Peak
< -ASS > -ASS
= +ASS ~ +ASS
< -ASS ~-ASS
> +ASS ~ +ASS
~-ASS ~-ASS
> +ASS < +ASS
~ -ASS < -ASS
> +ASS < +ASS
-ASS > -ASS (<)
+ASS +ASS
CAT
Convulxin
50 ng/ml
. ,Throm-
MPeak” i Peak:
> -ASS < -ASS
> +ASS ~ +ASS
> -ASS < -ASS
> +ASS > +ASS
> -ASS < -ASS
> +ASS > +ASS
> -ASS < -ASS
> +ASS < +ASS
-ASS < -ASS >
+ASS +ASS

LETP*

(>) -ASS
= +ASS

> -ASS
~ +ASS

< -ASS
< +ASS

<-ASS
< +ASS

-ASS (<)
+ASS

LETP*

<-ASS
~ +ASS

<-ASS
~ +ASS

<-ASS
~ +ASS

< -ASS
< +ASS
-ASS (>)
+ASS



