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- Minus / ohne
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a alpha

B beta

Y gamma

e} delta

- Mikro-

Abb. Abbildung

ABS Antigenbindungsstelle

ADP Adenosindiphosphat

APC Allophycocyanin

aPTT aktivierte partielle Thromboplastinzeit

ASH »+American Society of Hematology*

ASS Acetylsalicylsaure

ATP Adenosintriphosphat

AWMF Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen
Fachgesellschaften e.V.

BAT ,bleeding assessment tool*

bsp. beispielsweise

bzw. beziehungsweise

Ca?* Kalziumionen

CcAMP cyclisches Adenosinmonophosphat

CAT ,Calibrated Automated Thrombography*

CD ,Cluster of Differentiation”

COX Cyclooxygenase

CRP C-reaktives Protein

CTH Centrum fur Thrombose und Hamostase (Universitatsmedizin Mainz)

d- Dezi-

DAG Diacylglycerin



dd
Epin.
etc.

f-
FI-XII
Fla-Xllla
FVIII:.C
FACS
fam.
FcR
Fe2+/3+
FITC
FSC

g
GFl1b

gof.
GP
G-Protein
GPRP
H-O
HBSS
HNO
HWZ
IBM
i.d.R.
19G
IMBEI
incl.
ind.
INR
IPs
IPF
ISI
ISTH

ITAM

doppelt destilliert
Epinephrin
und Verschiedene mehr (,et cetera®)
Femto-
inaktive Gerinnungsfaktoren I-XIlI
aktivierte Gerinnungsfaktoren I-XIlI
Faktor VIII-Aktivitatstest
Fluoreszenz-aktivierte Zellanalyse (,fluorescence-activated cell sorting®)
familiar
s»fragment crystallizable receptor®
Eisenionen
Fluorescein isothiocyanat
Vorwartsstreulicht (,forward scatter channel)
Gramm
Transkriptionsfaktor ,growth-factor-independence-1b“
gegebenenfalls
Glykoprotein
guaninnukleotidbindenes Protein
Glycin-Prolin-Arginin-Prolin
Wasser
Salzlésung nach Hanks (“Hank’s balanced salt solution”)
Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde
Halbwertszeit
International Business Machines Corporation
in der Regel
Immunglobulin G
Institut fur Medizinische Biometrie, Epidemiologie und Informatik (Mainz)
inclusive
induziert
.international normalized ratio”
Inositol-1,4,5-trisphosphat
immature Plattchenfraktion
.international sensitivity index*
Internationale Gesellschaft fir Thrombose und Hamostase (,International
Society on Thrombosis and Haemostasis®)
.immunoreceptor tyrosine-based activation motif*
Liter
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max.
MCH

MCHC

MCV
MD
MFI
Mg?*
min.
mol
MPV
MW

NaCl
NAOH
nb
NBEAL-2
NGS
NHF
NSAID

PAI
PAR
PBS
PDGF
PE
PFA
PFD

lysosomale Membranproteine (,lysosomal associated membrane proteins®)
linear
logarithmisch
Lichttransmissionsaggregometrie
Meter
Milli-
Molar
maximal
mittlerer Hamoglobin-Gehalt der Erythrozyten (,mean corpuscular
hemoglobin®)
mittlere HAmoglobin-Konzentration der Erythrozyten (,mean corpuscular
hemoglobin concentration®)
mittleres Erythrozytenvolumen (,mean corpuscular volume*)
Median
mittlere Fluoreszenzintensitét
Magnesiumionen
minimal
Mol
mittleres Thrombozytenvolumen
Mittelwert
Anzahl
Nano
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
nicht bestatigt
,Neurobeachin-like 2“-Protein
,Next Generation Sequencing”
“National Hemophilia Foundation”
nicht-steroidales Antiphlogistikum (,non-steroidal anti-inflammatory drug®)
Piko-
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor
Protease-aktivierender Rezeptor
phosphatgepufferte Salzldsung (“phosphate buffered saline”)
,platelet-derived growth factor*
Phycoerythrin
Thrombozytenfunktionsanalysator (“Platelet Function Analyser”)
Thrombozytenfunktionsstérung (“platelet function disorder”)
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pH
PKC
PLC
PRP
RIPA

nm

s.0.
sog.
SPD
SSC
S.u.

TF

TFPI

TP

t-PA
TPO
TSP-1
TXA2
u.a.
u-PA
v.a.

viv

VWF
VWF:Ag
VWF:CB
VWF:RCo
VWFpp
VWS
VWS1
WFH
wiv

X

Xg

z.B.
ZNS
z.T.

Sauregrad (“potentia Hydrogenii”)

Proteinkiniase C

Phospholipase C

thrombozytenreiches Plasma (“platelet-rich plasma”)
Ristocetin-induzierte Thrombozytenaggregation
Umdrehungen pro Minute (“revolutions per minute”)
Sekunde/n

siehe oben

sogenannt

Storage-Pool-Erkrankung (,storage pool deficiency*)
Seitwartsstreulicht (“side scatter channel®)

siehe unten

Gewebefaktor (,tissue factor)
Gewebefaktor-Inhibitor (,tissue factor pathway inhibitor®)
Thromboxan A;-Rezeptor
Gewebe-Plasminogen-Aktivator (,tissue-type plasminogen activator)
Thrombopoietin

Thrombospondin-1

Thromboxan A

unter anderem

Urokinase (,urinary-type plasminogen activator*)
vor allem

Volumenprozent

von-Willebrand-Faktor

Antigentest des von-Willebrand-Faktors
Kollagenbindungstest des von-Willebrand-Faktors
Ristocetin-Cofaktor-Aktivitatstest des von-Willebrand-Faktors
von-Willebrand-Faktor-Propeptid
von-Willebrand-Syndrom

von Willebrand-Syndrom Typ 1

~World Federation of Hemophilia“

Gewichtsprozent

mal

g-Kraft/ Zentrifugalbeschleunigung

zum Beispiel

zentrales Nervensystem

zum Tell
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1 Einleitung und Zielsetzung

Hereditare Thrombozytopathien sind eine heterogene Gruppe seltener Erkrankungen, die sich
als hamorrhagische Diathesen unterschiedlicher Symptomauspragung prasentieren kénnen.
Sie unterscheiden sich bezuglich ihrer Haufigkeit, ihrem Schweregrad, ihrer
Thrombozytendysfunktion, -konzentration und -volumen und entstehen durch verschiedene
Gendefekte, die in einer veranderten Megakaryopoese, Thrombozytenproduktion und
-funktion resultieren kdnnen (1-3). Erworbene Thrombozytopathien treten hingegen haufiger
auf; sie werden durch bestimmte Medikamente, Nahrungs- und Genussmittel,
Nahrungserganzungsstoffe, systemische Erkrankungen (bsp. Uramien, Lebererkrankungen
oder myeloproliferative Erkrankungen) oder Operationen hervorgerufen (4, 5). Hereditare
Thrombozytopathien werden in syndromal (assoziiert mit anderen Blutzellverdnderungen
und/oder Phanotypen) und nicht-syndromal (isolierte Thrombozytenfunktionsstérungen)
eingeteilt (6-8). Verschiedene hereditare, syndromale Thrombozytopathien (wie bsp. das
Hermansky-Pudlak-Syndrom) sind gut charkterisiert (8) und ihre Diagnostik ist in
Routinelaboren beispielsweise mittels Thrombozytenaggregometrie und gezieltem Panel-
basiertem ,Next Generation Sequencing® fest etabliert (9), wohingegen hereditare, nicht-
syndromale Thrombozytopathien (wie isolierte Thrombozytendefekte der Speichergranula
oder der Signaltransduktion) und ihre Diagnostik bisher weniger untersucht wurden. Meist
gehen sie mit milden bis moderaten Blutungsneigungen einher, es kénnen jedoch auch
lebensbedrohliche Blutungen wahrend Operationen oder Traumata auftreten (8, 10, 11),
weshalb ihre Diagnostik essentiell fir eine adaquate Therapie ist. Die Diagnostik stellt jedoch
noch immer eine Herausforderung dar (12) und ist mittels spezialisierter Thrombozyten-
Phanotypisierungen und Funktionstests (13, 14) nur in wenigen Zentren méglich. Obwohl sie
selten auftreten, wird ihre Pravalenz oft aufgrund der begrenzten diagnostischen Méglichkeiten
unterschéatzt (12, 15).

Ziel dieser Dissertation ist es, bei Patient:innen mit hdmorrhagischer Diathese unklarer
Genese mit durchflusszytometrischen Methoden nicht-syndromale, vermutlich hereditare
Thrombozytopathien zu identifizieren, naher zu charakterisieren und die Pravalenz dieser
Erkrankungen in der hdmostaseologischen Ambulanz des Centrums flir Thrombose und
Hamostase (CTH) und der Ill. Medizinischen Klinik der Universitatsmedizin der Johannes
Gutenberg-Universitat Mainz zu erheben. Da auch bei Patient:innen mit von-Willeband-
Syndrom (VWS) Typ 1, welches mit einer Pravalenz von 1% die haufigste hereditare
Erkrankung der primaren Hamostase darstellt (16), die anamnestische Blutungsneigung oft

nicht ausreichend erklart werden kann (17), wurden auch diese Patientiinnen in die
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Untersuchungen eingeschlossen. Besonders war die Betrachtung von Patientiinnen mit
gemeinsamem Vorliegen von VWS Typ 1 und hereditaren, nicht-syndromalen
Thrombozytopathien. Weiterhin wurden die identifizierten Thrombozytopathien unter
Berlcksichtigung der anamnestischen Beschwerden in der Eigen- und Familienanamnese
analysiert sowie einige bisherige diagnostische Methoden néher betrachtet. Mit den
Ergebnissen soll die vorliegende Arbeit zu einem besseren Verstandnis der Pathophysiologie
hereditarer, nicht-syndromaler Thrombozytyopathien sowie ihrer Diagnostik und Bedeutung im
klinischen Alltag beitragen, um zukinftig adaquatere Therapiemdglichkeiten fur betroffene

Patient:innen entwickeln zu kdnnen.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Die Hamostase

Der Begriff Hamostase kommt aus dem Altgriechischen und leitet sich von den Wértern ham-,
einer Bezeichnung fur den roten Eisen-(ll)-Protoporphyrin-Komplex, der Bestandteil von im
Blut vorkommenden Proteinen ist, und -stase, Ubersetzt Stockung, Stauung, Stillstand, ab (18).
Sie beschreibt den physiologischen und lebenswichtigen Prozess der Blutgerinnung mit dem
Ziel, eine entstandene Blutung zu beenden (18). Neben dem Verschluss des geschadigten
GeféalRRes sorgt sie dafiir, das FlieRgleichgewicht des Blutes aufrecht zu erhalten und nach
Wiederherstellung der Gefal3integritat die entstandenen Blutgerinsel mittels Fibrinolyse zu
beseitigen (19). Eingeteilt wird die Hamostase in einen primaren Prozess, bei dem es zur
Bildung eines Thrombozytenaggregats und zur Vasokonstriktion des betroffenen GefalRes
kommt, und einen sekundaren mit dem Ziel, durch Aktivierung plasmatischer
Gerinnungsfaktoren den entstandenen Thrombus Uber Fibrinbriicken zu stabilisieren (20). In
vivo finden diese Vorgange jedoch zeitgleich und sich gegenseitig verstarkend statt (19, 21).
Eine zentrale Rolle in der Steuerung der Hamostase und der Lokalisation auf den Ort der

Verletzung spielen die Thrombozyten (22).

2.1.1 Thrombozyten

Die Bedeutung der Thrombozyten fir die Hamostase wurde 1882 von Giulio Bizzozero
entdeckt, nachdem sie 1865 von Max Schultze als dritte korpuskulare Bestandteile des Blutes
beschrieben wurden (23, 24). Mit einer GréRe von 3,6x0,7 um sind sie die kleinsten
menschlichen Blutzellen (25); ihre Konzentration im Blut betragt zwischen 150-350x10%/1 (26).
Sie sind flache, kernlose Abschnirungen aus dem Zytoplasma von im Knochenmark
lokalisierten Megakaryozyten, die taglich etwa 10! Thrombozyten bilden, bei Bedarf bis zu 10-
mal mehr (27). Megakaryozyten sind polyploide Riesenzellen, die sich aus myeloischen
Stammzellen entwickeln und primar nach Stimulation durch das Hormon Thrombopoietin
(TPO) differenzieren (28). Der Abbau der Thrombozyten erfolgt nach etwa 7-10-tagiger
Zirkulation im Blut in Milz, Leber und Knochenmark (29).

Thrombozyten spielen eine zentrale Rolle in der Steuerung der Hamostase (22). Des Weiteren

sind sie an physiologischen und pathologischen Prozessen wie der Aufrechterhaltung der

Gefalintergritat, Wundheilung, Immunabwehr, Entzindungsprozessen, Modulation von
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Angiogenese und Arteriosklerose, Thromboseentstehung, hamatogenem Tumorwachstum

und -metastasierung beteiligt (6, 26, 30).

Da Thrombozyten keinen Zellkern besitzen, werden die meisten thrombozyten-spezifischen
Organellen und Proteine bereits in den Megakaryozyten angelegt. Dennoch sind sie durch die
Ausstattung mit mRNA zur Translation einiger Proteine befahigt (31). Umgeben sind
Thrombozyten von einer Lipiddoppelschicht mit verschiedenen integralen Glykoproteinen
(GP), die als Rezeptoren fiir die Interaktion untereinander und mit anderen Zellen dienen (32,
33). Darunter lokalisiert ist das sog. Hyalomer, in dem sich das Zyto- und das Membranskelett,
bestehend aus Mirkrotubuli und Aktinfilamenten, befinden. Diese dienen der Stabilisierung und
Organisation nicht-stimulierter Thrombozyten und ermdglichen nach Aktivierung einen
Formwandel (,shape change®) mit Ausbildung von zytoplasmatischen Fortsatzen, den
Pseudopodien (33). Im Zentrum befindet sich das sog. Granulomer mit den
thrombozytenspezifischen Speichergranula, deren Sezernierung eine entscheidende Rolle
wahrend der Hamostase spielt (33-35): Werden die Inhaltsstoffe der Granula nach Aktivierung
freigesetzt, fuhrt dies Uber auto- und parakrine Prozesse zu einer Verstarkung der
Thrombozytenaktivierung. Die Freisetzung erfolgt Giber Exozytose, also durch die Fusion der
Granula- mit der Plasmamembran. Dadurch gelangen die Inhaltsstoffe ins Blut und ehemals
an der Innenseite der Granulamembran lokalisierte  Rezeptoren auf die
Thrombozytenoberflache (34). Dort besteht die Mdglichkeit, die Rezeptoren diagnostisch zu
erfassen und somit Uber die Degranulation die Aktivierung der Thrombozyten nachzuweisen.
Dieses Prinzip fand auch in dieser Arbeit Anwendung (s.u.). Unterschieden werden drei

Haupttypen der Granula: die alpha- (a) und delta- (8) Granula sowie die Lysosomen (35).

Die a-Granula sind mit einer Anzahl von 50-80 Stiick pro humanem Thrombozyt (36) sowohl
die haufigsten als mit einem Durchmesser von 300-500 nm (34) auch die gré3ten Granula der
Thrombozyten. Sie enthalten Adhasionsproteine wie Fibrinogen, von-Willebrand-Faktor (VWF)
und Thrombospondin-1 (TSP-1), Plasmaproteine wie Immunglobulin G (IgG) und Albumin,
mitogene Wachstumsfaktoren wie den ,platelet-derived growth factor® (PDGF),
Gerinnungsfaktoren wie Faktor V (FV) und Faktor VIII (FVIII) und Proteaseinhibitoren wie a»-
Markroglobulin und a-Antiplasmin (37, 38). Ihre innere Membran enthalt Rezeptoren wie den
GPIIb/llla-Komplex (Integrin ausPBs) und CD62P (P-Selektin), welche nach Aktivierung auf die
auBere Membran gelangen (38). Die a-Granula enthalten damit gleichzeitig Proteine zur
Forderung und Inhibition der Hamostase und leisten einen entscheidenden regulatorischen
Beitrag. Des Weiteren spielen sie eine wichtige Rolle bei entziindlichen Prozessen,
Wundheilung, Angiogenese und Arterioskleroseentstehung (35, 38). Hergestellt und in den a-
Granula gespeichert werden die enthaltenen Proteine Uberwiegend in den Megakaryozyten;
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ein weiterer beschriebener Weg ist die Endo- und Pinozytose von Faktoren wie Fibrinogen und

IgG von Megakaryozyten oder zirkulierenden Thrombozyten aus dem Plasma (35, 38).

Die &-Granula, aufgrund ihrer hohen Elektronendichte auch dichte Granula (,dense bodies)
genannt (37), sind mit 3-8 Granula pro humanem Thrombozyt (39) in geringerer Anzahl
vorhanden. Sie sind zudem kleiner und in ihrem Lumen herrscht ein saurer pH-Wert von 6,1
(34, 36). In den &-Granula sind Molekile mit niedrigem Molekulargewicht gespeichert; sie
enthalten Adenosindiphosphat (ADP) und -triphosphat (ATP), Pyrophosphat, Kalzium- (Ca?*)
und Magnesium- (Mg?*) ionen, Serotonin und Histamin (34, 35, 37). In der Membran der &-
Granula wurde das GPIb und der GPIlIb/llla-Komplex sowie CD63 (Granulophysin)
nachgewiesen (40, 41). Auch sie gelangen nach Aktivierung der Thrombozyten wie oben
beschrieben auf die &uRere Membran. Die &-Granula lassen sich zudem
durchflusszytometrisch durch die Aufnahme und anschlieBende Sekretion mit dem
fluoreszierenden Mepacrine nachweisen (42, 43), was auch in dieser Arbeit verwendet wurde
(s.u.).

Die dritte Gruppe der sekretorischen Granula der Thrombozyten sind die Lysosomen. Sie sind
in noch geringerer Anzahl vorhanden, 175-250 nm grof3 und haben eine heterogene
Morphologie (44, 45). Sie enthalten saure Glykohydrolasen, Kathepsine und Heparinasen (35,
37). Die lysosomalen Membranproteine (,lysosomal associated membrane proteins® (LAMP))
sind LAMP-1 (46), LAMP-2, was auch in der Membran der &-Granula nachgewiesen wurde
(47), und LAMP-3, was CD63 entspricht und damit ebenfalls in der Membran der &-Granula
vorhanden ist (48).

Viele der enthaltenen Substanzen der thrombozytaren Speichergranula sind fiir die Aktivierung
der Thrombozyten wahrend der Hamostase essentiell. Stérungen der Synthese oder Sekretion
der Granula oder ein Rezeptordefekt von Agonisten oder darlber vermittelter
Signaltransduktionen sind mit unterschiedlich starken Blutungsneigungen assoziiert (2, 4). Die
Diagnostik einiger dieser Thrombozytopathien ist in Routinelaboren fest verankert (9); andere,
vor allem Erkrankungen, die mit milden bis moderaten Blutungsneigungen assoziiert sind, bei
denen jedoch lebensbedrohliche Blutungen wéhrend Traumata oder chirurgischen Eingriffen
auftreten konnen (8, 10, 35), stellen noch immer eine Herausforderung dar (12, 14). Durch
eine gezielte Analyse von Patient:innen mit milden bis moderaten Blutungsneigungen auf
bestimmte Thrombozytopathien hin soll diese Arbeit zu einem besseren Verstandnis der
Bedeutung dieser Erkrankungen im klinischen Alltag und ihrer Diagnostik beitragen. Dafur ist

die Kenntnis der Bedeutung der Thrombozyten wahrend des Prozesses der Hamostase
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Voraussetzung fur das Verstandnis und die Diagnostik resultierender Funktionsstérungen und

soll im Folgenden beschrieben werden.

2.1.2 Primare Hamostase

Der erste Prozess der Stillung einer Blutung nach Gefal3verletzung wird als primare
Hamostase bezeichnet. Dies geschieht durch Adhéasion, Aktivierung und Aggregation von

Thrombozyten sowie der Vasokonstriktion des betroffenen Gefalies (22).

2.1.2.1 Thrombozytenadhasion

Kommt es zur Verletzung einer Gefaldwand, werden subendotheliale Strukturen freigelegt und
kommen mit dem Blut in Kontakt. Dabei sind Thrombozyten die ersten Zellen, die an der
geschadigten Gefallwand binden, um das Gefal abzudichten (22). Die Adhasion geschieht
Uber spezifische Rezeptoren an die subendothelialen Matrixproteine vWF, TSP-1 und
Kollagen (26). Die Art der Bindung héngt dabei von den lokalen Blutstromungsverhéaltnissen
ab: In arteriellen GefaRen unter hohem Scherstress missen die Thrombozyten zunachst
abgebremst werden (26); dies geschieht Gber die Interaktion des thrombozytaren GPIb mit
dem vWF (49) und TSP-1 (50). Der vWF kommt sowohl an der subendothelialen Matrix, wo er
mit Kollagen assoziiert ist und somit den Thrombozyten multiple benachbarte Bindungsstellen
bietet, als auch als losliches Plasmaprotein vor (22). Erst wiederholter Kontakt und die
Quervernetzung durch vWF-Multimere fiihrt zur festeren Verankerung der Thrombozyten und
ermdglicht die Bildung und Aktivierung des GPIb/V/IX-Komplexes (22, 25) sowie die Bindung
an Rezeptoren mit geringer Bindungsrate wie dem Kollagen-bindenden GPVI (26). Herrschen
im verletzten Gefal niedrigere Scherkrafte, wie beispielsweise in vendsen GefalRen, erfolgt
die Thrombozytenadhasion und -aktivierung auch direkt tUber die Bindung des GPVI oder des

GPla/lla-Komplexes (Integrin a2f1) an Kollagen (25, 26).

2.1.2.2 Thrombozytenaktivierung

Durch die Adhasion an die spezifischen Rezeptoren kommt es zur Aktivierung der
Thrombozyten, was zunachst tiberwiegend durch die Bindung des GPVI an Kollagen erfolgt
(25, 51). Uber ,outside-in“-Signalkaskasden in die Zelle hinein iiber Phosphorylierung des sog.
Limmune tyrosine based activation motifs“ (ITAM) (22, 52) und folgenden und anschlieRenden

sinside-out‘-Signalkaskaden aus der Zelle heraus kommt es zur Aktivierung weiterer, in der
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Thrombozytenmembran lokalisierter Rezeptoren wie dem Fibrinogen- und vWF-bindenden

GPIIb/llla-Komplex, der eine aktivierende Konformationsanderungen erhalt (25, 26).

Die Aktivierung der Thrombozyten fihrt zur Sekretion der Speichergranula durch Exozytose,
wodurch die enthaltenen Substanzen (37) ins Blut gelangen. Dort wirken sie auto- und
parastimulatorisch, wodurch es zu einer Verstarkung der initialen Aktivierung sowie der

Aktivierung weiterer Thrombozyten kommt (25).

Auch bewirkt die Aktivierung einen Formwandel (,shape change®) der Thrombozyten durch
Ausbildung von Pseudopodien. Diese Zytoplasmaauslaufer dienen der
OberflachenvergrofRerung und erleichtern die Vernetzung mit anderen Thrombozyten (33).

Neben der Freisetzung der Granula sind Thrombozyten in der Lage, kleine zytoplasmahaltige
Membranpartikel, die sogenannten ,Mikropartikel®, abzuschniren (26). Dies geschieht unter
anderem bei sehr starker Aktivierung durch Kollagen plus Thrombin (22). Die Mikropartikel
wirken durch VergrofRerung der Thrombozytenoberflaiche sowie Uber in der Membran
enthaltene Substanzen wie beispielsweise dem Gewebefaktor (,Tissue Faktor® (TF)), einem
wichtigen Initiator der sekundaren Hamostase, sehr prokoagulatorisch (22).

2.1.2.3 Thrombozytenaktivierung durch losliche Agonisten

Sind die Thrombozyten aktiviert, kommt es durch Exozytose der thrombozytaren
Speichergranula zu einem Verstarkungsmechanismus der Aktivierung. Die ausgeschiitteten
Substanzen stimulieren die Thrombozyten (ber spezifische Rezeptoren, wobei es
,Starke® Agonisten wie Thrombin und ,schwache wie ADP, Adrenalin, Serotonin und
Thromboxan Az (TxAz) gibt (33).

Viele I8sliche Agonisten wie ADP, Adrenalin, Serotonin, Thrombin und TxA: stimulieren die
Thrombozyten Uber guaninnukleotidbindene-Protein- (G-Protein) gekoppelte Rezeptoren (4,
53). Diese heterotrimeren Rezeptoren werden nach der Familienzugehdrigkeit ihrer a-
Untereinheit eingeteilt, wozu die Gi-, Gq-, Gs- und Giz13-gekoppelten Proteine gehoren (54).
Andere Agonsiten wie Immunglobulinkomplexe, Kollagen und VvWF stimulieren Uber
Rezeptorquervernetzung, ,Clustering* und tyrosinkinasevermittelte

Proteinphosphorylierungen (55).

Die l6slichen Agonisten werden rasch metabolisiert, um die Wirkung lokal zu regulieren und
schnell beenden zu kénnen (56). Im Folgenden werden die in dieser Arbeit bedeutenden

I6slichen Agonisten sowie einige weitere vorgestellt.
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2.1.2.3.1 ADP

ADP, bestehend aus dem Nukleosid Adenosin und zwei veresterten Phosphorsauren, entsteht
unter energietbertragender Abspaltung einer Phosphatgruppe aus ATP (57). 50% des ADPs
der Thrombozyten wird in den ©&-Granula gespeichert, weshalb diese auch als
“Speicherpool” fir ADP bezeichnet werden (25). ADP wird bei Aktivierung der Thrombozyten
freigesetzt und wirkt auto- und parakrin an den G-Protein-gekoppelten Purinrezeptoren P2Y;
und P2Y:;; (52, 56, 58, 59). Es spielt vor allem eine wichtige Rolle beim
Ruckkopplungsmechanismus der Verstarkung der Thrombozytenaktivierung durch andere
Agonisten (56).

Der P2Y1-Rezeptor ist Gq4-Protein-gekoppelt und flhrt tber die Aktivierung der Phospholipase
CB zur Bildung der ,second messenger® Diacylglycerin (DAG) und Inositol-1,4,5-trisphosphat
(IP3), die unter anderem zu einem intrazellularen Anstieg von Ca?*lonen fuhren, welche durch
Aktivierung der Myosin-Leichtketten-Kinase mitverantwortlich fir den Formwandel der
Thrombozyten sind. Des Weiteren unterstlitzt die Aktivierung des Rezeptors die TxA.-
Synthese und fordert eine schnelle, aber reversible Aggregation (52, 60).

Der P2Y1,-Rezeptor ist Gi-Protein-gekoppelt und inhibiert den Signalweg der Adenylatzyklase
(59), die im aktivierten Zustand die Bildung des second messengers cyclisches
Adenosinmonophosphat (CAMP) aus ATP fordert, welches die Proteinkinase A aktiviert, die
unter anderem flr die Regulation von Schliisselenzymen sowie der Transkription einiger Gene
zustandig ist (54). Des Weiteren sorgt ein hoher cAMP-Spielgel flr die Inhibition einiger an der
Thrombozytenaktivierung beteiligter Proteine, die bei Aktivierung des Gi-Proteins durch den
Wegfall der Inhibition durch einen niedrigen cAMP-Spiegel aktiviert werden (56). Diese
bewirken eine Verstarkung der Granulasekretion sowie eine irreversible Aggregation (61).
Abgebaut wird ADP durch die endotheliale Ekto-ADPase CD39 zu AMP, wodurch die Wirkung
zeitlich limitiert ist (62).

2.1.2.3.2 Adrenalin

Adrenalin ist ein in den chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks gebildetes Hormon, was
zur Gruppe der Katecholamine gehort. Des Weiteren kommt es als Neurotransmitter im
zentralen Nervensystem (ZNS) vor (63). Es wird aus Tyrosin gebildet und ist neben seiner
zentralen Funktion der Aktivitatssteigerung des Herz-Kreislauf-Systems und raschen
Mobilisierung von Energiereserven (63) auch an der Blutgerinnung beteiligt (64). Adrenalin
aktiviert die Thrombozyten Uber ar-adrenerge Rezeptoren auf der Thrombozytenoberflache,
welche Gi-Protein-gekoppelt (s.0.) sind und eine Hemmung der Adenylatzyklase und damit der
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Thrombozytenaktivierung sowie eine Verstarkung der Wirkung durch andere Agonisten
bewirken (33, 64, 65). Dabei wirkt Adrenalin synergistisch mit Arachidonsaure (66). Ist der
Adrenalinspiegel beispielsweise aufgrund von Stress oder Nikotinzufuhr erhéht, kann es zu

einer pathologisch gesteigerten Thrombozytenaktivierung kommen (64).

2.1.2.3.3 Serotonin

Serotonin ist ein biogenes Amin, das aus Tryptophan synthetisiert wird und als
Neurotransmitter im ZNS und als Hormon in der Darmmukosa und in Thrombozyten vorkommt
(67). In die Thrombozyten wird es aktiv aus dem Plasma lber den SERT-Transporter
aufgenommen und in den 0&-Granula gespeichert (37). Serotonin wirkt stark
vasokonsitriktorisch und verstarkt Gber die Bindung am Gq-Protein-gekoppelten (s.0.) 5HT2a-
Rezeptor die Thrombozytenaktivierung (25). Es fordert Uber freigesetzte Ca?*-lonen den
Formwandel und die Freisetzung der a-Granula, was zu einem positiven

Ruckkopplungsmechanismus beitragt (67).

2.1.2.3.4 Thrombin

Thrombin, auch als aktivierter Gerinnungsfaktor Il (Flla) bezeichnet, ist einer der starksten
Agonisten der Thrombozytenaktivierung und essentiell fur die Bildung eines stabilen Thrombus
(68). Es ist eine Serinprotease, dessen inaktive Vorstufe Prothrombin (FIl) in der Leber
synthetisiert und wahrend der Hamostase an der Membran aktivierter Thrombozyten durch
den Prothrombinasekomplex, bestehend aus FVa, FXa, Ca?* und Phospholipiden, zu
Thrombin gespalten wird (69). Die zentrale Aufgabe vom Thrombin besteht in der Spaltung
von Fibrinogen (FI) zu Fibrin (Fla), was die Bildung eines stabilen Thrombozytenaggregats
und damit den sicheren Wundverschluss wahrend der sekundaren Hamostase (s.u.)
ermdglicht (69). Zugleich spielt es eine wichtige Rolle in der Thrombozytenaktivierung, was in
erster Linie Uber Protease-aktivierende Rezeptoren (PAR) und den GPIb/V/IX-Komplex erfolgt
(56). Von den PAR bindet Thrombin vorwiegend an PAR1 und PAR4, welche Gg- (s.0.) und
Gi2nz-Protein gekoppelt sind (52). Der Gizn3-Protein-gekoppelte Rezeptor bewirkt tber die
Aktivierung des Proteins Rho und der Rho-Kinase die Inaktivierung der Myosin-Leichtketten-
Phosphatase (54) und férdert so ebenfalls den Formwandel und die Granulafreisetzung der
Thrombozyten (56). AufRerdem ist Thrombin an weiteren physiologischen Prozessen wie der
Wundheilung, aber auch an pathologischen wie Entziindung, Sepsis und Tumorausbreitung,
beteiligt (68).
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Bei all diesen Prozessen reguliert Thrombin seine eigene Bildung Uber die Aktivierung von
Protein C durch Komplexbildung mit Thrombomodulin auf der Oberflache von Endothelzellen,
wodurch FV und FVIII inhibiert und somit eine Uberschie3ende Hamostase vermieden wird
(68). Der physiologische Inhibitor Antithrombin mindert ebenfalls die koagulatorischen
Eigenschaften von Thrombin. Dieser wird auch pharmakologisch genutzt; beispielsweise

verstarkt das Antikoagulans Heparin die Wirkung von Antithrombin um ein Vielfaches (70).

2.1.2.3.5 Thromboxan A

Thromboxan A> (TxA2) wird enzymatisch von der thrombozyteneigenen Cyclooxygenase 1
(COX-1) aus Arachidonsaure hergestellt (53). Die vierfach ungesattigte Fettséure
Arachidonséure ist Teil vieler biologischer Membranen und tragt zu Fluiditat bei; des Weiteren
ist sie Bestandteil von bestimmten lonenkanalen, Rezeptoren und Enzymen. Bei Aktivierung
der Thrombozyten wird sie aus der inneren Thrombozytenmembran freigesetzt und TxA;
gebildet (52, 71). TxA2 bindet Uber den TxA>-Rezeptor (TP), welcher G4- und Gi213-Protein-
gekoppelt (s.0.) ist und fiihrt so zur Thrombozytenaktivierung (56) und spielt eine wichtige
Rolle beim Ruckkopplungsmechanismus und Formwandel, wobei die Wirkung aufgrund der
kurzen Halbwertszeit lokal begrenzt ist (52, 53). Pharmakologisch kann die COX-1 durch
nichtssteroidale Antiphlogistika (NSAIDs) wie Acetylsalicylsaure (ASS) irreversibel blockiert

werden, was zu einer effektiven Inhibition der Thrombozytenaktivierung fuhrt (52, 70).

2.1.2.4 Thrombozytenaggregation

Die durch die Aktivierung der Thrombozyten ausgelésten Signalkaskaden fiihren zu einer
aktivierenden Konformationsdnderung insbesondere des in der Thrombozytenmembran
enthaltenen GPIlIb/llla-Komplexes, der bereits auf nicht-aktivierten Thrombozyten 50% der
Oberflache einnimmt (22). Aktiviert ist er in der Lage, l6sliches Fibrinogen aus dem Plasma zu
binden, was den Thrombozyten die Quervernetzung untereinander erméglicht (25). Unter
hohem Scherstress ist der GPIIb/llla-Komplex auch in der Lage, VWF zu binden, nachdem er
durch vorherige Bindung von VWF Uber das GPIlb aktiviert wurde (22). Die Vernetzung der
Thrombozyten fuhrt zur Bildung eines Thrombozytenaggregats (25), auch
»<Abscheidungthrombus®“ oder ,weiller Thrombus“ genannt (72). Das Thrombozytenaggregat
nimmt rasch an Gr6Re zu, da auch nicht-aktivierte Thrombozyten in der Lage sind,
rezeptorgebundenes Fibrinogen auf der Membran aktivierter Thrombozyten zu erkennen und
sich anlagern (73). Somit kommt es zu einer ersten Abdichtung des verletzten GefalRes und

zur Stillung der Blutung (33).
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2.1.3 Sekundare Hamostase

Ziel der sekundaren Hamostase, auch als plasmatische Hamostase bezeichnet, ist es, die
entstandenen Thrombozytenaggregate zu stabilisieren und die Wunde sicher zu verschlieRen.
Dies geschieht Uber Fibrinpolymerisation (72).

Es gibt verschiedene Modelle, die den Ablauf der sekunddren Hamostase beschreiben. Bis
heute bekannt ist das 1964 von Davie und Ratnoff sowie von Macfarlane entwickelte Modell,
das die Aktivierung der Gerinnungsenzyme in einem kasakadenartigen Prozess aufzeigt.
Dabei werden zwei getrennt ablaufende Systeme, das intrinsische und das extrinsische, mit
gemeinsamer Endstrecke dargelegt (74, 75). Aktueller ist das 2001 von Hoffman und Monroe
beschriebene Modell, welches einen zellbasierten Prozess mit grol3er Bedeutung der
spezifischen zellularen Rezeptoren darstellt und nicht mehr in zwei getrennt ablaufende
Prozesse, sondern in drei Uberlappende Phasen einteilt: Initiation, Amplifikation und
Propagation (21, 76).

Alle Modelle beschreiben die Aktivierung der 13 Gerinnungsenzyme, deren Aktivierung
gegenseitig sowie durch l6sliche oder zellulare, verstarkende oder inhibitorische Faktoren
beeinflusst wird. Viele der Gerinnungsfaktoren sind Serinproteasen oder Serinprotease-
Cofaktoren, einige werden Vitamin-K-abhangig in der Leber synthetisiert (77). Fur ihre
Aktivierung mussen sie aus ihrer inaktiven Form, auch Proenzym oder Zymogen genannt, in
ihre aktive Form (Kennzeichnung mit einem ,a“ am Ende) Uberfuhrt werden, was haufig durch
proteolytische Spaltung geschieht (77). Kontrolliert wird dieser Prozess zellular Gber Menge
und Geschwindigkeit der Thrombingenerierung (21).

2.1.3.1 Initiation

Die Initiation startet, wenn nach Verletzung eines Gefal3es und damit Unterbrechung der
Integritat der Endothelschicht Gewebefaktor- (,tissue factor® (TF)) exprimierende,
subendotheliale Zellen wie Fibroblasten oder glatte Muskelzellen freiliegen und mit dem
Blutfluss in Kontakt kommen (19, 21). Im Rahmen von inflammatotischen Prozessen kann der
TF auch von Endothelzellen oder anderen im Blut befindlichen Zellen wie Monozyten
exprimiert werden, weswegen entzindliche Reaktionen den Gerinnungsprozess ebenfalls
initiieren kénnen (78). TF bindet an den sich im Blutplasma befindlichen FVII und aktiviert ihn
zu FVlla. Der TF/FVlla-Komplex aktiviert durch proteolytische Spaltung FIX und FX. FXa bildet

Ca?*-abhangig zusammen mit FVa den sogenannten Prothrombinasekomplex, der
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proteolytisch Prothrombin (FII) zu Thrombin (Flla) spaltet und damit erste kleine Mengen des
zentralen Gerinnungsenzyms bereitstellt (21). Die Thrombinbildung geschieht auf der
Oberflache TF-exprimierender Zellen sowie auf der Thrombozytenoberflache, deren Adhasion
und Aktivierung zeitgleich am verletzen Gefal} stattfindet (21). Die Oberflache bietet aufgrund
der Expression negativ geladener Phospholipide wie Phosphatidylserin sowie dem Schutz vor
Inhibitoren der Hamostase wie dem Gewebefaktor-Inhibitor (,tissue factor pathway
inhibitor (TFPI)) und Antithrombin aus dem Plasma optimale Gegebenheiten fir die
Thrombingenerierung (13, 19). Die Inhibitoren sorgen dafirr, dass sich l6sendes Thrombin

abgebaut wird und somit die Gerinnung auf den Ort der Schadigung lokalisiert bleibt (21).

2.1.3.2 Amplifikation

Das in kleinen Mengen entstandene Thrombin reicht noch nicht aus, um gentigend Fibrin fur
die Bildung eines stabilen Fibringerinsels zu bilden (22). Es hat aber verschiedene Aufgaben,
von denen die Aktivierung der Thrombozyten eine der wichtigsten ist (21). Die Thrombozyten
adharieren bereits an der verletzen GefaRwand und sind zum Teil aktiviert; als starker Agonist
sorgt Thrombin fiir eine deutliche Verstarkung dieser Aktivierung (s.0.) (79). Des Weiteren
fordert Thrombin die Aktivierung von FV, FVIII und FXI (21).

2.1.3.3 Propagation

Die Propagation findet aufgrund der optimalen Gegenheiten auf der Oberflache aktivierter
Thrombozyten statt (19, 21). FXla fordert die Aktivierung von FIX, der zusammen mit FVllla
den sogenannten Tenasekomplex bildet. Dieser aktiviert FX, der zusammen mit FVa den
Prothrombinasekomplex bildet, was zu einer positiven Rickkopplung und damit zur
Verstarkung der Bildung fiihrt (21). Uber den Prothrombinasekomplex kommt es anschlieRend

Zu einer massiven Thrombingenerierung, die auch als ,thrombin burst® bezeichnet wird (22).

Thrombin ist das zentrale Gerinnungsenzym und spaltet das im Thombozytenaggregat
bindende Fibrinogen (FI) in Fibrin (Fla). Der ebenfalls durch Thrombin aktivierte FXIII sorgt fur
eine Quervernetzung zwischen den Fibrinmonomeren, die polymerisieren und ein Netz bilden.

Dadurch entsteht ein stabiler Thrombus, der die Wunde sicher verschlief3t (19, 72).

Am sich anschlieRenden Prozess der Wundheilung, Gewebereparatur und Wiederherstellung

der GefaRintegritat spielen die Thrombozyten ebenfalls eine entscheidende Rolle (13).

33



2.1.4 Inhibitoren der Hadmostase

Um eine UberschieRende Hamostase zu vermindern, deren unkontrollierte Aktivitat letal ware,
gibt es physiologische Inhibitoren (33). Einer der wichtigsten Inhibitoren ist das in der Leber
synthetisierte Antithrombin, das Thrombin sowie die Gerinnungsfaktoren FXa, FXla und FXlla
durch Komplexbildung inaktiviert (72). Ein weiterer Inhibitor ist der sog. Aktivierter Protein C-
Komplex, der aus aktiviertem Protein C und Protein S, die ebenfalls Vitamin-K-abhangig in der
Leber gebildet werden, besteht. Er inaktiviert FVa und FVllla, wodurch es zur verminderten
Thrombinbildung kommt (72). Auch der Gewebefaktor-Inhibitor TFPI, der die Interaktion des
TF/FVIla-Komplexes und FXa und damit die Bildung des Prothrombinasekomplexes
verhindert, ist ein wichtiger Inhibitor der Hamostase (33).

Bei einem Mangel dieser sowie weiterer inhibitorischer Substanzen besteht ein erhdhtes
Thromboserisiko (72).

2.1.5 Fibrinolyse

Um neben der Aktivierung von Inhibitoren der Hamostase der Uberschiel3enden Bildung von
Thromben im Gefa3system entgegenzuwirken und den kompletten Verschluss eines
verletzten GefalRes zu verhindern, erfolgt parallel die Fibrinolyse, die zu einer Spaltung und
dem Abbau von Fibrin fuhrt (32). Hamostase und Fibrinolyse befinden sich normalerweise im
Gleichgewicht; das Ausmafd eines Systems wird von den Aktivatoren bzw. Inhibitoren
bestimmt (72). Die Fibrinolyse erfolgt durch Plasmin, welches aus Plasminogen entsteht,
dessen Aktivierung durch FXlla, hochmolekularem Kininogen und Kallikrein erfolgt (20). Auch
Urokinase (,urinary-type plasminogen activator (u-PA)) und Gewebe-Plasminogen-Aktivator
(,tissue-type plasminogen activator (t-PA)) ermdglichen durch die Spaltung von Plasminogen
die Aktivierung der Fibrinolyse (20, 72). Die durch den Abbau von Fibrin entstehenden
Spaltprodukte, D-Dimeren genannt, sind bei vendsen Thromboembolien teilweise

diagnostisch nachweisbar (32).

Zur erfolgreichen Gerinnselbildung wahrend der Hamostase und um die Auflésung der
Fibringerinnsel vor Heilung der Gefaliwand zu verhindern, gibt es Inhibitoren der Fibrinolyse.
So kann beispielsweise I0sliches, im Plasma vorkommendes az-Antiplasmin freies Plasmin
binden und dadurch inaktivieren. Auch die Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren (PAI) 1 und 2
sind in der Lage, t-PA und u-PA zu inhibieren, indem sie die Umwandlung von Plasminogen

zu Plasmin verhindern (33).
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2.2 Hamorrhagische Diathesen

2.2.1 Definition, Atiologie, Epidemiologie

Hamorrhagische Diathesen sind pathologische Blutungsneigungen mit zu langen oder zu
starken Blutungen oder Blutungen ohne adaquaten Anlass (72). Unterschieden wird nach ihrer
Atiologie in thrombozytare (ca. 70%), plasmatische (ca. 20%) und vaskuare (ca. 10%)
Storungen, von denen ein Grol3teil erworbene Stérungen, vorwiegend Thrombozytopathien
durch Thrombozytenaggregationshemmer, sind (72). Das von-Willebrand-Syndrom stellt die
haufigste hereditare hdmorrhagische Diathese dar (16, 80, 81).

2.2.2 Symptomatik

Je nach Atiologie sind bei hamorrhagischen Diathesen verschiedene Blutungstypen
vorzufinden (20, 72, 82): Bei thrombozytaren Erkrankungen finden sich tUberwiegend Haut-
und Schleimhautblutungen in Form von kleinflachigen Blutungen wie Petechien, Purpura,
Ekchymosen, Hamatomen, Epistaxis, Zahnfleischblutungen und Menorrhagie. Plasmatische
Gerinnungsstoérungen auf3ern sich in gro3flachigen, meist scharf begrenzeten Blutungen wie
Sugillationen und Suffusionen, Hamatomen, Einblutungen in Gelenke (Hamarthros) und
Muskulatur. Bei vaskular bedingten Erkrankungen finden sich vorwiegend Petechien und
Purpura. Des Weiteren gibt es gemischte Fomen bei kombinierten hamorrhagischen

Diathesen.

2.2.3 Kilassifikation

Eingeteilt werden hamorrhagische Diathesen nach ihrer Atiologie in thrombozytare,
plasmatische und vaskulare Gerinnungsstdrungen, wobei die Thrombozytenstérungen weiter
in Thrombozytopathien und -penien unterteilt werden (83). Des Weiteren gibt es kombinierte
Formen. Die Gerinnungsstorungen konnen hereditar oder erworben sein; erworbene
Blutungsneigungen entstehen beispielsweise durch bestimmte Medikamente, Vitamin-K-
Mangel, Lebererkrankungen oder -transplantation, Urdmie, Autoimmun-, maligne oder

kardiovaskulare Erkrankungen (5, 82, 84).
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2.2.3.1 Thrombozytopathien

Thrombozytopathien sind hereditare oder erworbene Stérungen der Thrombozytenfunktion mit
Blutungen unterschiedlicher Symptomauspragung und verschiedenen Schweregrades (4, 8,
72). Erworbene Thrombozytopathien treten deutlich haufiger auf; hervorgerufen werden sie
durch bestimmte Medikamente (z.B. Thrombozytenaggregationshemmer (ASS, Clopidogrel
etc.) oder COX-Inhibitoren (nichtssteroidale Antiphlogistika (NSAIDs) wie Ibuprofen,
Diclofenac etc.)), Nahrungs- und Genussmittel, Nahrungsergdnzungsstoffe, systemische
Erkrankungen (z.B. Uramien, Lebererkrankungen, myeloproliferative Erkrankungen) oder
Operationen (4, 5, 84).

Hereditare Thrombozytopathien hingegen sind eine heterogene Gruppe von seltenen
Erkrankungen bezuglich ihrer Haufigkeit, inrem Schweregrad, ihrer Thrombozytendysfunktion
sowie ihrer Thrombozytenkonzentration und -volumen. Sie entstehen durch verschiedene
Gendefekte, die in einer verdnderten Megakaryopoese, Thrombozytenproduktion und -
funktion resultieren (1-3) Unterschieden werden Adhasions-, Fibrinogenbindungs-,
Granulasekretions-, Signaltransduktionsstérungen und Stdérungen der prokoagulanten
Aktivitat der Thrombozyten (4). Eingeteilt werden sie in syndromale (assoziiert mit anderen
Blutzellveranderungen  und/oder  Phanotypen) und  nicht-syndromale  (isolierte

Thrombozytenfunktionsstérungen) Thrombozytopathien (7, 8).

Tabelle 1: Beispiele hereditarer syndromaler Thrombozytopathien

Erkrankung (Auswahl) Funktionsstérung

Cediak-Higashi-Syndrom (85) Mutation im LYST-Gen, Ausbildung riesiger
Lysosomen, okulokutaner Albinismus,
Immundefizienz, silbrig-blondes Haar,
Hepatosplenomegalie, Ganglion-Hypertrophie
Hermansky-Pudlak-Syndrom (8, 9, 86) Mutation im BLOC-Gen mit Fehlfunktion/

Sekretionsdefekt von Vesikeln wie den o-

Granula, okulokutaner Albinismus,
Lungenfibrose
Wiskott-Aldrich-Syndrom (7, 8) Mutation im WAS-Gen, eingeschrankte

Aktinpolymerisation, Thrombozytopenie,

Infektionen, Ekzeme
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Tabelle 2: Beispiele hereditérer nicht-syndromaler Thrombozytopathien

Erkrankung (Auswabhl) Funktionsstdrung

ADP-Rezeptordefekt (3, 59, 87, 88) Defekt im P2Y12-Rezeptor

Adrenalin-Rezeptordefekt (89) Defekt im az-adrenergen Rezeptor

Bernard-Soulier-Syndrom (8, 9, 83) Defekt im GPIb/V/IX-Komplex, Ausbildung von
Riesenthrombozyten

Kollagen-Rezeptordefekt (4, 87) Defekt im GPVI- oder GPla/lla Rezeptor

May-Hegglin-Syndrom (8, 83) Mutation im MYH9-Gen (kodiert fir Nicht-

Muskel-Myosin), fehlerhafte Organistation des

Zytoskeletts, Makrothrombozytopenie

Scott-Syndrom (4, 90) Fehlende Expression von Phosphatidylserin und
Mikropartikeln, verminderte Interaktion mit

Gerinnungsfaktoren

Storage-Pool-Erkrankungen (a-, 8-, a/6-SPD) Mangel oder Sekretionsstérung der

(9, 86, 87) thrombozytaren Speichergranula und/oder deren
Inhalt

Thrombasthenie Morbus Glanzmann- Naegeli Defekt im GPIlIb/llla, mangelnde

(7, 8, 83, 87) Thrombozytenaggregation und vWF-Adhasion

TxAz-Rezeptordefekt, TxAz-Signalwegdefekt/ Defekt im TxAz- Rezeptor, Stérungen im

LAspirin-like-disease“ (3, 4, 87) Arachidonsaure-Metabolismus mit verminderter

TxA2-Synthese durch COX-1- oder Thromboxan-
Synthase-Defekt

Hereditare, syndromale Thrombozytopathien sind Uberwiegend gut charkterisierte
Erkrankungen (8) und ihre Diagnostik ist in Routinelaboren fest etabliert (9). Hereditare, nicht-
syndromale Thrombozytopathien und ihre Diagnostik sind bisher weniger beschrieben; sie
auBBern sich klinisch mit einer milden bis moderaten Blutungsneigung mit Hamatomen,
Petechien, Schleimhautblutungen, Epistaxis und Menorrhagie. Es kann jedoch zu
lebensbedrohlichen Blutungen bei Operationen oder Traumata kommen (8, 10, 11, 34, 86),
weshalb ihre Diagnostik essentiell, jedoch noch immer eine Herausforderung und nur in
wenigen, spezialisierten Zentren mdglich ist (10, 12, 14). Obwohl sie selten auftreten, wird ihre

Pravalenz oft aufgrund begrenzter diagnostischer Méglichkeiten unterschatzt (12).

2.2.3.1.1 Adhésionsstdérungen

Nach einer Verletzung sind Thrombozyten die ersten Zellen, die an subendotheliale
Matrixproteinen der geschadigten GefalRwand binden, um das Gefal3 abzudichten (22).

Beteiligte Rezeptoren sind das GPIb, das die Bindung der Thrombozyten an den vWF und
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TSP-1 vermittelt, und die Kollagen-bindenden Rezeptoren GPVI und GPla/lla (26, 49, 50). Bei
Defekten dieser Rezeptoren kommt es zu Adhasionsstérungen der Thrombozyten;
Erkrankungen sind beispielsweise das Bernard-Soulier-Syndrom, bei dem ein Defekt im
GPIb/V/IX-Komplex vorliegt, oder das vWS, welches auch zu den plasmatischen

Gerinnungsstorungen gezahlt und dort ndher beschrieben wird (4, 9).

2.2.3.1.2 Fibrinogenbindungsstérungen

Fibrinogen ermoglicht den Thrombozyten eine Quervernetzung untereinander, die essentiell
fur die Bildung eines Thrombozytenaggregats ist (25). Die Bindung von Fibrinogen erfolgt tiber
den GPIIb/llla-Komplex, der unter hohem Scherstress auch in der Lage ist, den VWF zu binden
(22). Ein Defekt dieses Rezeptors, wie er beispielsweise bei der Thrombasthenie Morbus
Glanzmann-Naegeli vorliegt, fuhrt folglich zu einer verminderten Thrombozytenaggregation (4,
86).

2.2.3.1.3 Granulasekretionsstérungen

Die Inhaltsstoffe der thrombozytaren Speichergranula dienen der Verstarkung der
Thrombozytenaktivierung (34, 35). Erkrankungen, bei denen es zu einem Mangel der Granula
und/oder deren Inhalt oder ihrer Sekretion kommt, werden Storage-Pool-Erkrankungen
(,storage pool deficiency” (SPD)) genannt. Sie treten isoliert oder assoziiert mit Syndromen
auf und konnen normale oder veranderte Thrombozytenkonzentrationen und -volumen

aufweisen (7, 8). Es werden a-, - sowie kombinierte SPD unterschieden (9).

Bei a-SPD kommt es zu einer Minderung von Proteinen wie Fibrinogen, vWF FV, Fibronektin,
Plasminogen und weiteren (91), was folglich zu einer verminderten oder verzdgerten
Thrombozytenaggregation fuhrt. Ursachlich fir die a-SPD ist eine Mutation im ,Neurobeachin-
like 2“- (NBEAL-2) Gen, das ein fir den Vesikeltransport relevantes Protein codiert (92). Die
Erkrankung wird als ,Gray-Platelet-Syndrom® bezeichnet. AuRerdem wurden Defekte in den
Transkriptionsfaktorgenen des ,growth-factor-independence-1b“ (GFI1b) und GATA1l als
ursachlich fur die a-SPD beschrieben (93).

0-SPD fiihren zu einem Mangel von Serotonin, ADP, ATP, Ca?*-lonen und Pyrophosphat (91),
wodurch es zu einer verminderten Verstarkung der Thrombozytenaktivierung kommt. Sie
koénnen isoliert oder in Kombination mit Syndromen wie beispielsweise dem Hermansky-
Pudlak-Syndrom oder dem Chediak-Higashi-Syndrom auftreten (94). Aktuell sind nur wenige

Gene bekannt, die mit einem isolierten 8-SPD assoziiert sind; zu ihnen gehdren NBEA, RUNX1
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und FLI1 (95). Dies limitiert ihre Diagnostik und macht komplexere Analysen notwendig, die
nur in spezialisierten Zentren maglich sind (35). Diese konnten jedoch aufzeigen, dass isolierte

0-SPDs haufiger als erwartet auftreten (35).

Auch eine Kombination von a- und 8-SPDs, denn sog. ad-SPDs, ist méglich (9, 96). Sie sind

haufig mit der B-Thalassamie oder der erythropoetischen Porphyrie assoziiert (8).

2.2.3.1.4 Signaltransduktionsstorungen

Die Aktivierung der Thrombozyten erfolgt nach Bindung verschiedener Agonisten uber
regulierte intrazellulare Signalkaskaden (25, 52). Stérungen der Signaltransduktion fiihren
durch die verminderte Aktivierung der Thrombozyten zu einer reduzierten
Thrombozytenaggregation und damit zu verlangerten Blutungszeiten (3, 4, 9, 11). Ursachlich
konnen Rezeptordefekte (beispielsweise der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren),

Enzymdefekte, Stérungen des TxAz-Sighalweges oder Zytoskelettdefekte sein.

Beispiele fur Defekte der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren sind der Gi-Protein-gekoppelte
az-adrenergen ADP-Rezeptor und der Gq- und Gi2n3-Protein-gekoppelte TxA.-Rezeptor (4,
52). Ursachlich fur den Defekt des TxAz-Rezeptors ist eine Mutation im Gen TBXA2R (3, 11).
Storungen der Gg-Protein-gekoppelten Rezeptoren fihren tber die verminderte Aktivitat der
GTPase und der Phospholipase CB zu einer reduzierten Freisetzung von Ca?*-lonen und
Arachidonséaure (97); Stérungen der Gi-Protein-gekoppelten Rezeptoren durch einen niedrigen

CAMP-Spiegel zu einer verminderten Granulasekretion (89).

Ein Defekt der Rezeptoren des Agonisten ADP, insbesondere des Gi-Protein-gekoppelten
P2Y1,-Rezeptors, fihrt durch reduzierte Granulasekretion und folglich verminderter
Verstarkung der Thrombozytenaktivierung durch andere Agonisten zu verlangerten
Blutungszeiten (4, 9, 59, 98). Die Thrombozytenaggregation ist dabei unvollstandig und
reversibel, jedoch findet ein normaler Formwandel statt (11, 52). Die Wichtigkeit der
verstarkenden Ruckkopplungsmechanismen verdeutlicht der erfolgreiche therapeutische
Einsatz von Inhibitoren des P2Yi1,-Rezeptors zur Pravention ischamischer Ereignisse durch
Thrombozytenaggregate (26, 59); eingesetzt werden die sogenannten ADP-
Rezeptorantagonisten wie beispielsweise Clopidogrel, Prasugrel oder Ticagrelor (70). Bei den
bisher beschriebenen Defekten des P2Y1,-Rezeptors handelt es sich um Mutationen wahrend
der Synthese, Verdnderungen der Ligandenbindungsstelle oder Stérungen der

Wiederaufbereitung des Rezeptors (88, 99).
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Auch Defekte des Zytoskeletts, wie es beim May-Hegglin-Syndrom beschrieben ist, fuhren zu

Signaltransduktionsstérungen (8).

2.2.3.1.5 Stérungen der prokoagulanten Aktivitat

Aktivierte Thrombozyten bieten aufgrund der Oberflachenprésentation von negativ geladenen
Phospholipiden wie z.B. Phosphatidylserin optimale Gegebenheiten fur die Bindung von
Gerinnungsfaktoren wahrend der sekundaren Hamostase (100). Auch die Abschnirung von
Mirkopartikeln tragt zur Verstarkung der prokoagulatorischen Aktivitat der Thrombozyten bei
(26). Anionische Phospholipide wie z.B. Phosphatidylserin gelangen durch einen Flip-Flop-
Mechanismuns nach Aktivierung der Thrombozyten von der inneren auf die aufRere
Plasmamembran; in inaktiviertem Zustand sorgen ATP-abhangig Flippasen dafir, dass
Phosphatidylserin an der inneren Plasmamembran lokalisiert bleibt (101). Nach Aktivierung
der Thrombozyten und steigendem intrazellularen Ca?*-Spiegel werden die Flippasen
inaktiviert, so genannte ,Scramblasen” aktiviert und Phosphatidylserin gelangt auf die aul3ere
Plasmamembran (102). Dabei kann sich der Anteil von 2 auf 12% erhéhen (4). Fehlt die
Expression von Phosphatidylserin wie beim Scott-Syndrom, kommt es zu Stdérungen der
Bildung von Gerinnungsfaktorkomplexen und dadurch zu einer verminderten

Thrombingenerierung (90).

2.2.3.2 Thrombozytopenien

Thrombozytopenien beschreiben das Absinken der Thrombozytenkonzentration auf <150 000
Zellen/ul (103); ab <20 000 Zellen/ul besteht ein deutlich erhdhtes Risiko fiir Spontanblutungen
(104). Sie auRRern sich typischerweise mit Petechien v.a. an Schleimhauten, im Gesicht und
an abhangenden Kdrperpartien, aber auch Hamorrhagien anderer Lokalisation, insbesondere
gastrointestinal, urogenital und zerebral, sind moglich (83). Die Ursachen fir
Thrombozytopenien kdnnen vielfaltig sein (72, 104-106): Durch beispielsweise generalisiertes
Knochenmarkversagen, selektiver Megakaryozytendepression oder einer gestorten
Megakaryo- oder Thrombopoese aufgrund hereditdrer Genmutationen kann es zu
Bildungsstérungen kommen; des Weiteren kénnen ein gesteigerter peripherer Umsatz der
Thrombozyten, beispielsweise immunologisch bedingt, oder eine abnorme Verteilung wie bei
einem Hypersplenismus urséchlich sein. Auch konnen Verlust- oder
Verdinnungsthrombozytopenien, beispielsweise bei Massentrans- oder Masseninfusionen,
auftreten; weiterhin gibt es kombinierte Bildungs- und Abbaustorungen. Eingeteilt werden

Thrombozytopenien nach ihrer Ursache oder in hereditare bzw. erworbene und syndromale
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bzw. nicht-syndromale Formen (106). Unterschieden werden kann auch, ob es sich um Mirkro-
bzw. Makrothrombozytopenien handelt und ob gleichzeitig eine Thrombozytopathie vorliegt
(105, 106), was das Risiko fur schwere Blutungen erhéht (105). Beispiele kombinierter
Thrombozytopenien und -pathien sind das Bernard-Soulier-Syndrom, das ,Gray-Platelet-
Syndrom®, das ,Platelet-type-von-Willebrand-Syndrom® und das Wiskott-Aldrich-Syndrom
(105). Im Folgenden sind Beipiele fir Erkrankungen dargestellt, die mit Thrombozytopenien

einhergehen, eingeteilt nach ihrer Ursache.

Tabelle 3: Beispiele fir Erkrankungen, die mit Thrombozytopenien assoziiert sind

Ursache Erkrankung (Auswahl)

Bildungsstdrungen hereditar (106, 107) Fanconi Anamie
.GATAl-related disease”

,Gray-Platelet-Syndrom*

May-Hegglin-Syndrom

Radiusaplasie-Thrombozytopenie-Syndrom
Wiskott-Aldrich-Syndrom

erworben (72, 104) Knochenmarkschadigungen durch Medikamente

wie Zytostatika oder strahleninduziert

Maligne hamatologische Erkrankungen wie

Leukamien

Periphere Umsatzsteigerung (70, 72, 83, 104) Hamolytisch-urdmisches Syndrom

Heparin-induzierte Thrombozytopenie

Idiopathische thrombozytopenische Purpura

Neonatale Alloimmunthrombozytopenie

Thrombotisch-thrombozytopenische Purpura

Abnorme Thrombozytenverteilung (104) Hypersplenismus

2.2.3.3 Plasmatische Gerinnungsstorungen

Plasmatische Gerinnungsstdrungen, auch Koagulopathien genannt, werden eingeteilt in
Defektkoagulopathien, zu denen auch das VWS, die haufigste hereditdre hadmorrhagische
Diathese (16, 80, 81), gehdrt, Immunkoagulopathien, Verbrauchskoagulopathien und die
Hyperfibrinolyse (72). Sie gehen je nach Ausmalf3 mit leichten bis hin zu schwersten Blutungen
einher. Die haufigste hereditare plasmatische Gerinnungsstérung mit schwerer
Blutungsneigung ist der FVIlI-Mangel, auch als Hamphilie A bezeichnet (82, 108). Auch ein

Mangel von Fibrinolyse-Inhibitoren kann zu vermehrten Blutungsneigungen fuihren (109).
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Tabelle 4: Beispiele plasmatischer Gerinnungsstérungen

Klassifikation Erkrankung (Auswahl)
Defektkoagulopathien (72, 83, 104) Hamphilie A und B

Mangel an Vitamin-K-abhangigen

Gerinnungsfaktoren Il, VII, 1X, X, Protein C,
Protein S

Von-Willebrand-Syndrom

Immunkoagulopathien (72, 83) Alloantikérperbildung gegen FVIII oder FIX

(Hemmkdorperhamophilie)

Autoantikdrperbildung gegen
Gerinnungsfaktoren bei immunologischen
Erkrankungen (z.B. Anti-Phospholipid-

Antikérpersyndrom)

Verbrauchskoagulopathien (72, 82, 104) Disseminierte intravasale Gerinnung

Hyperfibrinolyse (72) Lokal bei Operationen an Plasminogen-

Aktivator-reichen Organen

Systemisch bei az-Antiplasminmangel oder

fibrinolytischer Threrapie

2.2.3.3.1 Von-Willebrand-Syndrom

Mit einer Préavalenz von 1% ist das von-Willebrand-Syndrom (vWS), auch von-Willebrand-
Jirgens-Syndrom genannt, die haufigste hereditare hamorrhagische Diathese (16, 80, 81). Es
wird anhand eines quantitativen Mangels (Typ 1 und 3) oder einer qualitativen
Funktionsminderung (Typ 2) des VWF in drei Typen eingeteilt, wobei der Typ 2 weiter in die
Subtypen A, B, M und N unterteilt wird (80, 110). Beim Typ 1 ist eine milde Form (,low vVWF*)
mit unterschiedlicher Auspragung von Blutungssymptomen beschrieben (111, 112);
abgegrenzt werden kann der Typ 1C mit einer erhdhten vWF-Clearance (113, 114), siehe
Tabelle 5. Der vVWF bewirkt die Bindung der Thrombozyten untereinander und an
subendotheliale Strukturen (ber die Rezeptoren GPIb und GPIllIb/llla und tragt zur
Fibrinbildung bei, in dem er als Tragerprotein den FVIII vor proteasomaler Degradation schiitzt
und so seine Halbwertszeit (HWZ) verlangert (81, 82, 110). Ist dies beeintrachtigt, kommt es
zu einer kombinierten Stérung der primaren und sekundaren Hamostase mit verminderter
Thrombozytenadhé&sion an die geschadigte GefalRwand, gestorter Thrombozytenaggregation
sowie zu einer verminderten Stabilisierung des FVIII, was je nach Ausmall des VWS zu
unterschiedlich schweren Blutungen fuhrt (72). Der vVWF ist das grofdte Glykoprotein im
menschlichen Plasma und liegt in unterschiedlich gro3en Multimeren vor, die aus dimeren

Untereinheiten zusammengesetzt sind (81). Er wird von Megakaryozyten und Endothelzellen
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synthetisiert und in Thrombozyten in den a-Granula und in Endothelzellen in den Weibel-

Palade-Korperchen gespeichert (80, 82). Der vVWF wird kontinuierlich ins Blut sezerniert;

zusatzlich erfolgt eine aktive Sekretion nach Aktivierung durch Agonisten wie Thrombin und

weiteren (81).

Tabelle 5: Klassifikation des von-Willebrand-Syndroms

Typ Charakteristika Vererbung | Haufigkeit
Typ 1 guantitative, milde bis moderate Verminderung des | autosomal- | ca. 80%
(17,72, 81, 115) VWF und des FVIII bei gleichbleibendem Verhéltnis | dominant
zwischen VWF-Antigen, vVWF-Aktivitat und FVIII;
strukturell und funktionell normalmolekulare
Multimere
1C erhdhte vWF-Clearance mit erhghtem vWF-
(113, 114) | Propeptid im Vergleich zum vWF-Antigen
Typ 2 qualitativer Defekt durch Mutationen des VWF ca. 20%
(72, 80, 110, 115)
2A Fehlen grofimolekularer Multimere, verminderte autosomal-
Thrombozyten-abhéngige vVWF-AKktivitat dominant
2B Fehlen groBmolekularer Multimere, vermehrte autosomal-
Affinitét zum thrombozytaren GPIb, oft milde dominant
Thrombozytopenie
2M normalmolekulare Multimere, verminderte autosomal-
Thrombozyten-abhangige vWF-Aktivitat dominant
2N normalmolekulare Multimere, Mutation der FVIII- autosomal-
Bindungsstelle mit verminderter Affinitat des vWF rezessiv
zum FVIII, verminderter FVIII-Spiegel
Typ 3 guantitativ nahezu vollstandiges Fehlen des VWF autosomal- | ca. 1%
(72, 80) und starke Verminderung des FVIII rezessiv

.Platelet-type-
von-Willebrand-

Funktioneller Defekt des GPlba der Thrombozyten mit ibermé&Riger Bindung

von Thrombozyten und vVWF, Verlust hochmolekularer Multimere,

Syndom* Thrombozytopenie

(115-117)

Erworbenes VWS | verminderter vVWF und Verlust hochmolekularer Multimere durch bsp. erhdhte
(72, 81, 115) mechanische Krafte, Adsorption an Tumore oder Autoimmuninhibitorbildung im

Rahmen anderer Grunderkrankungen wie der monoklonalen Gammopathie,

maligner Lymphome, myeloproliferativer Erkrankungen,

Autoimmunerkrankungen, struktureller Herzerkrankungen oder medikamentds

bedingt (z.B. Valproinsaure)

43



Klinisch aul3ert sich das vWS je nach Typ: Milde Fomen sind bei Kindern und Mannern oft
asymptomatisch, Frauen leiden teilweise an Menorrhagien. Diagnostiziert werden diese
Patient:innen oft erst nach hamostatischer Provokation wie bei einem Trauma, HNO- oder
zahnarztlichen Operationen oder anderen chirurgischen Eingriffen (80). In symptomatischen
Fallen kann es zu petechialen Blutungen, generalisierter Hamatomneigung, rezidivierender
Epistaxis, Gingivablutungen, verstarkten Blutungen bei bzw. nach chirurgischen Eingriffen
oder Verletzungen, schweren oder verldngerten Peripartalblutungen und starken
Menorrhagien kommen (17, 80, 81, 112). Bei Patient:innen mit Typ 3 tritt meist zusatzlich ein

hamophiler Blutungstyp auf (72).

2.2.3.4 Vaskulare hamorrhagische Diathesen

Vaskulare hamorrhagische Diathesen, auch Vaskulopathien genannt, sind Erkrankungen der
Blutgefal3e; sie entstehen nicht durch Veranderungen des thrombozytaren oder plasmatischen
Gerinnungssystems (83). Typische Hauteinblutungen sind aufgrund der verminderten
Kapillarresistenz ~ Petechien und hamorrhagische Maculae an den distalen
Unterschenkelstreckseiten und am Gesal3; selten flihren sie zu lebensbedrohlichen Blutungen

(72). Eingeteilt werden sie in hereditare und erworbene Diathesen.

Tabelle 6: Beispiele vaskularer hdmorrhagischer Diathesen

Klassifikation Erkrankung (Auswabhl)

hereditar Ehlers-Danlos-Syndrom

Morbus-Osler-Weber-Rendu (hamorrhagische

Teleangiektasien)

erworben Purpura-Schoenlein-Hennoch

Vitamin-C-Mangel

2.2.4 Diagnostik

Fur die diagnostische Erfassung einer hamorrhagischen Diathese erfolgen Anamnese,
korperliche Untersuchung sowie mehrfache Blutuntersuchungen (118). Die Wiederholungen
sind erforderlich, da einige Proteine wie beispielsweise der vWF oder FVIII ,Akut-Phase-
Proteine® sind und damit erheblichen Schwankungen durch entziindliche Prozesse, physische
Aktivitat, Stress, Schwangerschaft etc. unterliegen. Bereits ihr Normbereich ist variabel (80,
81, 119).
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Zur anamnestischen Erfassung einer hamorrhagischen Diathese gehért die Eigen- und die
Familienamamnese sowie die Erhebung von Medikamenteneinnahme und Vorerkrankungen
(72, 119, 120). Bei der Erfassung der Blutungssymptomatik sollte besonders auf Art und
Zeitpunkt (spontan oder verletzungsbedingt) sowie die Lokalisation und das Alter bei
Erstmanifestation der Blutung geachtet werden (119). Zur einheitlichen Erfassung der
Blutungssymptomatik kénnen verschiedene standardisierte Fragebtgen behilflich sein (121).
Einer davon ist der ,bleeding assessment tool“- (BAT) Fragebogen der ,International Society
on Thrombosis and Haemostasis“ (ISTH) (122), der auch in dieser Arbeit Anwendung findet
und in Kapitel 3.2.2 Erfassung der Blutungseigenanamnese mit Hilfe des ISTH-BAT genauer
beschrieben wird. Die Fragebdgen sollen bei einer umfassenden und standardisierten
Erhebung und Auswertung der Blutungssymptomatik unterstitzen, mdgliches zukunftiges
Blutungsrisiko vorhersagen helfen und bei der Einleitung gezielter diagnostischer Ma3hahmen
und Therapien assistieren sowie nicht erforderliche vermeiden (121).

Die korperliche Untersuchung geschieht durch Inspektion und ggf. Palpation der
Hauteinblutungen mit folgender Bestimmung des Blutungstyps (72, 119).

Die Blutgerinnungsuntersuchungen erfolgen aus Citratplasma. Bei einem initialen
Laborscreening bei Verdacht auf eine hamorrhageische Diathese werden ein kleines Blutbild,
die Parameter der Globalgerinnung sowie der unspezifische Entzindungsparameter C-
reaktives Protein (CRP) erhoben. Des Weiteren erfolgt die Testung des FXIII (nicht mit
Parametern der Globalgerinnung beurteilbar) und bei Auffalligkeiten der Globalgerinnung ggf.
weitere Einzelfaktor-, Hamophilie-, Fibrinolyse- oder weitere Parameterbestimmungen.
Besteht der Verdacht auf ein VWS oder auf eine Thrombozytopathie, werden die VWF-

Parameter erhoben bzw. globale Thrombozytenfunktionstests durchgefihrt (20, 32, 119, 120).
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Tabelle 7: Blutgerinnungsscreening bei Verdacht auf hAmorrhagische Diathese

Parameter

Beschreibung

Referenzwert
(Zentrallabor Mainz

Universitatsmedizin)

Kleines Blutbild Erythrozytenkonzentration 3,7-4,8/pl
Erythrozyten- MCH 27 — 33 pg
Indizes MCHC 32 -35g/dl

MCV 83 — 100 fl

Hamatokrit 34-44%
Hamogloginkonzentration 12 - 16 g/dl
Leukozytenkonzentration 3,5-10/nl
Thrombozytenkonzentration 150 — 360 /nl

Globalgerinnung Quick/ Prothrombinzeit/ Thromboplastinzeit 70-130 %
»International normalized ratio® (INR) 09-1,1
aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) 25-37s

Fibrinogen (abgeleitet)

200 — 390 mg/d|

Fibrinogen (nach Clauss)

200 — 390 mg/d|

weitere Parameter

Entziindungs- CRP <5 mg/dI
parameter
Einzelfaktoren/ ggf. FXIII 75 -155%

ggf. weitere Parameter bei Auffalligkeiten der Globalgerinnung

VWF-Parameter

VWF-Antigen (VWF:AgQ) 42 - 176 %
VWF-Aktivitat (Ristocetin-Cofaktor-Aktivitét 40-170%
(VWF:RCo0))

FVII-Aktivitat (FVI1II:C) 50 - 150 %
Kollagenbindungstest (VWF:CB) 47 — 193 %

VWF-Multimeranalyse

VWF-Multimere

Globlale
Thrombozyten-

funktionstestungen

PFA-100 Kollagen/ADP 68 —121s

PFA-100 Kollagen/Epinephrin 84 -160 s

LTA nach Born Arachidonséure (0,5 mg/ml) | >60 %

in PRP ADP (10 pMm) >60 %
Epinephrin (10 pM) >60 %
Kollagen (10 pg/ml) >60 %
Ristocetin (0,6 mg/ml) Keine Angabe
Ristocetin (1,2 mg/ml) Keine Angabe
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Zur Erfassung des VWS sind weitere diagnostische Schritte notwendig (81, 110); Tabelle 8
fasst die laboranalytische Diagnosekriterien fir das vWS Typ 1 zusammen (10, 114, 123-126):

Tabelle 8: Diagnosekriterien fur das VWS Typ 1

Parameter VWS Typ 1
VWEF-Antigen (VWF:Ag) 5-40%

Thrombozyten-abhéngige vVWF-Aktivitéat (z.B. | Verminderung proportional zum vWF:Ag
VWF:RCo oder neuere Assays wie
VWF:GPIbM, vWF:GPIbR)

FVII-Aktivitat (FVIII:C) Verminderung proportional zum vWF:Ag

Thrombozyten-abhéngige vVWF- >0,7
Aktivitat/'vVWF-Antigen

(z.B. VWF:GPIbM/VWF:AQ)
gof. vVWF:Ag/VWF:RCo <15

ggf. Ristocetin-induzierte verlangert

Thrombozytenaggregation (RIPA)

gaf. VWF-Multimere normal

Neue Empfehlungen der ASH ISTH NHF WHF (114) befurworten bei auffalligem initialen vwWS-
Screening (vermindertes vVWF-Antigen und/oder Thrombozyten-abhangige vVWF-Aktivitat) die
Bestétigung der Diagnose mit Erhebung des Quotienten aus Thrombozyten-abhangiger vVWF-
Aktivitat und vWF-Antigen (z.B. VWF:GPIbM/VWF:Ag) ab einem vWF-Level <0,301U/ml
unabhangig von Blutungssymptomen bzw. bereits ab <0,50 IU/ml bei anamnestisch
vermehrter Blutungsneigung. Dabei ist nicht mehr erforderlich, die genetisch bedingte, um 20-
30% verminderte VWF-Aktivitat bei Menschen mit Blutgruppe O (80, 120) zu beachten (114).
Bei Verdacht auf ein vWS Typ 1C mit erhéhter vWF-Clearance wird statt des bislang vorrangig
verwendeten Quotienten aus VWF-Propeptid und vWF-Antigen (VWFpp/VWF:Ag) ein
Desmopressin-Test mit 1- und 4-stiindiger Postinfusions-Blutuntersuchung empfohlen (114,
127).

Kann aus den Ergebnissen eine Diagnose abgeleitet werden, wird entsprechend therapiert.
Nicht selten kommt es jedoch zu keiner eindeutigen Ursachenfindung und die Patient:innen
erhalten die Diagnose ,Hamorrhagische Diathese unklarer Genese® (128) oder bei
entsprechenden Befunden ,mildes vWS Typ 1% Dies kann jedoch die anamnestische
Blutungsneigung oft nicht ausreichend erklaren (17); haufig leiden die Patient:innen an milden
bis moderaten Blutungsneigungen, die sich meist in Schleimhautblutungen &ufRern, bei denen

jedoch lebensbedrohliche Blutungen wahrend Operationen oder bei Traumata auftreten
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konnen (120, 128, 129). Daher ist ihre Diagnostik essentiell, stellt aber bis heute eine
Herausforderung (12, 120) dar. Auch die Differenzierung zur Allgemeinbevélkerung ist
entscheidend, da auch dort haufig von mindestens einem Blutungssymptom berichtet wird
(130). Studien haben gezeigt, dass mdgliche Ursachen dieser milden bis moderaten

Blutungsneigungen Thrombozytopathien sein kénnen (129).

2.2.4.1 Thrombozytenfunktionsdiagnostik

,perzeit existiert kein Thrombozytenfunktionstest, der die funktionelle Komplexitat der
Thrombozyten vollstandig erfasst® (118). Es gibt zwar eine Vielzahl von Mess- und
Testmethoden, jedoch eignen sich nur einige davon fur die klinische Praxis (42) oder sind nur

in wenigen, spezialisierten Zentren mdglich.

Die Indikation einer Thrombozytenfunktionsdiagnostik ist der Verdacht auf eine
Thrombozytopathie. Ein Diagnosealgorithmus wurde 2015 von Paolo Gresele et al. (10) sowie
in der aktuellen Leitlinie fur Thrombozytopathien der Arbeitsgemeinschaft der
Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften e.V. (AWMF) (42) entwickelt: Er
beginnt mit der anamnestischen Erhebung der Blutungsneigung, empfohlen wird hierfur der
ISTH-BAT. AnschlieRend soll eine Anamnese der Medikamente, Nahrungs- und Genussmittel
und Nahrungsergéanzungsstoffe (5) sowie die Erfassung von Grund-und Begleiterkrankungen
erfolgen. Ausgeschlossen werden mussen andere Ursachen wie plasmatische
Gerinnungsstorungen wie Hamophilie A/B, vWS, FXIll-Mangel etc. Besteht danach der
Verdacht auf eine Thrombozytopathie, wird ein dreistufiges Vorgehen empfohlen (10). Zuvor
sollen Blutbild, Thrombozytenkonzentration, mittleres Thrombozytenvolumen (MPV),
Quantifizierung der immaturen Plattchenfraktion (IPF), Thrombozytengro3enverteilungskurve
und mikroskopische Beurteilung im Blutausstrich durchgefiihrt werden, um Erkrankungen wie
May-Hegglin-Syndrom, ITP, TTP, HUS, myelopysplastisches Syndrom, Fanconi Anamie und
Pseudothrombozytopenie auszuschliel3en (42). AnschlielBend werden spezialisierte Analysen
wie Aggregometrie, Durchflusszyometrie, Immunfluoreszenzmikroskopie und
Molekulargenetik empfohlen (131), die von Schritt eins zu drei spezifischer werden. Im ersten
Schritt wird die Granulafreisetzung sowie ein Screening mittels
Lichttransmissionsaggregometrie und Durchflusszytometrie empfohlen, die im zweiten Schritt
erweitert werden. Zusatzlich werden im zweiten Schritt der Granulainhalt sowie weitere
Verfahren wie die Transmissionselektronenmikroskopie eingesetzt. Im dritten Schritt kommen
molekulargenetische Verfahren und biochemische Analysen zum Einsatz (10). Die
Funktionsweise dieser sowie einiger weiterer diagnostischer Verfahren soll im Folgenden

vorgestellt werden.
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Die  Thrombozytenaggregometrie nach Born ist aktuell Goldstandard der
Thrombozytenfunktionsdiagnostik (52, 132). Das Prinzip der Lichttransmissionsaggregometrie
(LTA) berunt auf der  kontinuierlichen Registrierung  der  zunehmenden
Thrombozytenaggregation nach Zugabe von Agonisten zu thrombozytenreichem Plasma
(,platelet-rich plasma“ (PRP)), was zu einer zunehmenden Lichttransmisstion fuhrt, die
photometrisch gemessen wird (42, 132). Alternativ ist die Impedanzaggregometrie im Vollblut
mdglich, bei der die Impedanzerh6hung nach Zugabe von Agonisten durch Anlagerung von

aggregierten Thrombozyten an die Elektroden gemessen wird (42).

Mit  Hilfe der Durchflusszytometrie ist die Quantifizierung von markierten
Oberflachenrezeptoren und die Beurteilung der Speichergranula vor und nach Aktivierung der
Thrombozyten moglich (42). Die Durchflusszytometrie wurde auch in dieser Arbeit verwendet;
ihr Funktionsprinzip wird in Kapitel 3.2.6 Durchflusszytometrie - Allgemeines Versuchsprinzip
naher beschrieben.

Mit der Immunfluoreszenzmikroskopie konnen charakteristische Fehlverteilungen von
Thrombozytenproteinen im Blutausstrich nachgewiesen werden, was sich diagnostisch fur
einige hereditare Thrombozytopathien eignet (42, 133).

In der Molekulargenetik werden mit Hilfe des ,Next Generation Sequencing“ (NGS) durch
Gruppierung von Kandidatengenen (NGS Multi-Gen-Panel) mehrere Gene mit bekannter

Funktion in den Thrombozyten simultan untersucht (42, 134).

Eine weitere Methode zur Bestimmung der Verschlusszeiten ist mit dem
Thrombozytenfunktionsanalysator ,Platelet Function Anlayser” (PFA) moglich, bei dem in vitro
eine Simulation der Thrombozytenaktivierung an einer Kollagenmembran mit ADP oder
Epinephrin erfolgt und die Zeit bis zum Verschluss einer Membrantffnung durch

Gerinselbildung gemessen wird (135).

Weitere spezialisierte Methoden sind die Thrombozyten-abh&ngige Thrombinbildung mit Hilfe
des ,Calibrated Automated Thrombography* (CAT), die Beurteilung der ATP-Freisetzung der
Thrombozyten mit Hilfe des Chronologs, die Testung des prokoagulanten Zustandes mit Hilfe
des Annexin-V-Assays sowie eine Reihe weiterer Funktionstest (13, 42), die jedoch nur in
wenigen Laboren durchgefiihrt werden. Zur Diagnostik eines Mangels an &-Granula dient
aullerdem die Elektronenmikroskopie ,whole mount‘, mit der die &-Granula spezifisch

identifiziert und quantifiziert werden kdnnen (136, 137).
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Damit ist die Diagnostik von verschiedenen hereditdaren, vorwiegend syndromalen
Thrombozytopathien (wie beispielsweise der Thrombasthenie Morbus Glanzmann-Naegeli,
dem Bernard-Soulier-Syndrom, dem “Gray-Platelet-Syndrom® oder dem Hermansky-Pudlak-
Syndrom) gut etabliert und in Routinelaboren vorwiegend mittels LTA und gezieltem Panel-
basiertem NGS fest verankert (9). Dennoch ist die Diagnostik von hereditaren, nicht-
syndromalen Thrombozytopathien (z.B. isolierte Thrombozytendefekte der Speichergranula
oder der Signaltransduktion) immer noch eine Herausforderung (12, 14) und nur in wenigen,
spezialisierten Zentren maoglich. Die Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Kerstin Jurk im Centrum
fur Thrombose und Hamostase (CTH) der Universitdtsmedizin Mainz konnte zusammen mit
der CTH-NGS-Plattform »+Advanced Diagnostics*® verschiedene hereditare
Thrombozytopathien sowie neue Dysfunktionen der Thrombozytenfunktion und
-konzentration inklusive milder bis moderater Blutungsneigungen, die nicht durch die LTA
detektiert werden konnten, feststellen. Auch wurde vor Kurzem ein erster Patient mit

hereditarer Thrombozytopathie und einem milden vWS Typ 1 diagnostiziert.

Die spezialisierten Thrombozyten-Phanotypisierungen und Funktionstests (10, 13) sind
essentiell fir die Diagnostik hereditérer, nicht-syndromaler Thrombozytopathien. In dieser
Arbeit wurden Patient:innen mit ,milder Blutungsneigung unklarer Genese“, bei denen andere
Ursachen der Blutungsneigung ausgeschlossen wurden, und Patient:innen mit ,mildem vWS
Typ 1% deren Diagnose die Blutungsneigung nicht ausreichend erklart, mit einigen gezielten,
durchflusszytometrischen Funktionstests auf Thrombozytopathien hin untersucht. Die
Identifikation dieser Thromboztopathien dient einem besseren Verstandnis der Bedeutung
dieser Erkrankungen im klinischen Alltag und ihrer Diagnostik. Des Weiteren wurde die
Pravalenz dieser Thrombozytopathien in der hdmostaseologischen Ambulanz des CTH und
der lll. Medizinischen Klinik der Universitdtsmedizin Mainz im Zeitraum September 2018 bis

November 2018 erhoben.

2.2.5 Therapie

Die Therapie von hamorrhagischen Diathesen richtet sich nach der Ursache: Liegen
erworbene Stoérungen vor, erfolgt die Behandlunug der Grunderkrankung, und potentiell
beeinflussende Medikamente werden, wenn mdglich, reduziert oder abgesetzt (72). Bei
hereditaren Stdrungen erfolgt eine symptomatische Behandlung bestehend aus sorgféltiger
Blutstillung, bei schweren Verlaufsformen je nach Ausmal3 der Erkrankung und Blutung ggf.
aus einer Substitutionstherapie mit entsprechenden Praparaten (beispielsweise

Antifibrinolytika (v.a. Tranexamsaure), Fibrinogen-, Thrombozyten- oder
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Gerinnungsfaktorkonzentraten) (70, 72, 106, 138-140). Des Weiteren sollten Vorkehrungen fir
hamostaseologische Belastungssituationen wie Traumata und chirurgische Eingriffe - je nach

Ausmal} der Invasivitat der geplanten Intervention - getroffen werden.

Da viele Thrombozytopathien mit einer milden Symptomatik einhergehen, sind bei ihrer
Therapie insbesondere eine medizinische Verlaufsbeobachtung und ggf. prophylaktische
Maflnahmen bei hamostaseologischen Belastungssituationen wie Operationen oder Geburten
von Bedeutung (107). Mukokutane Blutungen kénnen haufig mit lokalen Manahmen wie
Tamponaden oder Kauterisierung behandelt werden (107); bei hohem Blutungsrisiko und/oder
-verlust kann eine Substitution mit Thombozytenkonzentraten erfolgen (72, 139). Weiterhin ist
bei Bedarf die Gabe von Desmopressin, Tranexamsaure, rekombinantem FVlla (rFVlla) oder
TPO-Agonisten moglich (4, 106); fur eine langfristige Erhéhung der Thrombozytenzahl sind
bei bestimmten Thrombozytopathien und/oder -penien eine Stammzelltransplantation,
Splenektomie oder eine genetische Therapie zu erwagen. Bei Frauen mit Menorrhagie ist ggf.
weiterhin eine hormonelle Therapie mdglich. (106).

Die Therapie des VWS ist ebenfalls abhdngig von der Schwere der Erkrankung und besteht
bei Bedarf aus der Gabe des den VWF aus den Endothelzellen freisetzenden Desmopressins
oder der Gabe von VWF/FVIII-Konzentraten (80, 141). Bei Frauen mit Menorrhagie kann
Tranexamsaure oder ggf. eine hormonelle Therapie zum Einsatz kommen; auch bei
postpartaler Hamorrhagie ist Tranexamsaure zu erwagen (115). Weiterhin werden neue
genetische (Gentherapie mit dem ,dual-vector adenoassoziierten Virus“ oder transkriptionelles
»oilencing” mutierter Allele), protein- (Erhdhung des FVIII-Spiegels) und antikérperbasierte
(Beeinflussung des vVWF-Abbaus oder Erhéhung des endogenen vWF-Spiegels) Ansatze flr
die Therapie des VWS diskutiert (142).
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

Tabelle 9: In dieser Arbeit verwendete Gerate

Geratebezeichnung

Typ

Hersteller

Automatischer Hamatologie-
Analysator

Sysmex® KX-21N

Sysmex Deutschland GmbH,
Norderstedt

Durchflusszytometer

BD FACS Canto™ |I

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Kolbenhub-Einkanalpipetten

Eppendorf Reseach® plus,
variabel 0,1 — 2,5 pl
variabel 0,5 — 10 pl
variabel 2 — 20 pl

variabel 10 —100 pl
variabel 20 — 200 pl
variabel 100 — 1000 pl

Eppendorf Vertrieb Deutschland
GmbH, Wesseling

Magnetrihrer neoMag D-6010 neolLab® Migge, Heidelberg
pH/ORP-Meter HI 2211 Hanna Instruments Deutschland
GmbH, Vohringen
Prazisionswaage CPA 1003P Sartorius AG, Gottingen
R180D Sartorius AG, Gottingen

Schittler

Orbital Shaker DOS-10L

neolLab® Migge, Heidelberg

Vortexmischer

neo-Vortex D-6012

neolLab® Migge, Heidelberg

Wasserbad mit Einsatzen

ED-AP (042) (5A max 60°C),
Einsatz: 046

Julabo GmbH, Seelbach

Zentrifuge

Allegra X-30R (Rotor: SX4400)

Beckmann Coulter™ GmbH,
Krefeld

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 10: In dieser Arbeit verwendete Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Typ Hersteller

Blutentnahmerdhrchen S-Monovette® 10 ml 9NC Sarstedt AG&Co. KG,
(Antikoagulanz: 0,106 M Citrat) Numbrecht

Kanule mit Schlauch zur Safety-Multifly®-Set 21G 200 Sarstedt AG&Co. KG,

Blutentnahme mm mit Adapter 0,8x19 mm Numbrecht

Magnetrihrstédbchen

MR 50

A. Hartenstein GmbH, Wirzburg

Mehrfachdispenser mit
Spitzen

VWR Stepper mit Adapter fir
12,5 ml Dispenser-Spitzen

VWR International GmbH,
Darmstadt

Pipettenspitzen

TipONe 10/20 pl XL Graduated
Tip

StarLab GmbH, Hamburg

TipOne 200 pl Yellow Tip

StarLab GmbH, Hamburg

TipOne 1250 pl XL Graduated
Tip

StarLab GmbH, Hamburg

Polypropylen-Réhrchen mit
konischem Boden

Cellstar® Tubes 15 ml

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen
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Cellstar® Tubes 50 ml

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Polystyrol-Réhrchen

5mil

A. Hartenstein GmbH, Wirzburg

Reaktionsgefalie

Safe Seal Gefal3 (1,5 ml)

Sarstedt AG&Co. KG, Niimbecht

Safe Seal Gefal3 (2 ml)

Sarstedt AG&Co. KG, Niimbecht

Transferpipetten

Einmal-Pasteurpipetten mit
integriertem Saugball 3,5 ml

Sarstedt AG&Co. KG,
NiUmbrecht

3.1.3 Reagenzien

Tabelle 11: In dieser Arbeit verwendete Reagenzien

Bezeichnung

(Stamm-) Lésung

Bezugsquelle

Adenosindiphosphat

5 mM geldst in 0,9% (w/v) NaCl

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
(jetzt Merck KGaA, Darmstadt)

Convulxin

100 pg/ml geldst in HBSS, pH
7,4

Enzo Life Science GmbH,
Lorrach

Epinephrinhydrotantrat

1,82 mg/ml

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
(jetzt Merck KGaA, Darmstadt)

Fibrinogen Alexa 488

1 mg/ml gel6st in HBSS, pH 7,4

Life Technologies GmbH, Ober-
Olm

Formaldehyd 1% (v/v)

Formaldehyd 37% (v/v) verdunnt
in PBS, pH 7,4

Carl Roth GmbH&Co. KG,
Karlsruhe

Glycin-Prolin-Arginin-Prolin
(GPRP)

125 mM geldst in 0,9% (w/v)
NaCl

Bachem Distribution Services
GmbH, Weil am Rhein

Mepacrine (Quinacrin
dihydrochlorid)

10 mM in PBS, pH 7,4

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
(jetzt Merck KGaA, Darmstadt)

Natriumchlorid (NaCl)-Lésung,
isotonisch 0,9%

9 mg NaCl in 1 ml (molare
Konzentration: 0,154 mmol Na*,
0,154 mmol CI")

B. Braun, Melsungen AG,
Melsungen

Natriumhydroxid (NaOH)

2N

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
(jetzt Merck KGaA, Darmstadt)

Phosphatgepufferte
Salzlésung (PBS)

1:10 gel6st in ddH20, pH 7,4
(10x konzentrierte Losung
enthalt: 2,7 mM KCI, 140 mM
NaCl, 10 mM Phosphat)

AppiliChem GmbH, Darmstadt

Ristocetin Sulfat

15 mg/ml gel6st in 0,9% NaCl

Loxo GmbH, Dossenheim

Salzlésung nach Hanks
(HBSS)

HBSS W/O Ca?t, Mg?*,
Phenolrot, 10x

Life Technologies GmbH, Ober-
Olm

Salzsaure (HCI)

2M

Carl Roth GmbH&Co. KG,
Karlsruhe

Thrombin (aus bovinem
Plasma)

100 U/ml gelést in 0,9% (w/v)
NaCl

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
(jetzt Merck KGaA, Darmstadt)

3.1.4 Antikorper

Tabelle 12: In dieser Arbeit verwendete Antikdrper

Antikorper Klon Isotyp Spezies Konju- | Bezugsquelle

gegen gation

CD29 K20 IgG2a Maus FITC Beckman Coulter, Krefeld
CD36 FA6.152 IgG1 Maus FITC Beckman Coulter, Krefeld
CD36: 185-1G2 lgG2ax | Maus FITC Santa Cruz Biotechnology,
sC-21772 Heidelberg
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CD41/CD61 P2 IgG1 « Maus FITC Beckman Coulter, Krefeld

CD42a Beb-1 IgG1 Maus FITC Becton, Dickinson Biosciences,
Heidelberg

CD42b SZ2 IgG1 Maus FITC Beckman Coulter, Krefeld

CD62P AK-4 1gG1 « Maus FITC Becton, Dickinson Biosciences,
Heidelberg

CD63 H5C6 IgG1 « | Maus FITC Becton, Dickinson Biosciences,
Heidelberg

CD107a H4A3 IgG1 « | Maus PE Becton, Dickinson Biosciences,

(LAMP-1) Heidelberg

GPVI eFlour® | HY101 IgG1 « Maus APC Thermo Fisher Scientific, USA

660

VWF polyklonal IgG Schaf FITC BioRad Laboratories Inc,

(F8VWEF) Herkules, USA

3.1.5 Software-Programme

Tabelle 13: In dieser Arbeit verwendete Software-Programme

Software Hersteller

BD FACS DIVA Software© Becton, Becton, Dickinson Biosciences, Heidelberg

Version 6.1.3.

EndNote™, Version X9.1 und 20.2.1 Thomson Reuters (jetzt Clarivate Analytics), USA

GraphPad Prism, Version 7.04, 8.10, 9.3.1 GraphPad Software, Inc., USA

Micorsoft® Office 2019 fur Windows: Microsoft Corporation, USA

Word, Excel, PowerPoint

SAP Logon 730 Systeme, Anwendungen und Produkte in der
Datenverarbeitung (SAP), Walldorf

Sysmex Software, Version 1KXNH 00-10 Sysmex Europe GmbH, Nordenstedt

3.2 Methoden

3.2.1 Studiendesign

3.2.1.1 Studienpopulation, -art, Zeitraum

Diese Arbeit wurde mit Patient:innen der hamostaseologischen Ambulanz des Centrums flr
Thrombose und Hamostase (CTH) und der Ill. Medizinischen Klinik der Universitatsmedizin
Mainz durchgefuhrt.; des Weiteren wurden gesunden Kontrollproband:innen eingeschlossen.
Sie wurde als Langsschnittstudie durchgefihrt. Ein systematisches Screening der
Patient:innen mit hamorrhagischer Diathese unklarer Genese oder mit VWS Typ 1 fand im
Zeitraum September bis November 2018. Die sich anschlieRenden laboranalytischen
Messungen der Patient:innen begannen im November 2018 und erfolgten einschlief3lich der

Mehrfachanalysen zur Validierung sowie dem Einschluss einiger weiterer Patient:innen bis
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September 2019. Die Kontrollproband:innen wurden im Zeitraum Februar bis Spetember 2019

rekrutiert und untersucht. Wahrenddessen und anschliel3end fanden die Auswertungen statt.

3.2.1.2 Genehmigung

Die Datenerhebung dieser Arbeit erfolgte als regulare Diagnostik der Patient:innen aus der
hamostaseologischen Ambulanz des CTH wund der Ill. Medizinischen Klinik der
Universitatsmedizin Mainz. Die gesunden Kontrollproband:innen wurden Uber das Ethikvotum
der Ethik-Kommission / Landesarztekammer Rheinland-Pfalz (837.302.12; 25.07.12; 2018-
13290 1; 27.07.2018) eingeschlossen.

3.2.1.3 Datenschutz, Dokumentation, Datenspeicherung

In diesem Projekt wurden die Datenschutzrichtlinien der Universitatsmedizin Mainz
eingehalten und die arztliche Schweigepflicht geachtet. Die Teilnahme fiir Patient:innen und
Kontrollproband:innen war freiwillig, die Einwilligung erfolgte nach Aufklarung. Mit der
Einwilligung stimmten die Patient:innen und Kontrollproband:innen zu, dass personliche Daten
uber Alter, Geschlecht, Krankheitsgeschichte (insbesondere Blutungsereignisse), aktuelle
Medikation, Familienanamnese und Komorbiditaten gespeichert und in anonymisierter Form
publiziert werden dirfen. Die Speicherung und Auswertung der Daten erfolgte auf

zugriffskontrollierten Servern des CTH der Universitatsmedizin Mainz.

3.2.1.4 Fallzahlplanung

Die Fallzahlplanung erfolgte in Absprache mit Mitarbeiter:innen des Instituts fur Medizinische
Biometrie, Epidemiologie und Informatik (IMBEI) der Universitatsmedizin Mainz mit Hilfe des
unverbundenen, zweiseitigen T-Tests fur die durchflusszytometrische Analyse der
thrombozytaren Granulainhaltsstoffe ATP/ADP quantifiziert durch das Mepacrine-
Fluoreszenzsignal. Sie wurde anhand etablierter Methoden der Arbeitsgruppe von Frau Prof.
Dr. Jurk des CTH der Universitatsmedizin Mainz mit dem durchflusszytometrischen
Mepacrine-Fluoreszenzsignal durchgefilhrt, da ©-SPD zu den haufigsten hereditaren
Thrombozytopathien mit milder bis moderater Blutungsneigung gehoren (12). Der Mittelwert
des Mepacrine-Fluoreszenzsignals wurde bei gesunden Kontrollproband:innen bei 52,5 mit
einer Standardabweichung +12 (relative Einheiten) und bei Patient:innen mit nicht-

syndromaler -SPD (quantitativ oder qualitativ) bei <40,4 angenommen. Bei einer Power von
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80% und einem Signifikanzniveau a von 5% wurde eine Fallzahl von 14 Personen pro Gruppe

errechnet.

In die Studie eingeschlossen wurden 34 Patient:innen in der Gruppe ,Patient:iinnen mit
hamorrhagischer Diathese unklarer Genese®, 20 Patient:innen in der Gruppe ,Patient:innen

mit diagnostiziertem vWS Typ 1 und 18 gesunde Kontrollproband:innen.

3.2.1.5 Statistische Analyse

Die statistische Analyse erfolgte in Kooperation mit dem IMBEI der Universitatsmedizin Mainz.
Alle in der Studie erhobenen Daten wurden zu Beginn in Microsoft Excel- und Word-
Dokumenten erfasst. Die Auswertung und Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe der
Software GraphPad Prism. Dargestellt wurden die Ergebnisse in Tabellen, Box-Plots und
Liniendiagrammen. Bei der statistischen Auswertung wurde beachtet, ob die Daten
normalverteilt sind oder nicht. Fir die Prifung der Normalverteilung wurde der Shapiro-Wilk-
Test angewendet. Die Analyse von normalverteilten Daten wurde mit Hilfe des
unverbundenen, zweiseitigen T-Tests (,unpaired T-Test*) durchgefihrt. Lag keine

Normalverteilung vor, wurde der Mann-Whitney-Test verwendet.

Die statistischen Auswertungen erfolgten deskriptiv, explorativ und konfirmatorisch. Es wurde
zu einem Signifikanzniveau von lokal 5% getestet. Auf Adjustierung fur multiples Testen wurde
verzichtet. Haufigkeiten wurden mit dem 95%-Konfidenzintervall nach Wilson/Brown
angegeben. Bei kleiner GruppengroRe wurde auf die Angabe des Konfidenzintervalls

verzichtet.

3.2.1.6 Patient:innenrekrutierung

Die Patient:innenrekrutierung fand in der h&mostaseologischen Ambulanz des CTH und der
lll. Medizinischen Klinik der Universitatsmedizin Mainz im Zeitraum September 2018 bis
September 2019 statt. Innerhalb der reguléaren Diagnostik erfolgte bei den Patient:innen eine
standardisierte Abklarung der ha@morrhagischen Diathese mittels anamnestischer sowie
laboranalytischer Methoden inklusive Erhebung der vWF-Parameter und globalen
Thrombozytenfunktionstestungen. Das Laborscreening, welches im Zentrallabor der
Universitatsmedizin Mainz durchgefiihrt wurde, beinhaltete die Erfassung des Blutbildes, der
Globalgerinnung mittels Quick, INR, aPTT und Fibrinogen (abgeleitet sowie nach Clauss), dem

unspezifischen Entziindungsparameter CRP, den vWF-Parametern vWF-Antigen, vWF-
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Aktivitat, Kollagenbindungstest und vWF-Multimeranalyse, PFA-100 Kollagen/ADP, PFA-100
Kollagen/Epinephrin, LTA nach Born in PRP (mit den Agonisten Arachidonsaure, ADP,
Epinephrin, Kollagen und Ristocetin), FVIII-Aktivitat, dem Fibrinolyseparameter Plasminogen-
Aktivator-Inhibitoren (PAI) und dem FXIIl. Weitere Einzelfaktoren oder Parameter wurden ggf.
bei Auffalligkeiten der Globalgerinnung bestimmt. Fir die Validierung der Diagnostik wurden
die Blutuntersuchungen mehrfach im Abstand von wenigen Wochen wiederholt. Auf den
Ausschluss einer mdglichen Beeinflussung durch bestimmte Medikamente, Nahrungs-/

Genussmittel und Nahrungserganzungsstoffe (5) wurden die Patient:innen hingewiesen.

In einigen Fallen konnte trotz Wiederholung der Untersuchungen keine eindeutige Ursache
der hAmorrhagischen Diathese gefunden werden. Sind die Parameter PFA-100 Kollagen/ADP,
PFA-100 Kollagen/Epinephrin und/oder die LTA nach Born mindestens zweimal pathologisch
verandert, besteht Hinweis auf eine Funktionsstorung der Thrombozyten (15). Da die
standardisierten globalen Laboruntersuchungen die milden Thrombozytenfunktionsstérungen
jedoch nicht zuverlassig detektieren, liegt moglicherweise bei anamnestischer
Blutungsneigung auch bei Normwerten eine Thrombozytopathie vor. Auch bei Patient:innen,
bei denen ein mildes VWS Typ 1 diagnostiziert wurde, erklart dies die anamnestische
Blutungsneigung oft nicht ausreichend (120). Daher wurden im Rahmen dieses Projekts
Patient:innen mit anamnestischer Blutungsneigung unabhangig vom Ergebnis des
durchgefihrten ISTH-BAT, unabhéngig von der Thrombozytenkonzentration und unabhangig

von den Laborergebnissen der globalen Thrombozytenfunktionstests eingeschlossen.

3.2.1.6.1 Einschlusskriterien

Eingeschlossen wurden Patient:innen, die mindestens 18 Jahre alt waren, eine anamnestische
Blutungsneigung in der Eigen- und ggf. Familienanamnese aufwiesen und bei denen eine
»hamorrhagischen Diathese unklarer Genese* oder ein ,vVWS Typ 1* diganostiziert wurde. Der
Einschluss erfolgte nach Einholung einer informierten Einwilligung innerhalb der regularen
Diagnostik der hamostaseologischen Ambulanz des CTH und der Ill. Medizinischen Klinik der

Universitatsmedizin Mainz.

3.2.1.6.2 Ausschlusskriterien

Ausgeschlossen wurden Patient:innen, die unter 18 Jahre alt waren, bei denen ein VWS Typ
2 oder 3, eine syndromale Thrombozytopathie oder ein relevanter Gerinnungsfaktormangel
(108) diagnostiziert wurde oder die an einer erworbenen Thrombozytopathie bedingt durch die

Einnahme von bestimmten Medikamenten (z.B. Antikoagulanzien, Antifibrinolytika, B-Lactam-
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Antibiotika, Chemotherapeutika, NSAIDs <10 Tagen), Nahrungs- und Genussmitteln,
Nahrungsergéanzungsmitteln, systemischen Erkrankungen (z.B. Uramie, Lebererkrankungen,
myeloproliterative Erkrankungen) oder aktiven Tumorerkrankungen litten. Auch Patient:innen
mit kirzlich zurtickliegenden Operationen, akuten oder kirzlich zurtickliegenden Infektionen

und bestehender Schwangerschaft wurden ausgeschlossen (5, 15).

3.2.1.7 Kontrollproband:innenrekrutierung

In diese Studie wurden 18 gesunde Kontrollproband:innen im Zeitraum Februar bis September
2019 einschlossen. Die Aufklarung und Einwilligung erfolgte vor Durchfiihrung des ISTH-BAT
und der Blutentnahme. Die Kontrollproband:innen wurden verhaltnismafig nach Alter (+10

Jahre) und Geschlecht den Patient:innen zugeordnet.

3.2.1.7.1 Einschlusskriterien

Kontrollproband:innen wurden eingeschlossen, wenn sie mindestens 18 Jahre alt waren,
schriftlich eingewilligt haben (Ethikantrag mit der Studien-Nr. 837.302.12; 25.07.12;
FF109/2015) und eine passende Alters- (x10 Jahre) und Geschlechtszuordnung zu den
Patient:innen stattfinden konnte.

3.2.1.7.2 Ausschlusskriterien

Es wurden keine Kontrollproband:innen eingeschlossen, die jlinger als 18 Jahre alt waren und
eine anamnestische Blutungsneigung aul3erten bzw. ein pathologisches Ergebnis des ISTH-
BAT aufwiesen. Auch wurden sie ausgeschlossen, wenn die Einnahme von die
Thrombozytenfunktion beeinflussenden Medikamenten innerhalb der letzten 10 Tage (z.B.
NSAIDs, B-Lactam-Antibiotika), bestimmten Nahrungs-, Genuss- und
Nahrungserganzungsmittel erfolgt ist oder sie an systemischen Erkrankungen (z.B. Uramie,
Lebererkrankungen, myeloproliterative Erkrankungen) oder aktiven Tumorerkrankungen litten.
Auch bei kurzlich zurlckliegenden Operationen, akuten oder kirzlich zurtickliegenden

Infektionen oder Schwangerschatft erfolgte kein Einschluss.

3.2.2 Erfassung der Blutungseigenanamnese mit Hilfe des ISTH-BAT

Um eine einheitliche anamnestische Erfassung der hamorrhagischen Diathese in der

Eigenanamnese zu ermoglichen, erfolgte dies im Rahmen dieses Projektes mit Hilfe des
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standardisierten ISTH-BAT. Er wurde sowohl mit den Patientiinnen als auch mit den
Kontrollproband:innen durchgefiihrt. In dem Fragenbogen werden 14 Abschnitte mit folgenden
Symptomen kategorisiert (122, 143): Epistaxis, kutane Hamorrhagien, Blutungen aus kleinen
Wunden, Blutungen in der Mundhdhle, gastrointestinale Blutungen, Hamaturie, Blutungen
nach Zahnextraktionen, Blutungen nach Operationen oder gréReren Verletzungen,
Menorrhagie, postpartale Hamorrhagien, Muskelhamatome, Hamarthros, ZNS-Blutungen,
andere Blutungen (wie beispielsweise Nabelblutungen, Blutungen bei Blutentnahmen,
Ovulationsblutungen). Jeder Abschnitt wurde anschlieBend mit Hilfe eines
Auswertungsbogens mit einem Punktwert von 0-4 bewertet, bei dem das Alter der
Erstmanifestation, die Haufigkeit, das Ausmal3, der Zeitpunkt der Blutung sowie die bendtigte
Medikation eine Rolle spielten. Aus den Punkten ergibt sich in der Summe der sog. ,bleeding
score®, wobei ein pathologisches Ergebnis fir Manner ab einem Punktwert von >3, flr Frauen
ab >5 von 56 moglichen Punkten definiert ist (122, 144).

Der ISTH-BAT wurde zuné&chst fur Patient:innen mit vWS validiert (130, 145) und stellt einen
Konsensus von Blutungsanamnesefragebdgen dar (122). Seine Eignung fur Patient:innen mit
hereditdiren Thombozytopathien und -penien stand zun&cht nicht im Fokus der
Untersuchungen (143), jedoch zeigen aktuelle Studien (146), dass er sich auch als gutes
diagnostisches Screeninginstrumment fir Thrombozytopathien eignet. Kirzlich wurde seine
Differenzierungsfahigkeit zwischen Patient:innen mit Thormbozytopathie und gesunden
Kontrollproband:innen vom Scientific Sub-Committee (SSC) ,Platelet Physiology“ der ISTH
validiert (147); weiterhin wurde gezeigt, dass ein hoher ,bleeding score” unabhéngig von der
Diagnose auf ein hohes Risiko fur nachfolgende Blutungsereignisse hindeutet (148). Die
Genauigkeit bei Unterscheidung zwischen einem VWS Typ 1 und einer Thrombozytopathie ist
gering (147).

3.2.3 Familienanamnese, Medikation, Komorbiditaten

Neben der Eigenanamnese wurde die Familienanamnese der Patientiinnen und
Kontrollproband:innen erhoben. Dabei ging es in erster Linie um familidr aufgetretene
Blutungsereignisse und -neigungen sowie um bereits diagnostizierte hamorrhagische
Diathesen. Des Weiteren wurden die aktuelle sowie kirzlich zuriickliegende Medikationen und
Komorbiditaten erfragt. Dabei wurde noch einmal besonders auf die unter Kapitel 3.2.1.6.2

Ausschlusskriterien genannten Aspekte geachtet.
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3.2.4 VenoOse Blutenthahme

Die vendse Blutentnahme erfolgte nach Aufklarung und Einwilligung der Patient:innen und
Kontrollproband:innen nach standardisierten Methoden (149, 150). Sie wurde unmittelbar vor
Beginn der Versuche und i.d.R. von derselben Person durchgefihrt. Fir die Blutentnahme
wurden 10 ml Monovetten mit dem Antikoagulanz Citrat verwendet; das vorgeschriebene
Citrat-Vollblutverhaltnis wurde eingehalten. Punktiert wurde je nach anatomischen
Gegebenheiten i.d.R in der Ellenbeuge (Vena mediana cubiti, Vena basilica, Vena cephalica).
Dabei wurde darauf geachtet, dass die Venenstauung moglichst kurz stattfand, um eine lokale
Hamokonzentration und Aktivierung der Gerinnung und Fibrinolyse zu verhindern. Auch wurde
das Blut langsam entnommen, um eine Aktivierung der Thrombozyten zu vermeiden. Der
anschlie3ende direkte Transport der Blutprobe fand unter kérperwarmen Bedingungen statt;

es wurde auf minimale Bewegung der Probe geachtet.

3.2.5 Automatischer Hamatologie-Analysator

Im Anschluss an die Blutentnahme wurde mit Hilfe des automatischen Hamatologie-
Analysators ein kleines Blutbild erstellt. Dies umfasst die Erythrozyten-, Leukozyten- und
Thrombozytenkonzentration, die Hamoglobinkonzentration, den Hamatokrit und die
Erythrozytenindizes MCH, MCHC und MCV. Des Weiteren wurde ein Erythrozyten-,
Leukozyten- und Thrombozytenhistogramm erstellt. In Rahmen dieses Projekts wurde das
Thrombozytenhistogramm genauer betrachtet, welches die Thrombozytenverteilungsbreite,
das mittlere Thrombozytenvolumen (MPV) und den Anteil grof3er Thrombozyten beinhaltet
(151).

Allgemeines Messprinzip des automatischen Hamatologie-Analysators ist das Aliquotieren
und Versetzen der Blutproben mit verschiedenen Reagenzien, um zellspezifische
Eigenschaften zZu analysieren. Die Erythrozyten-, Leukozyten- und
Thrombozytenkonzentrationen sowie deren Volumenverteilungsbreiten werden Uber das
elektrische Widerstandsmessprinzip erhoben, bei dem die Anderung der Leitfahigkeit der
Verdinnungsflissigkeit durch die Blutzellen zur Zéhlung und GrofRenbestimmung verwendet
wird. Daraus lassen sich anschlie3end die Erythrozytenindizes berechnen und der Hamatokrit
mittels  kumulativer  Impulshéhensummierung ermitteln. Fur die Analyse der
Leukozytenkonzentration werden zuvor die Erythrozyten lysiert; ebenso bei der Hamoglobin-
Messmethode, bei der es nach Oxidation von Eisen (Fe)?* zu Fe*" zur Bildung eines stabilen

Methamoglobin-Komplexes kommt, welcher photometrisch messbar ist (151).
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3.2.6 Durchflusszytometrie - Allgemeines Versuchsprinzip

Die Durchflusszytometrie (,fluorescence activated cell sorting® (FACS)) ist ein Verfahren,
welches das Zahlen sowie die Analyse von physikalischen und molekularen Eigenschaften
von Zellen und Partikeln in einer Suspension auf Einzelzellebene ermdglicht. Dies geschieht
mit Hilfe der Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen, wodurch Oberflachen- und intrazellulare
Molekile durch Aussendung charakteristischer Lichtsignale detektiert werden kénnen (152).

Fur die Analyse werden die Zellen einzeln an einem Detektionssystem in einer Messkammer
(sog. Flusszelle, .flow cell) mit geblndelten Laserstahlen geeigneter Wellenlange
vorbeigeleitet. Dabei ist es wichtig, dass die Zellen einzeln den Laserstrahl passieren, wobei
man sich des Prinzips der hydrodynamischen Fokussierung bedient: Wahrend die
Probenflissigkeit von einer Kapillare angesaugt und zur Messkammer geleitet wird, wird sie
von einer schneller flieBenden Tragerflissigkeit umgeben, in der eine laminare Strémung
erzeugt wird (sog. Hillstrom). Dies bewirkt eine Zunahme der FlieRgeschwindigkeit der Zellen
in der Mitte der Probe. Zusatzlich wird der Querschnitt der Messkiivette verkleinert, was zu
einer weiteren Beschleunigung und Ordnung der Zellen fuhrt. Dies erlaubt dann das einzelne

Passieren der Zellen vor dem Laserstahl.

Wahrend des Passierens des Laserstrahls erzeugen die Zellen ein fir jeden Zelltyp
charakteristisches Streulicht (,light scatter), welches von einem Detektor ausgewertet wird.
Analysiert wird das Vorwarts- (,forward scatter channel“ (FSC)) und das Seitwdrtsstreulicht
(,side scatter channel” (SSC)), die zusammen Zellen mit gleichen Eigenschaften gruppieren
und somit spezifische Zellgruppen identifizieren kdnnen. Mit Hilfe des FSC ist es moglich, die
GroRRe der einzelnen Zellen zu bestimmen. Es wird im Winkel von etwa 20° zur Achse des
Laserstrahls detektiert, wohingegen das SSC im Winkel von etwa 90° gestreut wird. Das SSC
gibt Informationen Uber die inneren Strukturen und Granularitdt der Zellen. Die
Lichtstreuungen werden Uber einen Detektor aufgenommen und die Intensitat des erzeugten
Signals wird grafisch aufgetragen. Damit kann eine Aussage uUber die Eigenschaft jeder
einzelnen analysierten Zelle getroffen werden; durch die Analyse >1000 Zellen/Sekunde sind

dann reprasentative Informationen tber Zellpopulationen mdéglich.

Um die Zellen weiter zu differenzieren und zu charakterisieren, werden fluorochrommarkierte
Antikérper oder andere Substanzen verwendet, die an spezifischen Oberflachen- oder
intrazellularen Strukturen der Zellen binden. In dieser Arbeit wurde das Fluorochrom
Fluorescein isothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE) sowie Allophycocyanin (APC)

verwendet. Die Elektronen der Fluorochrome werden durch den monochromatischen Laser
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angeregt, indem sie das Licht einer fur jedes Fluorochrom spezifischen Wellenlédnge
absorbieren. Dadurch gelangen sie auf ein héheres Energieniveau, fallen jedoch innerhalb
weniger Nanosekunden aus diesem instabilen Zustand auf ihr Ursprungsenergieniveau zurtick
und emittieren dabei Energie in Form von Licht einer gréReren Wellenlange. Dies kann von
speziellen Photodetektoren (Photomultiplier) gemessen und umgewandelt werden. Bsp. liegt
das Absorptionsmaximum von FITC, dem in dieser Arbeit am haufigsten verwendeten

Fluorochom, bei 490 nm, wohingegen das Emissionsmaximum 525 nm betragt (152).

Die gemessenen Signale werden anschliel3end grafisch dargestellt. Fir diese Arbeit eignete

sich die Darstellung im Einzelzelldiagramm (,dot-plot®).

3.2.7 Durchflusszytometrische Quantifizierung der Rezeptor-Antigenbindungs-

stellen (ABS) der Hauptglykoproteine auf der Thrombozytenoberflache

Die Rezeptor-ABS der Hauptglykoproteine auf der Thrombozytenoberflache GPIIb/llla
(Integrin aupPs), GPIba, GPIX (GPIb/V/IX), GPVI, GPlla (Integrin B1) und CD36 wurden in
dieser Arbeit durchflusszytometrisch im Citrat-Vollblut quantifiziert. lhre physiologischen
Agonisten sowie die laborintern bestimmte Anzahl an Rezeptor-ABS pro Thrombozyt sind in
Tabelle 14 aufgefiihrt; weiterhin ist die im Literaturvergleich (153, 154) angenommene Anzahl
an Rezeptor-ABS gezeigt. Es wurde je 50 pl Vollblut in verschiedene Polystyrol-Réhrchen
pipettiert und mit je 50 ul phosphatgepufferter Salzldsung (PBS), pH 7,4, verdinnt. Dazu

wurden je 5 ul einer der folgenden Antikdrper gegeben:

Tabelle 14: Hauptglykoproteine der Thrombozyten mit verwendeten Antikdrpern,
physiologischen Agonisten, der laborintern bestimmten sowie im Literaturvergleich
angenommenen Anzahl an Rezeptor-ABS pro Thrombozyt

Hauptglyko- Antikorper Physio- Laborintern Im Literatur-
proteine der (Klon) logischer bestimmte Anzahl vergleich
Thrombozyten Agonist an Rezeptor-ABS angenommene
(Beispiel) pro Thrombozyt Anzahl an
Mittelwert (MW), Rezeptor-ABS
Median (MD), pro Thrombozyt
(Min.-Max.wert) (153, 154)
MW: 66540
(mgP:::/g'aﬁ | | CDALCDSL (P2) | Fibrinogen, W MD: 66702 80%%%0-01%%0
grin dibPs (52988 — 77300)
MW: 16064
GPlba CD42b (SZ2) VWF MD: 15149 Zgggg(_) gé\(/)vdo
(13217 - 25249)
MW: 23302
GPIX Thrombospon- ) 32400 bzw.
(GPIbV/IX) CD42a (Beb-1) din-1, vVWF MD: 22928 20000 - 30000

(17381 - 29462)
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MW: 23526
GPVI %Eg'(ﬁ'jfg{()@ Kollagen MD: 28174 1%%%0_‘3228’2’)'0
(13021 - 30495)
MW: 7820
GPlla CD29 (K20) Kollagen MD: 7816 4600 bzw.
(Integrin B1) (5895 - 11127) 2000 - 4000
CD36 CD36 (FA6.152) Thrombospon- II\\/IA\S/ §§§§§ 16700 bzw.
CD36 (185-1G2) din-1 (20813 - 54907) 10000 - 25000

Die Proben inkubierten 20 min bei 120 rpm auf dem Schuittler; anschliel3end wurde mit je 2 ml
PBS verdunnt. Von jeder Probe wurden 500 pl in neue Polystyrol-Rohrchen transferiert und
wieder mit 2 ml PBS verdinnt. Anschlie3end wurden die Proben im Durchflusszytometer bei
mittlerer Flussrate und einer Spannung von 600 gemessen. Die Messung war innerhalb der
ersten 1,5 Stunden nach Blutentnahme abgeschlossen.

3.2.8 Durchflusszytometrische Erhebung des Aktivierungsstatus und der

Agonisten-induzierten Aktivierungsfahigkeit der Thrombozyten in vitro

Fur die durchflusszytometrische Analyse des Aktivierungsstatus der Thrombozyten in vitro
wurde die CD62P-, CD63- und LAMP-1-Oberflachen-Expression, die vVWF-Bindung sowie die
Fahigkeit, extern zugesetztes Fibrinogen ohne Zusatz von Agonisten zu binden, erhoben. Die
Agonistentitration fand zur Beurteilung der Fahigkeit, externes Fibrinogen und den VWF zu
binden, statt und wurde fir Fibrinogen mit den Agonisten ADP, Convulxin, Epinephrin und
Thrombin und fur den vVWF mit Ristocetin durchgefiihrt. Des Weiteren wurde die Agonisten-
induzierte Granulasekretion durch Induktion der CD62P-, CD63- und LAMP-1-
Oberflachenexpression durch die Agonisten Convulxin und Thrombin sowie die Aufnahme und
Freisetzung von Mepacrine in die bzw. aus den &-Granula, induziert durch Convulxin und
Thrombin, erhoben. Die Funktionstests erfolgten in thrombozytenreichem Plasma (,platelet-
rich plasma“ (PRP)).

3.2.8.1 Gewinnung von thrombozytenreichem Plasma

Die Gewinnung von PRP erfolgt aus Citrat-Vollblut. Daftir wurde das Citrat-Vollblut bei 200 xg
mit niedriger Bremse (Stufe 2) fir 10 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die Zentrifugation
nutzt das Prinzip der Massentragkeit, um Zellen aus Suspensionen anhand ihrer Grof3e, Dichte
und Form durch unterschiedliche Sedimentationsgeschwindigkeiten zu separieren. PRP stellt
nach der Zentrifugation des Citrat-Vollblutes die oberste Phase dar, welche mit einer

Transferpipette entnommen und in ein Polystyrol-Réhrchen tberfihrt wurde. Dabei wurde
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darauf geachtet, einen Sicherheitsabstand zu den sich anschlieRenden Leukozyten- und
Erythrozytenphasen einzuhalten, um eine Kontamination zu vermeinden. Nach dem Transfer
wurde die Thrombozytenkonzentration in PRP im automatischen Hamatologie-Analysator
bestimmt. Um fir die spatere Messung im Durchflusszytometer eine adaquat niedrige
Konzentration zu ermdglichen, wurde das gewonnene PRP um den Faktor 1:7 mit PBS, pH

7,4, verdinnt.

3.2.8.2 Thrombozytenaktivierungsmarker

Je nach Funktionstest wurden verschiedene Aktivierungsmarker vor oder nach der Agonisten-
induzierten Aktivierung der Thrombozyten zum verdinnten PRP gegeben. Die
Aktivierungsmarker dienen dem durchflusszytometrischen Nachweis der spezifischen

Struktur, an die sie binden.

3.2.8.2.1 Mepacrine

Mepacrine ist ein Antibiotikum, welches historisch zur Malariaprophylaxe und -therapie
eingesetzt wurde, heute jedoch nicht mehr als Arzneimittel zugelassen ist. Es hat eine hohe
Affinitat fur Adeninnukleotide und akkumuliert aufgrund des hohen Gehalts an ADP spezifisch
in den &-Granula der Thrombozyten (155). Nach Aktivierung der Thrombozyten und
Freisetzung der Inhaltsstoffe der &-Granula nimmt auch die intrazelluldre Mepacrine-
Konzentration wieder ab. Da Mepacrine autofluoreszierend ist, lasst es sich
durchflusszytometrisch im FITC-Kanal darstellen (42, 43, 156). Mepacrine wurde im Verhaltnis
1:20 zum verdiinnten PRP gegeben, nachdem es zuvor um den Faktor 1:100 in PBS, pH 7,4,
vorverdinnt wurde. Um die Aufnahme in die &-Granula zu erméglichen, inkubierte es vor

Aktivierung der Thrombozyten 5-10 min im verdinnten PRP.

3.2.8.2.2 Fibrinogen

Fibrinogen ermdglicht Gber den aktivierten GPIIb/llla-Kompelx eine Quervernetzung der
Thrombozyten und ist damit essentiell fir die Bildung eines Thrombozytenaggregats wahrend
der primaren Hamostase (25). Durch den Zusatz von mit dem Fluorochrom Alexa 488
konjugieirtem Fibrinogen, welches dadurch durchflusszytometrisch nachweisbar ist, kann

seine Bindungsfahigkeit bzw. der Aktivierungszustand des GPIIb/llla-Komplexes gezielt
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nachgewiesen werden. Fibrinogen wurde direkt vor Aktivierung der Thrombozyten im

Verhaltnis 1:10 zum verdinnten PRP hinzugegeben.

3.2.8.2.3 VWF

Der vWF ist ebenfalls essentiell an der Aktivierung der Thrombozyten wahrend der Himostase
beteiligt (49). Die Bindung des VWF an die Thrombozyten wurde in dieser Arbeit nach
Aktivierung der Thrombozyten mit Ristocetin (s.u.) und anschlieRender Fixierung bestimmt.
Dafir wurde der Antikérper gegen den vVWF 1:100 in PBS, pH 7,4, vorverdinnt.

3.2.8.2.4 CD62P, CD63, LAMP-1

CD62P, CD63 und LAMP-1 sind in der thrombozytaren Granulamembran lokalisierte Proteine,
die erst nach Aktivierung und Sekretion der Granula auf die Thrombozytenoberflache
gelangen, wo sie Uber spezifische Antikdrper nachweisbar sind. CD62P (P-Selektin) ist ein
Adhasionsmolekil, das die Interaktion zwischen Thrombozyten und Leukozyten vermittelt
(157) und auf der Membran der a-Granula nachweisbar ist. (38). CD63 (Granulophysin) ist auf
der Membran der d-Granula (41) und der Lysosomen (48) lokalisiert und wird als Modulator
der Signaltransduktion von Oberflachenproteinen diskutiert (37). Uber LAMP-1, deren
Funktion bisher unbekannt ist, erfolgt der Nachweis der Exozytose der Lysosomen (46).

3.2.8.3 Agonisten

Fur die Thrombozytenfunktionstests mit den verschiedenen Aktivierungsmarkern wurden

unterschiedliche Agonisten verwendet (siehe Tabelle 15).

Tabelle 15: Aktivierungsmarker mit verwendeten Agonisten

Agonist // CD62P CD63 Fibrinogen LAMP-1 Mepacrine VWF
Aktivierungs-

marker

ADP X

Convulxin X X X X X

Epinephrin X

Ristocetin X
Thrombin X X X X X

65



3.2.8.3.1 ADP

ADP ist ein physiologischer Agonist der Thrombozyten und wirkt Gber den P2Y:- und P2Y1»-
Rezeptor. Es wird in den 8-Granula gespeichtert und spielt vor allem eine wichtige Rolle beim

Ruckkopplungsmechanismus der Verstarkung der Thrombozytenaktivierung (56).

3.2.8.3.2 Convulxin

Convulxin ist ein starker, physiologisch nicht im menschlichen Blut vorkommender Aktivator
der Thrombozyten. Das heterodiméare Protein zahlt zur Familie der C-Typ Lektine und wurde
aus dem Gift der tropischen Klapperschlange Crotalus durissus terrificus isoliert (158, 159).
Die meisten Proteine dieser Familie aus Schlangengiften wirken inhibitorisch auf die
Thrombozytenaktivierung; Convulxin jedoch fihrt Uber eine hochaffine Bindung an den
Kollagenrezeptor GPVI zur Thrombozytenaktivierung (158). Da Kollagen jedoch noch an
weiteren Rezeptoren bindet, gibt es Unterschiede im zeitlichen Verlauf und der Auspréagung
der Wirkung der Signaltransduktion. Damit eignet sich Convulxin aber fur eine spezifische

Testung dieses Rezeptors (159).

3.2.8.3.3 Epinephrin

Epinephrin ist die synthetische Form von Adrenalin und wirkt wie Adrenalin an den a-
adrenergen Rezeptoren der Thrombozyten. Dartber fordert es die Thrombozytenaktivierung
sowie eine Verstarkung der Wirkung durch andere Agonisten (64).

3.2.8.3.4 Ristocetin

Ristocetin ist ein Antibiotikum der Vancomycin-Gruppe, das heutzutage nicht mehr verwendet
wird. Es erhoht die Affinitat des vVWF zum GPIb, das eine wichtige Rolle bei der Aktivierung
der Thrombozyten spielt. Daher wird Ristocetin bei Tests eingesetzt, welche die An- oder
Abwesenheit des VWF Uberprifen (160).

3.2.8.3.5 Thrombin

Thrombin ist einer der starksten Agonisten der Thrombozytenaktivierung und durch seine
Aufgabe, Fibrinogen zu Fibrin zu spalten, essentiell fiir die Bildung eines stabilen Thrombus.
An den Thrombozyten wirkt Thrombin vor allem Uber die Rezeptoren PAR1 und PAR4 (68).
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Bei Verwendung von Thrombin bei den in dieser Arbeit durchgefihrten
Thrombozytenfunktionstests wurde vor der Aktivierung der Thrombozyten GPRP, bestehend
aus der Aminosaurensequenz Glycin-Prolin-Arginin-Prolin, im Verhaltnis 1:100 zum
verdiinnten PRP hinzugegeben. GPRP bindet an Fibrinogen und verhindert dessen
Fibrinpolymerisation (161), die ansonsten im Kontakt mit Thrombin ausgeldst werden und die
Beurteilung der Bindungsfahigkeit der Thrombozyten von Fibrinogen unmdglich machen

wirde.

3.2.8.4 Agonistentitration

Die Aktivierung der Thrombozyten wurde mit aufsteigenden Konzentrationen der Agonisten
durchgefuhrt. Daftr wurden die in Tabelle 16 beschriebenen Konzentrationen der Agonisten

in Polystyrol-R6hrchen vorgelegt.

Tabelle 16: Verwendete Konzentrationen der Agonistentitration je Polystyrol-Réhrchen

Agonist // I Il Il v \%
Polystyrol-R8hrchen

ADP [uM] 0 0,125 0,25 0,75 -

Convulxin [ng/ml] 0 1,25 2,5 5 20
Epinephrin [uM] 0 1 5 10 20
Ristocetin [mg/ml] 0 0,4 0,6 0,8 1

Thrombin [U/ml] 0 0,025 0,05 0,1 0,2

Die Aktivierung erfolgte durch druckvolles Pipettieren von je 100 pl sich in PRP befindlichen,
mit PBS verdinnten und je nach Funktionstests ggf. bereits mit den Aktivierungsmarkern
Mepacrine oder Fibrinogen versetzten Thrombozyten zu den in verschiedenen
Konzentrationen vorgelegten Agonisten. Um keine weitere Aktivierung wie beispielsweise

durch Scherkrafte zu provozieren, wurden die Proben in den folgenden 36 min nicht bewegt.

Nach 6 min wurde die Aktivierung mit je 100 pl 1%-haltigem Formaldehyd abgestoppt und 30
min bei Raumtemperatur zur Fixierung inkubiert. Beachtet wurde, dass bis zum Beginn der
Fixierung der Thrombozyten nicht mehr als 1,5 Stunden nach Blutentnahme vergingen. Nach
30 min Inkubation wurde die Fixierung mit 1 ml PBS gestoppt, und die Proben wurden bei 800
xg mit maximaler Bremse (Stufe 9) 10 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Dadurch sanken
die Thrombozyten auf den Boden der Probe und der Uberstand konnte anschlieRend mit einer
Transferpipette abpipettiert werden. Das Restvolumen in den Polystyrol-R6hrchen betrug

anschlie3end etwa 150 pl.
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Zu den Proben der Funktionstests mit den Aktivierungsmarkern Mepacrine und Fibrinogen
wurde erneut je 500 ul PBS hinzugegeben. Diese Proben waren nun fertig fir die Messung im

Durchflusszytometer.

Zu den anderen Proben wurden jeweils 5 pl von entsprechenden Antikbrpern zum Nachweis
der Aktivierungsmarker CD62P, CD63, LAMP-1 und vWF gegeben. Der Antikorper gegen den
VWF wurde zuvor im Verhaltnis 1:100 in PBS, pH 7,4, vorverdinnt. Die Proben inkubierten bei
Raumtemperatur fir 60 min bei 120 rpm auf dem Schuttler. Danach wurden je 500 pl PBS

hinzugegeben und anschlieBend durchflusszytometrisch gemessen.

3.2.8.5 Durchflusszytometrische Analyse

Die Proben wurden nacheinander im Durchflusszytometer gemessen, wobei sie vor jeder
Messung mit Hilfe des Vortexmischers resuspendiert wurden. Pro Probe wurden 10 000
Thrombozyten (10 000 events) bei mittlerer Geschwindigkeit gemessen. Ein Event ist dabei
definiert als das Signal, das eine Zelle beim Passieren des Lichtstrahls erzeugt.

Es wurden folgende Spannungen verwendet: bei den Funktionstests mit dem
Aktivierungsmarker Mepacrine wurde eine Spannung von 750 im FITC-Kanal, fur Fibrinogen
eine Spannung von 600 im FITC-Kanal, fir CD62P, CD63 und VWF eine Spannung von 640

im FITC-Kanal und fur LAMP-1 eine Spannung von 620 im PE-Kanal verwendet.

Mit Hilfe der BD FACS Diva Software wurden die Signale in einem Einzelzelldiagramm (,dot-
plot“) grafisch dargestellt. Daraus wurde ein bestimmtes Areal abgegrenzt, in dem sich
moglichst viele Thrombozyten als Einzelzellen befanden. Von den ermittelten Werten wurde
der Mittelwert in einem Excel-Dokument grafisch dargestellt, um die Verdnderungen wéhrend
der Thrombozytenaktivierung in Abhangigkeit von den verschiedenen Konzentrationen der

Agonisten zu beurteilen.

68



4 Ergebnisse

4.1 Deskriptive Statistik

In die vorliegende Arbeit wurden insgesamt 54 Patient:innen mit Verdacht auf hereditare nicht-
syndromale Thrombozytopathien eingeschlossen; 34 in der Gruppe ,Patientiinnen mit
hamorrhagischer Diathese unklarer Genese® und 20 in der Gruppe ,Patientiinnen mit
diagnostiziertem vWS Typ 1% Fur die Auswertung wurden diese Gruppen jeweils nach
Bestéatigung oder Nicht-Bestatigung einer Thrombozytenfunktionsstérung (,platelet function
disorder”, PFD) weiter unterteilt. Die Gruppe ,nicht-bestatigte PFD ohne vWS Typ 1% (nbPFD
-VWS1) umfasste 29 Patient:innen, die Gruppe ,nicht-bestatigte PFD mit vWS Typ 1 (nbPFD
+VWS1) 16 Patientiinnen, die Gruppe ,bestatigte PFD ohne VWS Typ 1 (PFD -VWS1) 5
Patient:innen und die Gruppe ,bestatigte PFD mit vWS Typ 1 (PFD +VWS1) 4 Patient:innen.
Weiterhin wurden 18 erwachsene Kontrollproband:innen (Kontrollen) eingeschlossen. Die
Auswertung erfolgte zunéchst in diesen finf Gruppen; zusatzlich sind die Analysen der 9
Patient:innen mit bestatigter PFD mit und ohne vWS Typ 1 im Vergleich zu den
Kontrollproband:innen ausfuhrlicher dargestellt. 9 von 54 Patientiinnen mit bestatigter
phanotypischer PFD entspricht einer Haufigkeit von 16,67%. Bestétigte PFD dieser Arbeit sind
eine Stérung der ADP-vermittelten Thrombozytenaktivierung (ADP-ind. PFD) (1 Patientin),
eine Stoérung der Epinephrin-vermittelten Thrombozytenaktivierung (Epin.-ind. PFD) (2
Patientinnen), eine ,Gi-like*“ PFD (1 Patient, diese Darstellung findet sich in den Kapiteln der
Patient:innen mit Stérung der ADP- bzw. Epinephrin-vermittelten Thrombozytenaktivierung)

und &-Storage-Pool-Erkrankungen (8-SPD) (5 Patient:innen).

4.1.1 Patient:innen- und Kontrollproband:innencharakteristika

Die Charakteristika der Patient:innen und Kontrollproband:innen sind in Tabelle 17 aufgefihrt.
Das Alter der Patient:innen der Gruppe nbPFD -VWS1 lag zum Untersuchungszeitpunkt im
Mittel bei 41,83 Jahren (Altersspanne 19 bis 69 Jahre), das der Gruppe nbPFD +VWSL1 bei
47,44 Jahren (Altersspanne 18 bis 75 Jahre) und das der Gruppe PFD -VWS1 ahnlich bei
43,20 Jahren (Altersspanne 19 bis 75 Jahre). Zu beachten ist bei allen drei Gruppen die sehr
groR3e Breite der Altersspanne. Das mittlere Alter der Gruppe PFD +VWS1 lag mit 31,5 Jahren
(Altersspanne 20 bis 50 Jahre) im Vergleich zu den anderen Gruppen etwas niedriger.
Aufgrund der verhaltnismafRigen Zuordnung von Alter und Geschlecht lag das mittlere Alter
der Kontrollproband:innen zum Untersuchungszeitpunkt mit 44,22 Jahren (Alterspanne 24 bis
69 Jahre) ahnlich.
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Bei der Verteilung der Geschlechter ist hervorzuheben, dass insgesamt deutlich mehr Frauen
als Manner rekrutiert worden sind (z.B. Verhdltnis Frauen:Manner: nbPFD -VWS1:
86,2%:13,8%, nbPFD +VWS1l: 100%:0%, Kontrollen: 72,2%:27,8%). Dieser
geschlechtsspezifische Unterschied war weniger deutlich ausgepragt, aber ebenso vorhanden
bei den bestétigten PFD (Verhéltnis Frauen:Manner: PFD -VWS1: 60%:40% und PFD +VWS1.:
75%:25%).

In der Familienanamnese bezlglich Blutungsereignissen war in erster Linie ein Unterschied
zwischen Patient:innen mit und ohne VWS Typ 1 festzustellen: Patient:innen der Gruppe
nbPFD +VWS1 hatten deutlich haufiger eine positive Familienanamnese bezuglich
Blutungsereignissen (Verhaltnis positivinegativ: 87,5%:12,5%) als in der Gruppe nbPFD -
VWS1 (37,9%:62,1%). Bei Patient:innen mit bestatigter PFD ist dieser Unterschied nicht mehr
so deutlich; das Verhdltnis zwischen positiver und negativer Familienanamnese beziglich
Blutungsereignissen war etwa ausgewogen (PFD -VWS1: 40%:60%, PFD +VWS1: 50%:50%).

Komorbiditdten  der  Krankheitsklassen  Autoimmunerkrankungen,  hamatologische
Erkrankungen, kardiovaskulare Erkrankungen, stattgehabte Thrombosen, neurologische
Erkrankungen sowie einige weitere haufig vorkommende Erkrankungen der untersuchten
Patient:innen lassen sich ebenso der Tabelle 17 entnehmen; weiterhin vorliegende
Komorbiditdten anderer Krankheitsklassen wurden nicht aufgefiihrt. Bei keiner der
Patient:innen lag eine der unter Kaptitel 3.2.1.6.2 Ausschlusskriterien genannten
Erkrankungen wie beispielsweise bestimmte systemische Erkrankungen (wie Uramie,
Lebererkrankungen, myeloproliterative Erkrankungen) oder eine aktive Tumorerkrankung vor.
Im Rahmen dieser Arbeit sind insbesondere die Thrombozytopenien unter den
hamatologischen Erkrankungen hervorzuheben, die vereinzelt in allen Patient:innengruppen
vorkamen. In den Gruppen ohne VWS Typ 1 (nbPFD -VWS1 und PFD -VWS1) waren jeweils
2 Patient:innen betroffen, in den Gruppen mit vWS Typ 1 (nbPFD +VWS1 und PFD +VWS1)
jeweils eine Patient:in. Weiterhin haufig feststellbare Erkrankungen der Patient:innen tGber die
Gruppen verteilt waren arterielle Hypertonien, Varikosis, Migréane, Schilddriisenerkrankungen

(insbesondere Hypothyreosen) sowie Asthma bronchiale.

Auch die Medikation der aufgefuhrten Arzneimittelklassen der Patient:innen sind in der Tabelle

17 dargestellt; weiterhin eingenommene Medikamente anderer Arzneimittelklassen wurden

nicht aufgefihrt. Es erfolgte keine Einnahme von die Thrombozytenfunktion

beeintrachtigenden Medikamenten wie beispielsweise Antikoagulanzien, Antifibrinolytika, B-

Lactam-Antibiotika, Chemotherapeutika oder NSAIDs <10 Tagen (siehe Kapitel 3.2.1.6.2

Ausschlusskriterien). Haufig eingenommene Medikamente der untersuchten Patient.innen
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sind verschiedene Antihypertensiva, Kontrazeptiva, Opioide, Schilddrisenhormone (L-

Thyroxin) und Protonenpumpeninhibitoren.

Tabelle 17: Patient:innen- und Kontrollproband:innencharakteristika. Angabe der Mittelwerte
sowie Min.- und Max.werte bzw. Angabe als absolute und relative Haufigkeiten je Gruppe

Kontrollen nbPFD nbPFD PFD PFD
(n=18) -VWS1 +VWS1 -VWS1 +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
Alter zum Unter- 44,22 41,83 47,44 43,20 31,50
suchungszeitpunkt (24,00 (19,00 (18,00 (19,00 (20,00
[Jahre] - 69,00) - 78,00) - 75,00) - 75,00) - 50,00)
Geschlecht
Frauen 13 (72,2%) 25 (86,2%) 16 (100%) 3 (60%) 3 (75%)
Méanner 5 (27,8%) 4 (13,8%) 0 (0%) 2 (40%) 1 (25%)
Fam. Blutungs- unbekannt
ereignisse
positiv 11 (37,9%) | 14 (87,5%) 2 (40%) 2 (50%)
negativ 18 (62,1%) 2 (12,5%) 3 (60%) 2 (50%)
Komorbiditéten unbekannt
Autoimmun-
erkrankungen
Raynaud-Syndrom 1 (3,5%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Multiple Sklerose 1 (3,5%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Hashimoto-Thyreoiditis 2 (6,9%) 2 (12,5%) 0 (0%) 0 (0%)
Morbus Basedow 1 (3,5%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Hématologische
Erkrankungen
Thrombozytopenie 2 (6,9%) 1 (6,3%) 2 (40%) 1 (25%)
Leichte Dys- 0 (0%) 0 (0%) 1 (20%) 0 (0%)
fibrinogenamie
Leichter FXIII-Mangel 1 (3,5%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Leichter Anti-thrombin- 0 (0%) 0 (0%) 1 (20%) 0 (0%)
Mangel
Faktor-V-Leiden- 1 (3,5%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Mutation
Thalassamie 0 (0%) 0 (0%) 1 (20%) 0 (0%)
Kardiovaskulére
Erkrankungen
Arterielle Hypertonie 8 (27,6%) 3 (18,8%) 1 (20%) 0 (0%)
Hypotonie 1 (3,5%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Varikosis 4 (13,8%) 0 (0%) 2 (40%) 0 (0%)
Osophagusvarizen 1 (3,5%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Milzarterien- 0 (0%) 0 (0%) 1 (20%) 0 (0%)
aneurysma
Thrombosen:
Analvenenthrombose 1 (3,5%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Pfortaderthrombose 1 (3,5%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Neurologische
Ergrankungen
Migrane 3 (10,3%) 2 (12,5%) 0 (0%) 0 (0%)
Epilepsie 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (25%)
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Weitere haufige
Erkrankungen

Hypothyreose 5 (17,2%) 4 (25%) 2 (40%) 0 (0%)
Hyperthyreose 0 (0%) 0 (0%) 1 (20%) 0 (0%)
Asthma bronchiale 2 (6,9%) 1 (6,3%) 1 (20%) 0 (0%)
Medikation unbekannt

Antihypertensiva:

ACE-Hemmer 3 (10,3%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Sartane 7 (24,1%) 3 (18,8%) 0 (0%) 0 (0%)
Betablocker 6 (20,7%) 3 (18,8%) 0 (0%) 0 (0%)
Calciumkanalblocker 2 (6,9%) 2 (12,5%) 0 (0%) 0 (0%)
Antidepressiva:

Selektive Serotonin- 2 (6,9%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Wiederaufnahme-

hemmer (SSRI)

Selektive Serotonin- 1 (3,5%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (50%)
und Noradrenalin-

Wiederaufnahme-

hemmer (SSNRI)

Trizyklische 1 (3,5%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Antidepressiva

Melatonin-Rezeptor- 0 (0%) 1 (6,3%) 0 (0%) 0 (0%)
Agonisten

Kontrazeptiva:

Ostrogen-Gestagen- 5 (17,2%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Kombinationen

Gestagen- 1 (3,5%) 3 (18,8%) 0 (0%) 0 (0%)
Monopraparate

Opioide 4 (13,8%) 1 (6,3%) 0 (0%) 0 (0%)
Antikonvulsiva 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (25%)
Immunsuppressiva 1 (3,5%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Weitere haufige
Medikamente

L-Thyroxin 5 (17,2%) 6 (37,5%) 2 (40%) 0 (0%)
Protonenpumpen- 6 (20,7%) 2 (12,5%) 0 (0%) 0 (0%)
Inhibitoren (PPI)

Statine 2 (6,9%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Abkirzungen: nb: nicht bestatigt, PFD: Thrombozytenfunktionsstérung (,platelet function disorder®),
-[+VWS1: ohne/mit von Willebrand-Syndrom Typ 1

4.1.2 Blutzellparameter

Tabelle 18 zeigt die Uberwiegend normwertigen Blutparameter des kleinen Blutbildes des
automatischen Hamatologie-Analysators Leukozyten-, Erythrozyten- und
Hamoglobinkonzentration, Hamatokrit, Thrombozytenkonzentration und MPV der
Patient:innen und Kontrollproband:innen. Eine Ausnahme stellt die
Thrombozytenkonzentration dar; eine Thrombozytopenie (Thrombozytenkonzentration

<150x10%ul) konnte bei einzelnen Patient:innen aller Gruppen festgestellt werden (siehe
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oben). Eine Thrombozytose (Thromboytenkonzentration >360x10%ul) lag bei keiner der

Patient:innen vor.

Tabelle 18: Kleines Bluthild der Patient:innen und Kontrollproband:innen des automatischen
Hamatologie-Analysators. Angabe der Mittelwerte sowie Minimal- und Maximalwerte je

Gruppe

Kontrollen nbPFD nbPFD PFD PFD
(n=18) -VWS1 +VWS1 -VWS1 +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
Leukozyten- 5,42 5,26 5,54 6,02 4,73
konzentration (3,70 (2,60 (3,70 (3,80 (3,00
[x 103/pul] - 7,60) - 10,50) - 8,10) -7,70) -7,10)
Erythrozyten- 4,32 4,26 4,05 4,64 4,38
konzentration (3,89 (3,45 (3,31 (4,25 (4,17
[x 108/ul] - 4,80) - 5,19) - 4,48) - 5,03) - 4,63)
Hamoglobin- 13,00 12,65 11,81 13,58 12,95
konzentration (12,10 (10,10 (20,70 (12,90 (12,70
[g/d]] -14,70) -14,70) -13,70) - 15,00) - 14,00)
Hamatokrit [%] 37,52 37,28 35,33 40,36 37,83
(34,70 (30,00 (32,10 (38,90 (35,80
- 42,00) - 43,20) - 40,90) - 43,50) - 39,20)
Thrombozyten- 229,80 211,90 228,40 196,60 189,30
konzentration (160,00 (58,00 (114,00 (36,00 (105,00
[x 103/ul] - 307,00) - 307,00) - 366,00) - 340,00) - 244,00)
MPV [fl] 8,29 8,70 8,42 8,76 8,10
(7,30 (7,20 (7,30 (7,80 (7,70
- 9,90) -10,10) - 10,60) - 10,30) - 8,30)

In Tabelle 19 ist das Blutgerinnungsscreening der Patient:innen der hamostaseologischen
Ambulanz des CTH und der Ill. Medizinischen Klinik aus dem Zentrallabor der
Universitatsmedizin Mainz dargestellt. Hervorzuheben ist, dass die Werte der Globalgerinnung
in allen Gruppen mehrheitlich normwertig sind (beispielsweise liegen alle Quick-Werte im
Referenzbereich zwischen 70-130% und alle aPTT-Zeiten im Referenzbereich zwischen 25-
37s). Bei den vWF-Parametern der Patient:innen mit VWS Typ 1 (nbPFD +VWS1 und PFD
+VWS1) lassen sich niedrigere Werte als bei den Patient:innen ohne vWS Typ 1 (nbPFD -
VWS1 und PFD -VWS1) feststellen, jedoch liegen auch diese mehrheitlich im Referenzbereich
(beispielsweise finden sich bei der vVWF-Aktivitat in den Gruppen nbPFD +VWS1 und PFD
+VWS1 Mittelwerte von 85,94 und 56,50%; diese liegen niedriger als die Mittelwerte der
Gruppen nbPFD -VWS1 und PFD -VWS1 mit 101,10 und 133,80%).

Weiterhin beinhaltet Tabelle 19 die Ergebnisse des Thrombozytenfunktionsanalysators-
(“Platelet Function Analyser”, PFA) 100 und der Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) nach
Born in PRP. Hier wurde dargestellt, ob PFA-100 und LTA nach Born normwertig, 1x auffallig,
gleich oder mehr als 2x aufféllig oder aufgrund einer zu geringen Thrombozytenkonzentration

oder fehlerhafter Préanalytik nicht bestimmt worden sind. Als auffallig werden hier Werte
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bezeichnet, die Abweichungen von den in Kapitel 2.2.4 Diagnostik genannten Referenzwerten
zeigen. Konkrete Messwerte von zwei Untersuchungen der Patient:innen mit bestétigter PDF
finden sich im Kapitel 4.1.3. Ausgewahlte Charakteristika von Patient:innen mit bestatigter
PFD. Die Tabelle 19 verdeutlicht, dass trotz des Vorliegens einer PFD der PFA-100
normwertige Ergebnisse aufzeigen kann: 60% der Patient:innen der Gruppe PFD -VWS1
hatten bei Stimulation der Thrombozyten mit dem Agonisten Kollagen/ADP normwertige, 0%
gleich oder mehr als 2x auffallige Ergebnisse; bei Stimulation mit dem Agonisten
Kollagen/Epinephrin zeigten sich in dieser Gruppe zu 60% gleich oder mehr als 2x aufféllige
Ergebnisse. Bei den Patient:innen der Gruppe PFD +VWS1 fanden sich hingegen im PFA-100
bei Stimulation mit beiden Agonisten zu 75% gleich oder mehr als 2x aufféllige Ergebnisse.
Die Ergebnisse des PFA-100 der Patient:innen mit nicht-bestéatigten PFD (nbPFD -VWS1 und
nbPFD +VWS1) zeigten keinen richtungsweisenden Befund; jedoch war der PFA-100 bei
Patient:innen der Gruppe nbPFD +VWS1 haufig gleich oder mehr als 2x auffallig: 62,5% bei
Stimulation mit Kollagen/ADP und 75% bei Stimulation mit Kollagen/Epinephrin.

Bei den Patient:innen mit nicht-bestatigter PFD stellte sich die LTA nach Born mehrheitlich
normwertig dar. Auch bei den Patient:innen mit bestatigten PFD (PFD -VWS1 und PFD
+VWS1) war die LTA nach Born Uberwiegend normwertig; eine Ausnahme bildet die Zugabe
von Epinephrin (PFD -VWS1: 100% =2x auffallige Ergebnisse, PFD +VWS1: 50% 22x und
25% 1 auffalliges Ergebnis) und teilweise bei Zugabe von ADP (PFD -VWS1: 40% =2x
auffallige und 20% 1 auffalliges Ergebnis). Eine konkrete Auswertung der LTA nach Born bei
Aktivierung der Thrombozyten mit dem Agonisten Ristocetin war aufgrund fehlender Angaben
von Referenzwerten des Zentrallabors der Universitatsmedizin Mainz nicht méglich; beim
Vergleich der Gruppen untereinander waren die Mediane der erhobenen Prozentwerte am
niedrigsten bei Patient:innen mit bestétigter PFD ohne vWS Typ 1 (Ristocetin 0,6 mg/ml: 2,0%
und Ristocetin 1,2 mg/ml: 79,6%), gefolgt von bei Patient:innen mit bestatigter PDF mit VWS
Typ 1 (Ristocetin 0,6 mg/ml: 4,1% und Ristocetin 1,2 mg/ml: 83,1%) und etwas héher bei
Patient:innen mit nicht-bestéatigter PFD (nbPFD -VWSL1: Ristocetin 0,6 mg/ml: 5,8% und
Ristocetin 1,2 mg/ml: 92,4%, nbPFD +VWS1: Ristocetin 0,6 mg/ml: 5,0% und Ristocetin 1,2
mg/ml: 89,2%).
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Tabelle 19: Blutgerinnungsscreening der Patient:innen der hamostaseologischen Ambulanz
des CTH und der Ill. Medizinischen Klinik aus dem Zentrallabor der Universitdtsmedizin Mainz.
Angabe der Mittelwerte sowie Minimal- und Maximalwerte bzw. Angabe als absolute und
relative Haufigkeiten je Gruppe

nbPFD nbPFD PFD PFD
-VWS1 +VWS1 -VWS1 +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
CRP [mg/1] 1,96 3,33 4,00 3,63
(0,20 (0,20 (1,40 (0,43
- 11,00) - 11,00) - 5,50) - 6,30)
Quick [%] 107,20 111,40 101,00 108,80
(80,00 (85,00 (92,00 (96,00
- 133,00) - 130,00) -111,00) - 120,00)
INR 0,97 0,96 1,02 0,95
(0,90 (0,90 (1,00 (0,90
-1,10) -1,10) -1,10) - 1,00)
APTT [s] 30,52 31,24 30,04 31,70
(26,50 (26,90 (25,40 (28,90
- 37,70) - 37,90) - 36,20) - 35,80)
Fibrinogen (abgeleitet) [mg/d] 287,88 295,40 289,50 275,80
(205,00 (204,00 (222,00 (260,00
-411,00) - 507,00) - 335,00) - 291,00)
Fibrinogen (nach Clauss) 276,60 281,30 312,00 280,00
[mg/dI] (175,00 (173,00 (150,00 (265,00
- 453,00) - 352,00) - 364,00) - 295,00)
FVIII:C [%] 124,80 118,70 150,70 88,08
(75,40 (75,60 (94,60 (75,40
- 222,00) - 239,00) - 230,00) - 113,00)
VWF:AG [%] 111,90 98,06 153,20 62,25
(59,00 (54,00 (93,00 (40,00
- 247,00) - 198,00) - 220,00) - 74,00)
VWEF-AKktivitat [%] 101,10 85,94 133,80 56,50
(55,00 (54,00 (86,00 (34,00
- 268,00) - 167,00) - 192,00) - 71,00)
FXIII [%] 112,70 128,60 108,60 80,00
(75,00 (106,00 (72,00 (80,00
- 150,00) - 141,00) - 184,00) - 80,00)
Kollagenbindungstest [%] 109,30 107,40 152,40 53,53
(52,80 (68,70 (82,00 (42,20
-242,70) - 197,50) - 235,90) - 68,00)
PFA-100 normwertig 14 (48,3%) 5 (31,3%) 3 (60%) 0 (0%)
Kollagen/ 1x auffalligt 5 (17,2%) 1 (6,3%) 1 (20%) 0 (0%)
ADP >2x auffallig! 9 (31,0%) 10 (62,5%) 0 (0%) 3 (75%)
nicht 1 (3,4%) 0 (0%) 1 (20%) 1 (25%)
bestimmt?
PFA-100 normwertig 5 (17,2%) 3 (18,8%) 0 (%) 0 (0%)
Kollagen/ 1x auffalligt 12 (41,4%) 1 (6,3%) 1 (20%) 0 (0%)
Epinephrin =>2x auffallig! 10 (34,5%) 12 (75%) 3 (60%) 3 (75%)
nicht 2 (6,9%) 0 (0%) 1 (20%) 1 (25%)
bestimmt?
LTA nach normwertig 27 (93,1%) 16 (100%) 4 (80%) 3 (75%)
Born — Ara- | 1x aufféllig* 1 (3,4%) 0 (0%) 1 (20%) 0 (0%)
chidonsaure | 22x auffalligt 1 (3,4%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (25%)
0,5 mg/ml
LTA nach normwertig 27 (93,1%) 16 (100%) 2 (40%) 3 (75%)
Born - 1x auffallig* 2 (6,9%) 0 (0%) 1 (20%) 1 (25%)
ADP >2x auffallig! 0 (0%) 0 (0%) 2 (40%) 0 (0%)
10 pM
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LTA nach normwertig 21 (72,4%) 11 (68,8%) 0 (0%) 1 (25%)
Born - 1x auffallig? 1 (3,4%) 4 (25%) 0 (0%) 1 (25%)
Epinephrin 22x auffallig! 7 (24,1%) 1 (6,3%) 5 (100%) 2 (50%)
10 uM
LTA nach normwertig 27 (93,1%) 14 (87,5%) 4 (80%) 3 (75%)
Born - 1x auffallig? 1 (3,4%) 2 (12,5%) 2 (20%) 0 (0%)
Kollagen 22x auffallig! 1 (3,4%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (25%)
10 pg/ml
LTA nach Minimum 2,9 1,8 1,2 0,90
Born - 25%
Ristocetin Perzentile 3.7 3.0 1.6 1.2
0,6 mg/ml Median 5,8 5,0 2,0 41
% 0
%] 5% 8,3 7,5 45 7.1
Perzentile
Maximum 16,5 9,3 5,6 7,4
LTA nach Minimum 82,7 64,7 46,7 69,2
Born - 25%
Ristocetin Perzentile 89.1 83,9 614 718
1,2 mg/ml Median 92,4 89,2 79,6 83,1
% 0
%] % 93,9 91,8 92,7 91,7
Perzentile
Maximum 98,9 95,7 93,5 93,4

1 Als auffallig werden hier Werte des PFA-100 und der LTA nach Born in PRP bezeichnet, die
Abweichungen von den in Kapitel 2.2.4 Diagnostik genannten Referenzwerten zeigen
2 Nicht bestimmt aufgrund einer zu geringen Thrombozytenkonzentration oder fehlerhafter Praanalytik

4.1.3 Ausgewahlte Charakteristika von Patient:innen mit bestatigter PFD

In dieser Arbeit wurde bei 9 der insgesamt 54 eingeschlossenen Patient:innen eine PFD
bestéatigt, bei 4 dieser Patient:.innen (Patient:in 6-9, siehe Tabelle 20) wurde zusatzlich ein VWS
Typ 1 diagnostiziert. Tabelle 20 zeigt ausgewahlte Charakteristika dieser 9 Patient:innen. Die
Altersverteilung wies eine groBe Spannweite von 19 bis 75 Jahren auf. Die
Geschlechterverteilung lag bei doppelt so vielen Frauen wie Mannern; zu beachten ist jedoch,
dass in die Studie insgesamt auch deutlich mehr Frauen als Manner eingeschlossen wurden.
Die Thrombozytenkonzentration war mehrheitlich normwertig, jedoch lag bei zwei Patienten
(Patient 1 und 6) eine leichte und bei einer Patientin (Patientin 2) eine ausgepragte
Thrombozytopenie vor. Das MPV der Patient:iinnen war normwertig, es hatte eine
Verteilungbreite zwischen 7,7 und 10,3fl. Der ISTH-BAT ,bleeding score® war mit Ausnahme
einer Patientin (Patientin 4) bei allen Patient:innen erhéht, bei einigen deutlich erhéht (siehe
Kapitel 4.2.1 Erfassung der Blutungseigenanamnese mit Hilfe des ISTH-BAT). Diagnostizierte
PFD waren eine Patientin mit einer Stérung der ADP-vermittelten Thrombozytenaktivierung
(Patientin 9), zwei mit einer Stérung der Epinephrin-vermittelten Thrombozytenaktivierung
(Patientin 4 und 5), ein Patient mit einer “Gi-like” PFD (Patient 3) und funf mit einer 8-SPD
(Patient:innen 1, 2, 6, 7, und 8).
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Tabelle 20: Ausgewadhlte Charakteristika von Patient:innen mit bestétigter PFD

Thrombo-
N Alter VWS1 | zytenkon- | MPV ISTH-BAT
Patient:in Geschlecht ; »bleeding PFD
[Jahre] zentration [fl score*
[x 103/ul]
1 50 mannlich - 116 10,3 10 0-SPD
2 19 weiblich - 36 7,8 10 0-SPD
. “Gi-like”
3 20 mannlich - 215 8,3 8 PED
. i Epinephrin-
4 75 weiblich 340 7,8 5 ind. PED
. i Epinephrin-
5 52 weiblich 276 9,6 11 ind. PED
6 31 mannlich + 105 7,7 6 0-SPD
7 50 weiblich + 244 8,3 8 0-SPD
8 25 weiblich + 188 8,3 15 0-SPD
. ADP-ind.
9 20 weiblich + 220 8,1 PED

Tabelle 21 zeigt die Ergebnisse von Untersuchungen des PFA-100 (Kollagen/ADP und
Kollagen/Epinephrin) und der LTA nach Born in PRP (mit den Agonisten Arachidonsaure,
ADP, Epinephrin, Kollagen und Ristocetin) aus dem Zentrallabor der Universitatsmedizin
Mainz der Patient:innen mit bestétigter PFD. Da nur jeweils zwei von zum Teil mehr erfolgten
Untersuchungen der Patient:iinnen in der Tabelle aufgefihrt sind, kénnen die Angaben
vereinzelt von der in Tabelle 19 erfolgten Einteilung in normwertig bis gleich oder mehr als 2x
auffallig abweichen. Bei einer zu geringen Thrombozytenkonzentration (Patient:innen 2, 6 und
teilweise 1) konnte der PFA-100 nicht erhoben werden. AuRerdem wurde die LTA nach Born
aufgrund fehlerhafter Praanalytik bei den Patientinnen 2 und 9 nur einmal erhoben. Die Tabelle
verdeutlicht, dass, wie oben beschrieben, trotz des Vorliegens einer PFD sowohl normwertige
Ergebnisse im PFA-100 (beispielsweise bei den Patient:innen 1, 3 und 4 im PFA-100
Kollagen/ADP) und/oder in der LTA nach Born (beispielsweise bei der Patientin 7) als auch
auffallige Ergebnisse im PFA-100 (beispielsweise bei den Patient:innen 8 und 9 sowohl bei
Stimulation mit Kollagen/ADP als auch bei Kollagen/Epinephrin) und/oder der LTA nach Born
(beispielsweise bei den Patientiinnen 2 und 6 bei allen Agonisten) feststellbar waren.
Hervorzuheben ist, dass die Ergebnisse des PFA-100 Kollagen/Epinephrin bei allen
Patient:innen (wenn bestimmbar) aufféllige Ergebnisse aufzeigten. Auch die LTA nach Born

bei Verwendung des Agonisten Epinephrin zeigte sich, mit Ausnahme der Patientin 7, auffallig.
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Tabelle 21: Ergebnisse von jeweils zwei beispielhaften Untersuchungen des PFA-100 und der
LTA nach Born in PRP aus dem Zentrallabor der Universitatsmedizin Mainz der Patient:innen
mit bestatigter PFD

Pa- | PFA-100 | PFA-100 LTA LTA LTA LTA LTA LTA
tient Kolla- Kolla- nach nach nach nach nach nach
iin gen/ gen/Epi- Born - Born - Born - Born - Born - Born -
ADP nephrin | Arachi- ADP Epine- Kolla- Risto- Risto-
[s] [s] donséu- 10 uMm phrin gen 10 | cetin 0,6 | cetin 1,2
re 0,5 [%0] 10 uM pg/ml mg/ml mg/ml
mg/ml (6] [%] [%6] [%6]
[%]
1 98 1761 72 47,2 3,2t 64,5 31 46,2
nicht nicht 68,7 49,31 7,81 73,2 1,0 82,1
bestimmt | besimmt
2 nicht nicht 2,81 26,41 4,91 1,21 1,9 46,7
bestimmt | bestimmt
nicht nicht nicht nicht nicht nicht nicht nicht
bestimmt | bestimmt | bestimmt | bestimmt | bestimmt | bestimmt | bestimmt | bestimmt
3 92 237* 88,1 40,7* 6,11 79,3 3,9 93,3
103 >300! 64,4 46,41 55,41 68,2 4,4 68,7
4 103 170! 77,6 79,7 24,71 88,9 5,6 79,6
84 165! 83,3 80,4 26,11 81,7 6,2 83,6
5 1221 196! 82,4 89,5 8,3t 86,6 6,6 89,5
112 2574 76,1 83,5 245! 74,3 58 88,9
6 nicht nicht 5831 | 554! | 11,1t 3,8t 4 59,9
bestimmt | bestimmt
nicht nicht 8,61 68,8 13,51 13,3 2,0 79,5
bestimmt | bestimmt
7 130! 1941 71,7 80,9 81,8 62,1 0,9 69,2
121 293! 92,8 83,6 83,7 94,3 54 81,8
8 166! 300* 93,3 89,7 36! 85,9 6,2 93,4
1441 227% 90,7 76,0 14,21 88,1 3,7 89,2
9 155 209! 82,8 73,4 23,61 78,8 7,4 86,7
2111 2381 nicht nicht nicht nicht nicht nicht
bestimmt | bestimmt | bestimmt | bestimmt | bestimmt | bestimmt
1 Auffallige Ergebnisse mit Abweichungen von den in Kapitel 2.2.4 Diagnostik genannten

Referenzwerten

4.1.4 Pravalenzerhebung von Patient:innen mit vermutlich hereditaren, nicht-
syndromalen Thrombozytopathien der hdmostaseologischen Ambulanz
des CTH und der Ill. Medizinischen Klinik der Universitatsmedizin Mainz

im Zeitraum September bis November 2018

Ein systematisches Screening der Patient:innen mit hamorrhagischer Diathese der

hamostaseologischen Ambulanz des CTH wund der Ill. Medizinischen Klinik der
Universitatsmedizin Mainz erfolgte im Zeitraum September bis November 2018. In diesem
Zeitraum wurden 37 der insgesamt 54 in die Studie eingeschlossenen Patient:innen rekrutiert
und 158 Patient:innen aufgrund der in Tabelle 22 aufgefuhrten Kriterien ausgeschlossen. Bei

11 der 37 Patient:innen war zusétzlich ein vWS Typ 1 in domo oder extern diagnostiziert. Die
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laboranalytischen Messungen der Patient:innen begannen im November 2018 und erfolgten
einschlie3lich der Mehrfachanalysen zur Validierung bis September 2019. Zur Erlangung einer
ausreichenden Fallzahl von 14 Personen pro Gruppe (siehe Kapitel 3.2.1.4 Fallzahlplanung)
und aufgrund weiterer Anfragen der hamostaseologischen Ambulanz des CTH und der lIl.
Medizinischen Klinik der Universitditsmedizin Mainz erfolgte nach dem festgelegten
Screeningzeitraum von drei Monaten (September bis November 2018) der Einschluss von 17
weiteren Patient:innen, sodass insgesamt 54 Patient:innen untersucht wurden. Von den 17
weiterhin eingeschlossenen Patient:innen war bei 9 ein VWS Typ 1 in domo oder extern
diagnostiziert. Bei 9 der insgesamt 54 eingeschlossenen Patient:innen wurde phanotypisch

eine PFD bestatigt, was einer Haufigkeit von 16,67% entspricht.

Da jedoch nur im Zeitraum September bis November 2018 ein systematisches Screening der
Patient:innen mit hdmorrhagischer Diathese der hdmostaseologischen Ambulanz des CTH
und der Ill. Medizinischen Klinik der Universitatsmedizin Mainz stattfand, erfolgte die
Pravalenzerhebung ausschlieB3lich mit den in diesem Zeitraum rekrutierten 37 Patient:innen.
In diesem Zeitraum konnten 5 PFD bestatigt werden: eine Patientin mit einer Stérung der ADP-
und eine mit einer Storung der Epinephrin-vermittelten Thrombozytenaktivierung, ein Patient
mit einer ,Gi-like* PFD und zwei Patient:innen mit einer 8-SPD. Bei zwei der Patient:innen ist
zusatzlich ein vWS Typ 1 diagnostiziert (die Patientin mit der Stérung der ADP-vermittelten
Thrombozytenaktivierung und eine mit &-SPD). Folglich ergibt sich eine Pravalenz von
vermutlich hereditéaren, nicht-syndromalen Thrombozytopathien bei Patientiinnen mit
hamorrhagischer Diathese unklarer Genese oder mit vWS Typ 1 der hamostaseologischen
Ambulanz des CTH und der Ill. Medizinischen Klinik der Universitatsmedizin Mainz im
Zeitraum September bis November 2018 von 13,5% (mit einem Konfidenzintervall von 5,9-
28,0%) (siehe Tabelle 23).
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Tabelle 22: Ausschlusskriterien durch das systematische Screening der ambulanten
Patient:innen mit hdmorrhagischer Diathese der hdmostaseologischen Ambulanz des CTH
und der lll. Medizinischen Klinik der Universitatsmedizin Mainz im Zeitraum September bis
November 2018. Angabe als absolute Haufigkeiten

Ausschlusskriterien Anzahl
ausgeschlossener
Patient:innen

<18 Jahre 0
Schwangerschaft 11
Medikament6s induzierte Blutungsneigungen (z.B. Einnahme von 21
Antikoagulanzien, Antifibrinolytika, Chemotherapeutika)

Systemische Erkrankungen (z.B. Uramie, Lebererkrankungen, 10
myeloproliterative Erkrankungen, aktive Tumorerkrankungen)

VWS Typ 2 oder 3 19
Erworbenes VWS 9
Andere diagnostizierte hamorrhagische Diathesen (z.B. Hamophilie, 61

diagnostozierte syndromale Thrombozytopathien, relevante
Gerinnungsfaktorméngel)

Kirzlich zuriickliegende Operation 1
Eventuell moglicher Einschluss, aber keine weitere Untersuchung 26
gewdilnscht/ nicht erreichbar

Gesamt: 158

Tabelle 23: Pravalenzerhebung von vermutlich hereditdren, nicht-syndromalen
Thrombozytopathien bei Patient:innen mit hamorrhagischer Diathese unklarer Genese oder
mit VWS Typ 1 der hamostaseologischen Ambulanz des CTH und der Ill. Medizinischen Klinik
der Universitatsmedizin Mainz im Zeitraum September bis November 2018. Angabe als
absolute bzw. relative Haufigkeiten

Anzahl davon bestatigte Pravalenz [%]
Patient:innen PFD (95%-Konfidenzintervall
nach Wilson/Brown [%])
-VWS1 26 3
+VWS1 11 2
gesamt 37 5 13,5 (5,9-28,0)

4.2 Explorative Analyse

4.2.1 Erfassung der Blutungseigenanamnese mit Hilfe des ISTH-BAT

Die Erfassung der Blutungseigenanamnese wurde in dieser Arbeit mit Hilfe des ISTH-BAT
durchgefuhrt. In Abbildung 1 ist der sog. ,bleeding score“ aller Patient:innen und
Kontrollproband:innen und getrennt nach Geschlechtern dargestellt; Tabelle 24 verdeutlicht
dies mit Angabe der Mittelwerte sowie Minimal- und Maximalwerten je Gruppe. Bei den
Kontrollproband:innen konnte der ISTH-BAT aus organistatorischen Griinden nur bei 17 der

18 Personen erhoben werden; anamnestisch war auch bei der weiteren Kontrollprobandin
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keine Blutungsneigung vorhanden, weshalb bei den weiteren Untersuchungen nicht von einer
Verzerrung auszugehen ist. *Statistisch auffallig (siehe Tabelle 25) war der deutliche
Unterschied im Vergleich zwischen Kontrollproband:innen und Patient:innen: Der Mittelwert
des ,bleeding score“ aller Kontrollproband:innen lag bei 1, wohingegen er bei den
Patient:innen zwischen 8,35 (nbPFD -VWS1) und 11,63 (nbPFD +VWS1) erhoben wurde. Die
Patient:innen der Gruppen mit bestatigter PFD hatten einen Mittelwert von 8,80 (PFD -VWS1)
und 8,75 (PFD +VWS1). Auffallig war auch die gro3e Spannweite des ,bleeding score” bei den
Patient:innen insgesamt von 2 (Normalwert) bis 22 (deutliche Blutungsneigung). Patient:innen
mit bestatigter PFD hatten mit Ausnahme einer Patientin (mit einem grenzwertigen ,bleeding
score” von 5) alle einen pathologisch erhdhten ,bleeding score® (ab einem Punktwert von >3
fur Manner und >5 fir Frauen (144)). Eine sichere Unterscheidung zwischen Patient:innen mit
VWS Typ 1 und/oder PFD war anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht mdglich. Bei
Betrachtung der ISTH-BAT getrennt nach Geschlechtern war festzustellen, dass Patienten mit
PFD tendenziell einen etwas hdheren ,bleeding score® hatten als Patienten mit nicht-
bestatigter PFD: Der Mittelwert des ,bleeding score” der Manner in den Gruppen PFD -VWS1
und PFD +VWSL1 lag bei 9 und 6 im Vergleich zur Gruppe nbPFD -VWSL1, in der er bei 4,25
lag (die Gruppe nbPFD +VWSL1 beinhaltete keine Patienten). Bei den Patientinnen war diese
Tendenz nicht festzustellen.

ISTH-BAT - gesamt
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Abbildung 1: ISTH-BAT ,bleeding score”aller Kontrollproband:innen und Patient:innen (A) und
getrennt nach Geschlechtern: Frauen (B) und Manner (C). Box-Plot-Darstellung mit Minimal-

und Maximalwert je Gruppe

Tabelle 24: ISTH-BAT ,bleeding score” aller Kontrollproband:innen und Patient:innen und
getrennt nach Geschlechtern. Angabe der Mittelwerte (MW) (Normalverteilung) und Mediane

(MD) (keine Normalverteilung) (Zutreffendes hervorgehoben) sowie Minimal- und
Maximalwert je Gruppe
ISTH-BAT - gesamt
Kontrollen nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=17) (n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
MW: 1,00 MW: 8,35 MW: 11,63 MW: 8,80 MW: 8,75
MD: 1,00 MD: 8,00 MD: 12,50 MD: 10,00 MD: 7,00
(0,00 - 3,00) (2,00 - 22,00) (2,00 - 18,00) (5,00 - 11,00) (6,00 - 15,00)
ISTH-BAT - Frauen
Kontrollen nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=12) (n=25) (n=16) (n=3) (n=3)
MW: 0,92 MW: 9,00 MW: 11,63 MW: 8,67 MW: 9,67
MD: 1,00 MD: 9,00 MD: 12,50 MD: 10,00 MD: 8,00
(0,00 - 2,00) (2,00 - 22,00) (2,00 - 18,00) (5,00 - 11,00) (6,00 - 15,00)
ISTH-BAT - Manner
Kontrollen (n=5) nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=4) (n=0) (n=2) (n=1)
MW: 1,20 MW: 4,25 MW: 9,00 MW: 6,00
MD: 1,00 MD: 4,50 - MD: 9,00 MD: 6,00
(0,00 - 3,00) (3,00 - 5,00) (8,00 - 10,00) (6,00 - 6,00)
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Tabelle 25: p-Werte des ISTH-BAT ,bleeding score“ im Vergleich zwischen allen
Kontrollproband:innen und Patient:innen und getrennt nach Geschlechtern. Verwendung des
unpaired T-Tests (Normalverteilung) oder Mann-Whitney-Tests (keine Normalverteilung).
*statistisch auffallig

ISTH-BAT - gesamt
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
Kontrollen <0,0001* <0,0001* <0,0001* 0,0003*
(n=17) Mann-Whitney- Mann-Whitney- Mann-Whitney- Mann-Whitney-
Test Test Test Test
ISTH-BAT - Frauen
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=25) (n=16) (n=3) (n=3)
Kontrollen <0,0001* <0,0001* 0,0044* 0,0044*
(n=12) Mann-Whitney- Mann-Whitney- Mann-Whitney- Mann-Whitney-
Test Test Test Test
ISTH-BAT - Manner
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=4) (n=0) (n=2) (n=1)
0,0032*
Kontrollen (n=5) Unpaired - n zu klein n zu klein
T-Test

Die Ergebnisse der einzelnen Abschnitte des ISTH-BAT Epistaxis, kutane Hamorrhagien,
Blutungen aus kleinen Wunden, Blutungen in der Mundhohle, gastrointestinale Blutungen,
Hamaturie, Blutungen nach Zahnextraktionen, Blutungen nach Operationen oder gréReren
Verletzungen, Menorrhagie, postpartale Hamorrhagien, Muskelhdmatome, Hamarthros, ZNS-
Blutungen und andere Blutungen (wie beispielsweise Nabelblutungen, Blutungen bei
Blutentnahmen oder Ovulationsblutungen) aller Kontrollproband:innen und Patient:innen, aus
denen sich der ,bleeding score® zusammensetzt, zeigt Tabelle 26. Jeder Abschnitt wurde mit
einem Punktwert zwischen 0-4 bewertet. Festzustellen ist, dass die untersuchten Patient:innen
vor allem an Blutungen nach Operationen oder gréReren Verletzungen (Angabe der
Mittelwerte: nbPFD -VWS1: 1,24, nbPFD +VWS1: 2,44, PFD -VWS1: 2,80, PFD +VWSL1.:
2,50), Menorrhagie (nbPFD -VWS1: 1,38, nbPFD +VWS1: 2,69, PFD -VWS1: 1,00, PFD
+VWS1: 1,50) und kutanen Hamorrhagien (nbPFD -VWS1: 1,48, nbPFD +VWS1: 2,06, PFD -
VWS1: 0,60, PFD +VWS1: 1,00) litten. Patient:innen der Gruppen mit VWS Typ 1 hatten
zudem vermehrt Blutungen nach Zahnextraktionen (nbPFD +VWS1: 2,19 und PFD +VWS1:
2,00). Patient:innen der Gruppe PFD -VWSL1 litten im Mittel etwas starker als die anderen
Gruppen an Epistaxis (1,20) und Blutungen aus kleinen Wunden (1,00). Die
Kontrollproband:innen gaben am haufigsten Blutungen in der Mundhdhle (0,47) an;
festzustellen ist dabei, dass sich diese Angaben nur leicht von denen der Patient:innen
unterscheiden (nbPFD -VWS1: 0,55, nbPFD +VWS1: 0,50, PFD -VWS1: 0,80, PFD +VWS1:

0,50). Weitere von den Kontrollproband:innen erwdhnte, aber seltener als bei den
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Patient:innen vorkommende Blutungssymptome waren kutane Hamorrhagien (0,29) und

Blutungen nach Operationen oder gréReren Verletzungen (0,18).

Tabelle 26: Abschnitte des ISTH-BAT aller Kontrollproband:innen und Patient:innen. Angabe

der Mittelwerte sowie Minimal- und Maximalwert je Gruppe

Kontrollen ?\?VF\’/';? E\B\TVFSE; PFD PFD +VWS1
(n=17) (n=29) (n=16) -VWS1 (n=5) (n=4)
Epistaxis 0,00 0,93 0,56 1,20 0,25
(0,00 -0,00) | (0,00-4,00) | (0,00-1,00) | (0,00-4,00) | (0,00-1,00)
Kutane 0,29 1,48 1,06 0,60 1,00
Hamorrhagie (0,00-1,00) | (0,00-3,00) | (0,00-2,00) | (0,00-1,00) | (2,00-1,00)
Blutungen aus 0,00 0,59 0,81 1,00 0,50
kleinen Wunden (0,00 -0,00) | (0,00-3,00) | (0,00-3,00) | (0,00-2,00) | (0,00-1,00)
Blutungen in der 0,47 0,55 0,50 0,80 0,50
Mundhdhle (0,00-1,00) | (0,00-2,00) | (0,00-2,00) | (0,00-2,00) | (0,00-1,00)
Gastrointestinale 0,00 0,17 0,06 0,20 0,00
Blutungen (0,00-0,00) | (0,00-2,00) | (0,00-1,00) | (0,00-1,00) | (0,00-0,00)
Hamaturie 0,00 0,10 0,00 0,00 0,00
(0,00 -0,00) | (0,00-2,00) | (0,00-0,00) | (0,00-0,00) | (0,00-0,00)
Blutungen nach 0,00 0,93 2,19 0,40 2,00
Zahnextraktionen (0,00-0,00) | (0,00-3,00) | (0,00-4,00) | (0,00-2,00) | (0,00-4,00)
Blutungen nach
Operationen oder 0,18 1,24 2,44 2,80 2,50
groReren (0,00 -3,00) | (0,00-4,00) | (0,00-4,00) | (0,00-4,00) | (0,00-4,00)
Verletzungen
Menorrhagie 0,00 1,38 2,69 1,00 1,50
(0,00 -0,00) | (0,00-4,00) | (0,00-4,00) | (0,00-3,00) | (0,00-4,00)
Postpartale 0,00 0,14 0,69 0,00 0,00
Hamorrhagien (0,00 -0,00) | (0,00-3,00) | (0,00-3,00) | (0,00-0,00) | (0,00-0,00)
Muskelhamatome 0,00 0,07 0,00 0,00 0,00
(0,00 -0,00) | (0,00-2,00) | (0,00-0,00) | (0,00-0,00) | (0,00-0,00)
Hamarthros 0,00 0,28 0,00 0,20 0,00
(0,00 -0,00) | (0,00-3,00) | (0,00-0,00) | (0,00-1,00) | (0,00-0,00)
ZNS-Blutung 0,00 0,14 0,06 0,00 0,00
(0,00 -0,00) | (0,00-4,00) | (0,00-12,00) | (0,00-0,00) | (0,00-0,00)
Andere Blutungen 0,06 0,45 0,75 0,60 0,75
(0,00-1,00) | (0,00-2,00) | (0,00-1,00) | (0,00-1,00) | (0,00-1,00)

4.2.2 Durchflusszytometrische Quantifizierung der Rezeptor-ABS der Hauptglykoproteine

auf der Thrombozytenoberflache ex vivo

Abbildung 2 und Tabelle 27 zeigen die Quantifizierung der Rezeptor-ABS der
Hauptglykoproteine GPIIb/llla (Integrin ausBs), GPIba, GPIX (GPIb/V/1X), GPVI, GPlla (Integrin
B1) und CD36 auf der Thrombozytenoberflache ex vivo im Vergleich zwischen Patient:innen
und Kontrollproband:innen. Die laborintern bestimmte sowie im Literaturvergleich
angenommene Anzahl an Rezeptor-ABS pro Thrombozyt findet sich in Kapitel 3.2.7
Durchflusszytometrische Quantifizierung der Rezeptor-Antigenbindungs-stellen (ABS) der

Hauptglykoproteine auf der Thrombozytenoberflache. Aus Tabelle 28 wird ersichtlich, dass es
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Uberwiegend keine statistischen Auffalligkeiten in der Haufigkeit der Rezeptor-ABS auf der
Thrombozytenoberflache zwischen Kontrollproband:innen und Patient:innen gab. Ausnahmen
davon waren folgende: GPIba wurde statistisch aufféllig geringer bei Patient:innen der Gruppe
PFD +VWS1 im Vergleich zu den Kontrollproband:innen exprimiert (p=0,0145 im Mann-
Whitney-Test); gleiches gilt fir das GPVI (p=0,0195 im Unpaired T-Test). Weiterhin wurden
das GPVI und CD36 (FA6.152) statistisch auffallig geringer bei Patient:innen der Gruppe
nbPFD -VWS1 im Vergleich zu den Kontrollproband:innen exprimiert (GPVI: p=0,0003 im
Mann-Whitney-Test, CD36 (FA6.152): p=0,0070 im Mann-Whitney-Test).
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Abbildung 2: Quantifizierung der Rezeptor-ABS der Hauptglykoproteine GPIIb/llla (Integrin
aPBs) (A), GPIba (B), GPIX (GPIb/V/IX) (C), GPVI (D), GPlla (Integrin 81) (E) und CD36 (F
und G) auf der Thrombozytenoberfliche der Kontrollproband:innen und Patient:innen. Box-
Plot-Darstellung mit Minimal- und Maximalwert je Gruppe

86



Tabelle 27: Quantifizierung der Rezeptor-ABS der Hauptglykoproteine auf der
Thrombozytenoberflaiche der Kontrollproband:innen und Patientiinnen. Angabe der
Mittelwerte (MW) (Normalverteilung) und Mediane (MD) (keine Normalverteilung)
(Zutreffendes hervorgehoben) sowie Minimal- und Maximalwert je Gruppe

Hauptglyko- Kontrollen nbPFD E\?\IIDVFSDl val\:/ts)l PFD
proteine (n=18) -VWS1 (n=29) (n=16) (n=5) +VWS1 (n=4)
GPIIb/llla MW: 66104 MW: 65250 MW: 66730 MW: 59987 MW: 60580
(Integrin MD: 66435 MD: 65010 MD: 66435 MD: 56550 MD: 58821

o g ) (52988 (43370 (51296 (44795 (56817
b3 - 77300) - 89233) - 87007) - 74984) - 67860)
MW: 16081 MW: 15741 MW: 14510 MW: 14389 MW: 13045
GPlIba MD: 15118 MD: 15149 MD: 14464 MD: 13840 MD: 12905
(13217 (11159 (10100 (10474 (12157
- 25249) - 22755) - 20449) - 19139) - 14214)
MW: 22997 MW: 24467 MW: 23991 MW: 24555 MW: 23144
GPIX MD: 22374 MD: 24284 MD: 24531 MD: 24531 MD: 22374
(GPIb/V/IX) (17381 (16641 (16888 (17011 (20463
- 29462) - 32543) - 32050) - 32173) - 27366)
MW: 29287 MW: 27608 MW: 28014 MW: 28950 MW: 28140
GPVI MD: 29334 MD: 28441 MD: 28642 MD: 28933 MD: 28196
(27638 (14422 (13886 (27816 (26611
- 30495) - 30183) - 30361) - 29692) - 29558)
MW: 7834 MW: 7665 MW: 7257 MW: 7153 MW: 6657
GPlla MD: 7683 MD: 7551 MD: 7087 MD: 6888 MD: 6259
(Integrin B1) (5895 (5498 (5829 (6822 (6027
-11127) - 10531) - 9405) - 8014) - 8081)
MW: 33052 MW: 24410 MW: 27408 MW: 27175 MW: 24092
CD36 MD: 31527 MD: 23324 MD: 27091 MD: 29630 MD: 24329
(FA6.152) (13392 (16015 (18191 (20423 (19753
- 54907) - 41683) - 41180) - 32308) - 27956)
MW: 48453 MW: 40206 MW: 40817 MW: 44905 MW: 40534
CD36 (185- MD: 44343 MD: 39355 MD: 41803 MD: 48786 MD: 40715
1G2) (25934 (29380 (0,000 (35365 (30468
- 142549) - 60756) - 65108) - 54589) - 50237)
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Tabelle 28: p-Werte der Quantifizierung der Rezeptor-ABS der Hauptglykoproteine auf der
Thrombozytenoberflache im Vergleich zwischen Kontrollproband:innen und Patient:innen.
Verwendung des unpaired T-Tests (Normalverteilung) oder Mann-Whitney-Tests (keine
Normalverteilung). *statistisch auffallig

GPlIb/llla (Integrin aunBs)
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
0,7747 0,8467 0,2132 0,2338
Kontrollen (n=18) Unpaired Unpaired Unpaired Unpaired
T-Test T-Test T-Test T-Test
GPlba
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
0,9009 0,1368 0,3630 0,0145*
Kontrollen (n=18) | Mann-Whitney- | Mann-Whitney- | Mann-Whitney- | Mann-Whitney-
Test Test Test Test
GPIX (GPIb/V/IX)
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
0,2375 0,4428 0,4849 0,9406
Kontrollen (n=18) Unpaired Unpaired Unpaired Unpaired
T-Test T-Test T-Test T-Test
GPVI
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
0,0003* 0,0892 0,3630 0,0195*
Kontrollen (n=18) | Mann-Whitney- | Mann-Whitney- Unpaired Unpaired
Test Test T-Test T-Test
GPlla (Integrin B1)
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
0,6673 0,1449 0,1663 0,0959
Kontrollen (n=18) Unpaired Unpaired Mann-Whitney- Unpaired
T-Test T-Test Test T-Test
CD36 (FA6.152)
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
0,0070* 0,1187 0,3046 0,1630
Kontrollen (n=18) | Mann-Whitney- Unpaired Unpaired Unpaired
Test T-Test T-Test T-Test
CD36 (185-1G2)
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
0,2511 0,5914 0,8006 0,5381
Kontrollen (n=18) | Mann-Whitney- | Mann-Whitney- | Mann-Whitney- | Mann-Whitney-
Test Test Test Test

4.2.3 Durchflusszytometrische Erhebung der vVvWF-Bindung an den

thrombozytaren Rezeptor GPIba in vitro (Agonistentitration)

Fir die durchflusszytometrische Erhebung der vWF-Bindung an den thrombozytéren Rezeptor

GPIba in vitro wurde die basale sowie die Agonisten-induzierte VWF-Bindung erhoben.
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Verwendet wurde der Agonist Ristocetin, welcher die Affinitat des vWF zum GPIba erhéht und
daher geeignet ist, die An- oder Abwesenheit des VWF zu prifen. Hier dargestellt wurden die
Patient:innen getrennt nach dem Vorliegen oder Nicht-Vorliegen eines vWS Typ 1 (+VWS1
und -VWS1). Eine Person der Gruppe -VWS1 wurde aufgrund eines technischen Fehlers aus

der Auswertung herausgenommen.

4.2.3.1 Basale vVWF-Bindung

Die Basalwerte der vVWF-Bindung ohne Zugabe von Agonisten verdeutlicht Abbildung 3. In
allen Gruppen zeigte sich eine niedrige mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI), da sich die
Thrombozyten in diesem Zustand in Ruhe befinden. Bei Patient:innen der Gruppen -VWS1
und +VWS1 war eine statistisch auffallige Erniedrigung im Vergleich zu den
Kontrollproband:innen festzustellen (-VWS1: p=0,0141 im Mann-Whitney-Test, +VWS1:
p=0,0016 im Mann-Whitney-Test, siehe Tabelle 29).
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Abbildung 3: Basalwerte der vWF-Bindung. Box-Plot-Darstellung mit Minimal- und
Maximalwert je Gruppe

Tabelle 29: p-Werte der Basalwerte der vWF-Bindung im Vergleich zwischen
Kontrollproband:innen  und  Patient:innen.  Verwendung des unpaired T-Tests
(Normalverteilung) oder Mann-Whitney-Tests (keine Normalverteilung). *statistisch auffallig

VWEF - basal
-VWS1 (n=33) +VWS1 (n=20)
Kontrollen (n=18) 0,0141* 0,0016*
Mann-Whitney-Test Mann-Whitney-Test
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4.2.3.2 Agonisten-induzierte VWF-Bindung

4.2.3.2.1 Ristocetin-induzierte vVWF-Bindung

Die Aktivierung der Thrombozyten mit dem Agonisten Ristocetin erfolgte in aufsteigenden
Konzentrationen (0,4, 0,6, 0,8 und 1 mg/ml). Es war eine konzentrationsabhéngige Steigerung
der VvWF-Bindung an den thrombozytaren Rezeptor GPlba sowohl bei den
Kontrollproband:innen als auch bei allen Patientiinnen festzustellen, was sich in einer
Zunahme der Fluoreszenzintensitat &uf3erte. In Abbildung 4 ist die Aktivierung mit 1 mg/ml
Ristocetin abgebildet: Es war weiterhin eine statistisch aufféllige Erniedrigung der VWF-
Bindung bei Patient:innen der Gruppe +VWS1 im Vergleich zu den Kontrollproband:innen
vorhanden (p=0,0402 im unpaired T-Test, sieche Tabelle 30); nicht mehr statistisch auffallig

war diese Erniedrigung bei den Patient:innen der Gruppe -VWS1.
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Abbildung 4: Ristocetin-induzierte Fibrinogenbindung nach Zugabe von 1,0 mg/ml Ristocetin.
Box-Plot-Darstellung mit Minimal- und Maximalwert je Gruppe

Tabelle 30: p-Werte der Ristocetin-induzierten vVWF-Bindung nach Zugabe von 1,0 mg/ml
Ristocetin im Vergleich zwischen Kontrollproband:innen und Patient:innen. Verwendung des
unpaired T-Tests (Normalverteilung) oder Mann-Whitney-Tests (keine Normalverteilung).
*statistisch auffallig

VWEF - Ristocetin 1 mg/ml
-VWS1 (n=33) +VWS1 (n=20)
Kontrollen (n=18) Q,1839 0_'0402*
Unpaired T-Test Unpaired T-Test
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4.2.4 Durchflusszytometrische Erhebung der Aktivierung des thrombozytaren
Rezeptors GPIIb/llla (Integrin aupB3) quantifiziert durch die Fahigkeit der

Fibrinogenbindung ex vivo und in vitro (Agonistentitration)

Fur die durchflusszytometrische Analyse des Aktivierungsstatus des thrombozytaren
Rezeptors GPIIb/llla (Integrin ausBs) ex vivo und in vitro wurde die Fahigkeit, extern
zugesetztes Fibrinogen ohne und mit Zugabe der Agonisten ADP, Epinephrin, Convulxin und
Thrombin zu binden, erhoben. Eine Person der Gruppe nbPFD +VWS1 wurde bei der
Thrombin-induzierten Fibrinogenbindung der Konzentration 0,2 U/ml aufgrund eines

technischen Fehlers aus der Auswertung herausgenommen.

4.2.4.1 Basale Fibrinogenbindung

Die Fahigkeit, extern zugesetztes Fibrinogen ohne Zugabe von Agonisten zu binden, ist in
Abbildung 5 dargestellt und dient der Beurteilung des basalen Aktivierungszustandes des
Rezeptors GPIIb/llla. Aus Tabelle 31 ist ersichtlich, dass es keine statistischen Auffalligkeiten
der Basalwerte der Fibrinogenbindung im Vergleich zwischen Kontrollproband:innen und
Patient:innen gab.
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Abbildung 5: Basalwerte der Fibrinogenbindung von extern zugesetztem Fibrinogen. Box-Plot-
Darstellung mit Minimal- und Maximalwert je Gruppe
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Tabelle 31: p-Werte der Basalwerte der Fibrinogenbindung von extern zugesetztem Fibrinogen
im Vergleich zwischen Kontrollproband:innen und Patient:innen. Verwendung des unpaired T-
Tests (Normalverteilung) oder Mann-Whitney-Tests (keine Normalverteilung). *statistisch
auffallig

Fibrinogen - basal
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
Kontrollen 0,3073 0,2526 0,6216 0,5779
(n=18) Mann-Whitney- Mann-Whitney- Mann-Whitney- Mann-Whitney-
Test Test Test Test

4.2.4.2 Agonisten-induzierte Fibrinogenbindung

4.2.4.2.1 ADP-induzierte Fibrinogenbindung

Nach Aktivierung der Thrombozyten mit dem Agonisten ADP in aufsteigenden
Konzentrationen (0,125, 0,25 und 0,75 pM) nahm die Fibringenbindung am Rezeptor GPIIb/llla
sowohl bei den Kontrollproband:innen als auch bei den Patientiinnen deutlich zu, wie
Abbildung 6 fur die Aktivierung mit 0,75 uM ADP veranschaulicht. Eine statistische Auffalligkeit
im Vergleich zwischen den Kontrollproband:innen und den Patient:innengruppen zeigte sich
nicht (siehe Tabelle 32). Die Darstellung der vollstandig durchgefihrten Agonistentitration bei
Patient:innen, bei denen eine Stérung der ADP-vermittelten Thrombozytenaktivierung bzw.
eine ,Gi-like* PFD festgestellt wurde, findet sich in Kapitel 4.2.6.1 Patient:innen mit Stérung
der ADP-vermittelten Thrombozytenaktivierung.
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Abbildung 6: ADP-induzierte Fibrinogenbindung nach Zugabe von 0,75 uM ADP. Box-Plot-
Darstellung mit Minimal- und Maximalwert je Gruppe
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Tabelle 32: p-Werte der ADP-induzierten Fibrinogenbindung nach Zugabe von 0,75 uM ADP
im Vergleich zwischen Kontrollproband:innen und Patient:innen. Verwendung des unpaired T-
Tests (Normalverteilung) oder Mann-Whitney-Tests (keine Normalverteilung). *statistisch

auffallig

Fibrinogen - ADP 0,75 uM
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
Kontrollen 0,8350 0,7017 0,1964 0,9721
(n=18) Unpaired Mann-Whitney- Unpaired Unpaired
T-Test Test T-Test T-Test

4.2.4.2.2 Epinephrin-induzierte Fibrinogenbindung

Auch nach Aktivierung der Thrombozyten mit Epinephrin in aufsteigenden Konzentrationen (1,
5, 10 und 20 pM) nahm die Fibrinogenbindungskapazitat der Thrombozyten in allen Gruppen
zu, wie Abbildung 7 fur Aktiverung mit 20 uM Epinephrin zeigt. Am geringsten ausgepragt war
Gruppe PFD -VWS1, was sich
Kontrollproband:innen auch statistisch auffallig darstellte (p=0,0228 im Mann-Whitney-Test,

diese Zunahme in der im Vergleich zu den

siehe Tabelle 33). Zu beachten ist, dass sich in dieser Gruppe alle Patient:innen befinden, bei
denen eine Stoérung der Epinephrin-vermittelten Thrombozytenaktivierung oder eine ,Gi-
like* PFD festgestellt wurde. Die Darstellung der vollstandig durchgefiihrten Agonistentitration
dieser Patient:innen findet sich in Kapitel 4.2.6.2 Patient:innen mit Stérung der Epinephrin-

vermittelten Thrombozytenaktivierung.
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Abbildung 7: Epinephrin-induzierte Fibrinogenbindung nach Zugabe von 20 pM Epinephrin.
Box-Plot-Darstellung mit Minimal- und Maximalwert je Gruppe
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Tabelle 33: p-Werte der Epinephrin-induzierten Fibrinogenbindung nach Zugabe von 20 pM
Epinephrin im Vergleich zwischen Kontrollproband:innen und Patient:innen. Verwendung des
unpaired T-Tests (Normalverteilung) oder Mann-Whitney-Tests (keine Normalverteilung).
*statistisch auffallig

Fibrinogen - Epinephrin 0,75 pM
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
Kontrollen 0,0663 0,2546 0,0228* 0,6072
(n=18) Mann-Whitney- Mann-Whitney- Mann-Whitney- Mann-Whitney-
Test Test Test Test

4.2.4.2.3 Convulxin-induzierte Fibrinogenbindung

Die thrombozytare Aktivierung durch aufsteigende Konzentrationen von Convulxin (1,25, 2,5,
5 und 20 ng/ml) zeigte ebenfalls eine deutliche Zunahme der Fibrinogenbindung in allen
Gruppen (siehe Abbildung 8 fur die Konzentrationen 5 und 20 ng/ml). Eine statistische
Auffalligkeit
Patient:innengruppen dar (siehe Tabelle 34); tendenziell war jedoch in den Gruppen der
Patient:innen mit bestatigter PFD (PFD -VWS1 und PFD +VWS1) eine etwas geringere

Zunahme der Fibrinogenbindungskapazitat der Thrombozyten festzustellen.

im Vergleich zu den Kontrollproband:innen stellte sich in keiner der
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Abbildung 8: Convulxin-induzierte Fibrinogenbindung nach Zugabe von 5 (A) und 20 (B) ng/ml
Convulxin. Box-Plot-Darstellung mit Minimal- und Maximalwert je Gruppe
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Tabelle 34: p-Werte der Convulxin-induzierten Fibrinogenbindung nach Zugabe von 5 und 20
ng/ml Convulxin im Vergleich zwischen Kontrollproband:innen und Patient:innen. Verwendung
des unpaired T-Tests (Normalverteilung) oder Mann-Whitney-Tests (keine Normalverteilung).

*statistisch auffallig

Fibrinogen - Convulxin 5 ng/ml
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
Kontrollen 0,6487 0,9938 0,3016 0,1887
(n=18) Unpaired Unpaired Unpaired Unpaired
T-Test T-Test T-Test T-Test
Fibrinogen - Convulxin 20 ng/ml
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
Kontrollen 0,6938 0,7586 0,1569 0,1609
(n=18) Unpaired Unpaired Unpaired Unpaired
T-Test T-Test T-Test T-Test

4.2.4.2.4 Thrombin-induzierte Fibrinogenbindung

Auch die Aktivierung der Thrombozyten durch den Agonisten Thrombin in aufsteigenden

Konzentrationen (0,025, 0,05, 0,1 und 0,2 U/ml) zeigte eine deutliche Zunahme der

Fibrinogenbindung in allen Gruppen, wie Abbildung 9 fiir die Konzentrationen 0,1 und 0,2 U/ml

veranschaulicht. Eine statistische Auffalligkeit im Vergleich zu den Kontrollproband:innen

zeigte sich in keiner der Patient:innengruppen (siehe Tabelle 35).
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Abbildung 9: Thrombin-induzierte Fibrinogenbindung nach Zugabe von 0,1 (A) und 0,2 (B)
U/ml Thrombin. Box-Plot-Darstellung mit Minimal- und Maximalwert je Gruppe
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Tabelle 35: p-Werte der Thrombin-induzierten Fibrinogenbindung nach Zugabe von 0,1 und
0,2 U/ml Thrombin im Vergleich zwischen Kontrollproband:innen und Patient:innen.
Verwendung des unpaired T-Tests (Normalverteilung) oder Mann-Whitney-Tests (keine
Normalverteilung). *statistisch auffallig

Fibrinogen - Thrombin 0,1 U/ml
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
Kontrollen 0,4411 0,7144 0,3190 0,6598
(n=18) Mann-Whitney- Unpaired Unpaired Unpaired
Test T-Test T-Test T-Test
Fibrinogen - Thrombin 0,2 U/ml
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=15) (n=5) (n=4)
Kontrollen 0,5189 0,3950 0,3891 0,7656
(n=18) Mann-Whitney- Unpaired Unpaired Unpaired
Test T-Test T-Test T-Test
4.2.5 Durchflusszytometrische Erhebung der thrombozytaren Granula-

sekretion in vitro durch Induktion der CD62P- (a-Granula), CD63- (o-
Granula und Lysosomen) und LAMP-1- (Lysosomen) Oberflachen-

Expression (Agonistentitration)

Die durchflusszytometrische Erhebung der thrombozytaren Granulasekretion in vitro wurde
durch Induktion der CD62P-, CD63- und LAMP-1-Oberflachen-Expression durch Aktivierung
der Thrombozyten mit den Agonisten Convulxin und Thrombin durchgefiihrt. CD62P ist ein
Membranmarker zur Beurteilung der Exozytose der a-Granula, CD63 fur die -Granula und
Lysosomen und LAMP-1 fur die Lysosomen. Eine Person der Gruppe nbPFD +VWS1 wurde
wieder bei der Thrombin-induzierten CD62- und CD63-Oberflachen-Expression der
Konzentration 0,2 U/ml aufgrund des technischen Fehlers aus der Auswertung
herausgenommen. Weiterhin wurde die Granulasekretion durch Freisetzung von Mepacrine
aus den &-Granula erhoben; diese Darstellung findet sich in der konfirmatorischen Analyse in
Kapitel 4.3.1 Durchflusszytometrische Erhebung der thrombozytaren Mepacrineaufnahme in
die 6-Granula ex vivo und der &-Granulasekretion durch Mepacrinefreisetzung in vitro

(Agonistentitration).

4.2.5.1 Basale CD62P-Oberflachen-Expression

Durch die CD62P-Oberflachen-Expression lasst sich die Freisetzung der a-Granula beurteilen.
Ohne Zugabe von Agonisten wurden tendenziell etwas geringere Basalwerte bei den

Patient:innen im Vergleich zu den Kontrollproband:innen gemessen, wie Abbildung 10
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veranschaulicht. Statistisch auffallig war dies in den Gruppen nbPFD -VWS1 (p=0,0151 im
Mann-Whitney-Test) und nbPFD +VWS1 (p=0,0055 im unpaired T-Test) (siehe Tabelle 36).
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Abbildung 10: Basalwerte der CD62P-Oberflachen-Expression. Box-Plot-Darstellung mit
Minimal- und Maximalwert je Gruppe

Tabelle 36: p-Werte der Basalwerte der CD62P-Oberflachen-Expression im Vergleich
zwischen Kontrollproband:innen und Patient:innen. Verwendung des unpaired T-Tests
(Normalverteilung) oder Mann-Whitney-Tests (keine Normalverteilung). *statistisch auffallig

CD62P - basal
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
Kontrollen 0,0151* 0,0055* 0,3327 0,1198
(n=18) Mann-Whitney- Unpaired Unpaired Unpaired
Test T-Test T-Test T-Test

4.2.5.2 Agonisten-induzierte CD62P-Oberflachen-Expression

4.2.5.2.1 Convulxin-induzierte CD62P-Oberflachen-Expression

Die CD62P-Oberflachen-Expression nach Aktivierung mit Convulxin in aufsteigenden
Konzentrationen (1,25, 2,5, 5 und 20 ng/ml) ist in Abbildung 11 fiir die Konzentrationen 5 und
20 ng/ml dargestellt. Nach Aktivierung mit 5 ng/ml Convulxin war eine insgesamt vermehrte,
im Vergleich zu den Kontrollproband:innen jedoch tendenziell verminderte Expression bei
Patient:innen mit bestéatigter PFD (PFD -VWS1 und PFD +VWS1) festzustellen, jedoch nicht
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statistisch auffallig. Diese Tendenz zeigte sich kaum mehr bei der Aktivierung mit 20 ng/ml;

eine statistische Auffalligkeit war hier in keiner der Gruppen festzustellen (siehe Tabelle 37).
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Abbildung 11: CD62P-Oberflachen-Expression nach Zugabe von 5 (A) und 20 (B) ng/mi

Convulxin. Box-Plot-Darstellung mit Minimal- und Maximalwert je Gruppe

Tabelle 37: p-Werte der CD62P-Oberflachen-Expression nach Zugabe von 5 und 20 ng/mi
Convulxin im Vergleich zwischen Kontrollproband:innen und Patient:innen. Verwendung des
unpaired T-Tests (Normalverteilung) oder Mann-Whitney-Tests (keine Normalverteilung).

*statistisch auffallig

CD62P - Convulxin 5 ng/ml
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
Kontrollen 0,3095 0,7142 0,1467 0,1215
(n=18) Mann-Whitney- Mann-Whitney- Mann-Whitney- Mann-Whitney-
Test Test Test Test
CD62P - Convulxin 20 ng/ml
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
Kontrollen 0,6139 0,3745 0,6646 0,2547
(n=18) Unpaired Unpaired Unpaired Unpaired
T-Test T-Test T-Test T-Test

4.2.5.2.2 Thrombin-induzierte CD62P-Oberflachen-Expression

Nach Aktivierung der Thrombozyten mit Thrombin in aufsteigenden Konzentrationen (0,025,
0,05, 0,1 und 0,2 U/ml), siehe Abbildung 12 fir die Konzentrationen 0,1 und 0,2 U/ml, zeigte
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sich ebenfalls eine insgesamt vermehrte, jedoch bei den Patient:innen verminderte CD62P-
Oberflachen-Expression im Vergleich zu den Kontrollproband:innen. Statistisch auffallig war
diese bei beiden Thrombin-Konzentrationen in den Gruppen nbPFD -VWS1 (0,1 U/ml:
p=0,0314 im Mann-Whitney-Test und 0,2 U/ml: p=0,0213 im unpaired T-Test), nbPFD +VWS1
(0,1 U/ml: p=0,0107 im Mann-Whitney-Test und 0,2 U/ml: p=0,0472 im unpaired T-Test) und
bei 0,1 U/ml Thrombin in der Gruppe PFD -VWS1 (p=0,0489 im unpaired T-Test). In der
Gruppe PFD +VWSL1 ist diese Tendenz ebenfalls vorhanden, jedoch nicht statistisch auffallig
(siehe Tabelle 38).
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Abbildung 12: CD62P-Oberflachen-Expression nach Zugabe von 0,1 (A) und 0,2 (B) U/mi
Thrombin. Box-Plot-Darstellung mit Minimal- und Maximalwert je Gruppe

Tabelle 38: p-Werte der CD62P-Oberflachen-Expression nach Zugabe von 0,1 und 0,2 U/ml
Thrombin im Vergleich zwischen Kontrollproband:innen und Patient:innen. Verwendung des
unpaired T-Tests (Normalverteilung) oder Mann-Whitney-Tests (keine Normalverteilung).
*statistisch auffallig

CD62P - Thrombin 0,1 U/ml
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
Kontrollen 0,0314* 0,0107* 0,0489* 0,0554
(n=18) Mann-Whitney- Mann-Whitney- Unpaired Unpaired
Test Test T-Test T-Test
CD62P - Thrombin 0,2 U/ml
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=15) (n=5) (n=4)
Kontrollen 0,0213* 0,0472* 0,1212 0,0956
(n=18) Unpaired Unpaired Unpaired Mann-Whitney-
T-Test T-Test T-Test Test
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4.2.5.3 Basale CD63-Oberflachen-Expression

Fur die Beurteilung der Freisetzung der 6-Granula und der Lysosomen dient die Erhebung der
CD63-Oberflachen-Expression. Abbildung 13 und Tabelle 39 verdeutlichen, dass es keine
statistischen Auffalligkeiten der Basalwerte der CD63-Oberflachen-Expression ohne Zugabe

von Agonisten im Vergleich zwischen Kontrollproband:innen und Patient:innen gab.

CD63 - basal

_ 154

L

=

=

— 104

O

=

L

™
8&%%@55
Q

=

@

0 T T T T T

Q N N N N
< © @ © ©
(\\\0\ RS
NSRS
S

Abbildung 13: Basalwerte der CD63-Oberflaichen-Expression. Box-Plot-Darstellung mit
Minimal- und Maximalwert je Gruppe

Tabelle 39: p-Werte der Basalwerte der CD63-Oberflachen-Expression im Vergleich zwischen
Kontrollproband:innen und  Patient:innen.  Verwendung des unpaired T-Tests
(Normalverteilung) oder Mann-Whitney-Tests (keine Normalverteilung). *statistisch auffallig

CD63 - basal
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
Kontrollen 0,4601 0,6129 0,6512 0,2647
(n=18) Mann-Whitney- Mann-Whitney- Mann-Whitney- Mann-Whitney-
Test Test Test Test
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4.2.5.4 Agonisten-induzierte CD63-Oberflachen-Expression

4.2.5.4.1 Convulxin-induzierte CD63-Oberflachen-Expression

Abbildung 14 zeigt, dass der Agonist Convulxin eine Steigerung der CD63-Oberflachen-
Expression nach Aktivierung der Thrombozyten in aufsteigenden Konzentrationen (1,25, 2,5,
5 und 20 ng/ml, hier dargestellt die Konzentrationen 5 und 20 ng/ml) sowohl bei den
Kontrollproband:innen als auch bei den Patient:innen induzierte. Diese Steigerung war bei den
Patient:innen fast aller Gruppen im Vergleich zu den Kontrollproband:innen bei beiden
Konzentrationen statistisch auffallig geringer ausgepragt (nbPDF -VWS1: 5 ng/ml: p=0,0157
im Mann-Whitney-Test und 20 ng/ml: p=0,0193 im unpaired T-Test, nbPDF +VWSL1: 5 ng/ml:
p=0,0397 im Mann-Whitney-Test und 20 ng/ml: p=0,0099 im unpaired T-Test, PDF +VWS1: 5
ng/ml: p=0,0317 im Mann-Whitney-Test und 20 ng/ml: p=0,0237 im unpaired T-Test, siehe
Tabelle 40). Eine Ausnahme stellt die Gruppe PFD -VWS1 dar: Tendenziell war dort ebenfalls
eine geringere CD63-Oberflachen-Expression ersichtlich, jedoch nicht statistisch auffallig
(siehe Abbildung 14 und Tabelle 40). Die vollstandige Darstellung der Agonistentitration der
Patient:innen mit bestatigter 6-SPD erfolgt in Kapitel 4.2.6.3 Patient:innen mit 5-SPD und in

der konfirmatorischen Analyse in Kapitel 4.3.2.1 Patient:innen mit 6-SPD.
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Abbildung 14: CD63-Oberflachen-Expression nach Zugabe von 5 (A) und 20 (B) ng/ml
Convulxin. Box-Plot-Darstellung mit Minimal- und Maximalwert je Gruppe
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Tabelle 40: p-Werte der CD63-Oberflachen-Expression nach Zugabe von 5 und 20 ng/ml
Convulxin im Vergleich zwischen Kontrollproband:innen und Patient:innen. Verwendung des
unpaired T-Tests (Normalverteilung) oder Mann-Whitney-Tests (keine Normalverteilung).

*statistisch auffallig

CD63 - Convulxin 5 ng/ml
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
Kontrollen 0,0157* 0,0397* 0,2202 0,0317*
(n=18) Mann-Whitney- Mann-Whitney- Mann-Whitney- Mann-Whitney-
Test Test Test Test
CD63 - Convulxin 20 ng/ml
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
Kontrollen 0,0193* 0,0099* 0,0504 0,0237*
(n=18) Unpaired Unpaired Unpaired Unpaired
T-Test T-Test T-Test T-Test

4.2.5.4.2 Thrombin-induzierte CD63-Oberflachen-Expression

Auch bei der in aufsteigenden
Konzentrationen (0,025, 0,05, 0,1 und 0,2 U/ml) zeigte sich ein deutlicher Unterschied

Thrombin-induzierten CD63-Oberflachen-Expression

zwischen den Kontrollproband:innen und den Patient:innen, wie die Abbildung 15 fir die
Konzentrationen 0,1 und 0,2 U/ml verdeutlicht. Bei der Aktivierung mit 0,2 U/ml Thrombin war
eine statistisch auffallig verminderte Steigerung der Expression in allen vier
Patient:innengruppen im Vergleich zu den Kontrollproband:innen festzustellen (nbPDF -
VWS1: p=0,0100 im unpaired T-Test, nbPDF +VWS1: p=0,0009 im unpaired T-Test, PDF -
VWS1: p=0,0010 im unpaired T-Test und PDF +VWS1: p=0,0084 im unpaired T-Test, siehe
Tabelle 41). Bei der Aktivierung mit 0,1 U/ml Thrombin war diese Tendenz bereits in allen
Gruppen vorhanden, statistisch aufféllig jedoch nur in den Gruppen nbPFD +VWS1 (p=0,0367
im unpaired T-Test) und PFD -VWS1 (p=0,0236 im unpaired T-Test). Die Darstellung der
Patient:innen mit bestatigter ©-SPD erfolgt, wie oben beschrieben, in Kapitel 4.2.6.3
Patient:innen mit 6-SPD und in der konfirmatorischen Analyse in Kapitel 4.3.2.1 Patient:innen

mit 6-SPD.
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Abbildung 15: CD63-Oberflachen-Expression nach Zugabe von 0,1 (A) und 0,2 (B) U/ml
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Thrombin. Box-Plot-Darstellung mit Minimal- und Maximalwert je Gruppe

Tabelle 41: p-Werte der CD63-Oberflachen-Expression nach Zugabe von 0,1 und 0,2 U/ml
Thrombin im Vergleich zwischen Kontrollproband:innen und Patient:innen. Verwendung des

unpaired T-Tests (Normalverteilung) oder Mann-Whitney-Tests (keine Normalverteilung).

*statistisch auffallig

CD63 - Thrombin 0,1 U/ml
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
Kontrollen 0,0559 0,0367* 0,0236* 0,0692
(n=18) Unpaired Unpaired Unpaired Mann-Whitney-
T-Test T-Test T-Test Test
CD63 - Thrombin 0,2 U/ml
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=15) (n=5) (n=4)
Kontrollen 0,0100* 0,0009* 0,0010* 0,0084*
(n=18) Unpaired Unpaired Unpaired Unpaired
T-Test T-Test T-Test T-Test

4.2.5.5 Basale LAMP-1-Oberflachen-Expression

Uber die LAMP-1-Oberflachen-Expression erfolgt die Beurteilung der lysosomalen Exozytose.

Statistisch auffallige Erniedrigungen in der basalen LAMP-1-Oberflachen-Expression ohne

Zugabe von Agonisten fanden sich im Vergleich zwischen Kontrollproband:innen und den
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Patient:innengruppen nbPFD -VWS1 (p=0,0005 im Mann-Whitney-Test) und PFD +VWS1
(p=0,0429 im Mann-Whitney-Test) (siehe Abbildung 16 und Tabelle 42).
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Abbildung 16: Basalwerte der LAMP-1-Oberflachen-Expression. Box-Plot-Darstellung mit
Minimal- und Maximalwert je Gruppe

Tabelle 42: p-Werte der Basalwerte der LAMP-1-Oberflachen-Expression im Vergleich
zwischen Kontrollproband:innen und Patient:innen. Verwendung des unpaired T-Tests
(Normalverteilung) oder Mann-Whitney-Tests (keine Normalverteilung). *statistisch auffallig

LAMP-1 - basal
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
Kontrollen 0,0005* 0,2036 0,6248 0,0429*
(n=18) Mann-Whitney- Mann-Whitney- Mann-Whitney- Mann-Whitney-
Test Test Test Test

4.2.5.6 Agonisten-induzierte LAMP-1-Oberflachen-Expression

4.2.5.6.1 Convulxin-induzierte LAMP-1-Oberflachen-Expression

Nach Induktion mit dem Agonisten Convulxin in aufsteigenden Konzentrationen (1,25, 2,5, 5
und 20 ng/ml) zeigte sich insgesamt eine vermehrte LAMP-1-Oberflachen-Expression. Im
Vergleich zwischen den Kontrollproband:innen und den Patient.innen war diese bei den
Patient:innen tendenziell vermindert ausgepréagt (siehe Abbildung 17 fur die Konzentrationen

5 und 20 ng/ml). Statistisch aufféllig ist die verminderte Expression bei 5 ng/ml Convulxin in
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der Gruppe nbPFD -VWSL1 (p=0,053 im unpaired T-Test) und bei 20 ng/ml Convulxin in den
Gruppen nbPFD -VWS1 (p<0,0001 im unpaired T-Test), nbPFD +VWS1 (p=0,0013 im
unpaired T-Test) und PFD +VWS1 (p=0,0027 im unpaired T-Test) (siehe Tabelle 43).
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Abbildung 17: LAMP-1-Oberflachen-Expression nach Zugabe von 5 (A) und 20 (B) ng/ml
Convulxin. Box-Blot-Darstellung mit Minimal- und Maximalwert je Gruppe

Tabelle 43: p-Werte der LAMP-1-Oberflachen-Expression nach Zugabe von 5 und 20 ng/mi
Convulxin im Vergleich zwischen Kontrollproband:innen und Patient:innen. Verwendung des

unpaired T-Tests (Normalverteilung) oder Mann-Whitney-Tests (keine Normalverteilung).
*statistisch auffallig

LAMP-1 - Convulxin 5 ng/ml
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
Kontrollen 0,0053* 0,1337 0,3287 0,0892
(n=18) Unpaired Unpaired Unpaired Unpaired
T-Test T-Test T-Test T-Test
LAMP-1 - Convulxin 20 ng/ml
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
Kontrollen <0,0001* 0,0013* 0,1536 0,0027*
(n=18) Unpaired Unpaired Unpaired Unpaired
T-Test T-Test T-Test T-Test
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4.2.5.6.2 Thrombin-induzierte LAMP-1-Oberflachen-Expression

Abbildung 18 veranschaulicht die Thrombin-induzierte LAMP-1-Oberflachen-Expression nach
Aktivierung der Thrombozyten in aufsteigenden Konzentrationen (0,025, 0,05, 0,1 und 0,2
U/ml, hier dargestellt fur die Konzentrationen 0,1 und 0,2 U/ml), wobei eine verminderte
Steigerung im Vergleich zwischen Kontrollproband:innen und Patient:innen gemessen wurde.
Statistisch auffallig war diese in den Gruppen nbPFD -VWS1 (0,1 U/ml: p<0,0001 im unpaired
T-Test und 0,2 U/ml: p<0,0001 im unpaired T-Test), nbPFD +VWS1 (0,1 U/ml: p=0,0027 im
unpaired T-Test und 0,2 U/ml: p=0,0002 im unpaired T-Test) und PFD -VWS1 (0,1 U/ml:
p=0,0027 im unpaired T-Test und 0,2 U/ml: p=0,0061 im unpaired T-Test) (siehe Tabelle 44).
In der Gruppe PFD +VWS1 zeigte sich diese Tendenz weniger ausgepragt und nicht statistisch

auffallig.
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Abbildung 18: LAMP-1-Oberflachen-Expression nach Zugabe von 0,1 (A) und 0,2 (B) U/mi
Thrombin. Box-Plot-Darstellung mit Minimal- und Maximalwert je Gruppe

106



Tabelle 44: p-Werte der LAMP-1-Oberflachen-Expression nach Zugabe von 0,1 und 0,2 U/ml
Thrombin im Vergleich zwischen Kontrollproband:innen und Patient:innen. Verwendung des
unpaired T-Tests (Normalverteilung) oder Mann-Whitney-Tests (keine Normalverteilung).
*statistisch auffallig

LAMP-1 - Thrombin 0,1 U/ml
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
Kontrollen <0,0001* 0,0027* 0,0027* 0,0552
(n=18) Unpaired Unpaired Unpaired Unpaired
T-Test T-Test T-Test T-Test
LAMP-1 - Thrombin 0,2 U/ml
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
Kontrollen <0,0001* 0,0002* 0,0061* 0,2293
(n=18) Unpaired Unpaired Unpaired Unpaired
T-Test T-Test T-Test T-Test

4.2.6 Durchflusszytometrische Erhebungen der Patient:innen mit bestétigten
PFD

Im Folgenden sind die durchflusszytometrischen Erhebungen der Patient:innen dargestellt, bei
denen eine PFD bestatigt wurde, also Patient:innen der Gruppen PFD -VWS1 und PFD
+VWSL1. Die Darstellung erfolgt getrennt nach der jeweiligen PDF im Vergleich zu den

Kontrollproband:innen.

4.2.6.1 Patient:innen mit Stérung der ADP-vermittelten Thrombozytenaktivierung

In diesem Kapitel sind die Untersuchungsergebnisse der Patient:innen aufgefiihrt, bei denen
eine PFD durch eine verminderte Fibrinogenbindung am thrombozytaren Rezeptor GPIIb/llla
(Integrin ausB3) nach Aktivierung mit dem Agonisten ADP vorlag. Dies betraf eine Patientin mit
und einen Patienten ohne VWS Typ 1, wobei zu beachten ist, dass beim Patienten ohne VWS
Typ 1 nicht nur eine Stérung der ADP-vermittelten Thrombozytenaktivierung, sondern eine ,Gi-
like* PFD festgestellt wurde. Aufgrund der inhaltichen Uberschneidung - bis auf die bei diesem
Patienten ebenfalls gestérte Epinephrin-induzierte Fibrinogenbindung - sind die Ergebnisse
hier mit aufgefuihrt sowie weiterhin in Kapitel 4.2.6.2 Patient:innen mit Stérung der Epinephrin-
vermittelten Thrombozytenaktivierung. Da beide der hier aufgefuhrten Gruppen (ADP-ind.PFD
-VWS1 und ADP-ind.PFD +VWS1) jeweils nur eine Person umfassen, sind keine statistischen
Analysen moglich. Die durchflusszytometrischen Untersuchungen wurden bei beiden
Patient:innen wiederholt erhoben. Bei der Patientin mit VWS Typ 1 wurde weiterhin eine Lumi-

Aggregometrie  (simultane  Thrombozyten-Aggregation und  ATP-Freisetzung in
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thrombozytenreichem Plasma) durchgefiihrt, die Ergebnisse sind jedoch nicht Teil der

Untersuchungen dieser Arbeit und daher auch nicht dargestellt.

4.2.6.1.1 Basale und ADP-induzierte Fibrinogenbindung

Abbildung 19 zeigt die basale und die ADP-induzierte Fibrinogenbindung (0,75 pM ADP) der
Patient:innen und Kontrollproband:innen im Boxplot, Abbildung 20 die vollstédndige
Agonistentitration mit ADP in aufsteigenden Konzentrationen (0, 0,125, 0,25 und 0,75 pM) im
Liniendiagramm (linear und logarithmisch). Der basale Aktivierungszustand des Rezeptors
GPIIb/llla zeigte bei den Patientiinnen eine leichte Erniedrigung im Vergleich zu den
Kontrollproband:innen. Hervorzuheben ist, dass die ADP-induzierte Fibrinogenbindung bei
den Kontrollproband:innen sowie bei den Patient:innen induzierbar war, jedoch von den
Patient:innen keine Maximalwerte erreicht wurden. Ausgepragter war dies in der Gruppe ADP-
ind.PFD +VWS1.
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Abbildung 19: Basalwerte der Fibrinogenbindung von extern zugesetztem Fibrinogen (A) und
ADP-induzierte Fibrinogenbindung nach Zugabe von 0,75 pM ADP (B) bei
Kontrollproband:innen  und  Patientinnen  mit  Stdrung der  ADP-vermittelten
Thrombozytenaktivierung. Box-Plot-Darstellung mit Minimal- und Maximalwert je Gruppe
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Abbildung 20: Agonistentitration der ADP-induzierten Fibrinogenbindung nach Zugabe von 0,
0,125, 0,25 und 0,75 uM ADP bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit Stérung der
ADP-vermittelten Thrombozytenaktivierung. Liniendiagramm (linear (A) und logarithmisch (B))
mit Mittelwert und Standardabweichung je Gruppe

4.2.6.1.2 Epinephrin-, Convulxin- und Thrombin-induzierte Fibrinogenbindung

Abbildung 21 bis Abbildung 23 zeigen die weiterhin durchgefiihrten Agonistentitrationen zur
Induktion der Fibrinogenbindung am Rezeptor GPIlIb/llla mit den Agonisten Epinephrin,
Convulxin und Thrombin. In der Abbildung 21 wurde der Patient mit ,Gi-like®* PFD
ausgenommen; diese Darstellung wird in Kapitel 4.2.6.2 Patient:innen mit Stdrung der
Epinephrin-vermittelten Thrombozytenaktivierung aufgefiihrt. In den Ubrigen Abbildungen ist
er mitberiicksichtigt. Bei den Patient:innen fanden sich Giberwiegend normwertig induzierbare
Fibrinogenbinungen; die Patientin der Gruppe ADP-ind.PFD +VWS1 zeigte eine leicht

erniedrigte Convulxin-induzierte Fibrinogenbindung (siehe Abbildung 22).
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Abbildung 21: Agonistentitration der Epinephrin-induzierten Fibrinogenbindung nach Zugabe
von 0, 1, 5, 10 und 20 uM Epinephrin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit Stérung
der ADP-vermittelten Thrombozytenaktivierung. Liniendiagramm (linear (A) und logarithmisch
(B)) mit Mittelwert und Standardabweichung je Gruppe
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Abbildung 22: Agonistentitration der Convulxin-induzierten Fibrinogenbindung nach Zugabe
von 0, 1,25, 2,5, 5 und 20 ng/ml Convulxin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit
Storung der ADP-vermittelten Thrombozytenaktivierung. Liniendiagramm (linear (A) und
logarithmisch (B)) mit Mittelwert und Standardabweichung je Gruppe
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Abbildung 23: Agonistentitration der Thrombin-induzierten Fibrinogenbindung nach Zugabe 0,
0,025, 0,05, 0,1 und 0,2 U/ml Thrombin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit
Storung der ADP-vermittelten Thrombozytenaktivierung. Liniendiagramm (linear (A) und
logarithmisch (B)) mit Mittelwert und Standardabweichung je Gruppe

4.2.6.1.3 Convulxin- und Thrombin-induzierte Granulasekretion durch Induktion der CD62P-,
CD63- und LAMP-1-Oberflachen-Expression

Abbildung 24 bis Abbildung 29 zeigen die Agonisten-induzierte Granulasekretion der a- und
O- Granula und der Lysosomen durch Induktion der CD62P-, CD63- und LAMP-1-Oberflachen-
Expression durch Convulxin und Thrombin der Patient:innen mit Stérung der ADP-vermittelten
Thrombozytenaktivierung. Es stellte sich eine normwertige Sekretion bis auf eine Erniedrigung
im Vergleich zu den Kontrollproband:innen in der Gruppe ADP-ind.PFD -VWS1 bei Induktion
der CD63- (siehe Abbildung 27) und LAMP-1- (siehe Abbildung 29) Oberflachen-Expression
nach Aktivierung mit Thrombin und in der Gruppe ADP-ind.PFD +VWS1 bei Induktion der
CD63-Oberflachen-Expression nach Aktivierung mit Thrombin (siehe Abbildung 27) sowie bei
Induktion der LAMP-1-Oberflachen-Expression nach Aktivierung mit Convulxin und Thrombin
(siehe Abbildung 28 und Abbildung 29) dar.
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Abbildung 24: Agonistentitration der CD62P-Oberflachen-Expression nach Zugabe von O,
1,25, 2,5, 5 und 20 ng/ml Convulxin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit Stérung
der ADP-vermittelten Thrombozytenaktivierung. Liniendiagramm (linear (A) und logarithmisch
(B)) mit Mittelwert und Standardabweichung je Gruppe
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Abbildung 25: Agonistentitration der CD62P-Oberflachen-Expression nach Zugabe von 0,
0,025, 0,05, 0,1 und 0,2 U/ml Thrombin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit
Storung der ADP-vermittelten Thrombozytenaktivierung. Liniendiagramm (linear (A) und
logarithmisch (B)) mit Mittelwert und Standardabweichung je Gruppe
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Abbildung 26: Agonistentitration der CD63-Oberflachen-Expression nach Zugabe von 0, 1,25,
2,5, 5 und 20 ng/ml Convulxin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit Stérung der
ADP-vermittelten Thrombozytenaktivierung. Liniendiagramm (linear (A) und logarithmisch (B))
mit Mittelwert und Standardabweichung je Gruppe
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Abbildung 27: Agonistentitration der CD63-Oberflachen-Expression nach Zugabe von 0,
0,025, 0,05, 0,1 und 0,2 U/ml Thrombin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit
Storung der ADP-vermittelten Thrombozytenaktivierung. Liniendiagramm (linear (A) und
logarithmisch (B)) mit Mittelwert und Standardabweichung je Gruppe
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Abbildung 28: Agonistentitration der LAMP-1-Oberflachen-Expression nach Zugabe von 0,
1,25, 2,5, 5 und 20 ng/ml Convulxin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit Stérung
der ADP-vermittelten Thrombozytenaktivierung. Liniendiagramm (linear) mit Mittelwert und
Standardabweichung je Gruppe
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Abbildung 29: Agonistentitration der LAMP-1-Oberflachen-Expression nach Zugabe von 0,
0,025, 0,05, 0,1 und 0,2 U/ml Thrombin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit
Stérung der ADP-vermittelten Thrombozytenaktivierung. Liniendiagramm (linear) mit
Mittelwert und Standardabweichung je Gruppe

4.2.6.2 Patient:innen mit Storung der Epinephrin-vermittelten

Thrombozytenaktivierung

Im Folgenden sind die Patientinnen mit Storung der Epinephrin-vermittelten
Thrombozytenaktivierung im Vergleich zu den Kontrollproband:innen dargestellt. Sie zeigten
eine verminderte Fibrinogenbindung am Rezeptor GPIIb/llla nach Aktivierung der
Thrombozyten mit Epinephrin, das in vivo Adrenalin entspricht. Betroffen waren zwei
Patientinnen und ein Patient ohne vWS Typ 1, wobei der Patient eine ,Gi-like“ PFD zeigte. Die

Ergebnisse sind entsprechend Kapitel 4.2.6.1 Patient:innen mit Stérung der ADP-vermittelten
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Thrombozytenaktivierung bis auf die bei ihm ebenfalls betroffene ADP-induzierte
Fibrinogenbindung hier mit aufgefihrt. Die Gruppe der Patient:innen mit Stérung der
Epinephrin-vermittelten Thrombozytenaktivierung mit VWS Typ 1 enthalt in dieser Arbeit keine
Personen. Bei zwei der drei hier dargestellten Patientiinnen wurden die
durchflusszytometrischen Untersuchungen wiederholt erhoben. Bei einer Patientin wurde
weiterhin ein VASP-P-FACS-Assay durchgefiihrt, die Ergebnisse sind jedoch nicht Teil der

Untersuchungen dieser Arbeit und daher hier nicht dargestelit.

4.2.6.2.1 Basale und Epinephrin-induzierte Fibrinogenbindung

Abbildung 30 verdeutlicht die tendenziell niedrige basale und die deutlich verminderte
Epinephrin-induzierte Fibrinogenbindung nach Aktivierung mit 20 uM Epinephrin, welche sich
auch statistisch auffallig zeigte (p=0,0015 im Mann-Whitney-Test) (siehe Tabelle 45). Die
vollstandig durchgefiihrte Agonistentitration mit Epinephrin in aufsteigenden Konzentrationen
(0, 1, 5, 10 und 20 pM) ist in Abbildung 31 zu sehen. Dort wird ersichtlich, dass die
Fibrinogenbindung durch Epinephrin bei allen drei Patient:innen im Vergleich zu den

Kontrollproband:innen kaum induzierbar war.
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Abbildung 30: Basalwerte der Fibrinogenbindung von extern zugesetztem Fibrinogen (A) und
Epinephrin-induzierte Fibrinogenbindung nach Zugabe von 20 pM Epinephrin (B) bei
Kontrollproband:innen und Patientiinnen mit Stérung der Epinephrin-vermittelten
Thrombozytenaktivierung. Box-Plot-Darstellung mit Minimal- und Maximalwert je Gruppe
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Tabelle 45: p-Werte der Basalwerte der Fibrinogenbindung von extern zugesetztem Fibrinogen
und nach Zugabe von 20 uM Epinephrin im Vergleich zwischen Kontrollproband:innen und
Patient:innen mit Stérung der Epinephrin-vermittelten Thrombozytenaktivierung. Verwendung
des unpaired T-Tests (Normalverteilung) oder Mann-Whitney-Tests (keine Normalverteilung).
*statistisch auffallig

Fibrinogen - basal

Epin.ind.PFD -VWS1 (n=3)
0,1441
Unpaired T-Test

Kontrollen (n=18)

Fibrinogen - Epinephrin 20 uM
Epin.ind.PFD -VWS1 (n=3)
0,0015*
Mann-Whitney-Test

Kontrollen (n=18)
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Abbildung 31: Agonistentitration der Epinephrin-induzierten Fibrinogenbindung nach Zugabe
von 0, 1, 5, 10 und 20 uM Epinephrin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit Stérung
der Epinephrin-vermittelten Thrombozytenaktivierung. Liniendiagramm (linear (A) und
logarithmisch (B)) mit Mittelwert und Standardabweichung je Gruppe

4.2.6.2.2 ADP-, Convulxin- und Thrombin-induzierte Fibrinogenbindung

Abbildung 32 bis Abbildung 34 veranschaulichen eine normal induzierbare Fibrinogenbindung
der Patient:innen mit Stoérung der Epinephrin-vermittelten Thrombozytenaktivierung durch die
Agonisten ADP, Convulxin und Thrombin. In der Abbildung 32 wurde, wie oben beschrieben,
der Patient mit ,Gi-like® PFD ausgenommen; seine Darstellung der ADP-induzierten
Fibrinogenbindung findet sich in Kapitel 4.2.6.1 Patient:innen mit Stérung der ADP-vermittelten

Thrombozytenaktivierung.
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Abbildung 32: Agonistentitration der ADP-induzierten Fibrinogenbindung nach Zugabe von 0,
0,125, 0,25 und 0,75 uM ADP bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit Stérung der
Epinephrin-vermittelten  Thrombozytenaktivierung.  Liniendiagramm  (linear (A) und
logarithmisch (B)) mit Mittelwert und Standardabweichung je Gruppe
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Abbildung 33: Agonistentitration der Convulxin-induzierten Fibrinogenbindung nach Zugabe
von 0, 1,25, 2,5, 5 und 20 ng/ml Convulxin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit
Stdrung der Epinephrin-vermittelten Thrombozytenaktivierung. Liniendiagramm (linear (A) und
logarithmisch (B)) mit Mittelwert und Standardabweichung je Gruppe
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Abbildung 34: Agonistentitration der Thrombin-induzierten Fibrinogenbindung nach Zugabe 0,
0,025, 0,05, 0,1 und 0,2 U/ml Thrombin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit
Stdrung der Epinephrin-vermittelten Thrombozytenaktivierung. Liniendiagramm (linear (A) und
logarithmisch (B)) mit Mittelwert und Standardabweichung je Gruppe

4.2.6.2.3 Convulxin- und Thrombin-induzierte Granulasekretion durch Induktion der CD62P-,
CD63- und LAMP-1-Oberflachen-Expression

Abbildung 35 bis Abbildung 40 zeigen die Uberwiegend normale Induktion der CD62P-, CD63-
und LAMP-1-Oberflachen-Expression und somit Granulasekretion durch Convulxin und
Thrombin der Patient:innen mit Stérung der Epinephrin-vermittelten Thrombozytenaktivierung.
Lediglich die CD63- (siehe Abbildung 38) und LAMP-1- (siehe Abbildung 40) Oberflachen-
Expressionen bei Aktivierung mit Thrombin waren im Vergleich zu den Kontrollproband:innen

etwas vermindert.
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Abbildung 35: Agonistentitration der CD62P-Oberflachen-Expression nach Zugabe von 0,
1,25, 2,5, 5 und 20 ng/ml Convulxin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit Stérung
der Epinephrin-vermittelten Thrombozytenaktivierung. Liniendiagramm (linear (A) und
logarithmisch (B)) mit Mittelwert und Standardabweichung je Gruppe
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Abbildung 36: Agonistentitration der CD62P-Oberflachen-Expression nach Zugabe von O,
0,025, 0,05, 0,1 und 0,2 U/ml Thrombin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit
Stoérung der Epinephrin-vermittelten Thrombozytenaktivierung. Liniendiagramm (linear (A) und
logarithmisch (B)) mit Mittelwert und Standardabweichung je Gruppe
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Abbildung 37: Agonistentitration der CD63-Oberflachen-Expression nach Zugabe von 0, 1,25,
2,5, 5 und 20 ng/ml Convulxin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit Stérung der
Epinephrin-vermittelten  Thrombozytenaktivierung.  Liniendiagramm  (linear (A) und
logarithmisch (B)) mit Mittelwert und Standardabweichung je Gruppe
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Abbildung 38: Agonistentitration der CD63-Oberflachen-Expression nach Zugabe von O,
0,025, 0,05, 0,1 und 0,2 U/ml Thrombin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit
Stoérung der Epinephrin-vermittelten Thrombozytenaktivierung. Liniendiagramm (linear (A) und
logarithmisch (B)) mit Mittelwert und Standardabweichung je Gruppe
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Abbildung 39: Agonistentitration der LAMP-1-Oberflachen-Expression nach Zugabe von 0,
1,25, 2,5, 5 und 20 ng/ml Convulxin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit Stérung
der Epinephrin-vermittelten Thrombozytenaktivierung. Liniendiagramm (linear) mit Mittelwert
und Standardabweichung je Gruppe
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Abbildung 40: Agonistentitration der LAMP-1-Oberflachen-Expression nach Zugabe von 0,
0,025, 0,05, 0,1 und 0,2 U/ml Thrombin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit
Storung der Epinephrin-vermittelten Thrombozytenaktivierung. Liniendiagramm (linear) mit
Mittelwert und Standardabweichung je Gruppe

4.2.6.3 Patient:innen mit 6-SPD

In diesem Kapitel erfolgt die Darstellung von Patient:innen mit bestatigter 5-SPD, die also an
einem Mangel oder einer Sekretionsstorung der d-Speichergranula leiden. Die ebenfalls
dazugehorige Darstellung der Mepacrineaufnahme und -freisetzung in bzw. aus den &-Granula
findet sich in der konfirmatorischen Analyse in Kapitel 4.3.2.1 Patient:innen mit 5-SPD. Es
wurden zwei Patient:innen ohne und drei Patient:innen mit VWS Typ 1 diagnostiziert. Eine
statistische Analyse erfolgte ausschlieR3lich bei den Patient:innen der Gruppe 6-SPD +VWS1,;
die Gruppe 6-SPD -VWS1 umfasste eine zu geringe Fallzahl. Bei vier der flnf Patient:innen
wurde weiterhin ein Serotonin-ELISA zur Bestimmung des thrombozytaren Serotonin-Gehalts
der &-Granula sowie eine Lumi-Aggregometrie durchgefiihrt; die Ergebnisse sind aber nicht
Teil der Untersuchungen dieser Arbeit und daher nicht hier dargestellt. Bei der flinften Patientin
sowie einer weiteren wurden die durchflusszytometrischen Untersuchungen wiederholt

erhoben.

4.2.6.3.1 Convulxin- und Thrombin-induzierte Granulasekretion durch Induktion der CD63-

Oberflachen-Expression

Die CD63-Oberflachen-Expression als Membranmarker fir die 8-Granula und die Lysosomen
zeigt in Abbildung 41 sowohl bei Patient:innen der Gruppe d-SPD +VWSL1 als auch bei
Patient:innen der Gruppe 8-SPD -VWSL1 eine im Vergleich zu den Kontrollproband:innen

ahnlich ausgepragte basale Expression. Nach Aktivierung der Thrombozyten in aufsteigenden
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Konzentrationen mit Convulxin (0, 1,25, 2,5, 5 und 20 ng/ml, siehe Abbildung 42) kam es zu
einer insgesamt vermehrten Oberflachen-Expresssion von CD63, jedoch war diese
Expression vermindert bei beiden Patientiinnengruppen im Vergleich zu den
Kontrollproband:innen ausgepréagt, deutlicher in der Gruppe 8-SPD +VWSL1. Statistisch
auffallig bei einer Convulxin-Konzentration von 20 ng/ml war die Erniedrigung in der Gruppe
0-SPD +VWS1 (p=0,0106 im unpaired T-Test) (siehe Abbildung 41 und Tabelle 46).
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Abbildung 41: Basalwerte der CD63-Oberflachen-Expression (A) und nach Zugabe von 20
ng/ml Convulxin (B) bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit -SPD. Box-Plot-
Darstellung mit Minimal- und Maximalwert je Gruppe

Tabelle 46: p-Werte der Basalwerte der CD63-Oberflachen-Expression und nach Zugabe von
20 ng/ml Convulxin im Vergleich zwischen Kontrollproband:innen und Patient:innen mit 6-SPD.
Verwendung des unpaired T-Tests (Normalverteilung) oder Mann-Whitney-Tests (keine
Normalverteilung). *statistisch auffallig

CD63 - basal
6-SPD -VWS1 (n=2) 8-SPD +VWS1 (n=3)
- : 0,1955
Kontrollen (n=18) n zu klein Mann-Whitney-Test
CD63 - Convulxin 20 ng/ml
5-SPD -VWS1 (n=2) 5-SPD +VWS1 (n=3)
- : 0,0106*
Kontrollen (n=18) n zu klein Unpaired T-Test
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Abbildung 42: Agonistentitration der CD63-Oberflachen-Expression nach Zugabe von 0, 1,25,
2,5, 5 und 20 ng/ml Convulxin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit 6-SPD.
Liniendiagramm (linear (A) und logarithmisch (B)) mit Mittelwert und Standardabweichung je
Gruppe

Auch nach Aktivierung der Thrombozyten mit Thrombin in aufsteigenden Konzentrationen (0,
0,025, 0,05, 0,1 und 0,2 U/ml, siehe Abbildung 44) war ebenfalls eine insgesamt vermehrte
Expression festzustellen, vermindert ausgepragt jedoch bei den Patient:innen im Vergleich zu
den Kontrollproband:innen. Statistisch auffallig war diese bei einer Thrombin-Konzentration
von 0,2 U/ml in der Gruppe 6-SPD +VWS1 (p=0,0159 im unpaired T-Test) (siehe Abbildung
43 und Tabelle 47).
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Abbildung 43: Basalwerte der CD63-Oberflachen-Expression (A) und nach Zugabe von 0,2
U/ml Thrombin (B) bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit 6-SPD. Box-Plot-
Darstellung mit Minimal- und Maximalwert je Gruppe

Tabelle 47: p-Werte der Basalwerte der CD63-Oberflachen-Expression und nach Zugabe von
0,2 U/mIThrombin im Vergleich zwischen Kontrollproband:innen und Patient:innen mit 6-SPD.
Verwendung des unpaired T-Tests (Normalverteilung) oder Mann-Whitney-Tests (keine
Normalverteilung). *statistisch auffallig

CD63 - basal
8-SPD -VWS1 (n=2) 8-SPD +VWS1 (n=3)
Kontrollen (n=18) n zu klein Mann \(/)\'lﬁﬁgy—Test
CD63 - Thrombin 0,2 U/ml
8-SPD -VWS1 (n=2) 8-SPD +VWS1 (n=3)
_ . 0,0159*
Kontrollen (n=18) n zu klein Unpaired T-Test
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Abbildung 44: Agonistentitration der CD63-Oberflachen-Expression nach Zugabe von O,
0,025, 0,05, 0,1 und 0,2 U/ml Thrombin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit -
SPD. Liniendiagramm (linear (A) und logarithmisch (B)) mit Mittelwert und
Standardabweichung je Gruppe

4.2.6.3.2 Convulxin- und Thrombin-induzierte Granulasekretion durch Induktion der CD62P-
und LAMP-1-Oberflachen-Expression

Im Folgenden sind die Agonistentitrationen mit Convulxin und Thrombin zur Induktion der
CD62P- und LAMP-1-Oberflachen-Expression der Patient:innen mit 8-SPD dargestellt, siehe
Abbildung 45 bis Abbildung 48. Sie zeigen, dass eine Agonisten-induzierte Expression
vorhanden war, diese jedoch zum Teil etwas vermindert im Vergleich zu den
Kontrollproband:innen ausfiel: In der Gruppe 8-SPD -VWS1 bei der LAMP-1-Oberflachen-
Expression (siehe Abbildung 47 und Abbildung 48) und in der Gruppe 6-SPD +VWSL1 bei der
CD62P- (siehe Abbildung 45 und Abbildung 46) und der LAMP-1-Oberflachen-Expression bei
Aktivierung mit Convulxin (siehe Abbildung 47).
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Abbildung 45: Agonistentitration der CD62P-Oberflachen-Expression nach Zugabe von 0,
1,25, 2,5, 5 und 20 ng/ml Convulxin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit 6-SPD.
Liniendiagramm (linear (A) und logarithmisch (B)) mit Mittelwert und Standardabweichung je
Gruppe
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Abbildung 46: Agonistentitration der CD62P-Oberflachen-Expression nach Zugabe von O,
0,025, 0,05, 0,1 und 0,2 U/ml Thrombin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit -
SPD. Liniendiagramm (linear (A) wund logarithmisch (B)) mit Mittelwert und
Standardabweichung je Gruppe
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Abbildung 47: Agonistentitration der LAMP-1-Oberflachen-Expression nach Zugabe von 0,
1,25, 2,5, 5 und 20 ng/ml Convulxin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit 6-SPD.
Liniendiagramm (linear) mit Mittelwert und Standardabweichung je Gruppe
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Abbildung 48: Agonistentitration der LAMP-1-Oberflachen-Expression nach Zugabe von 0,
0,025, 0,05, 0,1 und 0,2 U/ml Thrombin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit -
SPD. Liniendiagramm (linear) mit Mittelwert und Standardabweichung je Gruppe

Im Folgenden ist beispielhaft bei Patient 6 mit 6-SPD, bei dem eine verminderte CD62P-
Oberflachen-Expression bei Aktivierung mit Convulxin bzw. Thrombin in aufsteigenden
Konzentrationen festgestellt wurde, zusatzlich die Aktivierung mit 0,375 uM ADP dargestellt
(siehe Abbildung 49 und Abbildung 50). Da fir die a-Granula-Sekretion durch Convulxin bzw.
Thrombin eine ADP-vermittelte Verstarkungsaktivierung notwendig ist, wurde somit getestet,
ob bei diesem Patienten neben dem d-SPD ein zusatzlicher a-SPD vorlag oder ob die fehlende
a-Granula-Sekretion durch das verminderte bzw. fehlende ADP der &-Granula verursacht
wurde. Festzustellen war, dass bei gleichzeitiger Aktivierung mit ADP eine anndhernd normale
bzw. nur leicht verminderte CD62P-Oberflachen-Expression und damit Exozytose der a-

Granula moglich war, somit also kein zuséatzlicher a-SPD vorlag.
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Abbildung 49: Agonistentitration der CD62P-Oberflachen-Expression nach Zugabe von O,
1,25, 2,5, 5 und 20 ng/ml Convulxin bei Kontrollproband:innen und Patient 6 mit 6-SPD sowie
+0,375 uM ADP. Liniendiagramm (logarithmisch) mit Mittelwert und Standardabweichung je
Gruppe
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Abbildung 50: Agonistentitration der CD62P-Oberflachen-Expression nach Zugabe von 0,
0,025, 0,05, 0,1 und 0,2 U/ml Thrombin bei Kontrollproband:innen und Patient 6 mit 6-SPD
sowie +0,375 pM ADP. Liniendiagramm (logarithmisch) mit Mittelwert und
Standardabweichung je Gruppe

4.2.6.3.3 ADP-, Epinephrin-, Convulxin- und Thrombin-induzierte Fibrinogenbindung

Abbildung 51 bis Abbildung 54 veranschaulichen eine reguldre Agonisten-induzierte
Fibrinogenbindung an den thrombozytdren Rezeptor GPIIb/llla nach Aktivierung mit den
Agonisten ADP, Epinephrin, Convulxin und Thrombin bei Patient:innen mit 6-SPD im Vergleich
zu den Kontrollproband:innen.
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Abbildung 51: Agonistentitration der ADP-induzierten Fibrinogenbindung nach Zugabe von 0,
0,125, 0,25 und 0,75 uM ADP bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit 6-SPD.
Liniendiagramm (linear (A) und logarithmisch (B)) mit Mittelwert und Standardabweichung je
Gruppe
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Abbildung 52: Agonistentitration der Epinephrin-induzierten Fibrinogenbindung nach Zugabe
von 0, 1, 5, 10 und 20 pM Epinephrin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit 6-SPD.
Liniendiagramm (linear (A) und logarithmisch (B)) mit Mittelwert und Standardabweichung je
Gruppe
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Abbildung 53: Agonistentitration der Convulxin-induzierten Fibrinogenbindung nach Zugabe
von 0, 1,25, 2,5, 5 und 20 ng/ml Convulxin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit &-
SPD. Liniendiagramm (linear (A) wund logarithmisch (B)) mit Mittelwert und
Standardabweichung je Gruppe
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Abbildung 54: Agonistentitration der Thrombin-induzierten Fibrinogenbindung nach Zugabe
von 0, 0,025, 0,05, 0,1 und 0,2 U/ml Thrombin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit
0-SPD. Liniendiagramm (linear (A) wund logarithmisch (B)) mit Mittelwert und
Standardabweichung je Gruppe

4.3 Konfirmatorische Analyse

Zu Beginn der Studie wurde die Hauptfragestellung zur Identifizierung von
Thrombozytopathien bei Patient:innen mit hamorrhagischer Diathese unklarer Genese und
Patient:innen mit diagnostiziertem vWS Typ 1 mit durchflusszytometrischen Analysen von
Thrombozytenfunktionsparametern formuliert. Da 8-SPD zu den haufigsten hereditaren milden

Thrombozytopathien gehdren, wurde fiir die Beantwortung der Fragestellung der Mepacrine-
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Assay zugrunde gelegt. Anhand etablierter Methoden der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr.
Jurk des CTH der Universitatsmedizin Mainz wurde der Mittelwert des basalen Mepacrine-
Fluoreszenzsignals (Mepacrine-Aufnahme) fiir gesunde Kontrollproband:innen bei 52,5 mit
einer Standardabweichung £12 (relative Einheiten) und fur Patient:innen mit nicht-syndromaler

0-SPD (quantitativ oder qualitativ) bei <40,4 angenommen.

4.3.1 Durchflusszytometrische Erhebung der thrombozytaren
Mepacrineaufnahme in die d-Granula ex vivo und der &-Granulasekretion

durch Mepacrinefreisetzung in vitro (Agonistentitration)

Die thrombozytare Mepacrineaufnahme in die 8-Granula ex vivo (basale Mepacrineaufnahme)
wurde erhoben, um zwischen einer quantitativen und einer qualitativen 8-SPD unterscheiden
zu kénnen. Mdglich ist dies durch die hohe Affinitat von Mepacrine zu Adeninnukleotiden wie
ADP und ATP, weshalb es spezifisch in den &-Granula akkumuliert und so den Gehalt
widerspiegelt. Weiterhin wurde die thrombozytare d-Granulasekretion neben der Induktion der
CD63-Oberflachen-Expression (siehe Kapitel 4.2.5 Durchflusszytometrische Erhebung der
thrombozytaren Granula-sekretion in vitro durch Induktion der CD62P- (a-Granula), CD63- (6-
Granula und Lysosomen) und LAMP-1- (Lysosomen) Oberflachen-Expression
(Agonistentitration)) durch die Freisetzung von Mepacrine aus den 8-Granula gemessen; flr
die Aktivierung wurden die Agonisten Convulxin und Thrombin verwendet. Zunachst erfolgt in
diesem Kapitel wie oben die Darstellung aller Patientiinnen im Vergleich zu den
Kontrollproband:innen, anschlielend die vollstdndig durchgeflihrte Agonistentitration der
Patient:innen mit bestéatigten PFD im Vergleich zu den Kontrollproband:innen.

4.3.1.1 Basale Mepacrineaufnahme

Im Folgenden ist die thrombozytare Mepacrineaufnahme in die &-Granula ohne Zugabe von
Agonisten gezeigt. Es stellte sich eine tendenziell verminderte Aufnahme bei Patient:innen der
Gruppen PFD -VWS1 und PFD +VWSL1 dar (siehe Abbildung 55), signifikant war dieser
Unterschied jedoch nur bei Patient:innen der Gruppe PFD +VWS1 (p=0,002 im unpaired T-
Test, siehe Tabelle 48).
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Abbildung 55: Basalwerte der Mepacrineaufnahme. Box-Plot-Darstellung mit Minimal- und
Maximalwert je Gruppe

Tabelle 48: p-Werte der Basalwerte der Mepacrineaufnahme im Vergleich zwischen
Kontrollproband:innen und  Patient:iinnen.  Verwendung des unpaired T-Tests
(Normalverteilung) oder Mann-Whitney-Tests (keine Normalverteilung). **signifikant auffallig

Mepacrine - basal
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
Kontrollen 0,6023 0,9388 0,1557 0,0002**
(n=18) Unpaired Mann-Whitney- Unpaired Unpaired
T-Test Test T-Test T-Test

4.3.1.2 Agonisten-induzierte Mepacrinefreisetzung

4.3.1.2.1 Convulxin-induzierte Mepacrinefreisetzung

Nach Aktiverung der Thrombozyten kam es zur Exozytose der d-Granula und damit zur
Freisetzung von Mepacrine, was die Abnahme des Mepacrine-Fluoreszenzsignals in
Abbildung 56 verdeutlicht. Sie zeigt die Mepacrinefreisetzung nach Zugabe des Agonisten
Convulxin in aufsteigenden Konzentrationen (1,25, 2,5, 5 und 20 ng/ml, hier dargestellt fir die
Konzentrationen 5 und 20 ng/ml). Im Vergleich zwischen den Patient:innen und den
Kontrollproband:innen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (siehe Tabelle 49);
tendenziell liel3en sich jedoch bei Aktivierung mit 5 ng/ml Convulxin in der Gruppe PFD +VWS1

niedrigere Mepacrine-Fluoreszenzsignale feststellen.

132



>
w

Mepacrine - Convulxin 5 ng/ml Mepacrine - Convulxin 20 ng/ml

— 607 40~
L [
= =
£ T £ 301
o 407 é O
= =
c T 20-
2 g 107
o o
D) (D)
= =
0 | 1 1 1 1 0 1 1 1 | 1
Q N N N N Q " N N N
<& © @ © © <& © @ © ©
S e PO
CLLLL ECLLLL
& &

Abbildung 56: Mepacrinefreisetzung nach Zugabe von 5 (A) und 20 (B) ng/ml Convulxin. Box-
Plot-Darstellung mit Minimal- und Maximalwert je Gruppe

Tabelle 49: p-Werte der Mepacrinefreisetzung nach Zugabe von 5 und 20 ng/ml Convulxin im
Vergleich zwischen Kontrollproband:innen und Patient:innen. Verwendung des unpaired T-
Tests (Normalverteilung) oder Mann-Whitney-Tests (keine Normalverteilung). **signifikant
auffallig

Mepacrine - Convulxin 5 ng/ml
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
Kontrollen 0,4054 0,8381 0,6128 0,0722
(n=18) Unpaired Unpaired Unpaired Unpaired
T-Test T-Test T-Test T-Test
Mepacrine - Convulxin 20 ng/ml|
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
Kontrollen 0,1212 0,3586 0,1431 0,9465
(n=18) Mann-Whitney- Mann-Whitney- Mann-Whitney- Mann-Whitney-
Test Test Test Test

4.3.1.2.2 Thrombin-induzierte Mepacrinefreisetzung

Bei der Thrombin-induzierten Mepacrinefreisetzung nach Aktivierung in aufsteigenden
Konzentrationen (0,025, 0,05, 0,1 und 0,2 U/ml, hier dargestellt fir die Konzentrationen 0,1
und 0,2 U/ml) zeigten sich ebenfalls niedrigere Fluoreszenzsignale bei Patient:innen der
Gruppe PFD +VWSL1. Signifikant war dieser Unterschied bei der Aktivierung mit 0,1 U/ml
Thrombin (p=0,0049 im Mann-Whitney-Test), nicht mehr signifikant, aber tendenziell

133



vorhanden war er bei Aktivierung der Thrombozyten mit 0,2 U/ml Thrombin (siehe Abbildung
57 und Tabelle 50). Bei den Patient:innen der Gruppe nbPFD +VWS1 zeigten sich signifikant

héhere Mepacrine-Fluoreszenzsignale bei Aktivierung mit 0,2 U/ml Thrombin im Vergleich zu

den Kontrollproband:innen (p=0,0035 im unpaired T-Test).
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Abbildung 57: Mepacrinefreisetzung nach Zugabe von 0,1 (A) und 0,2 (B) U/ml Thrombin. Box-
Plot-Darstellung mit Minimal- und Maximalwert je Gruppe

Tabelle 50: p-Werte der Mepacrinefreisetzung nach Zugabe von 0,1 und 0,2 U/ml Thrombin
im Vergleich zwischen Kontrollproband:innen und Patient:innen. Verwendung des unpaired T-
Tests (Normalverteilung) oder Mann-Whitney-Tests (keine Normalverteilung). **signifikant

auffallig
Mepacrine - Thrombin 0,1 U/ml
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=5) (n=4)
Kontrollen 0,2931 0,1612 0,6497 0,0049**
(n=18) Mann-Whitney- Mann-Whitney- Mann-Whitney- Mann-Whitney-
Test Test Test Test
Mepacrine - Thrombin 0,2 U/ml
nbPFD -VWS1 nbPFD +VWS1 PFD -VWS1 PFD +VWS1
(n=29) (n=16) (n=b) (n=4)
Kontrollen 0,1062 0,0035** 0,5895 0,1164
(n=18) Unpaired Unpaired Unpaired Unpaired
T-Test T-Test T-Test T-Test
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4.3.2 Durchflusszytometrische Erhebungen der Patient:innen mit bestatigten
PFD

Im Folgenden sind die durchflusszytometrischen Erhebungen der Mepacrineaufnahme und -
freisetzung in bzw. aus den d-Granula der Patient:innen dargestellt, bei denen eine PFD
bestatigt wurde. Die Darstellung erfolgt getrennt nach der jeweiligen PFD im Vergleich zu den

Kontrollproband:innen.

4.3.2.1 Patient:innen mit 8-SPD

4.3.2.1.1 Basale Mepacrineaufnahme in und Convulxin- und Thrombin-induzierte

Mepacrinefreisetzung aus den 6-Granula

Abbildung 58 (A) veranschaulicht die deutlich verminderte basale Mepacrineaufnahme in die
O0-Granula bei den untersuchten Patient:innen mit -SPD. Die zu Beginn der Studie anhand
etablierter Methoden der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Jurk des CTH der
Universitatsmedizin Mainz angenommenen Mittelwerte des Mepacrine-Fluoreszenzsignals flr
gesunde Kontrollproband:innen von 52,5 mit einer Standardabweichung *12 (relative
Einheiten) zeigten sich in dieser Studie ahnlich; sie zeigte einen Mittelwert von 48,78 und eine
Standardabweichung +5,728. Auch die fur Patient:innen mit nicht-syndromaler &-SPD
(quantitativ oder qualitativ) angenommenen Basalwerte von <40,4 wurden bei allen
Patient:innen gemessen; in dieser Studie lag der Mittelwert in der Gruppe 6-SPD -VWSL1 bei
33,50 mit einer Standardabweichung +2,12 und in der Gruppe &-SPD +VWS1 bei 24,00 mit
einer Standardabweichung £7,21. Die in der Gruppe 8-SPD +VWS1 deutliche Verminderung
des Flureszenzsignals zeigte sich signifikant auffallig (p<0,0001 im unpaired T-Test, siehe
Tabelle 51). In der Gruppe 8-SPD -VWS1 waren aufgrund einer zu geringen Fallzahl keine
statistischen Analysen mdglich, jedoch lag tendenziell auch hier eine verminderte

Mepacrineaufnahme vor.

Die geringe Convulxin-induzierte Mepacrinefreisetzung in aufsteigenden Konzentrationen
(1,25, 2,5, 5 und 20 ng/ml) und die verminderte Abnahme des Mepacrine-Fluoreszenzsignals
verdeutlicht Abbildung 59. Nach Aktivierung mit 20 ng/ml Convulxin zeigte sich nur noch ein
geringer, nicht signifikanter Unterschied des Fluoreszenzsignals zwischen den Patient:innen
mit 3-SPD und den Kontrollproband:innen (siehe Abbildung 58 (B) und Tabelle 51).
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Abbildung 58: Basalwerte der Mepacrineaufnahme (A) und -freisetzung nach Zugabe von 20
ng/ml Convulxin (B) bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit &-SPD. Box-Plot-
Darstellung mit Minimal- und Maximalwert je Gruppe

Tabelle 51: p-Werte der Basalwerte der Mepacrineaufnahme und -freisetzung nach Zugabe
von 20 ng/ml Convulxin im Vergleich zwischen Kontrollproband:innen und Patient:innen mit -
SPD. Verwendung des unpaired T-Tests (Normalverteilung) oder Mann-Whitney-Tests (keine
Normalverteilung). **signifikant auffallig

Mepacrine - basal
6-SPD -VWS1 (n=2) 8-SPD +VWS1 (n=3)

Kontrollen (n=18 ; <0,0001**
( ) n zu klein Unpaired T-Test

Mepacrine - Convulxin 20 ng/ml
6-SPD -VWS1 (n=2) 8-SPD +VWS1 (n=3)

Kontrollen (n=18 ; 0,7564
( ) n zu klein Mann-Whitney-Test
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Abbildung 59: Agonistentitration der Mepacrineaufnahme und -freisetzung nach Zugabe von
0, 1,25, 2,5, 5 und 20 ng/ml Convulxin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit 5-SPD.
Liniendiagramm (linear) mit Mittelwert und Standardabweichung je Gruppe

Auch nach Aktivierung der Thrombozyten mit Thrombin in aufsteigenden Konzentrationen
(0,025, 0,05, 0,1 und 0,2 U/ml, siehe Abbildung 61) zeigte sich die deutliche Verminderung der
Mepacrinefreisetzung aus den ®-Granula. Signifikant war dieser Unterschied bei einer
Konzentration von 0,2 U/ml Thrombin in der Gruppe 8-SPD +VWS1 (p=0,0433 im unpaired T-
Test, siehe Abbildung 60 und Tabelle 52). In der Gruppe 6-SPD -VWS1 war bei dieser
Konzentration kaum noch ein Unterschied im Vergleich zu den Kontrollproband:innen
nachweisbar.
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Abbildung 60: Basalwerte der Mepacrineaufnahme (A) und -freisetzung nach Zugabe von 0,2
U/ml Thrombin (B) bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit 3-SPD. Box-Plot-
Darstellung mit Minimal- und Maximalwert je Gruppe

Tabelle 52: p-Werte der Basalwerte der Mepacrineaufnahme und -freisetzung nach Zugabe
von 0,2 U/ml Thrombin im Vergleich zwischen Kontrollproband:innen und Patient:innen mit &-
SPD. Verwendung des unpaired T-Tests (Normalverteilung) oder Mann-Whitney-Tests (keine
Normalverteilung). **signifikant auffallig

Mepacrine - basal
6-SPD -VWS1 (n=2) 8-SPD +VWS1 (n=3)

Kontrollen (n=18 ; <0,0001**
( ) n zu klein Unpaired T-Test

Mepacrine - Thrombin 0,2 U/ml
6-SPD -VWS1 (n=2) 8-SPD +VWS1 (n=3)

Kontrollen (n=18 ; 0,0433**
( ) n zu klein Unpaired T-Test
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Abbildung 61: Agonistentitration der Mepacrineaufnahme und -freisetzung nach Zugabe von
0, 0,025, 0,05, 0,1 und 0,2 U/ml Thrombin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit -
SPD. Liniendiagramm (linear) mit Mittelwert und Standardabweichung je Gruppe

4.3.2.2 Patient:innen mit Stérung der ADP-vermittelten Thrombozytenaktivierung

4.3.2.2.1 Basale Mepacrineaufnahme in und Convulxin- und Thrombin-induzierte
Mepacrinefreisetzung aus den &-Granula

In Abbildung 62 und Abbildung 63 sind die Agonistentitrationen der Mepacrineaufnahme und
-freisetzung in bzw. aus den &-Granula in aufsteigenden Konzentrationen von Convulxin (0,
1,25, 2,5, 5 und 20 ng/ml) und Thrombin (0, 0,025, 0,05, 0,1 und 0,2 U/ml) der Patient:innen
mit Stérung der ADP-vermittelten Thrombozytenaktivierung dargestellt. Sie zeigen eine normal

induzierbare Mepacrineaufnahme und -freisetzung im Vergleich zu den Kontrollproband:innen.
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Abbildung 62: Agonistentitration der Mepacrineaufnahme und -freisetzung nach Zugabe von
0, 1,25, 2,5, 5 und 20 ng/ml Convulxin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit Stérung
der ADP-vermittelten Thrombozytenaktivierung. Liniendiagramm (linear) mit Mittelwert und
Standardabweichung je Gruppe
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Abbildung 63: Agonistentitration der Mepacrineaufnahme und -freisetzung nach Zugabe von
0, 0,025, 0,05, 0,1 und 0,2 U/ml Thrombin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit
Stérung der ADP-vermittelten Thrombozytenaktivierung. Liniendiagramm (linear) mit
Mittelwert und Standardabweichung je Gruppe

4.3.2.3 Patient:innen mit Storung der Epinephrin-vermittelten

Thrombozytenaktivierung

4.3.2.3.1 Basale Mepacrineaufnahme in und Convulxin- und Thrombin-induzierte

Mepacrinefreisetzung aus den &-Granula

Abbildung 64 und Abbildung 65 zeigen die Agonistentitrationen der Mepacrineaufnahme und
-freisetzung in bzw. aus den &-Granula der Patientiinnen mit Stérung der Epinephrin-

vermittelten Thrombozytenaktivierung in aufsteigenden Konzentrationen von Convulxin (O,
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1,25, 2,5, 5 und 20 ng/ml) und Thrombin (0, 0,025, 0,05, 0,1 und 0,2 U/ml). Es war eine normal
induzierbare Mepacrineaufnahme und -freisetzung im Vergleich zu den Kontrollproband:innen
festzustellen.
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Abbildung 64: Agonistentitration der Mepacrineaufnahme und -freisetzung nach Zugabe von
0, 1,25, 2,5, 5 und 20 ng/ml Convulxin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit Stérung
der Epinephrin-vermittelten Thrombozytenaktivierung. Liniendiagramm (linear) mit Mittelwert
und Standardabweichung je Gruppe
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Abbildung 65: Agonistentitration der Mepacrineaufnahme und -freisetzung nach Zugabe von
0, 0,025, 0,05, 0,1 und 0,2 U/ml Thrombin bei Kontrollproband:innen und Patient:innen mit
Stérung der Epinephrin-vermittelten Thrombozytenaktivierung. Liniendiagramm (linear) mit
Mittelwert und Standardabweichung je Gruppe
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5 Diskussion

Die zentrale Bedeutung der Thrombozyten in der Steuerung der primaren Hamostase ist
Gegenstand intensiver Untersuchungen (22, 24), und es sind verschiedene thrombozytére
Dysfunktionen beschrieben, die sich als hamorrhagische Diathesen unterschiedlicher
Symptomauspragung prasentieren (4, 8, 9). Die in dieser Arbeit fokussierten hereditéren,
nicht-syndromalen Thrombozytopathien sind bisher weniger untersucht; sie stellen eine
heterogene Gruppe seltener Erkrankungen bezuglich ihrer Haufigkeit, ihrem Schweregrad,
ihrer Thrombozytendysfunktion, -konzentration und -volumen dar und gehen meist mit milden
bis moderaten Blutungsneigungen einher. Jedoch kénnen auch lebensbedrohliche Blutungen
wahrend Operationen oder Traumata auftreten (8, 10, 11), weshalb ihre Diagnostik essentiell
fur eine adaquate Therapie ist. Die Diagnostik stellt noch immer eine Herausforderung dar (12)
und ist mittels spezialisierter Thrombozyten-Phéanotypisierungen und Funktionstests (13, 14)

nur in wenigen Zentren maoglich.

Zur weiteren Herausstellung der klinischen Bedeutung der hereditaren, nicht-syndromalen
Thrombozytopathien wurden im Rahmen dieser Arbeit 54 Patientiinnen der
hamostaseologischen Ambulanz des CTH und der Ill. Medizinischen Klinik der
Universitatsmedizin Mainz untersucht, die zur Abklarung einer vermehrten Blutungsneigung
vorstellig waren, bei denen jedoch nach standardisierter Abklarung mittels anamnestischer
sowie laboranalytischer Methoden inklusive der globalen Thrombozytenfunktionstests PFA-
100 und LTA nach Born keine eindeutige Ursache der hdmorrhagischen Diathese gefunden
wurde. Auch eingeschlossen wurden Patient:innen mit VWS Typ 1, da in Untersuchungen wie
beispielsweise von Lavin et al. (17) festgestellt wurde, dass dieses die anamnestische
Blutungsneigung oft nicht ausreichend erklaren kann. Im Rahmen dieser Arbeit konnte bei 9
der 54 untersuchten Patient:iinnen mit diagnostizierter ,Blutungsneigung unklarer
Genese“ oder mit ,wvWS Typ 1° mit durchflusszytometrischen Methoden eine
Thrombozytopathie bestatigt werden. Darunter fanden sich flinf Patient:innen mit einer 8-SPD,
eine mit einer ADP- und zwei mit einer Stérung der Epinephrin-vermittelten
Thrombozytenaktivierung sowie ein Patient mit einer ,Gi-like* Thrombozytopathie. Bei 4 der 9
Patient:innen lag gleichzeitig ein VWS Typ 1 und eine Thrombozytopathie vor. Verglichen

wurden die Patient:innen mit 18 gesunden Kontrollproband:innen.

Das Besondere dieser Arbeit war der Einschluss von Patient:innen unabhangig von den
Ergebnissen der durchgefuhrten globalen Thombozytenfunktionstests PFA-100 Kollagen/ADP
und Kollagen/Epinephrin und der LTA nach Born in PRP mit den Agonisten ADP, Epinephrin,
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Arachidonséure, Kollagen und Ristocetin und unabhéngig vom Ergebnis des ,bleeding
score” des Blutungseigenanamnese-Fragenbogens ISTH-BAT. Weiterhin besonders war die
Betrachtung des gemeinsamen Vorliegens eines vWS Typ 1 und einer Thrombozytopathie.
Neben der Auswertung der Ergebnisse des PFA-100 und der LTA nach Born sowie des ISTH-
BAT ,bleeding score® wurde in dieser Arbeit die Anzahl der Rezeptor-ABS der
Hauptglykoproteine auf der Thrombozytenoberflache erhoben und die Bindungsfahigkeit des
VWF an den Rezeptor GPlba, die Aktivitdt des GPIIb/llla durch Fibrinogenbindung und die
Exozytose der a-Granula, 6-Granula und Lysosomen untersucht. Eine Beurteilung Uber
Signifikanzen wurde ausschlieBlich mit Hilfe des Mepacrine-Assays durchgefuhrt (siehe

Kapitel 4.3 Konfirmatorische Analyse).

Die Patient:innen dieser Arbeit (Einschluss 218 Jahre) mit diagnostizierter Thrombozytopathie
waren Uber alle Altersgruppen verteilt (19-75 Jahre) und in beiden vorherrschenden
Geschlechtern vorhanden, jedoch wurden in die Studie insgesamt deutlich mehr Frauen
eingeschlossen (Verhéltnis eingeschlossener Patientiinnen insgesamt: Frauen:Méanner:
87,04%:12,96%), und es wurden entsprechend auch mehr Patientinnen mit
Thrombozytopathie diagnostiziert (Verhaltnis der Patient:innen mit Thrombozytopathie:
Frauen:Manner: 2:1). Ein Uberwiegen des Anteils an Frauen wurde bereits in vergleichbaren
Studien wie beispielsweise von Gebhart et al. (15) festgestellt. Eine mdgliche Ursache hierfr
ist mit den wiederkehrenden hamostaseologischen Herausforderungen von Menstruation und
Geburten in der Literatur beschrieben (11, 162), nicht jedoch durch einen

geschlechtsspezifischen thrombozytaren Unterschied (15).

5.1 Unterschéatzte Pravalenz von vermutlich hereditaren, nicht-
syndromalen  Thrombozytopathien  bei  Patient:innen  mit

hamorrhagischer Diathese unklarer Genese oder mit vVWS Typ 1

Die genaue Pravalenz von milden Thombozytenfunktionsstérungen ist nicht bekannt, sie wird
jedoch derzeit aufgrund der begrenzten und aufwéndigen diagnostischen Mdglichkeiten in der
Literatur von Mezzano et al. (12), Gebhart et al. (15), Hayward (163) und weiteren unterschéatzt,
was auch diese Arbeit bestétigt. In Untersuchungen von Quiroga et al. (129) und Gebhart et
al. (15) sind sie neben dem VWS als eine der haufigen Ursachen bei Patientiinnen mit
hamorrhagischer Diathese beschrieben; bei einem Grol3teil der Patient:innen dieser Studien
blieb die Blutungsursache jedoch weiterhin unklar. Diese Studien sind nur bedingt mit der

vorliegenden Arbeit zu vergleichen, da in oben genannten Studien auf verschiedenste
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hamorrhagische Diathesen hin untersucht wurde, beispielsweise auch auf Erkrankungen wie
dem VWS Typ 2 oder 3 oder Einzelfaktormangel. Diese wurden in der vorliegenden Arbeit im
Vorhinein ausgeschlossen; man kdnnte diese Arbeit bezlglich der Pravalenzerhebung also
als eine Fortfihrung oben genannter Untersuchungen mit denjenigen Patient:innen ansehen,
bei denen eine ,Blutung unbekannter Genese* diagnostiziert wurde. Dies umfasste in den
oben genannten Studien aber eine deutliche Mehrheit von knapp 60% (12, 129) bzw. 72,5%

(15) der untersuchten Patient:innen.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde bei 9 von insgesamt 54 untersuchten Patient:innen mit
»hamorrhagischer Diathese unklarer Genese" oder mit VWS Typ 1“ eine vermutlich hereditéare,
nicht-syndromale Thrombozytopathie phanotypisch bestatigt, was einer Haufigkeit von
16,67% entspricht. Da jedoch nur in einem Zeitraum von drei Monaten (September bis
November 2018) in der hamostaseologischen Ambulanz des CTH und der 1ll. Medizinischen
Klinik der Universitatsmedizin Mainz systematisch gescreent und auf den Ausschluss bereits
diagnostizierter hamorrhagischer Diathesen geachtet wurde, wurden fur die
Préavalenzerhebung dieser Arbeit nur die Patientiinnen bertcksichtigt, die in diesen drei
Monaten vorstellig waren. Dies umfasst 37 Patient:innen, von denen bei 5 Personen eine
vermutlich hereditare, nicht-syndromale Thrombozytopathie festgestellt wurde, was einer
Pravalenz von 13,5% unter den Patient:innen mit hamorrhagischer Diathese unklarer Genese

oder vVWs Typ 1 (mit einem 95%-Konfidenzintervall von 5,9-28,0%) entspricht.

In den oben genannten Studien wurden zusatzlich zum Anteil an ,Blutungen unklarer
Genese“ Thrombozytopathien in 23,2% (129) bzw. 6,2% gesicherten plus 7,2% maoglichen (15)
Fallen diagnostiziert. Mezzano et al. (12) erhielten in einer vergleichbaren Arbeit &hnliche
Ergebnisse; hier wurde bei 19,3% eine hereditare Thrombozytopathie diagnostiziert; weiterhin
wurde das gemeinsame Vorliegen einer Thrombozytopathie und eines VWS Typ 1 mit 3,2%
erhoben. Zu diesen Ergebnissen kommen die in der vorliegenden Arbeit festgestellten 13,5%
hinzu, was die Préavalenz dieser Erkrankungen weiter erhoht und die bisher unterschatzte
Prévalenz unterstreicht. Da es sich in dieser Arbeit jedoch um eine kleine Studienpopulation
handelt, sind Ubertragungen auf die Gesamtpopulation vorsichtig zu bewerten und

nachfolgende Untersuchungen in gréRerem Umfang winschenswert.
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5.2 Limitierung der Erfassung von vermutlich hereditdren, nicht-
syndromalen Thrombozytopathien durch die globalen
Thrombozytenfunktionstests PFA-100 und LTA nach Born

Das standardisierte Vorgehen der hdmostaseologischen Ambulanz des CTH und der Ill.
Medizinischen Klinik der Universitatsmedizin Mainz bei Verdacht auf eine h&morrhagische
Diathese umfasst neben den anamnestischen Erhebungen bezlglich stattgehabter
Blutungsereignisse Laborscreenings inklusive des kleinen Blutbildes, den Parametern der
Globalgerinnung, CRP, FVIII-Aktivitat, PAI, FXIII und bei Auffalligkeiten der Globalgerinnung
eine gezielte Bestimmung weiterer Parameter. Bei Verdacht auf ein vWS und/oder auf eine
Thrombozytopathie werden die VvWF-Parameter erhoben und/oder die globalen
Thrombozytenfunktionstests PFA-100 Kollagen/ADP und Kollagen/Epinephrin und die LTA
nach Born in PRP mit hohen Konzentrationen der Agonisten ADP, Epinephrin,
Arachidonsaure, Kollagen und Ristocetin sowie niedrigen Konzentrationen des Agonisten
Ristocetin durchgefiihrt. Dieses Vorgehen dient in der klinischen Routine dem Erkennen
haufiger hamorrhagischer Diathesen, doch in einigen Fallen kommt es trotz Wiederholung der
Untersuchungen zu keiner eindeutigen Ursachenfindung. Sind die Parameter der globlalen
Thrombozytenfunktionstests PFA-100 und/oder die LTA nach Born mindestens zweimal
pathologisch verandert, besteht Hinweis auf eine Funktionsstorung der Thrombozyten.
Mezzano et al. (12), Gresele et al. (14) und weitere haben bereits beschrieben, dass die
standardisierten globalen Thromboyztenfunktionstests die milden bis moderaten
Thrombozytopathien nicht zuverldssig detektieren, sodass bei anamnestischer
Blutungsneigung auch bei Normwerten eine Thrombozytenfunktionsstérung nicht sicher
ausgeschlossen werden kann. Daher wurden in diese Arbeit die Patient:innen unabh&angig von
den Ergebnissen der Thrombozytenfunktionstests PFA-100 und der LTA nach Born
eingeschlossen. Weitere von Streif et al. in der aktuellen AWMF-Leitlinie zur Diagnose von
Thromboyztenfunktionsstérungen (42) als nicht empfohlen aufgefuhrte Verfahren sind der
Rumpel-Leed-Test, der petechiale Hauteinblutungen am Unterarm nach Aufblasen einer
Blutdruckmanschette am Obererarm provoziert, der VerifyNow™, der die Bildung von
Aggregaten durch Lichttransmission misst und der Impact-R™, welcher die Viskositat durch
Thrombozytenadhasion bestimmt. Die beiden Letzteren wurden fir das ,anti-platelet drug
monitoring“ entwickelt und sind nicht fur die Diagnose und Klassifizierung von hereditéren
Thrombozytopathien evaluiert (42). Weiterhin nicht empfohlen sind die Thrombelastographie,
welche neben der Quick- und aPTT-Messung auch die Entstehung, Festigkeit und Auflosung
eines Gerinnsels untersuchen kann, der Prothrombinverbrauchstest und der

Thrombusretraktionstest (42).
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Der PFA-100 ist eine Methode zur Bestimmung der ,closure time®, also der Zeit bis zum
Verschluss einer Membran6ffnung durch Gerinnselbildung in vitro nach Aktivierung der
Thrombozyten im Citrat-gepufferten antikoagulierten Vollblut (135). Wird die Membrané6ffnung
nicht oder verspatet verschlossen, deutet dies auf eine Stérung der primaren Hamostase hin;
jedoch ist keine Ableitung einer spezifischen Ursache mdglich. Die Ergebnisse des PFA-100
sind, wie bereits mehrfach in der Literatur (52, 135, 164, 165) dargestellt wurde, fur die
Bewertung von Thrombozytopathien aufgrund der limitierten Sensitivitdt und vor allem
Spezifitdt nur eingeschrankt verwendbar, da die ,closure time® primar nur bei schweren
Defekten der Thrombozytenfunktion oder beim VWS verlangert ist. Auf der anderen Seite
schlief3t auch ein Normalbefund das Vorliegen einer leichten bis moderaten Thombozytopathie
nicht aus (42, 166). Weiterhin ist beschrieben, dass die Verschlusszeiten des PFA-100 bei
einem Hamatokrit >50% und einer Thrombozytenkonzentration >500 000/pl verkirzt und bei
einem lkterus, einer Anamie (Hamatokrit <35%) und einer Thrombozytopenie (<150 000/pul)
verlangert sein kdnnen (42), was die Beurteilung der Ergebnisse zusatzlich erschwert. Auch
diese Arbeit bestatigt die eingeschrankte Beurteilbarkeit des PFA-100 in der zuverlassigen
Detektion von Thrombozytopathien: Es zeigten 60% der Patient:innen mit diagnostizierter
Thrombozytopathie ohne VWS Typ 1 bei Stimulation der Thrombozyten mit dem Agonisten
Kollagen/ADP normwertige und 0% gleich oder mehr als zweimal auffallige Ergebnisse;
Patient:innen mit Thrombozytopathie und vWS Typ 1 zeigten zu 75% gleich oder mehr als
zweimal auffallige Ergebnisse. Dabei war nicht zu unterscheiden, ob dies an der
eingesschrankten Thrombozytenfunktion oder an der wie oben beschriebenen Verlangerung
durch das Vorliegen des vWS lag. Bei Stimulation mit Kollagen/Epinephrin wurden in beiden
Patient:innengruppen mit und ohne vWS Typ 1 liberwiegend auffallige Ergebnisse festgestellt.
Die Ergebnisse des PFA-100 der Patient:innen mit nicht-bestéatigten Thrombozytopathien
zeigten keinen richtungsweisenden Befund, die Ergebnisse waren sowohl normwertig als auch
auffallig; haufig war der PFA-100 bei Patient:innen mit vVWS Typ 1 gleich oder mehr als zweimal
auffallig. Aufgrund einer zu niedrigen Thrombozytenkonzentration oder fehlerhafter
Praanalytik konnte der PFA-100 nicht bei allen Patient:innen bestimmt werden, was einen
weiteren Nachteil dieser Methode aufzeigt. Aufgrund all der genannten Einschrankungen und
der Ergebnisse dieser Untersuchung unterstreicht diese Arbeit die Empfehlung aktueller
anderer Arbeiten wie von Gresele et al. (10), Kaufmann et al. (167) und Jurk et al. (105), den
PFA-100 nicht mehr fur die spezifische Diagnostik von Thrombozytopathien zu verwenden. In
der klinischen Routine wird er weiterhin als Screeningmethode zur Detektion von Stérungen

der primaren Hamostase eingesetzt.

Die LTA beruht auf dem Prinzip der kontinuierlichen, photometrischen Messung der
zunehmenden Lichttransmission bei der Bildung von Thrombozytenaggregaten nach Zugabe
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von Agonisten im PPR und gilt aktuell als Goldstandard in  der
Thrombozytenfunktionsdiagnostik (42, 132). Die LTA nach Born in PRP, die in der
Routinediagnostik, so auch im Zentrallabor der Universitatsmedizin Mainz, mit hohen
Konzentrationen der Agonisten Arachidonsaure, ADP, Epinephrin, Kollagen und Ristocetin
sowie niedrigen Konzentrationen von Ristocetin durchgefiihrt wird, zeigte jedoch ebenfalls,
dass Thrombozytopathien nicht immer erkennbar waren. Beispielsweise wird in der LTA nach
Born bei Vorliegen einer 6-SPD eine Beeintrachtigung der Antwort von ADP, Epinephrin und
Kollagen erwartet, die jedoch nicht immer vorhanden bzw. sichtbar war: In dieser Arbeit zeigte
eine Patientin mit 6-SPD auch bei Wiederholung keinerlei Auffalligkeiten in der LTA, bei
anderen Patient:innen wurden diese nicht bei Aktivierung mit allen Agonisten festgestellt, wie
beispielsweise nicht bei Aktivierung mit Kollagen. Die bei einer Stdrung der Epinephrin-
vermittelten Thrombozytenaktivierung erwarteten verminderten Antworten bei Aktivierung mit
Epinephrin waren bei den Patient:innen dieser Arbeit vorhanden, nicht jedoch eine verminderte
Antwort bei  Aktivierung mit ADP bei einer Stérung der ADP-vermittelten
Thrombozytenaktivierung. Daher ist auch die LTA in der alleinigen Diganostik von
Thrombozytopathien limitiert (10, 52) und komplexere Analysen sind notwendig.

Wie zu erwarten, zeigten die dbrigen Blutparameter, insbesondere die Werte der
Globalgerinnung, der diagnostizierten Patient:innen mit Thrombozytopathien dieser Arbeit
Uberwiegend normwertige Ergebnisse. Somit wurden andere Blutgerinnungsstérungen, wie
z.B. plasmatische Gerinnungsstérungen, wie vorher definiert, ausgeschlossen. Die
Patient:innen mit VWS Typ 1 wiesen niedrigere, jedoch noch normwertige vVWF-Parameter auf.
Thrombozytopathien kénnen zum Teil mit Thrombozytopenien einhergehen, wie es auch in
dieser Arbeit bei 3 der 9 Patient:innen festgestellt wurde. Nicht alle in der klinischen Routine
eingesetzen Thombozytenfunktionstests, wie der oben beschriebene PFA-100, sind fir die

Diagnostik von Patient:innen mit Thrombozytopenie plus -pathie geeignet (105).

Die in dieser Arbeit verwendete Durchflusszytometrie fir die Diagnostik von
Thrombozytenfunktionsstérungen stellt hingegen eine geeignetere Methode dar, wie mehrfach
in Studien gezeigt wurde, beispielsweise von van Asten et al. (168) oder Navred et al. (169).
Die Durchflusszytometrie ermdglicht mit Hilfe der Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen die
Analyse von Eigenschaften von Zellen auf Einzelzellebene und gibt Informationen tber das
Vorhandensein von Rezeptoren oder Aktivierungsmarkern auf der Thrombozytenoberflache
(152). Weiterhin kann in vitro die Reaktion der Thrombozyten auf bestimmte Agonisten
bestimmt werden (13). Dies gilt auch fir Patient:innen mit Thrombozytopenie (105, 170); bei
einer sehr ausgepragten Thrombozytenkonzentration von <10x10%ml kann sich aufgrund der
verminderten freigesetzten Menge an thrombozytarem ADP aus den &-Granula dennoch ein
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Einfluss auf die Verstarkung der Thrombozyten-Aktivierung zeigen (171). Ein Nachteil in der
Verwendung der Durchflusszytometrie ist die notwendige hohe Spezialisierung von

Mitarbeiter:innen und Geraten (172).

5.2.1 Praanalytische und weitere Herausforderungen in der Diagnostik von

Thrombozytopathien und vWS

Nicht nur die Laboranalysen selbst, auch die Praanalytik erschwert die Diagnostik von
Thrombozytenfunktionsstérungen und vWS. Mdgliche Fehlerquellen sind dabei folgende (81,
173, 174): Erfolgt bei der Blutabnahme ein zu langes Stauen des Arms, kann es zur
Hamokonzentration und gegebenenfalls Gerinnungsaktivierung kommen. Bei Verwendung
einer zu kleinen Nadel ist eine Gewebeverletzung sowie Hamolyse mit Gerinnungsaktivierung
moglich. Auch die exakte Fullung der Citrat-Monovette ist von Bedeutung: Bei Unterfiillung
kommt es zu Verdiunnung und einer erhéhten Citrat-Konzentration, bei Uberfillung zu einer
moglichen Gerinnselbildung. Beim Transport unterhalb der Raumtemperatur ist ein Verlust von
VvWF und VIII sowie eine Thrombozyten- und FVII-Aktivierung maoglich; hohe Temperaturen
sowie eine zu lange Lagerung der Proben kann zum Verlust von Einzelfaktoren fiihren,
betroffen sind hier insbesondere FV und FVIIl. Bei fehlerhafter Zentrifugation ist eine
Hamolyse moglich. Auch Grunderkrankungen der Patient:iinnen wie beispielsweise eine
Lipidamie kdnnen die photometrischen Methoden beeinflussen. Ein hoher Hamatokrit kann zur
Reduktion der Gerinnungsfaktoren fihren.

Auch Messungenauigkeiten des Labors sind nicht auszuschlieRen, ebenso Anderungen bei
neuen Chargen von Agonisten oder Aktivierungsmarkern. Weiterhin muss von
interindividuellen Unterschieden zum Untersuchungszeitpunkt ausgegangen werden, die ein
dynamisches Geschehen wie die Hamostase beeinflussen kdénnen. Zur Reduzierung von
Fehlerquellen wird empfohlen, standardisierte Untersuchungsablaufe einzuftihren (81), was in

dieser Arbeit bestmdglich umgesetzt wurde.

5.3 Pathologische Erhdhung des ISTH-BAT ,bleeding score bei
Patient:innen mit vermutlich hereditaren, nicht-syndromalen

Thrombozytopathien mit und ohne vWS Typ 1

Der ISTH-BAT, ein aus 14 Symptomkategorien bestehender Fragebogen, dient der

einheitlichen Erfassung der Blutungseigenanamnese der Patientiinnen (122). Er wurde
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zunachst von Rodeghiero et al. (130) fiur Patient:innen mit vWS validiert; spater wurde seine
Eignung auch als gutes diagnostisches Sceeninginstrument fir Thrombozytopathien von Adler
et al. (146) und Gresele et al. (147) bestétigt. Nach Bewertung der einzelnen Kategorien wird
ein gesamter ,bleeding score* gebildet, pathologische Werte gelten ab einem Punktwert
von >3 fur Manner und >5 fur Frauen. Hervorzuheben ist besonders seine
Differenzierungsfahigkeit zur Allgemeinbevdlkerung (147), da auch dort haufig von mindestens
einem Blutungssymptom berichtet wird (130). Als signifikant pathologisch gilt der Score, wenn
die Blutungssymptome einen stérenden Einfluss auf das Sozialleben oder Aktivitdten haben
oder Medikamente bendétigt werden (122). Weiterhin wurde gezeigt, dass die Schwere der
Blutungssymptome mit einem Risiko flir zukunftige Blutungsereignisse korreliert (130, 175). In
dieser Arbeit wurde der ISTH-BAT sowohl mit den Patientiinnen als auch mit den
Kontrollproband:innen durchgefiihrt. Der Einschluss der Patientiinnen in die weiteren
Untersuchungen erfolgte unabhangig vom Wert des ermittelten ,bleeding score®.

Festgestellt werden konnte in dieser Arbeit, dass Patient:innen mit Thrombozytopathie - mit
Ausnahme einer Patient:in mit einem grenzwertigen ,bleeding score“ von 5 - einen
pathologisch erhdhten ISTH-BAT ,bleeding score“ im Vergleich zu den Kontrollproband:innen
aufwiesen. Diese klare Differenzierungsfahigkeit zu gesunden Kontrollproband:innen, die auch
bei der Validierung des ISTH/SSC BAT fir hereditéare Thrombozytopathien von Gresele et al.
(147) gezeigt wurde, war in dieser Arbeit ahnlich deutlich feststellbar: Der Mittelwert des
,bleeding score” lag bei den gesunden Kontrollproband:innen normwertig bei 1 (Median: 1,
vergleiche Gresele et al.: Median: 0) und pathologisch erhéht bei Patientiinnen mit
Thrombozytopathie ohne vVWS Typ 1 bei 8,80 (Median: 10, vergleiche Gresele et al.: Median:
9) und mit Thrombozytopathie und vWS Typ 1 sehr ahnlich bei 8,75 (Median: 7, nicht
untersucht von Gresele et al.). Jedoch wurde auch bei Patientiinnen, bei denen keine
Thrombozytopathie diagnostiziert wurde, die dennoch aufgrund einer vermehrten
Blutungsneigung in der hamostaseologischen Ambulanz vorstellig waren und die weiterhin die
Diagnose ,hamorrhagische Diathese unklarer Genese® oder ,vVWS Typ 1 haben, im Mittel ein
pathologisch erhdhter ,bleeding score” festgestellt. Hier zeigen sich Abweichungen von den
Ergebnissen von Gresele et al. (147): Die Patientiinnen mit einem VWS Typ 1 ohne
Thrombozytopathie zeigten in dieser Arbeit einen Mittelwert des ,bleeding score® von 11,63
(Median: 12,5), bei Gresele et al. lag dieser mit einem medianen ,bleeding score“ von 5
deutlich niedriger. Auch die Patient:innen ohne phanotypisch bestétigte Thrombozytopathie
und ohne VWS Typ 1 zeigten in dieser Arbeit einen Mittelwert von 8,35 (Median: 8), weshalb
die Feststellung von Gresele et al., dass bei einem ,bleeding score” von >6 nach Ausschluss
eines VWS Typ 1 mit grol3er Wahrscheinlichkeit eine Thrombozytopathie vorliegt, in dieser
Arbeit nicht bestétigt wurde. Ein mdglicher Grund dieser Abweichung kénnte die Rekrutierung
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der Patient:innen dieser Arbeit aus der h&mostaseologischen Ambulanz mit akuten oder
stattgehabten Blutungsereignissen sein, beispielsweise auch nach Operationen oder grol3eren
Verletzungen, was eventuell zu einer Beeinflussung des Patient:innenkollektivs in Richtung
einer starkeren Symptomauspragung geftihrt hat. Eine weitere mogliche Erklarung kénnte die
Betrachtung einer vergleichsweise kleinen Studienpopulation in einer relativ kurzen
Zeitspanne sein; weitere Untersuchungen in gréfRerem Rahmen zur Evaluierung sind
wlnschenswert. Insgesamt zeigte auch die Arbeit von Gresele et al. eine maRige Genauigkeit
in der Differenzierungsfahrigkeit des ISTH-BAT zwischen hereditaren Thrombozytopathien
und VWS Typ 1 (147).

Symptome der Patientiinnen mit Thrombozytopathie waren vor allem Blutungen nach
Operationen oder grol3eren Verletzungen, Menorrhagie und kutaner Hamorrhagie. Die
Patient:innen mit VWS Typ 1 zeigten weiterhin vermehrt Blutungen nach Zahnextraktionen, die
Patient:innen ohne vWS Typ 1 Epistaxis und Blutungen aus kleinen Wunden. Dies ist &hnlich
den Ergebissen von Gresele et al. (147), bei denen die Patient:innen mit hereditaren
Thrombozytopathien vor allem Epistaxis, kutane H&morrhagien und Blutungen in der
Mundhohle und Patient:innen mit vWS Typ 1 vor allem kutane Hamorrhagien, Menorrhagie
und Epistaxis zeigten. Zu unterscheiden ist dennoch das geringere Vorkommen von Blutungen
nach Operationen oder grolReren Verletzungen bei Gresele et al.,, was die hoheren
festgestellten ,bleeding scores® in der vorliegenden Arbeit (siehe oben) erklaren koénnte.
Eindeutig anhand der Kklinischen Manifestation der Blutungssymptome von anderen
Patient:innen mit Blutungen unbekannter Ursache zu unterscheiden waren die Patient:innen
mit Thrombozytopathien und/oder VWS Typ 1 jedoch nicht, wie ebenso vergleichbare

Untersuchungen von Gebhart et al. (15) festgestellt haben.

5.4 Verminderte VWF-Bindung an den thrombozytaren Rezeptor GPlba
in vitro bei Patient:innen mit VWS Typ 1 und Betrachtung des

gemeinsamen Vorliegens einer Thrombozytopathie und eines VWS

Typ 1

Eine Besonderheit dieser Arbeit war die Betrachtung des gemeinsamen Vorliegens eines VWS

Typ 1 und einer Thrombozytopathie, was bei 4 Patient:innen festgestellt wurde. Insgesamt war

bei 20 der 54 untersuchten Patient:innen ein VWS Typ 1 in domo oder extern diagnostiziert.

Das VWS ist mit einer Pravalenz von 1% die haufigste hereditare hAmorrhagische Diathese im

Bereich der primaren Hamostase (16) und der Typ 1 der haufigste Typ des vWS (17, 81). Der
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Typ 1 zeichnet sich durch eine quantitative, milde bis moderate Verminderung des vWF und
des FVIII aus, wobei der vWF strukturell und funktionell normal ausgebildet ist (17). Er wird
Uberwiegend in den “Weibel-Palade-Bodies in den Endothelzellen gespeichert und nach
Stimulation ins Blutplasma sezerniert; dariiber hinaus sind etwa 10-15% des vWF in den a-

Granula der Thrombozyten gespeichert (80, 176).

Die Funktionen des VWF und der Thrombozyten in der primaren Hamostase sind eng
verknUpft: Uber die Bindung an die thrombozytaren Rezeptoren GPIb und GPIIb/llla tragt der
VWF zur Thrombozytenadhésion an subendotheliale Strukturen bei; ebenso ist er durch die
darauffolgende Aktivierung an der Thrombozytenaggregation beteiligt (80, 110, 124). In dieser
Arbeit wurde gezeigt, dass die basale vVWF-Bindung an das GPIba bei Patient:innen mit und
ohne VWS Typ 1 im Vergleich zu den Kontrollproband:innen statistisch aufféllig niedriger war,
starker ausgepragt bei Patient:innen mit vVWS Typ 1. Bei den Patient:innen mit VWS Typ 1 l&sst
sich dies mit der bei dieser Erkrankung vorliegenden verminderten vWF-Konzentration
erkaren. Dass dies auch auf Patient:innen ohne VWS Typ 1 zutraf, war nicht zu erwarten. Eine
mogliche Ursache liegt in der diagnostischen Herausforderung von milden Blutungsneigungen
insgesamt und hier insbesondere des milden VWS Typ 1 (17, 120, 124, 128), sodass die
Madglichkeit besteht, dass ein mildes VWS Typ 1 vielleicht haufiger bei den untersuchten
Patient:innen vorlag als in der Routinediagnostik erfasst wurde. Das milde VWS Typ 1 ist eine
Unterform des vWS Typ 1 und durch einen teilweise quantitativen Mangel charakterisiert (111,
112). Grinde fir die schwierige Diagnostik sind die schwer abzugrenzenden Unterschiede
zwischen ,krank® und ,gesund” (177) mit unterschiedlichen Definitionen von ,cut-off‘-Werten
(125) bei unterschiedlicher Auspragung von Blutungssymptomen, die oft, wie Sadler et al.
feststellten (111, 177), keine Korrelation zwischen der vWF-Konzentration und der Schwere
von Blutungen zeigten. Weiterhin kommt hinzu, dass der vWF und auch der FVIII Akute-
Phase-Proteine sind, die erheblichen Schwankungen durch entziindliche Prozesse, aber auch
Stress, physischer Aktivitdt, Schwangerschaft etc. unterliegen (80), weshalb bereits ihr
Normbereich variabel ist. Eine mdglicherweise falsch-niedrige Diagnostizierung des VWS Typ
1 in dieser Arbeit Iasst sich jedoch anhand der vorliegenden Daten nicht sicher beurteilen und
war nicht Ziel der Untersuchungen. Dagegen spricht, dass sich nach Aktivierung der
Thrombozyten in aufsteigenden Konzentrationen mit Ristocetin keine statistischen
Auffalligkeiten zwischen den Patient:iinnen ohne diagnostiziertes VWS Typ 1 und den
Kontrollproband:innen mehr zeigten. Bei den Patient:innen mit diagnostiziertem vWS Typ 1
hingegen fand sich auch nach Aktivierung der Thrombozyten mit Ristocetin die statistisch
auffallige Erniedrigung der VvWF-Bindung an das GPlba im Vergleich zu den
Kontrollproband:innen. Dies entspricht den erwarteten Ergebnissen und lasst sich wiederum
mit der bei einem VWS Typ 1 verminderten vWF-Konzentration erklaren.
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Interessanterweise wurde in dieser Arbeit weiterhin festgestellt, dass bei Patient:innen mit
VWS Typ 1 und Thrombozytopathie nicht nur eine verminderte vWF-Bindung sowohl in
basalem als auch in aktiviertem Zustand der Thrombozyten erhoben wurde, sondern dass bei
diesen Patient:innen auch eine statistisch auffallig verminderte Expression des GPlba vorlag.
Dies zeigte sich sonst in keiner der anderen Patient:innengruppen, auch nicht bei
Patient:innen, bei denen ein VWS Typ 1 ohne Thrombozytopathie vorlag. Bei der Expression
des GPIlIb/llla war kein Unterschied feststellbar. Uberlegungen dazu finden sich in Kapitel 5.5
Verminderte Anzahl an Rezeptor-ABS der Hauptglykoproteine GPIba und GPVI auf der
Thrombozytenoberflache bei Patient:innen mit Thrombozytopathie und VWS Typ 1.

Uber das gemeinsame Vorliegen eines VWS Typ 1 und einer Thrombozytopathie ist bisher
wenig bekannt. In dieser Arbeit wurde das gleichzeitige Vorhandensein beider Erkrankungen
bei vier Patient:innen festgestellt, bei drei davon wurde ein vWS Typ 1 und eine 8-SPD und
bei einer Patientin ein VWS Typ 1 und eine Stérung der ADP-vermittelten
Thrombozytenaktivierung diagnostiziert. Die Altersspanne dieser Patient:innen lag zwischen
20 und 50 Jahren mit einem Mittelwert von 31,5 Jahren, womit sie im Mittel etwas jlinger waren
als der Durchschnitt der anderen Patient:innen. Ursachlich war maoglicherweise der in der
Literatur beschriebene Anstieg der VWF-Konzentration mit dem Alter-werden (128), wobei
diese Beobachtung bei den auch untersuchten Patientiinnen mit VWS Typ 1 ohne
Thrombozytopathie nicht festgestellt werden konnte. Ein Rickgang der Blutungssymptome
bzw. des -risikos bei Anstieg des VWF-Spiegels mit zunehmendem Alter konnte bisher jedoch
nicht gezeigt werden (114), weshalb die ASH ISTH NHF WFH (114) ein Uberdenken der
Diagnose empfehlen. Die Thrombozytenkonzentrationen der Patient:innen mit vwWS Typ 1 und
Thormbozytopathie waren normal oder etwas erniedrigt und der ISTH-BAT ,bleeding
score® war pathologisch erhdht. Sadler et al. (123) und Laffan et al. (124) haben bei
Patient:innen mit VWS Typ 1 Uberwiegend mukokutane Blutungssymptome festgestellt, was
auch in dieser Arbeit vorlag: Es wurde vor allem von Blutungen nach Zahnextraktionen,
Menorrhagie und kutanen Hamorrhagien, aber auch von Blutungen nach Operationen oder
groReren Verletzungen berichtet (siehe Kapitel 5.3 Pathologische Erhéhung des ISTH-BAT
sbleeding score“ bei Patient:innen mit vermutlich hereditaren, nicht-syndromalen
Thrombozytopathien mit und ohne VWS Typ 1). Bei den Patient:innen mit vWS Typ 1 und
Thrombozytopathie zeigten sich &hnliche Ergebnisse, interessanterweise waren diese in der
Regel oft etwas milder ausgepragt als bei alleinigem Vorliegen eines VWS Typ 1. Die Mehrheit
aller untersuchten Patient:innen mit VWS Typ 1 zeigte eine positive Familienanamnese, wie
sie auch oft in der Literatur wie beispielsweise von Sadler et al. (123) beschrieben wurde.

Dagegen war das Verhdltnis zwischen positiver und negativer Familienanamnese bei den
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Patient:innen dieser Arbeit mit einer Thombozytopathie, unabhéanig, ob mit oder ohne VWS

Typ 1, etwa ausgewogen.

Die Therapie des VWS ist abhdngig von verschiedenen Faktoren wie dem Typ und der
Schwere der Erkrankung, aber auch vom Ansprechen auf vorherige Therapien oder der
Invasivitat eines geplanten Eingriffs (81). Bei dem in dieser Arbeit betrachteten Typ 1 ist die
Gabe von Desmopressin, welches die Freisetzung des VWF aus den Endothelzellen férdert,
Zu erwagen oder bei ausgepragter Symptomatik oder geplanter Operation ggf. auch die Gabe
von VWEF/FVIII-Konzentraten. Unterstutzend konnen Tranexamsdure oder lokale
Hamostyptika eingesetzt werden (80, 178). Bei vermindertem Ansprechen auf eine vVWF/FVIII-
Konzentrat-haltige = Therapie  besteht  dariber hinaus die  Mdoglichkeit,  mit
Thrombozytenkonzentraten zu therapieren. Angenommen wird dabei, dass der hdmostatische
Effekt durch Freisetzung des in den a-Granula gespeicherten vVWF entsteht (80). Aufgrund der
Untersuchungen dieser Arbeit, die zeigen, dass das gemeinsame Vorliegen eines VWS Typ 1
und einer Thrombozytopathie vorkommt, ist auch die Mdglichkeit in Betracht zu ziehen, dass
der Effekt auch aufgrund des Ersatzes von moglicherweise bisher nicht diagnostizierten
Thrombozytenfunktionsstérungen bei einigen dieser Patient:innen kommen konnte. Zur
weiteren Evaluierung dessen sind jedoch gezielte Untersuchungen in groRerem Rahmen

notwendig.

5.5 Verminderte Anzahl an Rezeptor-ABS der Hauptglykoproteine GPlba
und GPVI auf der Thrombozytenoberflache bei Patient:innen mit

Thrombozytopathie und VWS Typ 1

Die integralen Glykoproteine der Lipiddoppelschicht, welche die Thrombozyten umgeben,
dienen der Interaktion mit ihrer Umgebung. Die Hauptglykoproteine GPIIb/llla (Integrin ausBs),
GPIba, GPIX (GPIb/V/IX), GPVI, GPlla (Integrin f1) und CD36, deren Anzahl an Rezeptor-
ABS auf der Thrombozytenoberflache in dieser Arbeit quantifiziert wurde, orientiert sich an den
Erhebungen bzw. Zusammenstellungen von Burkhart et al. (153) und Nergiz-Unal (154), siehe
Tabelle 14. Es werden Adhasions- sowie Signaltransduktionsrezeptoren unterschieden, wobei
seit einigen Jahren deutlich wird, wie Nergiz-Unal (154) darstellte, dass diese klare
Unterscheidung nicht mdglich ist, da einige der Rezeptoren beide Funktionen austben:
Beispielsweise bindet der GPIIb/lIlla-Komplex (Integrin ausBs), welcher mit einer Anzahl an
Rezeptor-ABS von ca. 80000-100000 pro Thrombozyt vorkommmt (153, 154) die Liganden

Fibrinogen und VWF, tbermittelt jedoch ebenfalls in aktiviertem Zustand Signale Uber sog.
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youtside-in“-Kaskaden (179, 180). Die Anzahl an Adh&sionsrezeptoren ist im Vergleich zu
Rezeptoren, die Uber losliche Agonisten stimuliert werden, gewohnlich deutlich vermehrt
exprimiert (154, 181).

In dieser Arbeit fanden sich Uberwiegend vergleichbare Werte an Rezeptor-ABS der
Hauptglykoproteine auf der Thrombozytenoberflaiche zwischen Patientiinnen mit
Thrombozytopathie und Kontrollproband:innen. Ausnahmen davon sind eine statistisch
auffallig verminderte Expression des GPlba und des GPVI bei Patientiinnen mit
Thrombozytopathie und VWS Typ 1, wobei auch hier keine Reduktion um mehr als 50%
festzustellen war, also nicht von einer Klinisch relevanten Funktionsbeeintrachtigung
auszugehen ist (8, 182). Bei Patient:innen mit Thrombozytopathie ohne VWS Typ 1 konnte bei
keinem der Hauptglykoproteine eine statistische Auffalligkeit inrer Anzahl im Vergleich zu den
Kontrollproband:innen festgestellt werden. Jedoch exprimierten teilweise auch Patient:innen
ohne bestétigte Thrombozytopathien und ohne vWS Typ 1 niedrigere Anzahlen an Rezeptor-
ABS; diese Arbeit zeigt dies fur das GPVI und CD36 (FA6.152)). Die Abweichungen sind
moglicherweise mit regularen Schwankungen der Allgemeinbevolkerung und mit
interindividuellen Unterschieden zum Untersuchungszeitpunkt zu erkléaren, die dynamische
Geschehen wie die Hamostase herausfordern. Eine beidseitige Verminderung von GPlba und
GPVI bei Patient:innen mit Thrombozytopathie und VWS Typ 1 ist durch ihren engen

physischen sowie funktionalen Zusammenhang denkbar.

An das GPlba bindet insbesondere in arteriellen GefaRen und unter hohem Scherstress der
VvWF (49). Dieser ist bei Vorliegen eines vWS Typ 1 mild bis moderat vermindert, sodass die
in dieser Arbeit gezeigte verminderte Exprimierung des Rezeptors moglicherweise eine
gegenseitige Beeinflussung des vVWF und des GPIlb darstellt. Ob dies tatsachlich ursachlich
ist, bleibt Gegenstand weiterer Untersuchungen. Eine verminderte Exprimierung des GPlba
ist bereits unter bestimmten Umstanden beschrieben; beispielsweise zeigten Leytin et al.
(183), dass es zu einer Herunterregulierung von GPlba und zur Aktivierung der Thrombozyten
unter hohem Scherstress kommt. Weiterhin sind quantitative sowie qualitative Stérungen des
GPIba beim Bernard-Soulier-Syndrom bekannt, bei dem verschiedene Defekte des GPIb/V/IX
(nicht-kovalente Bindung zwischen GPIb, GPV und GPIX) zu Thrombozytopenie, abnormaler
Thrombozytengrof3e, vVWF- und Kollagenbindung sowie Thrombusformation fiihren und
dadurch mit vermehrter Blutungsneigung einhergehen (2, 184). Weiterhin sind andere
genetische Mutationen des GPIba wie beispielsweise beim ,Platelet-type-von-Willebrand-
Syndom® beschrieben, die jedoch eher mit einer vermehrten als mit einer verminderten
Funktion einhergehen (116, 117).
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Das Transmembranprotein GPVI ist einer der wichtigsten Kollagenrezeptoren der
Thrombozyten, es bindet Kollagen unter hohen Scherkraften nach wiederholtem Kontakt und
Quervernetzung der vVWF-Multimere am thrombozytarem GPIb; bei niedrigeren Scherkraften
ist eine direkte Thrombozytenadhéasion und -aktivierung tber GPVI an Kollagen méglich. GPVI
ist gekoppelt mit ITAM der benachbarten FcRy-Kette, welches Uber nachfolgende
Signalkaskaden (185) die Thromboxan-A.-Synthese, Granulasekretion, Integrin-Aktivierung
und prokoagulatorische Aktivitat induziert (186). Da jeder dieser Schritte entscheidend fir eine
normale Funktion der Thrombozyten ist, ist es, wie Matus et al. (187) zusammenfassten,
LJuberraschend, dass sich die Schwere des GPVI-Defekts nicht in einem schwereren klinischen
Phanotyp widerspiegelt. Dies unterstreicht die Existenz redundanter Aktivierungswege in
Thrombozyten, die das Versagen eines einzelnen Weges kompensieren kdnnen“ (187).
Beschrieben sind bisher einige erworbene, beispielsweise durch Autoantikdrperbildung, sowie
hereditare Defekte des GPVI, die sich klinisch mit einer meist milden Blutungsneigung
prasentieren (187-189).

In dieser Arbeit wurde weiterhin die Thrombozytenaktivierung tiber GPVI mit dem fir diesen
Rezeptor hochaffinen Agonisten Convulxin (159) getestet. Dabei war festzustellen, dass
Patient:innen mit Thombozytopathie mit und ohne VWS Typ 1 Uberwiegend keine statisisch
auffallige Erniedrigung in der Aktivierung der Thrombozyten zeigten, diese Tendenz dennoch
insbesondere bei Aktivierung der Thrombozyten mit niedrigen Convulxin-Konzentrationen
teilweise vorhanden war. Ausgenommen davon sind die statistisch auffalligen Erniedrigungen
der Patient:innen mit Thrombozytopathie und VWS Typ 1 nach Aktivierung der Thrombozyten
bei der CD63- und teilweise LAMP-1-Oberflachen-Expression (siehe Kapitel 5.7 Verminderung
der Anzahl der é-Granula bzw. der d-Granula-Exozytose bei Patient:innen mit -SPD mit und
ohne VWS Typ 1), wobei dies eher auf die vorliegende 6-SPD und nicht auf die verminderte

Anzahl an Rezeptor-ABS des GPVI zuriickzufiihren ist.

5.6 Verminderte Aktivierung des thrombozytaren Rezeptors GPIIb/llla in
vitro bei Patient:innen mit Storung der ADP- oder Epinephrin-
vermittelten Thrombozytenaktivierung bzw. mit ,Gi-

like® Thrombozytopathie mit und ohne VWS Typ 1

Der thrombozytare Rezeptor GPIIb/llla bindet, nachdem er nach Aktivierung der

Thrombozyten eine aktivierende Konformationsanderung mittels ~inside-out

signaling” erhalten hat, den vWF sowie I3sliches Fibrinogen aus dem Plasma und ermdglicht
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die Quervernetzung der Thrombozyten untereinander (25). Liegt ein Defekt des Rezeptors vor,
kommt es zu Stérungen der Thrombozytenaggregation, wie es beispielsweise bei
Erkrankungen wie der Thrombasthenie Morbus Glanzmann-Naegeli vorliegt (4, 86). Bei dieser
Erkrankung liegt eine quantitative oder qualitative Stérung des Rezeptors vor; Defekte in den
Genen ITGA2B und ITGB3 sind bekannt (190). In dieser Arbeit wurde die GPIIb/llla-
Aktivierung indirekt Uber die Fibrinogenbindung untersucht; weiterhin wurde die in Kapitel 5.5
Verminderte Anzahl an Rezeptor-ABS der Hauptglykoproteine GPIba und GPVI auf der
Thrombozytenoberflache bei Patient:innen mit Thrombozytopathie und vWS Typ 1
beschriebene Quantifizierung der Anzahl der Rezeptor-ABS des GPIIb/llla erhoben.

Wie oben beschrieben, zeigten sich in dieser Arbeit keine statistisch auffalligen Unterschiede
in der Quantifizierung der Anzahl der Rezeptor-ABS des GPIIb/llla zwischen Patient:innen und
Kontrollproband:innen. Dies betraf sowohl die Patient:innen mit und ohne vWS Typ 1 wie auch
die Patient:innen mit und ohne Thrombozytopathie. Der basale Aktivierungszustand des
GPIIb/llla war bei den Patient:innen insgesamt im Vergleich zu den Kontrollproband:innen
nicht statistisch aufféllig niedriger ausgepragt. Auch nach Agonisten-induzierter
Fibrinogenbindung mit den Agonisten ADP, Epinephrin, Convulxin oder Thrombin zeigten sich
in dieser Arbeit insgesamt keine Auffalligkeiten, bis auf eine statistisch aufféllige Verminderung
bei den Patient:innen mit Thrombozytopathie ohne VWS Typ 1 bei Aktivierung mit der

Hochstkonzentration von Epinephrin.

Betrachtet man dann aber die Patient.innen mit Thrombozytopathie getrennt nach den
diagnostizierten Thrombozytopathien genauer, waren deutliche Unterschiede feststellbar.
Diese waren allerdings in dieser Arbeit aufgrund einer kleinen Anzahl betroffener Patient:innen
statistisch nicht immer auswertbar. Bei den Patient:innen mit einer Stérung der ADP-
vermittelten Thrombozytenaktivierung bzw. einer ,Gi-like® Thrombozytopathie mit und ohne
vWS Typ 1 fielen niedrige basale Fibrinogenbindungen an das GPIllb/llla auf; tendenziell lag
dies verstarkt bei gleichzeitigem Vorliegen eines vWS Typ 1 vor. ADP bindet in vivo an die
Rezeptoren P2Y; und P2Y1, und spielt insbesondere beim Rickkopplungsmechanismus der
auto- und parakrinen Verstarkung der Thrombozytenaktivierung eine wichtige Rolle; bei einer
,Gi-like“ Thrombozytopathie kann zusétzlich die Aktivierung tber den Rezeptor des Agonisten
Adrenalin betroffen sein (87). Die Wichtigkeit der ADP-Rezeptoren verdeutlicht der
erfolgreiche Einsatz von Inhibitoren des P2Y1,-Rezeptors wie Clopidogrel, Prasugrel oder
Ticagrelor zur vor allem sekundaren Pravention ischamischer Ereignisse ausgel6st durch
Thrombozytenaggregate (26, 59, 70). Nach Aktivierung der Thrombozyten mit dem Agonisten
ADP kam es bei diesen Patientiinnen zu einer induzierbaren Fibrinogenbindung,
Maximalwerte wurden jedoch nicht erreicht. Die hier durchgefiihrten durchflusszytometrischen
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Untersuchungen lassen keinen Ruickschluss darauf zu, an welcher Stelle der Signalkaskade
der Defekt liegt; eine verminderte Fibrinogenbindung durch quantitative Verminderung des
GPIlIb/llla wurde, wie oben beschrieben, ausgeschlossen. Die Fibrinogenbindung durch
andere Agonisten war bei den Patientinnen mit Stérung der ADP-vermittelten
Thrombozytenaktivierung bzw. ,Gi-like“ Thrombozytopathie Uberwiegend normal induzierbar;
ausgenommen hiervon war die Fibrinogenbindung bei dem Patienten mit ,Gi-
like* Thrombozytopathie bei Aktivierung mit Epinephrin. Weiterhin zeigte sich bei
gleichzeitigem Vorliegen eines VWS Typ 1 eine leicht erniedrigte Convulxin-induzierte
Fibrinogenbindung, welches einer GPVI-vermittelten Aktivierung in vivo durch Kollagen
entspricht. Eine dhnlich verminderte Antwort anderer Agonisten, insbesondere des Kollagens,
bei dieser Erkrankung stellten auch Dawood et al. (87) in ihren Untersuchungen fest, vor allem
bei Aktivierung mit niedrigen und mittleren Konzentrationen. Sie fuhrten dies auf die
Beeintrachtigung des Rickkopplungsmechanismus von ADP zurlick. Zu beachten ist, dass
Dawood et al. zwar ihre Diagnosik mit Hilfe der LTA durchfuhrten, die den in Kapitel 5.2
Limitierung der Erfassung von vermutlich hereditaren, nicht-syndromalen Thrombozytopathien
durch die globalen Thrombozytenfunktionstests PFA-100 und LTA nach Born genannten
Einschrankungen unterliegt, dennoch konnten sie ihre Ergebnisse direkt in der Lumi-
Aggregometrie vergleichen.

Bei Patient:innen mit Stérung der Epinephrin-vermittelten Thrombozytenaktivierung bzw. mit
,Gi-like“ Thrombozytopathie ohne VWS Typ 1 (die Gruppe der Patient:innen mit Stérung der
Epinephrin-vermittelten Thrombozytenaktivierung mit VWS Typ 1 enthielt in dieser Arbeit keine
Personen) war ebenfalls eine niedrige basale, jedoch nicht statistisch aufféllig erniedrigte
Fibrinogenbindung an das GPIlIb/llla feststellbar. Epinephrin entspricht in vivo Adrenalin und
wirkt Uber az-adrenergen Rezeptoren (65). Nach Aktivierung der Thrombozyten mit Epinephrin
war eine andere Reaktionskinetik als oben beschrieben zu beobachten: Nach einem
minimalen Anstieg der Fibrinogenbindung lieRen sich nach Aktivierung mit hdheren
Konzentrationen Epinephrin nicht nur keine Maximalwerte erreichen, sondern die
Fibrinogenbindung war nicht weiter induzierbar. Dies deutet darauf hin, dass es sich hierbei
sowohl um einen Rezeptordefekt als auch um eine Stoérung in der Signalkaskade handeln
konnte; auch hier lassen die durchgefihrten durchflusszytometrischen Untersuchungen
keinen eindeutigen RuUckschluss auf die genaue Lokalisation des Defekts zu. Die
Fibrinogenbindung durch andere Agonisten war bei diesen Patient:innen normal induzierbar;
ausgenommen ist entsprechend oben die ADP-induzierte Fibrinogenbindung bei dem

Patienten mit ,Gi-like* Thrombozytopathie.
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Fasst man die Patientiinnen mit Stoérung der ADP- oder Epinephrin-vermittelten
Thrombozytenaktivierung bzw. mit ,Gi-like* Thrombozytopathie dieser Arbeit zusammen,
stellen sie ahnlich den Ergebnissen der Untersuchungen von Dawood et al. (87) gemeinsam
mit den &-SPD den Grof3teil der Thrombozytopathien dar. Weiterhin haufig stellten Dawood et
al. Defekte des Thromboxan A.-Signalwegs fest, auf die hin in dieser Arbeit nicht untersucht
wurde. Die 8-SPD werden im folgenden Kapitel 5.7 Verminderung der Anzahl der 6-Granula
bzw. der &-Granula-Exozytose bei Patient:innen mit -SPD mit und ohne VWS Typ 1 naher

thematisiert werden.

5.7 Verminderung der Anzahl der &-Granula bzw. der &-Granula-

Exozytose bei Patient:innen mit -SPD mit und ohne VWS Typ 1

0-SPD sind seltene Erkrankungen, bei denen es zu einem Mangel der thrombozytaren 6-
Granula und/oder deren Inhaltsstoffen kommt (quantitativer Defekt) oder bei denen aufgrund
einer Stoérung der Thrombozytenaktivierung oder Signaltransduktion eine gestoérte Freisetzung
des Granulainhalts vorliegt (qualitativer Defekt) (43, 94). Die Granulainhaltsstoffe wie
Serotonin, ADP, ATP, Ca?-lonen und Pyrophosphat (91) dienen wéahrend der
Thrombozytenaktivierung als sekundéar verstarkende Agonisten (insbesondere Serotonin und
ADP) oder sind Teil der Gerinnungskaskasde (insbesondere Ca?*-lonen) (136). Bei einem
Mangel kommt es zu meist milden bis moderaten Blutungsneigungen, jedoch kénnen auch
lebensbedrohliche Komplikationen wéahrend Operationen oder Traumata auftreten (35, 136).
Syndromale Formen von Defekten der 6-Granula sind beispielsweise das Hermansky-Pudlak-
Syndrom und das Chediak-Higashi-Syndrom (190).

In dieser Arbeit wurde das Vorliegen von vermutlich hereditaren, nicht-syndromalen 8-SPD mit
Hilfe des Membran-Markers CD63 sowie dem Mepacrine-Assay durchflusszytometrisch
untersucht. CD63 ist Bestandteil der Membran der 6-Granula und der Lysosomen und gelangt
nach Aktivierung der Thrombozyten auf die &uf3ere Thrombozytenoberflache; er dient somit
dem Nachweis der Exozytose dieser beiden (41, 48). Zu beachten ist, wie Dupuis et al. (136)
herausstellten, dass bei verminderter Expression nach Aktivierung der Thrombozyten nicht
zwischen einem Sekretionsdefekt und einem Mangel der Granula unterschieden werden kann
und dass CD63 aufgrund seines Vorkommens auf Lysosomen nicht spezifisch fur den
Nachweis von &-SPD ist. Der Mepacrine-Assay hat sich als sinnvolle und kostengiinstige
Methode zur Diagnostik von 8-SPD erwiesen (155), sollte jedoch aufgund seiner moderaten

Sensibilitdt und Spezifitdt ebenfalls nicht alleinig in der Diagnostik eingesetzt werden, wie
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Dupuis et al. (136) zusammenfassten. Mepacrine akkumuliert aufgrund seiner hohen Affinitat
zu Adeninnukleotiden wie ADP in den 8-Granula und lasst so bei Erfassung seiner Aufnahme
und anschlieBenden Freisetzung nach Aktivierung der Thrombozyten auf das Vorliegen von
0-SPD untersuchen (42, 43). In Kliniken werden &-SPD weiterhin mit Blutausstich, LTA, Lumi-
Aggregometrie, Next-Generation-Sequencing und Gen-Analysen (191) diagnostiziert. Dabei
sind jedoch nur einige Gene bekannt (95, 136), die mit nicht-syndromalen
Thrombozytendefekten assoziiert sind. Zudem ist der Nachweis von isolierten 6-SPD mit
einem Blutausstich nicht mdglich (35), was die Diagnostik weiterhin erschwert. In der LTA wird
bei einer 6-SPD eine Beeintrachtigung der Antwort von ADP und Epinephrin sowie von
Kollagen auf moderate Konzentrationen erwartet, die jedoch nicht immer vorhanden bzw.
sichtbar ist (10), wie auch die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen (siehe Kapitel 5.2 Limitierung
der Erfassung von vermutlich hereditaren, nicht-syndromalen Thrombozytopathien durch die
globalen Thrombozytenfunktionstests PFA-100 und LTA nach Born). Daher wurde fir die
Diagnostik dieser Arbeit eine Kombination der CD63-Oberflachen-Expression und des
Mepacrine-Assays durchgefihrt. Zur eindeutigen Diagnostik eines Mangels an 6-Granula dient
aullerdem die Elektronenmikroskopie ,whole mount‘, mit der die &-Granula spezifisch
identifiziert und quantifiziert werden kdnnen (136, 137). Diese wurde jedoch in dieser Arbeit
nicht angewandt, was eine Einschrankung dieser Arbeit darstellt. Dennoch konnten mit der
Kombination aus CD63-Oberflachen-Expression und Mepacrine-Assay bei funf Patient:innen
eine vermutlich hereditare, nicht-syndromale &-SPD festgestellt werden, bei drei der

Patient:innen war zustatzlich ein VWS Typ 1 diagnostiziert.

Betrachtet man die basale Obenflachen-Expression von CD63 ohne Zugabe von Agonisten
bei den untersuchten Patient:innen dieser Arbeit im Vergleich zu den Kontrollproband:innen,
zeigen sich erwartungsgemanR keine statistisch auffalligen Unterschiede. Grund dafir ist die
Lokalisierung von CD63 in der Granulamembran der 8-Granula und Lysosomen, welches erst
nach Aktivierung der Thrombozyten und Granulasekretion durch Membranfusion auf die
auRRere Thrombozytenmembran gelangt (41) und dort tiber spezifische Antikdrper nachweisbar
wird. Nach Aktiveriung der Thrombozyten mit Convulxin oder Thrombin in aufsteigenden
Konzentrationen zeigte sich bei den Patientiinnen und Kontrollproband:innen durch die
deutliche Zunahme der Floureszenzintensitat die vermehrte Oberflachen-Expresssion von
CD63. Bei den Patient:innen mit 8-SPD stellte sich jedoch eine weniger starke Zunahme der
CD63-Oberflachen-Expression dar, statistisch auffallig bei Aktivierung mit den jeweiligen
Hochstkonzentrationen von Convulxin (20 ng/ml) und Thrombin (0,2 U/ml) bei den
Patient:innen mit zusatzlichem vWS Typ 1. Auch bei niedrigeren Konzentrationen war eine
weniger starke Zunahme der CD63-Expression vorhanden, jedoch nicht statistisch auffallig.
Diese verminderte, aber vorhandene Zunahme der CD63-Oberflachen-Expression deutet
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darauf hin, dass es sich bei den vorliegenden ®-SPD eher um einen Mangel der
thrombozytaren &-Granula und/oder deren Inhaltsstoffen als um eine Stérung der
Thrombozytenaktivierung oder Signaltransduktion handelte, also eher ein quantitativer als ein
qualitativer Defekt vorlag. Zur genaueren Betrachtung von qualitativen Defekten sind weitere
Untersuchungen wie ein Serotonin-ELISA zur Bestimmtung des thrombozytaren Serotonin-
Gehalts oder massenspektrometrische Untersuchungen notwendig. Ein Serotonin-ELISA
wurde bei vier der flnf Patient:innen durchgefihrt; die Ergebnisse unterstitzten die Hinweise
auf eine quantitative 6-SPD, sind jedoch nicht Teil der Untersuchungen dieser Arbeit gewesen

und werden daher in diesem Rahmen nicht weiter diskutiert.

Betrachtet man die basale Aufnahme des fluoresziernden Mepacrines in die d-Granula, fallt
ein deutlicher Unterschied zwischen den Patientiinnen mit &-SPD wund den
Kontrollproband:innen auf: Die Aufnahme des Mepacrines in die 8-Granula der Patient:innen
war auffallig vermindert. Auch dies spricht wie oben dafir, dass es sich eher um einen Mangel
der d-Granula und/oder deren Inhaltsstoffen handelte, also um einen quantitativen Defekt.
Diese Verminderung war bei Patientinnen mit 6-SPD und vWS Typ 1 signifikant
nachzuweisen; bei Patient:innen ohne VWS Typ 1 war aufgrund einer zu geringen Fallzahl
keine Beurteilung der Signifikanz moglich. Tendenziell war diese verminderte Aufnahme
jedoch ebenfalls nachweisbar, aber weniger stark ausgepragt. Der Mittelwert des Mepacrine-
Fluoreszenzsignals lag mit 48,78 und einer Standardabweichung 5,728 bei den
Kontrollproband:innen ahnlich vergleichbaren Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Frau
Prof. Dr. Jurk des CTH der Universititsmedizin Mainz (Mittelwert 52,5 mit
Standardabweichung £12), die angenommenen Basalwerte von Patient:innen mit <40,4 sogar
deutlich niedriger: Bei den Patient:innen mit 6-SPD ohne vWS Typ 1 lag der Mittelwert bei
33,50 mit einer Standardabweichung £2,12 und bei den Patient:innen mit 3-SPD und VWS Typ
1 bei 24,00 mit einer Standardabweichung +7,21. Nach Aktivierung der Thrombozyten mit
aufsteigenden Konzentrationen von Convulxin oder Thrombin lieR sich bei den
Kontrollproband:innen die erwartete Freisetzung der Inhaltsstoffe der Granula durch Abnahme
der Fluoreszenzintensitat von Mepacrine beobachten. Bei den Patient:innen mit 6-SPD war
hingegen nur eine geringe Abnahme der Mepacrine-Floureszenzintensitat feststellbar, was die
geringe Freisetzung der d-Granula widerspiegelt. Bei Aktivierung der Thrombozyten mit den
Hochstkonzentrationen von Convulxin (20 ng/ml) oder Thrombin (0,2 U/ml) lie3 sich kaum
noch ein Unterschied zwischen den Patient:innen mit 8-SPD und den Kontrollproband:innen
feststellen, da die Freisetzung von Mepacrine durch die Kontrollproband:innen auf etwa den
Ausgangszustand der Mepacrine-Aufnahme der Patient:innen mit d-SPD gesunken war.
Deutlicher war der Unterschied wieder bei Patientiinnen mit 8-SPD und vWS Typ 1
ausgepragt.
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In Zusammenschau beider Untersuchungen mit verminderter Aufnahme und Freisetzung von
Mepacrine und verminderter, aber steigender CD63-Oberflachen-Expression ist bei den
untersuchten Patientiinnen also von einer quantitativen 6-SPD auszugehen, die sich
ausgepragter bei Patient:innen mit zusatzlichem vWS Typ 1 darstellte. Die Kombination der
beiden Tests wurde auch von Cai et al. (43) untersucht und empfohlen; die Vorteile
beschrieben sie in der raschen Identifikation von Erkrankungen wie der &-SPD, der
Verwendung nur geringer Blutmengen und dem moglichen Einsatz auch bei

Thrombozytopenien im Gegensatz zur sonst empfohlenen Lumi-Aggregometrie.

5.8 Vergleichbare oder tendenziell leicht verminderte a-Granula-
Exozytose bei Patient.innen mit Thrombozytopathie mit und ohne
VWS Typ 1

Mit Hilfe des Membran-Markers CD62P (P-Selektin), der als Adhasionsmolekdl die Interaktion
zwischen Thrombozyten und Leukozyten vermittelt (157) und der in der Membran der a-
Granula nachweisbar ist, ist eine mogliche a-SPD unterstiitzend diagnostizierbar. Zur
eindeutigen Diagnostik quantitativer a-SPD wird die Transmissionselektronenmikroskopie
empfohlen (192-194), die in dieser Arbeit jedoch keine Anwendung fand. Entsprechend der &-
SPD kann es sich um einen Mangel der Granula und/oder deren Inhaltsstoffen oder um eine
gestorte Freisetzung des Granulainhalts handeln. Als ursachlich sind bereits einige
Genmutationen wie beispielsweise in NBEAL-2 (fir den Vesikeltransport) (92), GFI1B oder
GATAL (Transkriptionsfaktorgene) (93) beschrieben. a-Granula enthalten eine Vielzahl an
Proteinen, darunter Adhasionsproteine wie Fibrinogen, vVWF und TSP-1, Gerinnungsfaktoren
wie FV und FVIII, Plasmaproteine, mitogene Wachstumsfaktoren, Proteaseinhibitoren etc.
(38). Damit enthalten sie gleichzeitig Proteine zur Férderung und Inhibition der Hamostase und
leisten einen entscheidenden regulatorischen Beitrag; Stérungen kénnen in einer vermehrten
Blutungsneigung resultieren (35). Weiterhin spielen a-Granula eine wichtige Rolle bei
entztindlichen Prozessen, Wundheilung, Angiogenese und Arterioskleroseentstehung (35,
38), auf die jedoch in dieser Arbeit nicht naher eingegangen wird. Bei der Diagnostik von a-
SPD mit Hilfe von CD62P ist zu beachten, dass ein ,Shedding® von der

Thrombozytenoberflache wéhrend der Thrombozytenaktivierung maglich ist (195, 196).

In dieser Arbeit wurde bei keiner der Patient:innen eine a-SPD festgestellt. Verwunderlich ist

dies nicht, da auch in der Literatur ein seltenes Vorkommen dieser Erkrankung beschrieben
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wird: Beispielsweise berichteten Gresele et al. (14) in nur 3,7% der untersuchten
Thrombozytopathien von einer a-SPD. Nichtsdestotrotz zeigte sich bei einigen Patient:innen
dieser Arbeit eine Erniedrigungen in der CD62P-Oberflachen-Expression im Vergleich zu den
Kontrollproband:innen, dies betraf statistisch auffdllig in basalem Zustand sowie nach
Aktivierung mit Thrombin Patient:innen ohne diagnostizierte Thrombozytopathie mit und ohne
VWS Typ 1. Bei Patient:innen mit Thrombozytopathie mit und ohne vWS Typ 1 ist die CD62P-
Oberflachen-Expression vergleichbar oder tendenziell leicht vermindert, jedoch nicht
statistisch auffallig. Dass sich diese verminderte CD62P-Oberflachen-Expression aber in vivo
nicht als eine a-SPD prasentieren muss, wurde beispielhaft an einem Patienten mit -SPD und
VWS Typ 1 (Patient 6) dargestellt: Bei diesem Patienten wurde zun&chst eine verminderte
CD62P-Oberflachen-Expression bei Aktivierung der Thrombozyten in aufsteigenden
Konzentrationen mit Convulxin bzw. Thrombin festgestellt, woraufhin zuséatzlich die Aktivierung
mit 0,375 uM ADP erfolgte. Diese zeigte, dass eine normale Exozytose der a-Granula durch
Convulxin bzw. Thrombin mit der notwendigen ADP-vermittelten Verstarkungsaktivierung
moglich war; der zunéchst angenommene a-Granula-Defekt also eher durch die verminderte
ADP-Freisetzung aus den &-Granula bei vorliegender 8-SPD als durch einen tatsachlichen
Defekt der a-Granula hervorgerufen wurde. Dieses Beispiel unterstreicht auch die Bedeutung
der Einordnung von laboranlaytischen Messwerten bei der Bewertung der klinischen

Relevanz.

Auch die noch seltener vorkommende ad-SPD (14), bei der es sowohl zu einer Verminderung
der a- als auch der 8-Granula kommt und bei der White et al. (96) eine Verbindung zum offenen
kanalikularen System annehmen, an welches der Granulainhalt ohne vorherige Aktivierung
der Thrombozyten abgegeben wird, wurde in dieser Arbeit nicht festgestellt. Kombinierte ad-
SPD wurden weiterhin im Zusammenhang mit hereditaren Stérungen bestimmter
Transkriptionsfaktoren beobachtet, wie beispielsweise Ferreira et al. (197) bei einer Mutation
in GFI1B und Jurk et al. (195) bei einer Familie mit neuer GATAL-Variante beschrieben.

5.9 Teilweise verminderte lysosomale Exozytose bei Patient:innen mit

Thrombozytopathie mit und ohne VWS Typ 1

Die lysosomale Exozytose wurde in dieser Arbeit anhand des Membran-Markers LAMP-1,
dessen physiologische Funktion bisher unbekannt ist (46), untersucht. Weiterhin findet sich in
der lysosomalen Membran der auch in der Membran der d-Granula lokalisierte Marker CD63

(48), weshalb in der Regel die gleichen Tendenzen von LAMP-1 und CD63 zu erwarten sind.
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Lysosomen enthalten saure Glykohydrolasen, Kathepsine und Heparinasen, die am Abbau

der extrazelluldaren Matrix und der zellularen Migration beteiligt sind (35).

In dieser Arbeit wurde festgestellt, dass bereits die basale LAMP-1-Oberflachen-Expression
im Vergleich zu den Kontrollproband:innen sowohl bei den Patientiinnen ohne
Thrombozytopathie und ohne VWS Typ 1 als auch bei Patient:innen mit Thrombozytopathie
und VWS Typ 1 statistisch aufféllig erniedrigt waren. Eine Ursache dafur ist unklar, da LAMP-
1 nach bisherigen Untersuchungen wie von Febbraio et al. (46) erst nach Aktivierung der
Thrombozyten auf die &uRere Membran transloziert wird. Bei der basalen CD63-Oberflachen-
Expression waren, wie zu erwarten, keine Unterschiede nachweisbar. Nach Aktivierung mit
aufsteigenden Konzentrationen von Convulxin war sowohl bei den Patient:innen ohne
Thrombozytopathie mit und ohne VWS Typ 1 als auch bei den Patientiinnen mit
Thrombozytopathie und VWS Typ 1 eine vermehrte, aber im Vergleich zu den
Kontrollprobroband:innen statistisch aufféllig verminderte Expression sowohl von LAMP-1
sowie in dhnlicher Weise von CD63 festzustellen. Diese zeigte sich teilweise friiher bei
niedrigen Konzentrationen von Convulxin in der CD63-Oberflachen-Expression, was durch
eine Uberlagerung von Erkrankungen der d-Granula wie der 8-SPD zu erklaren ist. Nach
Aktivierung mit Thrombin zeigte sich ein &hnliches Bild, hier waren neben den Patient:innen
ohne Thrombozytopathie mit und ohne VWS Typ 1 auch Patient:innen mit Thrombozytopathie
ohne vWS Typ 1 betroffen.

Die genaue Funktion von LAMP-1 ist, wie oben erwéhnt, noch unklar, Febbraio et al. (46)
beschrieben Eigenschaften eines adhasiven Molekils und diskutierten den Beitrag zur Bildung
prothrombotischer Oberflachen. Welche Rolle es im Rahmen lysosomaler Stérungen und
hamorrhagischer Diathesen spielt, wird zuklnftig Gegenstand weiterer Untersuchungen
bleiben. Auch der vermehrte Einsatz neuer genomischer Techniken wie das ,whole exome
sequencing” in der Diagnostik genetischer Ursachen hereditéarer Thrombozytopathien (198,
199), die in dieser Arbeit keine Anwendung fanden, wird zukinftig einen entscheidenden

Beitrag leisten.
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6 Zusammenfassung

In dieser Dissertation wurden Patient:innen der hdmostaseologischen Ambulanz des CTH und
der 1ll. Medizinischen Klinik der Universitatsmedizin Mainz mit hAmorrhagischer Diathese
unklarer Genese und mit vWS Typ 1 mit durchflusszytometrischen Methoden auf vermutlich
hereditare, nicht-syndromale Thrombozytopathien hin phanotypisch untersucht, bei denen
nach standardisierter Abklarung mittels anamnestischer sowie laboranalytischer Methoden
inklusive der globalen Thrombozytenfunktionstests PFA-100 und LTA nach Born in PRP keine
eindeutige Ursache ihrer vermehrten Blutungsneigung gefunden wurde. Ziel der
Untersuchungen war es, zu einem besseren Verstandnis der Pathophysiologie der
Erkrankungen sowie ihrer Diagnostik und Bedeutung im klinischen Alltag beizutragen. Bei 9
von 54 untersuchten Patient:innen konnte im Vergleich zu 18 gesunden Kontrollproband:innen
eine vermutlich hereditare, nicht-syndromale Thrombozytopathie bestétigt werden, bei 4 dieser
9 Patient:innen wurde das gemeinsame Vorliegen einer Thrombozytopathie und eines VWS
Typ 1 festgestellt. Diagnostizierte Thrombozytopathien dieser Arbeit waren finf Patient:innen
mit einer 6-SPD, eine mit einer Stérung der ADP- und zwei mit einer Stérung der Epinephrin-
vermittelten Thrombozytenaktivierung sowie ein Patient mit einer ,Gi-like* Thrombozytopathie.
Neben der Erhebung und Auswertung des ISTH-BAT ,bleeding score® sowie des PFA-100 und
der LTA nach Born in PRP wurde die Anzahl der Rezeptor-Antigenbindungsstellen (ABS) der
Hauptglykoproteine auf der Thrombozytenoberflache, die Bindungsfahigkeit des vWF an den
Rezeptor GPIba, die Aktivitat des GPIIb/llla durch Fibrinogenbindung und die Exozytose der

a-Granula, 6-Granula und Lysosomen untersucht.

Diese Arbeit unterstiizt die bereits in vergleichbaren Studien festgestellte, unterschéatzte
Pravalenz  von milden Thrombozytenfunktionsstdorungen bei Patientinnen  mit
hamorrhagischer Diathese unklarer Genese; sie lag nach Ausschluss anderer Ursachen
hamorrhagischer Diathesen mit Ausnahme des VWS Typ 1 in einem Zeitraum von 3 Monaten
bei 13,5%. Weiterhin bestatigt diese Arbeit, dass die standardisierten globalen
Thrombozytenfunktionstests PFA-100 Kollagen/ADP und Kollagen/Epinephrin sowie die LTA
nach Born in PRP mit hohen Konzentrationen der Agonisten ADP, Epinephrin,
Arachidonsaure, Kollagen und Ristocetin die milden Thrombozytopathien nicht zuverlassig
detektieren, sodass bei anamnestischer Blutungsneigung auch bei Normwerten eine
Thrombozytopathie nicht sicher ausgeschlossen werden kann. Die LTA sollte daher nicht
alleinig in der Diagnostik und der PFA-100 nicht mehr fir die spezifische Diagnostik von milden

bis moderaten, hereditaren, nicht-syndromalen Thrombozytopathien verwendet werden.
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Der ISTH-BAT zeigte in dieser Arbeit eine Uberwiegend deutliche Differenzierungsfahigkeit
zwischen Kontrollproband:innen und Patient:innen mit Thrombozytopathie sowohl mit als auch
ohne VWS Typ 1; die Mittelwerte des ,bleeding score® lagen jeweils bei etwa 9, bei den
Kontrollproband:innen  bei 1. Eine klare Differenzierungsfahigkeit  zwischen
Thrombozytopathien und VWS Typ 1 des ISTH-BAT war jedoch nicht festzustellen; eine
eindeutige Unterscheidung anhand der Kklinischen Manifestation der Blutungssymptome war
nicht moglich. Im Vergleich zu anderen Untersuchungen wiesen die Patient:innen dieser Arbeit

haufiger Blutungen nach Operationen oder groReren Verletzungen auf.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass sowohl die basale als auch die Ristocetin-induzierte VWF-
Bindung an das GPlba bei Patientinnen mit vWS Typ 1 im Vergleich zu den
Kontrollproband:innen statistisch auffallig niedriger war; die basale vWF-Bindung war zudem
bei Patientiinnen ohne vWS Typ 1 erniedrigt. Weiterhin wurde festgestellt, dass bei
gleichzeitigem Vorliegen eines VWS Typ 1 und einer Thrombozytopathie eine statistisch
auffallig verminderte Expression der Rezeptor-ABS der Hauptglykoproteine GPlba, an
welches der vVWF bindet, und dem Kollagenrezeptor GPVI vorlag.

Die GPIlIb/llla-Aktivierung wurde in dieser Abeit indirekt Gber die Fibrinogenbindung
untersucht. Bei Patientiinnen mit Stdérung der ADP- oder Epinephrin-vermittelten
Thrombozytenaktivierung sowie mit ,Gi-like* Thrombozytopathie fielen tendenziell niedrige
basale Fibrinogenbindungen an das GPIIb/llla auf. Nach Aktivierung mit ADP zeigte sich bei
den Patient:innen mit Stérung der ADP-vermittelten Thrombozytenaktivierung sowie mit ,Gi-
like* Thrombozytopathie eine induzierbare Fibrinogenbindung, Maximalwerte wurden jedoch
nicht erreicht. Bei Patientiinnen mit Stérung der  Epinephrin-vermittelten
Thrombozytenaktivierung sowie mit ,Gi-like* Thrombozytopathie hingegen war nach
Aktivierung mit Epinephrin nach einem minimalen Anstieg der Fibrinogenbindung keine
weitere Induktion feststellbar, weshalb es sich um einen Rezeptordefekt oder um eine Stérung
in der Signalkaskade handeln kénnte und nicht wie oben eher um eine Stdrung in der

Signalkaskade.

Weiterhin wurde die 8-Granula-Exozytose der Patient:innen mit Hilfe der Kombination aus der
Erfassung der Oberflachen-Expression des Membranmarkers CD63 und des Mepacrine-
Assays untersucht. Bei Patient:innen mit 8-SPD zeigte sich nach Aktivierung mit den
Agonisten Convulxin und Thrombin in aufsteigenden Konzentrationen eine vermehrte, jedoch
im Vergleich zu den Kontrollproband:innen verminderte CD63-Oberflachen-Expression. Die
verminderte Mepacrine-Aufnahme in und -freisetzung aus den &-Granula deutet auf das
Vorliegen von quantitativen 8-SPD der Patient:innen hin. Ein Defekt der a-Granula wurde in
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dieser Arbeit bei keiner der Patient:innen festgestellt; beispielhaft konnte an einem Patienten
mit 8-SPD gezeigt werden, dass ein laboranalytisch zunachst angenommener Defekt der a-
Granula bei zusatzlicher Gabe von ADP, welches bei Vorliegen einer 6-SPD vermindert aus
den &-Granula freigesetzt werden kann, nicht mehr nachweisbar war. Eine isolierte lysosomale
Stérung der Thrombozyten konnte in dieser Arbeit nicht festgestellt werden, dennoch zeigten
sich teilweise Erniedrigungen in der LAMP-1-Oberflachen-Expression, die jedoch auch mit der

Uberlagerung von Erkrankungen der 8-Granula zu erklaren waren.

Zusammen mit vergleichbaren Untersuchungen und Folgestudien mit groReren
Patient:innenzahlen tragen die Ergebnisse dieser Arbeit zu einem besseren Verstandnis der
Pathophysiologie hereditarer, nicht-syndromaler Thrombozytopathien sowie ihrer Diagnostik
und Bedeutung im klinischen Alltag bei. Diese Arbeit bestatigt die Wichtigkeit und den Bedarf
an einheitlichen, standardisierten und internationalen Leitlinen in der Diagnostik von
hereditdren Thrombozytopathien, wie sie auch Gresele et al. fordern (14). Die differenzierten
Analysen der vorliegenden Arbeit hinsichtlich der komplexen Funktionen und Dysfunktionen
der Thrombozyten im Rahmen hdmorrhagischer Diathesen sind die Grundlage dafur, zukunftig
adaquate Therapiemaoglichkeiten fiir betroffene Patient:innen entwickeln zu kénnen.
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